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Правила поведения в микробиологической лаборатории

Прежде чем начинать освоение практических навыков по микробиологии, следует запомнить несколько простых правил по технике безопасности при работе с микробными культурами. Несмотря на то, что Вы не будете работать с патогенными культурами бактерий, важно научиться работать правильно и выполнять все требования по технике безопасности.

1. Работать в лаборатории можно только в спецодежде (халат).
2. В микробиологической лаборатории нельзя есть, пить, курить, шуметь, бегать. Не проводите перерывы в лабораторном помещении.

3. Основная опасность – живая культура бактерий. Поэтому приступайте к выполнению заданий спокойно, после организации рабочего места. Уберите личные вещи, достаточно иметь тетрадь по лабораторным занятиям со схемой опыта.
4. Работать нужно сидя, наклонять туловище над столом не следует. Вы должны находиться строго перпендикулярно относительно рабочей поверхности лабораторного стола.
5. Все пробирки с микробными культурами должны стоять в штативах. Не кладите их на стол в горизонтальном положении. Штатив с пробирками должен стоять слева от Вас (и справа, если Вы – левша). Пробирки нужно брать левой рукой, а в правой (активной) руке должен находиться основной микробиологический инструмент – бактериологическая петля.

6. Вы работаете только с помощью петли, поэтому дополнительной защиты (перчаток) для выполнения работ Вам не понадобится.

7. Если Вы случайно пролили микробную культуру на стол или на руки – сообщите преподавателю. Порядок дальнейших действий следующий: обработать поверхность раствором дезинфектанта (промыть или протереть), который всегда есть в практикуме, после этого руки дополнительно следует вымыть водой и мылом.
8. При стерилизации бактериологическая петля нагреваетсяэтому держите ее только за пластмассовый держатель и никогда не касайтесь пальцами самой петли. Она должна, также как и пробирки с микробной культурой, стоять в штативе. Не оставляйте петлю с остатками бактериальной культуры – это является важным фактором контаминации посевов, предметов окружающей среды и даже инфицирования работающих рядом с Вами коллег. После и перед любой манипуляцией простерилизуйте петлю.

9. Вы работаете с открытым пламенем спиртовки, помните об этом. Особая опасность – болтающиеся рукава халата, закасайте их или застегните манжеты. Длинные волосы во время лабораторного занятия следует закалывать! Помните, волосы сгорают мгновенно (в течение 5 сек.!) Не наклоняйтесь над спиртовкой. Зажигайте ее только на периоды выполнения манипуляции.
Лабораторное занятие № 1

Микроскопический метод. Задачи, этапы, характеристика

Цель работы: закрепить знания по строению прокариотической клетки, изучить микроскопический метод исследования микроорганизмов.

Оборудование, приборы, принадлежности: бактериологические петли, спиртовка, предметные стекла, штативы, микроскоп, культуры микроорганизмов, красители (растворы фуксина, метиленового синего, генцианвиолета, раствор Люголя).
I. Теоретическая часть

Бактериоскопический (микроскопический) метод – совокупность способов обнаружения и изучения морфологических и тинкториальных свойств бактерий (микробов) в лабораторной культуре, патологическом материале или в пробах из внешней среды с помощью микроскопии.
Задачи микроскопического метода:
1) установление морфологических особенностей микроорганизмов;
2) исследование тинкториальных свойств микробов;
3) оценка чистоты культуры при культивировании микробов.
Микроскопический метод выполняется в несколько этапов: 

1) взятие материала для исследования и его доставка в лабораторию;
2) приготовление микроскопического препарата;
3) выбор метода микроскопии и проведение микроскопического исследования;
4) анализ полученных результатов;
5) заключение по результатам исследования.

Материалами для исследования могут быть практически любые среды, потенциально содержащие микроорганизмы, а также культуры микробов, полученные в искусственных условиях путем культивирования.

В лабораторной практике используют следующие виды микроскопических препаратов: 1) висячую каплю; 2) придавленную каплю; 3) тонкий мазок крови, гноя, мокроты и др.; 4) толстую каплю; 5) препарат-отпечаток; 6) фиксированный мазок. Эти препараты имеют различные предназначения и приготавливаются разными способами. В бактериологической практике чаще применяют фиксированный мазок, приготовленный с помощью бактериологической петли.
Перечисленные виды препаратов разделяють на прижизненные (нативные), с помощью которых можно исследовать подвижность микробов, и фиксированные, пригодные для изучения морфологии (табл. 1). Фиксированные препараты предполагают термическое или химическое воздействие на микроорганизмы, которое инактивирует микробы и удаляет воду, подготавливая препарат к восприятию красителей.

Таблица 1

Типы микроскопических препаратов и методы их микроскопии
	Тип мазка
	Вид мазка
	Изучаемые свойства
	Используемый вид
микроскопии

	Нативные
	висячая капля, придавленная капля,

толстая капля
	характер
движений
	фазовоконтрастная или темнопольная

	Фиксированные
	тонкий мазок,

мазок-отпечаток,

фиксированный мазок
	морфология (форма и размер)
	световая,

люминесцентная

	
	тонкий и фиксированный мазок
	внутренняя структура
	люминесцентная,

электронная и др.


Приготовление фиксированного мазка проводится в несколько этапов:

1) исследуемый материал наносят на чистое, обезжиренное предметное стекло с помощью бактериологической петли и распределяют по площади в 1 см 2. Плотный (густой) материал или культуру из плотной среды вносят бактериологической петлей в каплю физраствора (воды), тщательно размешивают и распределяют по стеклу на таком же пространстве, как и в предыдущем случае. Величина вносимого материала зависит от предполагаемого количества бактерий в нем. Препарат должен быть таким, чтобы наступило хорошее прокрашивание и обесцвечивание всех бактерий, и была возможность наблюдать за единичными бактериями;

2) приготовленный мазок высушивают на открытом воздухе или в теплой струе воздуха (от газовой горелки, воздушного полотенца);
3) препарат фиксируют на стекле для обеспечения безопасности дальнейшей работы, прикрепления бактерий к стеклу, лучшего восприятия ими краски, поскольку структуры убитых бактерий легче и прочнее воспринимают красители;

4) фиксированные мазки окрашивают одним из простых или специальных методов, погружая мазок в краситель либо наливая его на препарат так, чтобы вся поверхность препарата была покрыта сплошным слоем красителя, и хорошо просушивают на воздухе. Плохо высушенный препарат дает мутное изображение при иммерсионной микроскопии из-за образования эмульсии. Все методы окраски разделяют на простые и сложные. Простые методы основаны на использовании одного вида красителя (водный фуксин, кристаллический фиолетовый и пр.). В этом случае все микробы окрашиваются одинаково – в цвет красителя. При сложных методах окраски удается выявить тинкториальные свойства микробов, т. е. их отношение к окраске. Эти методы связаны с последовательным нанесением на препарат 2-х и более красителей, чередующихся с какой-либо дифференцирующей жидкостью (спирт, кислота), вымывающей предыдущий краситель из бактерий и обесцвечивающий их;
5) микроскопия мазка.

Ценность бактериоскопического (микроскопического) метода состоит в простоте, доступности методик и быстроте получения результатов (30–60 мин. и менее). Однако его специфичность заключается в малой близости морфологии разных видов, ограниченной чувствительности (около 105 бактерий в 1 мл). Информация, полученная с помощью этого метода, невелика.

Результаты данного метода можно использовать в качестве ориентировочных для индикации высоких таксонов. Специфичность и разрешающая способность метода резко возрастают при использовании флуоресцентных и иммунофлюоресцентных методик (табл. 2).
Таблица 2

Увеличение возможностей микроскопии
при использовании явления флуоресценции

	Виды 

микроскопии
	Пространственное разрешение
	Исследуемые
параметры
	Возможность иденти-фикации на уровне вида

	световая
	( 0,2 мкм
	только
морфологические
	нет

	флуорецентная
	( 0,05 мкм
	морфологические и функциональные (жизнеспособность, синтез белка, нуклеиновых кислот и пр.) за счет имеющихся природных и синтетических флуоресцирующих красителей, избирательно связывающихся с разными веществами (ДНК, РНК) и структурами клетки (рис. 1)
	да, при использовании иммунофлуоресцентного метода (флуорохром связан с антителами, специфичными исследуемому микробу). В этом случае визуализи-руются только связавшие метку микробы (рис. 2)
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	Рис. 1. Препарат окрашен акридиновым оранжевым: живые микробы с высоким уровнем синтеза НК – зеленого цвета, погибшие микробы – оранжевые
	Рис. 2. Препарат обработан антителами к E.coli, меченными ФИТЦ (флуорохром). Эти антитела связались только соответствующи-ми бактерииями, кокки и палочки другие виды не визуализируются. В препарате идентифицированы E.coli


В большинстве случаев микроскопические препараты из бактерий подвергают сложным методам окраски. К ним относятся метод Грама, Циля–Нильсена, Ожешко, Гинса–Бурри и др. (табл. 3, 4). Сложные методы основаны на различиях избирательности прокрашивания разных клеточных структур, что позволяет идетифицировать разные группы микробов по тому или иному признаку.
Таблица 3

Техника и механизм окраски по Граму
(дифференцировка грам-положительных и грамотрицательных бактерий в зависимости от строения клеточной стенки)

	Этапы окраски по Граму
	Происходящие при окраске процессы
	Микроскопическая картинка

	1. На мазок наносят краситель генцианвиолет (кристаллический фиолетовый) на 1–2 мин.
	генцианвиолет проникает в клеточную стенку и фиксируется в пептидогликане
	
[image: image4.wmf]

	2. Генцианвиолет сливают, а на мазок наносят раствор Люголя до почернения мазка (10–20 сек.).
	молекулы йода способствуют созданию прочной структуры генцианвиолет–пептидогликан
	
[image: image5.wmf]

	3. Действие дифференцирующей жидкости – 96 ( этанол – мазок промывают до прекращения отхождения струек синей краски.

4. Мазок промывают водой.
	спирт вымывает генцианвиолет из тонкослойного пептидогликана грам- бактерий, обесцвечивая их
	
[image: image6.wmf]


Окончание таблицы 3

	5. На мазок наносят раствор фуксина на 2–3 мин.
	фуксин проникает в обесцвеченные спиртом грам- бактерии, окрашивая их в красный цвет. Цвет грамм + бактерий не изменяется, поскольку их пептидогликан прочно удерживает генцианвиолет
	
[image: image7.wmf]


Таблица 4

Техника и механизм окраски по Цилю–Нильссену
(выявление кислотоустойчивости бактерий)

	Этапы окраски 
	Происходящие при окраске процессы
	Микроскопическая

картинка

	1. На мазок наносят карболовый фуксин Циля и прогревают над пламенем.
	действие фенола и высокой температуры способствует проникновению фуксина даже в оболочки кислотоустойчивых микробов
	
[image: image8.wmf]

	2. Действие дифференцирующей жидкости –мазок промывают 5 % серной кислотой 20 сек., затем нейтрализуют кислоту промыванием водой.
	фуксин вымывается из клеточной стенки кислотоподатливых бактерий – они обесцвечиваются, кислотоустойчивые сохраняют окраску
	
[image: image9.wmf]

	3. Мазок докрашивают метиленовым синим.
	метиленовый синий проникает в клеточные оболочки кислотоподатливых бактерий, придавая им голубую окраску
	
[image: image10.wmf]


В заключении по обычной световой микроскопии никогда не указывают принадлежность к виду или роду микробов, поскольку морфологический критерий наименее специфичный у микроорганизмов. Приводят же описание морфологии микробов, указывая их форму, размеры, расположение друг относительно друга и тинкториальные свойства. Например, в препарате обнаружены бесформенные скопления грамм + кокков (стафилококков); в мазке – клеточный детрит, обильная палочковидная грамотрицательная флора; слабо воспринимающие окраску спирохеты (12 равномерных завитков, концы заострены); грамм + палочки, располагающиеся парами, под углом друг к другу (в виде латинской буквы V), с булавовидными утолщениями на концах.
II. Методические указания к выполнению лабораторной работы

1. Освоить методику приготовления микроскопического препарата (мазка) из культуры бактерий.
2. Приготовить мазок из плотной культуры S.aureus, окрасить водным фуксином. Провести микроскопическое исследование препарата. Зарисовать микроскопический препарат.

3. Приготовить мазок из жидкой культуры E.coli, окрасить метиленовым синим. Провести микроскопическое исследование препарата. Зарисовать микроскопический препарат

4. Приготовить мазок из смеси стафилококка и кишечной палочки, окрасить по Граму. Провести микроскопическое исследование препарата. Зарисовать микроскопический препарат.

5. Изучить демонстрационные препараты грамотрицательных и грамположительных бактерий. Зарисовать и дать по ним заключение.

6. Сдать и защитить отчет преподавателю.

III. Содержание отчета

Отчет представляется на отдельных листах формата А4 или в альбоме. Он должен содержать следующие пункты:

1. Цель работы.

2. Краткое описание этапов приготовления препарата.

3. Результаты исследований (микроскопическое изучение препаратов с их зарисовкой и заключением по морфологическим особенностям бактерий).

4. Выводы.

Отчет сдается в конце работы преподавателю.
IV. Контрольные вопросы
1. Что такое микроскопический метод?

2. Почему микроскопический метод обладает низкой специфичностью?

3. Как можно увеличить разрешающую способность микроскопического метода?

4. Что такое сложные методы окраски, чем они отличаются от простых?

5. Перечислите основные составные части светового микроскопа.
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Лабораторное занятие № 2

Культуральный метод исследования.
Задачи, этапы, характеристика

Цель работы: изучить особенности процессов питания и дыхания у микробов; ознакомиться с устройством микробиологической лаборатории; усвоить правила посева микроорганизмов и проведению этапов культурального метода исследования.
Оборудование, приборы, принадлежности: бактериологические петли, спиртовка, предметные стекла, штативы, микроскоп, чашки Петри, термостат, холодильник, культуры бактерий.
I. Теоретическая часть

1. Виды бактериологических лабораторий

Микробиологическая лаборатория – это помещение для выполнения микробиологических исследований, предназначенное и оснащенное в соответствии с условиями эффективной работы с микроорганизмами и обеспечивающее безопасность сотрудников и окружающей среды.

Обычно микробиологическая лаборатория располагается в нескольких помещениях, где находится оборудование для микроскопии и культивирования микроорганизмов.

Микробиологические лаборатории в зависимости от оснащенности средствами защиты работающего персонала делятся на 4 класса. Каждый последующий класс защиты включает все меры предыдущего плюс дополнительные.

В лабораториях I класса отсутствуют специальные средства защиты персонала. Рабочее место обустраивается в боксе, оснащенном ультрафиолетовой лампой, газовой горелкой или спиртовкой. Обязательно наличие приточно-вытяжной вентиляции. Иногда такие лаборатории оснащают ламинарными боксами с горизонтальным потоком воздуха. Основная цель оснащения таких лабораторий – создание стерильных условий работы с непатогенными и авирулентными для человека микробами. Отработанный материал дезинфицируется автоклавированием и после этого не требует особых мер по утилизации.

Лаборатории II класса защиты оснащены ламинарными боксами с вертикальным потоком воздуха. В ламинарном боксе находится спиртовка и УФ-лампа. Лаборант работает в маске и перчатках. Лаборатории II класса защиты могут располагаться в обычных зданиях, включая учебные заведения.

Лаборатории III класса защиты создаются в специализированных научно-исследовательских и диагностических учреждениях. Обустройство таких лабораторий в неприспособленных зданиях не допускается. Рабочее помещение располагается за специальным предбоксником. Система вентиляции лаборатории оснащена специальными мембранными фильтрами, улавливающими микробные аэрозоли и не допускающими их выход в атмосферу. Ламинарные боксы полностью изолируют рабочее поле от лаборанта.

Лаборатории IV класса защиты создаются в местах, удаленных от крупных населенных пунктов, по специальным проектам, исключающим попадание микроорганизмов в окружающую среду. При непосредственном выполнении исследований, несмотря на наличие боксированных помещений с полной изоляцией персонала от рабочего пространства, персонал работает в спецодежде, отличающейся высокой степенью герметичности.

Особое внимание в лабораториях III и IV класса защиты уделяется утилизации исследуемого материала и недопущению его попадания в окружающую среду.

Перечень микробных объектов, разрешенных к исследованию в микробиологических лабораториях, представлен в табл. 5.

Таблица 5

Микроорганизмы, с которыми можно работать в лабораториях
I – IV классов защиты

	Бактерии
	Грибы
	Простейшие
	Вирусы

	Лаборатория I класса защиты

	все виды, не принадлежащие к другим классам защиты
	нью-кастл, 

парамиксовирусы

	Лаборатория II класса защиты

	актинобациллы,

бордетеллы, боррелии,

кампилобактерии, клостридии, шигеллы,

кишечная палочка,

клебсиеллы, листерии, вибрионы, микобактерии (не туберкулезные)
	кладоспоридии,

бластомицеты,

пенициллинумы, 

криптококки


	криптоспоридии,

гиардии, 

юаюезии, 

лейшмании,

плазмодии,

шистосомы, 

трипаносомы
	аденовирусы, 

коронавирусы,

Коксаки А и В, ЕСНО, риновирусы,

вирусы гепатитов,

вирус Эпштейн–
Барра,

вирусы гриппа,

вирус натуральной оспы




Окончание таблицы 5

	Бактерии
	Грибы
	Простейшие
	Вирусы

	Лаборатория III класса защиты

	бартонеллы, 

бруцеллы, микобактерии (возбудители туберкулеза), псевдомонада (возбудитель сапа),

риккетсии, хламидии,

возбудитель чумы
	кокцидии, 

гистоплазмы
	
	вирус лихорадки денге,

вирус хориолимфоцитарного менингита,

вирус желтой лихорадки,

вирус обезьяньей оспы



	Лаборатория IV класса защиты

	
	
	
	вирусы геморрагических лихорадок,

вирусы Эбола, Марбург, Ласса, герпес-вирусы


2. Культуральный метод исследования

2.1. Бактериологический (культуральный) метод
Бактериологический (культуральный) метод – совокупность методик искусственного культивирования микроорганизмов на питательных средах в целях их идентификации. Современные методы изучения большинства биологических свойств бактерий возможны только при наличии чистой культуры.

Задачи культурального метода:

1) получение чистой культуры какого-либо вида (вара) из микробной ассоциации;

2) идентификация выделенной чистой культуры;
3) определение дополнительных свойств, например, чувствительности к антибиотикам, вирулентности.
Выполнение бактериологического метода исследования позволяет установить вид микроорганизма, обнаруженного в исследуемом материале, что важно в медицине для установления причин заболевания и назначения правильного лечения, а в других областях для понимания происходящих процессов. Бактериологический метод исследования выполняется в несколько этапов:
1) взятие материала и его доставка в бактериологическую лабораторию;

2) микроскопия исследуемого материала часто не выполняется, хотя предварительная микроскопия в ряде случаев дает ориентировочные сведения о возбудителе и позволяет выбрать необходимые для посева среды; 

3) обработка исследуемого материала физическими или химическими факторами в целях удаления либо уменьшения посторонней микрофлоры, т. е. обогащение исследуемого материала;
4) посев исследуемого материала на питательные среды с последующей инкубацией (1–2 сут.) для получения изолированных колоний;
5) исследование колоний. Для изучения выбирают однородные изолированные колонии, располагающиеся далеко от краев чашки и по штриху петли, окружают их чертой, нумеруют. Если исследование ведется не направленно (полиэтиологичный процесс и пр.), то на основании результатов визуального осмотра выбирают по 2–3 колонии всех имеющихся на чашке типов и делают с них мазки. При исследовании колоний, выросших на питательной среде, отмечают наиболее важные признаки: цвет колонии, размер, влажность, форму края, форму поверхности и другие признаки, помогающие в дальнейшем идентифицировать выделенные бактерии;

6) пересев выбранных колоний на среды накопления для получения микробной массы, достаточной для идентификационных исследований. С остатка колонии, в мазке которой выявлены однородные по форме и окраске бактерии, петлей забирают часть культуры и засевают на скошенный в пробирке МПА или специальную среду штрихом; в процессе инкубации необходимо получить сплошной, а не изолированный рост колоний;

7) определение чистоты выросшей на скошенных средах культуры путем макроскопического осмотра роста и микроскопии мазка из него; 

8) идентификация выделенной чистой культуры, в случае необходимости (по требованию клинициста, эпидемиолога) определение различных биологических свойств;

9) заключение о видовой принадлежности выделенной культуры и ее свойствах. 

Характеристика бактериологического метода
К положительным чертам бактериологического метода относят:

1. Высокую чувствительность, позволяющую выделить из исследуемого материала чистую культу, даже если в посевной дозе материала содержалось несколько десятков особей.

2. Высокую специфичность.

3. С его помощью могут быть установлены свойства культуры, необходимые для назначения химио- и серотерапии, выявления источника инфекции и механизмов передачи возбудителя, выбора противоэпидемических мероприятий.
Среди недостатков бактериологического метода – опасность инфицирования работающего персонала и контаминации посевов, предметов окружающей среды, сложность, трудоемкость, длительность исследования.

2.2. Материалы для исследования
Материалами для исследования микроорганизмов являются нормальные или патологические субстраты здорового и больного организма (биологические материалы), объекты внешней среды (воды, почва, воздух), продукты питания, лекарственные препараты.
Материал для бактериологического исследования забирают с соблюдением ряда правил:

1) вид материала должен соответствовать локализации предполагаемого возбудителя на данном этапе патогенеза болезни. При отсутствии или неясности локальных очагов исследуется кровь;

2) необходимо достаточное количество материала;

3) материал для исследования берут возможно раньше, до начала антимикробной терапии; 
4) необходимо предупредить возможную контаминацию исследуемых материалов собственной нормальной микрофлорой больного и микробами окружающей среды. Для этого взятие материала проводят в асептических условиях в процедурном кабинете стерильными инструментами в стерильную посуду; 

5) любой клинический материал расценивается как потенциально опасный для человека, необходимо соблюдать правила техники безопасности; 

6) любой привозимый в лабораторию материал сопровождают направлением с указанием в нем названия исследуемого материала, учреждения, направляющего материал для исследования, цели и методы исследования, подписью специалиста, взявшего материал для исследования; 

7) после исследования остатки материала для исследования подлежат уничтожению (лучше автоклавированием или сжиганием), а посуда, контейнеры, инструменты, бывшие с материалом в контакте, – обеззараживанию.

2.3. Питательные среды
Для культивирования бактерий в искусственных условиях используют особый субстрат – питательные среды, представляющие собой жидкие, полужидкие или плотные субстраты, содержащие необходимые для нормального роста микробные культуры вещества.

Требования, предъявляемые к питательным средам:
1) оптимальный для конкретных бактерий состав;
2) оптимальная влажность;
3) прозрачность;
4) стерильность, чтобы знать, какому микробу принадлежат те или иные свойства;

5) оптимальные концентрации водородных ионов и окислительно-восстановительный потенциал.

В зависимости от состава различают минеральные и органические среды; природные, представляющие собой природные субстраты (молоко, желчь, кровь, сыворотка крови, картофель); искусственные, содержащие смесь природных органических веществ и продуктов их кислотного или ферментативного распада. Синтетические среды состоят из забуференной солевой основы и растворов аминокислот, углеводов, пуринов, пиримидинов, нуклеотидов, нуклеозидов, жирных кислот, витаминов.

По консистенции различают плотные и полужидкие среды, их готовят из жидких с добавлением уплотнителя, обычно агара (0,5–3 %).

В зависимости от назначения питательные среды делят на:

1) простые, или общеупотребительные (МПА, МПБ, пептонная вода), на них растет большинство видов микроорганизмов, не отличающихся строгим паразитизмом и способных синтезировать для себя нужные вещества из субстрата;

2) дифференциально-диагностические (плотные и жидкие pH-индикаторные, восстановительные, деполимеризующие и др.). Эти среды позволяют зарегистрировать наличие ферментов, характерных для определенных видов микробов. Их готовят путем добавления в среду общего назначения субстрат для проявления действия микробного фермента (например, сахарозу для установления наличия сахаразы, мальтозу – для установления наличия мальтазы и т. д.) и индикатора;

3) специальные селективные, или элективные, на которых только или преимущественно растут определенные виды или группы видов. Их готовят путем добавления антибиотиков либо других веществ, сдерживающих рост неинтересующих исследователя культур.
2.4. Посевы бактериологические
Культивирование бактерий начинают с осуществления посева, т. е. нанесения (внесения) петлей, пипеткой или другим инструментом содержащего бактерии материала на (в) питательные среды для выделения чистой культуры, ее накопления, хранения, а также определения количества и многообразия свойств. Посевы должны проводиться таким образом, чтобы достигнуть поставленной цели (например, получение изолированных колоний) и в то же время предупредить контаминацию посевного материала и питательных сред микробами окружающей среды, а также заражение людей и контаминацию окружающих объектов микробами, находящимися в посевном материале.

Виды бактериологических посевов:
1) посев на чашки Петри бактериологической петлей (штрихом);
2) посев шпателем;
3) посев тампоном;
4) посев штампом-репликатором;
5) посев бляшкой;
6) посев сплошным газоном;
7) посев уколом в столбик плотной или полужидкой среды.
2.5. Идентификация микробов
Идентификация микробов – это определение систематического положения выделенной культуры из какого-либо источника до уровня вида или варианта. В случае уверенности в чистоте выделенной культуры в процессе культурального метода приступают к ее идентификации, опираясь при этом на ключи (известный перечень ферментативной активности, известную антигенную структуру), классификацию и характеристику типовых штаммов, описанных в руководствах.
В целях идентификации используют комплекс признаков: морфологических (форма, размеры, структура, наличие жгутиков, капсулы, спор, взаимное расположение в мазке), тинкториальных (окраска по Граму и иными методами), химических (Г + Ц в ДНК и содержание, например, пептидогликана, целлюлозы, хитина и др.), культуральных (питательные потребности, условия, темпы и характер роста на разных средах), биохимических (ферментативная деградация и трансформация различных веществ с образованием промежуточных и конечных продуктов), серологических (антигенная структура, специфичность, связи), экологических (вирулентность, токсигенность, токсичность, аллергенность микробов и их продуктов, круг восприимчивых животных и других биосистем, тропизм, межвидовые и внутривидовые взаимоотношения, влияние факторов внешней среды, включая фаги, бактериоцины, антибиотики, антисептики, дезинфектанты).

При идентификации микроорганизмов нет необходимости изучать все свойства. Более того, с экономической точки зрения важно, чтобы круг испытанных тестов был небольшим, чем это необходимо; желательно использовать простые (но надежные) тесты, доступные широкому кругу лабораторий.
Идентификацию микроорганизмов начинают с отнесения культуры к крупным таксонам (тип, класс, порядок, семейство). Часто для этого достаточно определить источник получения культуры, морфологические и культуральные свойства, окраски по Граму или Романовскому–Гимзе. Для установления рода, вида и варианта приходится применять определение биохимических, серологических, экологических признаков. Схемы идентификации микробов существенно различаются. При идентификации бактерии акцент делают на биохимические и серологические свойства, грибов и простейших – на морфологические особенности клеток и колоний. При идентификации вирусов используют метод молекулярной гибридизации для установления специфичности генома, а также специальные серологические реакции.
Биохимическая идентификация чистой культуры бактерий проводится с помощью дифференциально-диагностических сред. Дифференциально-диагностические среды содержат субстрат для какого-либо фермента, выявляемого у микроба, и индикатор, фиксирующий изменение рН питательной среды и окрашивающий ее в цвета, характерные для кислых или щелочных значений рН (рис. 3).
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Рис. 3. Пример биохимической (ферментативной) активности представителей
семейства энтеробактерий. В среды добавлен индикатор – бромфеноловый синий, при нейтральных значениях рН среда имеет травянисто-зеленый цвет, при кислых значениях – желтый, при щелочных значениях рН – синий. Индол – щелочной продукт, наличие уреазы сопровождается образованием мочевины (щелочные значения рН), ферментация углеводов сопровождается образованием кислоты. Положительная проба на сероводород сопровождается почернением среды
из-за действия специального реактива

Серологическая идентификация подразумевает определение антигенной специфичности исследуемой культуры микробов и антигенной формулы – символического отображение антигенной структуры бактерий. Например, антигенную структуру S. typhi обозначают O9,12:Vi:Hd; одного из сероваров E. Coli – O111:K58:H2. Антигенную формулу определяют в реакции агглютинации на стекле с помощью набора монорецепторных антисывороток, т. е. антител к определенным антигенам бактерий. В качестве исследуемых антигенов используют выращенную культуру бактерий, каждый микроб представляет собой корпускулярный антиген, дающий феномен агглютинации при добавлении специфичных ему антител. Некоторые проблемы возникают при исследовании капсульных бактерий: капсула экранирует соматический антиген, поэтому для исследования его бактериальную культуру прогревают. Высокая температура способствует разрушению термолабильной капсулы – О-антиген становится доступным для типирования.
Техника постановки реакции агглютинации на стекле. На чистое обезжиренное стекло наносят каплю физ. раствора (контроль) и каплю антисыворотки. Если антисывороток несколько, то берут несколько стекол. В каждую каплю вносят с помощью бактериальной петли культуру микробов. В течение 1–3 мин. наблюдают за появлением агглютинатов, которые образуются при специфическом связывании определенных антител с бактериальными антигенами и их последующим объединением в крупные, видимые глазом, хлопья.

II. Методические указания к выполнению лабораторной работы

1. Освоить посев исследуемого материала (культуры бактерий) штрихом с помощью бактериологической петли на чашке Петри с плотной питательной средой.

2. Описать культуральные свойства колоний микробов, присутствующих в воздухе учебного практикума по следующим признакам: форма, консистенция (определяется при прикосновении петлей к колонии, бывает слизистой, крошащейся), размер (указывается в мм диаметра), край (гладкий или шероховатый, неровный), цвет (образуется при пигментообразовании), поверхность (выпуклая, плоская, имеет вдавление в центре), прозрачность (прозрачная, полупрозрачная, непрозрачная).

3. Провести биохимическую идентификацию бактериальной культуры Х, зарисуйте результаты и сравните их со специфическими ключами и дайте заключение.

4. Провести серологическую идентификацию бактериальной культуры Х с помощью реакции агглютинации на стекле.

5. Сдать и защитить отчет преподавателю.

III. Содержание отчета

Отчет представляется на отдельных листах формата А4 или в альбоме. Он должен содержать следующие пункты:

1. Цель работы.

2. Краткое описание этапов бактериологического метода.

3. Результаты исследований (зарисовка схем посева микробов на питательную среду, схем изентификации чистой культуры с последующим заключением).

4. Выводы.

Отчет сдается в конце работы преподавателю.
IV. Контрольные вопросы

1. Что такое «бактериологический метод исследования»?

2. Что такое чистая культура бактерий?

3. Какие требования предъявляются к питательным средам?

4. Чем отличаются диффенциально-диагностические и селективные питательные среды?

5. Какие идентификационные тесты отличаются наибольшей специфичностью?

6. Для чего проводят культуральный (бактериологический) метод исследования?
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Лабораторное занятие № 3
Определение чувствительности бактерий к антибиотикам

Цель работы: изучить основы противомикробных мероприятий; механизмы чувствительности и устойчивости бактерий к антибиотикам; освоить методы определения чувствительности микроорганизмов к химиотерапевтическим средствам.
Оборудование, приборы, принадлежности: бактериологические петли, спиртовка, предметные стекла, штативы, микроскоп, чашки Петри, термостат, холодильник, диски с антибиотиками, культуры бактерий.
I. Теоретическая часть

1. Противомикробные мероприятия
Противомикробные мероприятия – это комплекс мер, направленных на недопущение контаминации организма человека, а также различных объектов внешней среды микроорганизмами. В комплекс противомикробных мероприятий входят дезинфекция, стерилизация, антисептика, асептика.

Дезинфекция (обеззараживание) – совокупность способов полного, селективного (целевого) уничтожения или снижения численности популяции потенциально патогенных для человека и животных микроорганизмов на объектах внешней (абиогенной) среды. В соответствии с чувствительностью микробов выделяют 4 степени дезинфекции. К степени А относят уничтожение аспорогенных форм бактерий, микоплазм, риккетсий и простейших; к степени В – уничтожение грибов, чувствительных к повреждающим факторам вирусов и аспорогенных форм бактерий, характеризующихся повышенной устойчивостью (микобактерии, стафилококки); к степени С – уничтожение возбудителей особо опасных инфекций и устойчивых к повреждающим факторам вирусов; к степени D – уничтожение бактериальных спор и цист простейших. В отдельную степень D (0) следует выделить снижение массивности контаминации объектов внешней среды условно-патогенными микробами до субинфицирующих доз.

Выделяют два типа дезинфекции: текущую и заключительную. Текущая дезинфекция проводится в действующих эпидемических очагах с целью сниения массивности микробной контаминации и числа контаминированных объектов. Заключительная дезинфекция проводится после госпитализации больного и предусматривает полное уничтожения возбудителя болезни на всех объектах помещения, в котором находился больной.

Дезинфектанты – противомикробные вещества, используемые в целях дезинфекции. Они должны обладать широким спектром противомикробного действия, быстрым микробиоцидным эффектом, хорошо растворяться в воде и образовывать с ней или воздухом стойкие активные суспензии (растворы, эмульсии, аэрозоли, туманы), сохранять активность в обеззараживаемой среде, быть максимально безопасными для человека, экологически чистыми, не повреждать дезинфицируемые объекты, не иметь неприятного запаха. Сырье, из которого изготовляются дезинфектанты, должно быть доступным, а сам дезинфектант недорогим.

Основные группы дезинфектантов: альдегиды, хлорсодержащие, фенольные, четвертично-аммониевые, алкогольные, кислородвыделяющие, дигуаниды и др.

Стерилизация (от лат. Sterilitas – бесплодный) – полное уничтожение микроорганизмов в объектах внешней среды в целях: 1) предупреждения их заноса в организм при медицинских и ветеринарных вмешательствах; 2) предохранения микробной биодеградации (порчи) различных материалов, включая лекарственные, диагностические, пищевые и др.; 3) исключения микробного загрязнения питательных сред, культур клеток при микробиологических исследованиях и в биотехнологических производствах.

Процесс стерилизации объектов включает дезинфекцию, очистку с помощью моющих средств, сборку, группировку и размещение материалов в контейнере и в камере стерилизатора, собственно стерилизацию, сушку, контроль и хранение.
В качестве стерилизующих факторов используют насыщенный высокотемпературный водяной пар (стерилизация паровая), сухой горячий воздух (стерилизация жаром), химические вещества (стерилизация химическая), газ (стерилизация газовая), реже используют ионизирующие излучения (лучевая стерилизация), фильтрование через мелкопористые фильтры (механическая стерилизация), многократное прогревание жидкостей на водяной бане при 100 (С или 56 (С (дробная стерилизация и тиндализация). Кипячение, однократное прогревание при 100 (С, облучение УФЛ не относятся к методам стерилизации, поскольку не обеспечивают полного уничтожения микроорганизмов, особенно их споровых форм.

Антисептика – совокупность способов подавления роста и размножения потенциально опасных для здоровья микроорганизмов на интактных или (и) поврежденных коже и слизистых оболочках, ранах, полостях тела человека и животных. Цель терапевтической антисептики – предупреждение генерализации инфекционного процесса, уничтожение или резкое снижение численности микробной популяции при местных процессах. Цель профилактической антисептики – резкое снижение микробного обсеменения свежих раневых или ожоговых поверхностей; профилактика вторичных инфекций; предупреждение общей и местной 
экзогенной инфекций; снижение опасности аутоинфекции; резкое уменьшение микробного обсеменения кожи и слизистых оболочек перед оперативным вмешательством (гигиеническая, хирургическая антисептика, антисептика кожи операционного поля).

Первый этап антисептических мероприятий – очистка кожи, слизистых оболочек, ран от инородных частиц, патологических, а иногда и физиологических субстратов, иссечение и удаление некротизированных тканей. Эта группа мер приводит к механической элиминации микроорганизмов из биотопа и удалению ингибиторов антисептиков. Второй этап состоит в обработке биотопа антисептиками, которые подавляют размножение или уничтожают потенциально опасную для здоровья человека микрофлору. В практике антисептика обычно ограничивается указанными двумя этапами.
Химические вещества микробостатического и микробоцидного действия, используемые для профилактической и терапевтической антисептики, называются антисептиками. К антисептикам предъявляются требования, аналогичные дезинфектантам, дополнительно необходимы – безопасность для пациента и хорошая растворимость в липидах.
В зависимости от химической структуры антисептики разделяют на: 1) галогены и их органические и неорганические производные; 2) неорганические и органические кислоты; 3) перекись водорода и калия перманганат; 4) альдегиды; 5) спирты; 6) тяжелые металлы и их соли; 7) красители; 8) фенол и его производные; 9) оксихинолины; 10) хиноксалины, нафтиридины; 11) нитрофураны; 12) сульфаниламиды; 13) имидазольные препараты; 14) четвертичноаммониевые соединения; 15) производные арил- и алкилсульфонов и их аналоги; 16) высшие жирные кислоты; 17) антисептики растительного и животного происхождения; 18) антибиотики антисептического назначения; 19) иммобилизованные.

Асептика – комплекс мер предосторожности в клинической, микробиологической или производственной работе, направленный на предупреждение заноса в рабочую зону посторонних микроорганизмов с тела человека, воздуха, инструментов или других объектов внешней среды и развития нежелательных процессов.

1.2. Методы определения чувствительности микробов к антибиотикам

Чувствительность микроорганизмов к химиопрепаратам – свойство микроорганизмов реагировать на действие химиопрепаратов (антибиотиков, антисептиков) приостановкой размножения или гибелью. Каждый вид (близкая группа видов) имеет характерный спектр и уровень естественной (природной) чувствительности по отношению к определенному препарату (группе препаратов).

Метод качественного определения чувствительности микробов к антибиотикам (метод бумажных дисков)
Исследуемые чистые культуры, взятые из 5–10 колоний, выращивают 18–20 ч на МПА, готовят смесь плотностью в 10 ЕД оптического стандарта на физрастворе и разводят в 10 раз. На поверхность плотной среды наливают 2 мл исследуемой культуры и покачиванием чашки равномерно распределяют ее по всей поверхности среды, остаток отсасывают пипеткой. Среду подсушивают 20–30 мин. при комнатной температуре, после чего на поверхность газона стерильным пинцетом накладывают диски (не более 6 на чашку) на расстоянии 2 см друг от друга и от краев чашки. Инкубируют в термостате 24–48 ч при 37 (С.
В падающем свете, на фоне темной матовой поверхности, измеряют диаметр (с учетом диаметра диска) задержки роста. Оценку результатов проводят по табл.6. Диаметры зон задержки роста испытанных штаммов сравнивают с пограничными значениями в табл.6 и относят их к одной из 3 категорий чувствительности–устойчивости.

Для получения количественных результатов о чувствительности микробов к антибиотикам используют метод серийных разведений. Метод серийного разведения препарата в бульоне основан на определении способности растворенного в питательном бульоне препарата вызывать гибель или ингибировать рост находящихся в нем микробов.

Метод серийных разведений в плотной питательной среде базируется на способности растворенного в плотной питательной среде препарата ингибировать рост нанесенных на него микробов. По сравнению с методом серийных разведений в жидкой среде более производителен, чувствителен и точен.

Таблица 6

Пограничные данные диаметра зон задержки роста и значений для интерпретации результатов испытания чувствительности микроорганизмов

	Антибиотики 
	Диаметры зон (мм) для
	МИК, мкг/мл

	
	устойчивые
	умеренно устойчи-вые
	чувстви-тельные
	устойчивые
	чувствительные

	Бензилпенициллин
	(20
	21–28
	(29
	(25
	(12

	Карбенициллин
	(14
	15–18
	(19
	(64
	(16

	Стрептомицин
	(16
	17–19
	(20
	(16
	(8

	Гентамицин
	(15
	–
	(16
	(16
	(4

	Тетрациклин
	(16 
	17–21
	(22
	(8
	(2

	Эритромицин
	(17
	18–21
	(22
	(8
	(0,5

	Линкомицин
	(19
	20–23
	(24
	(8
	(2

	Левомицетин
	(15
	16–18
	(19
	(32
	(8

	Ристомицин
	(9
	10–11
	(12
	(32
	(4


II. Методические указания к выполнению лабораторной работы

1. Изучить механизмы чувствительности и устойчивости микроорганизмов к антибиотикам.

2. Осуществить метод бумажных дисков для определения чувствительности бактерий к антибиотикам. Провести учет эксперимента на следующем занятии. Зарисовать результаты эксперимента, сравнить данные с табличными и сделать вывод о чувствительности бактерий к препаратам.

3. Изучить демонстрационный образец определения чувствительности микробов к антибиотикам методом серийных разведений в жидкой питательной среде.

4. Сдать и защитить отчет преподавателю.

III. Содержание отчета

Отчет предоставляется на отдельных листах формата А4 или в альбоме. Он должен содержать следующие пункты:

1. Цель работы.

2. Краткое описание проводимого эксперимента.

3. Результаты исследований (зарисовка схемы эксперимента, зарисовка результата определения чувствительности микробной культуры к антибиотикам).

4. Выводы.

Отчет сдается в конце работы преподавателю.
Контрольные вопросы
1. Чем отличается количественное и качественное определение чувствительности бактерий к антибиотикам?

2. Что представляет собой прозрачная зона вокруг диска с антибиотиком, каков механизм ее образования?

3. Перечислите основные механизмы действия антибиотиков.
4. В чем отличия качественных и количественных методов определения чувствительности микроорганизмов к антибиотикам?

5. Какие механизмы устойчивости микробов к антибиотикам вы знаете?
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Лабораторное занятие № 4

Количественное определение микроорганизмов

Цель работы: изучить метод количественного посева исследуемого материала с высоким и низким содержанием бактерий; области применения метода количественного посева.

Оборудование, приборы, принадлежности: бактериологические петли, спиртовка, предметные стекла, пробирки, автоматические дозаторы и наконечники к ним, штативы, микроскоп, чашки Петри, термостат, холодильник, культуры микроорганизмов.
I. Теоретическая часть

Методы количественного посева бактерий

Часто при микробиологическом исследовании важно не только провести идентификацию микроорганизмов, но и определить их количество (концентрацию). Особую значимость такие исследования приобретают при оценке качества воды, изучении микробиоценозов почвы, воздуха, оценке качества продуктов питания, а также при диагностике заболеваний, вызванных условно патогенными микробами. 

При количественном исследовании могут быть две противоположные ситуации: 1) очень высокое содержание микробов в материале; 2) крайне низкая концентрация микробов в материале. Соответственно используются разные способы подготовки материала к исследованию.

1.1. Исследование микробов, содержащихся в изучаемом матери​але в высокой концентрации
Готовят ряд стерильных пробирок с изотоническим раствором хлорида натрия для приготовления разведений исследуемого материала (рис. 4).
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Рис. 4. Схема приготовления разведений при проведении метода количественного посева исследуемого материала

Последовательное разведение исследуемого материала приводит к снижению концентрации бактерий. При посеве на питательную среду в одинаковом объеме (например, 0,05 мл) содержимого каждой пробирки с разведенным исследуемым материалом есть возможность подсчета числа колоний (рис. 5).
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Рис. 5. Результаты количественного посева для определения содержания КОЕ
в исследуемом материале

Каждая колония – это потомство одной бактериальной клетки, поэтому число колоний равняется числу бактериальных клеток в исследуемой пробе, или числу колониеобразующих единиц – КОЕ. Для определения количества бактерий в единице объема исследуемого материала необходимо число колоний умножить на фактор разведения исследуемого материала: 
КОЕ = 10 ( 106 ( 20 = 2 ( 108 / мл,

где 10 – число колоний; 106 – концентрация микробов в третьем разведении; 20 – часть от 1 мл, составляющая 0,05 мл, т. е. посевную дозу в данном примере.
1.2. Исследование числа микробов, присутствующих в изучаемом материале в низкой концентрации

При низкой концентрации бактерий прямой посев исследуемой порции может быть неэффективен. Поэтому необходимы дополнительные мероприятия по концентрации материала в малом объеме. С этой целью применяют:

а) метод флотации – основан на обработке исследуемого материала органическими растворителями, удельная плотность которых меньше воды. К порции исследуемого материала добавляют небольшое количество органического растворителя (ксилола, бензина), смесь энергично встряхивают и отстаивают. Бактерии, содержащие много липидов, аккумулируются в верхнем слое растворителя, который используют для дальнейших исследований;

б) метод фильтрации заключается в пропускании определенного объема исследуемой среды (жидкого биологического материала, воды, воздуха) через мембранный фильтр с размерами пор 0,2 - 0,4 мкм, задерживающий бактерии, размер которых превышает диаметр пор мембраны. После этого мембрану накладывают на питательную среду в чашке Петри той стороной, на которой есть бактерии, плотно прижимают на 1–3 мин. и снимают. За это время на питательной среде образуется отпечаток бактерий с мембранного фильтра, дающих рост колоний. Определив их число и учтя объем пропущенного через фильтр материла, можно определить концентрацию микроорганизмов в жидких и газовых средах.

Мембранные ультрафильтры – ультрафильтрующие мембраны из коллоидных растворов нитроцеллюлозы, поликарбонатов и прочих веществ, используемые для концентрации вирусов, бактерий, грибов, других клеток или для освобождения от них жидкостей. Структура ультрафильтров представляет собой многослойную систему ячеек с «проломленными» стенками-порами. Фильтровальный материал укрепляют текстильной вкладкой или металлической сеткой. Мембранные ультрафильтры обладают высокой механической прочностью, химической устойчивостью, 
низкой гидроскопичностью. В практике применяют поликарбонатные мембранные ультрафильтры «Нуклеопор» (США), нитроцеллюлозные «Сынпор» (Чехия), мембранные ультрафильтры мытищинского комбината и ацетатцеллюлозные «Владипор» (Казань).

Этапы микрофильтрации:

1) выбор мембраны соответственно задачам исследования;
2) осмотр мембраны с целью установить отсутствие механических повреждений;
3) стерилизация мембраны двукратным кипячением в течение 15–20 мин.; текучим паром в чашке Петри между 2-мя листами фильтровальной бумаги 30 мин.; автоклавированием при 0,5 атм 15–20 мин.; обработкой в камере, содержащей 10 % этиленоксида и 90 % углекислого газа, в течение 180 мин.; погружением в 2 %-й раствор формальдегида на 24 ч или выдерживанием на протяжении такого же времени в эксикаторе с парами формальдегида; УФЛ;

4) закладка мембраны в стерильный фильтровальный аппарат стерильным пинцетом глянцевой стороной кверху;

5) фильтрация жидкости при использовании положительного либо отрицательного давления (объем жидкости должен быть не менее 20 мл);

6) если фильтрация проводится с целью освободить жидкость от бактерий, то мембрану выбрасывают в дезинфектант; если в целях концентрации бактерий – их помещают нижней стороной на поверхность плотной питательной среды или свертывают и опускают в нее.
Метод количественного посева имеет важное санитарное значение, поскольку его применяют для оценки качества питьевой воды.
При исследовании качества питьевой воды определяют ряд показателей, характеризующих присутствие микрофлоры:

а) коли-индекс – количество бактерий группы кишечной палочки в 1 л воды, 1 кг пищевого продукта или 1 г почвы. По международному стандарту коли-индекс – количество колиформных бактерий в 100 мл воды. Коли-индекс используют как показатель фекального загрязнения воды и пищевых продуктов, а следовательно их пригодности в пищу;
б) коли-титр – наименьший объем воды в 1 мл или плотного вещества (почвы, пищевого продукта) в 1 г, в котором обнаруживаются бактерии кишечной группы по отечественному стандарту либо колиформные бактерии по международному стандарту. Используют аналогично коли-индексу.
Результаты исследования клинического материала выражают число КОЕ в 1 мл исходного материала. Для этого необходимо регистрировать исходный объем материала.

II. Методические указания к выполнению лабораторной работы

1. Осуществить количественный посев для определения числа почвенных микроорганизмов согласно приведенной схеме. Учесть результаты посева на следующем занятии и осуществить расчет КОЕ.

2. Провести исследование микробной контаминации раствора дезинфектанта методом количественного посева. Учесть результаты посева на следующем занятии и осуществить расчет КОЕ.

3. Провести исследование микробной контаминации воздуха методом седиментации. Учесть результаты посева на следующем занятии и осуществить расчет КОЕ.

4. Провести микробиологическое исследование водопроводной воды с определением коли-индекса и коли-титра. Учесть результаты посева на следующем занятии и осуществить расчет КОЕ.

5. Сдать и защитить отчет преподавателю.

III. Содержание отчета

Отчет предоставляется на отдельных листах формата А4 или в альбоме. Он должен содержать следующие пункты:

1. Цель работы.

2. Краткое описание вариантов метода количественного посева для определения КОЕ в исследуемых материалах с высоким и низким содержанием микроорагнизмов.

3. Результаты исследований (зарисовка схем количественного посева с расчетом КОЕ и заключениями по результатам исследований).

4. Выводы.

Отчет сдается в конце работы преподавателю.
IV. Контрольные вопросы

1. Что такое «метод флотации»?

2. Для чего делают разведения исследуемого материала при количественном посеве?

3. Какими методами можно сконцентрировать бактерии, содержащиеся в исследуемом материале?

4. Укажите санитарные нормативы качества питьевой воды.
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Лабораторное занятие № 5

Иммунологические методы диагностики 
инфекционных болезней

Цель работы: закрепить знания по антигенной структуре микроорганизмов; изучить диагностические возможности иммунологических методов исследования; освоить серологический метод исследования.

Оборудование, приборы, принадлежности: спиртовка, предметные стекла, штативы, пробирки, автоматические дозаторы, термостат, холодильник, диагностикумы, диагностические сыворотки.
I. Теоретическая часть

1.1. Серологический метод исследования

Серологический метод – совокупность реакций, основанных на взаимодействии антиген–антитело (Аг–Ат) и направленных на выявление в сыворотке крови и других жидкостях организма антител к антигенам возбудителей инфекционных болезней, либо собственно микробных антигенов. Серологический метод характеризуется высокой чувствительностью и специфичностью. Большинство реакций этого метода просты в проведении и учете, доступны широкому кругу лабораторий, безопасны, экономичны, поддаются стандартизации. К его недостаткам можно отнести: 1) косвенный характер результата, когда об этиологии болезни судят не по выделению возбудителя, а по ответу (иммунному) организма на возбудитель; 2) необходимость парентерального вмешательства в организм больного; 3) в большинстве случаев поздняя постановка диагноза, что объясняется природной динамикой гуморального иммунного ответа; 4) возможность принятия анамнестических Ат (как результат ранее перенесенного заболевания или вакцинации) за Ат к текущей инфекции. При определении микробных антигенов 3-й и 4-й недостатки отсутствуют, но необходимо учитывать особенности циркуляции антигенов разных микробов и соотносить эти особенности с возможностью взятия материала для исследования.

Этапы серологического метода:
1) взятие материалов для исследования. В большинстве случаев материалом является сыворотка крови. Ее получают после образования сгустка крови, кровь следует забирать в строго асептических условиях по стандартной методике;

2) выбор серологической реакции для данного случая зависит от цели исследования, предполагаемого заболевания, фазы болезни, материала для исследования, чувствительности реакции, возможностей конкретной лаборатории. Для выявления Ат, а также Аг используют реакции агглютинации (РА), пассивной гемагглютинации (РПГА), иммунофлюоресценции (РИФ), торможения гемагглютинации (РТГА), преципитации, флоккуляции, реакцию связывания комплемента (РСК) и др.;
3) постановка серологической реакции;
4) регистрация серологической реакции с целью определения присутствия серологических маркеров инфекции.
Разнообразным серологическим реакциям свойственно несколько общих характеристик:
1) любые серологические реакции являются реакциями взаимодействия Ат и Аг, поэтому во всех случаях для установления присутствия Ат в исследуемом субстрате необходим набор известных стандартных корпускулярных или растворимых Аг, называемых диагностикумами. В свою очередь, для установления присутствия Аг нужен набор иммунных диагностических сывороток;
2) взаимодействие Аг и Ат осуществляется только в присутствии электролита, в качестве которого обычно используют изотонический раствор хлорида натрия или буферные смеси, рН системы должен быть около 7;

3) для образования комплекса Аг–Ат требуется период инкубации при особых температурных условиях (от +4 (С до +37 (С). Образование специфического иммунного комплекса происходит быстро; видимого простым глазом феномена (агглютинации, лизиса и др.) – медленно, через несколько часов или даже суток;
4) оба компонента серологической реакции (антиген и антитела) должны присутствовать в эквивалентном соотношении. Избыток какого-либо из компонентов блокирует образование комплекса Аг–Ат и способствует ложно отрицательным результатам.
Учет серологических реакций осуществляют визуально, иногда с помощью лупы. Его суть учета сводится к определению феномена связывания Аг и Ат по образованию комплекса Аг–Ат. Визуально образование этого комплекса сопровождается двумя основным феноменами: агглютинацией и преципитацией. Различия между ними определяются особенностями антигенов и антител, специфичных к ним. В то же время среди микробных антигенов присутствуют и такие, которые индуцируют синтез непреципитирующих. Образование комплекса Аг–Ат в данном случае не сопровождается ни феноменом агглютинации, ни феноменом преципитации. Выявление факта образования комплекса Аг–Ат требует маркирования диагностического компонента реакции специальными метками либо перевода диагностического антигена в другое агрегатное состояние.
При оценке реакции применяют 3 главных критерия: наличие и интенсивность реакции (в плюсах и др.); диагностический титр; нарастание титра Ат в течение болезни в 4 и более раза. Наличие реакции устанавливают по визуальным феноменам или по связыванию иммунохимического маркера. Для оценки интенсивности серологической реакции используют принцип 4 «+» (табл. 7).
Таблица 7

Система оценки серологических реакций по 4 «+» для реакций агглютинации и преципитации

	Показатели
	Результат реакции

	
	++++
	+++
	++
	+ / –

	1. Связывание антигена
	полное, 100 %
	75 %
	50 %
	менее 25 %

	2. Образование белковых
конгломератов 
	массивное, конгломераты не распадаются при встряхивании
пробирок
	массивное, конгломераты распадаются при
встряхивании пробирок
	умеренное, конгломераты распадаются при
встряхивании пробирок
	конгломераты отсутствуют

	3. Состояние жидкой фракции системы
	совершенно прозрачный супернатант
	легкая опалесценция
	выраженная опалесценция
	мутная жидкость

	4. Характерис​тика результатов
	реакция высоко
положительная
	реакция умеренно положительная
	реакция положительная
	реакция сомнительная


Для количественного представления результатов серологической реакции применяют понятие титра антител или антигенов. Для определения титра Ат (либо титра Аг) необходимо поставить серологическую реакцию, приготовив ряд разведений сыворотки крови или иного материала (раститровать). При приготовлении разведений сыворотки крови используют раствор электролита (чаще всего изотонической раствор хлорида натрия). Шаг разведения (титрования) задается соотношением объема раствора электролита и объема сыворотки крови. Например, при последовательных разведениях с шагом в 2 раза в 1-й пробирке смешиваются равные объемы раствора электролита и сыворотки крови, при шаге в 5 раз к 4-м объемным частям раствора электролита добавляют 1 объем сыворотки, при шаге в 10 раз – к 9 объемам раствора электролита добавляют 1 объем сыворотки крови (табл. 8).
Таблица 8

Схема раститровки исследуемого материала при постановке серологической реакции
	Компоненты реакции (в 1мл)
	Номера опытных пробирок

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1. Раствор электролита 
	–
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1

	2. Иссл.
сыв-ка
	0,1
	0,1
	
	
	
	


Окончание таблицы 8

	Компоненты реакции (в 1мл)
	Номера опытных пробирок

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Манипуляция
	
	перемешать и перенести 0,1 мл (
	перемешать и перенести 0,1 мл (
	перемешать и перенести 0,1 мл (
	перемешать и перенести 0,1 мл (
	перемешать и вылить 0,1 

	Полученное разведение
	цельная
	в 2 раза
	 в 4 раза
	 в 8 раз
	в 16 раз
	в 32 раза


Соответственно, титр Ат – это максимальное разведение исследуемого материала, дающее положительный (не менее ++) результат серологической реакции. Титр Ат (Аг) выражается разведением исследуемого материала, например, 1 : 16, 1 : 250 и т. п. Диагностический титр – это титр антител, характерный для большинства случаев конкретного инфекционного заболевания, определяемый на пике гуморального иммунного ответа. Диагностический титр определяется путем многочисленных исследований, выполняемых на базах различных лабораторий. 

Однако есть ряд ситуаций, когда подтверждение диагноза инфекционного заболевания с помощью диагностического титра невозможно: определение титра антител осуществляется ранее, чем развивается гуморальный иммунный ответ; перенесение заболевания или период после вакцинации в прошлом (в анамнезе); инфекция, вызванная агентом, обладающим кросс-реактивными антигенами с другим возбудителем. В этих случаях для подтверждения диагноза инфекционной болезни используется понятие «нарастание титра антител», т. е. оценивается динамика гуморального иммунного ответа. Критерием развития гуморального иммунного ответа является нарастание титра антител за 10–14 дней в 4 и более раз. Для определения нарастания титра антител исследованию подвергаются 2 образца сыворотки крови, взятых с указанным интервалом.
1.2. Основные серологические реакции
Реакция агглютинации (РА) представляет собой один из способов выявления антигена / антител по принципу нахождения известного по неизвестному. В случае нерастворимости антигена (его корпускулярности) при добавлении к нему специфичных антител происходит формирование комплекса «антиген–антитело» в виде белкового агломерата. Этот феномен получил название агглютинация. Основное преимущество реакции агглютинации – возможность визуального учета и простота постановки. Однако в сравнении с более современными способами выявления антиген / антитела чувствительность реакции агглютинации невысока.

Существуют различные варианты РА:
1) пробирочные и на стекле;
2) объемные и капельные;
3) количественные и качественные;
4) обычные, ускоренные и экспресс-реакции.
Основные области применения РА связаны с необходимостью идентификации микробных культур, антигенов клеток крови (А, В, 0), а также с определением наличия титра антител или антигенов в сыворотке крови в практике инфекционных болезней.

Компоненты РА:

1) диагностический компонент – антиген в виде суспензии в случае поиска антител, т. е. диагностикум, или раствор антител при необходимости идентификации антигена, т. е. диагностическая сыворотка. В случае РА чаще диагностикум называют агглютиногеном, а диагностическую сыворотку – агглютинином;

2) исследуемый материал – микробная культура в виде суспензии или выросшей на скошенном агаре, клетки крови (эритроциты при определении антигенов по системе А, В, 0), сыворотка крови пациента при диагностике инфекционного заболевания или сыворотка крови лабораторного животного при постановке биологического / иммунологического эксперимента;

3) раствор электролита в качестве среды для разведения ингредиентов реакции и постановки реакции. Обычно используют 0,15 М (0,85 %) раствор хлорида натрия, реже – другие прописи.

Лабораторная посуда и необходимое оборудование. Для постановки РА необходим ограниченный перечень оборудования: 1) пробирки или предметные стекла для самой реакции (иногда нужны особые блюдца либо другие предметы, например, для определения группы крови); 2) пипетки стеклянные или автоматические дозаторы с наконечниками, 3) термостат или холодильник, поскольку разные варианты РА проводятся при разных температурных режимах; 3) источник света и черная поверхность для лучшей визуализации результата РА.

Схема постановки РА: приготовление разведений исследуемого образца; внесение разведений в пробирки или нанесение их на стекло, 3) добавление диагностического компонента; инкубация при необходимых температурных условиях; регистрация результатов.

Регистрация результатов РА проводится по системе 4 «+» в процессе визуального осмотра.
Реакция пассивной (непрямой) гемагглютинации (РПГА). Название реакции означает, что феномен агглютинации формируется при участии вспомогательных частиц, т. е. пассивно или непрямым способом. Реакция пассивной (непрямой) агглютинации проводится для регистрации взаимодействия антиген–антитело в случае, когда антиген водорастворим и при его связывании со специфическими антителами не происходит образования крупных видимых глазом агломератов. Но если такой водорастворимый антиген неспецифически сорбировать на каких-либо частицах, то проводимая реакция приобретает все характерные для реакции агглютинации черты. Чаще всего для постановки РПА (РНА) применяют эритроциты барана или частицы латекса диаметром 3–5 мкм. При использовании эритроцитов барана в качестве носителя диагностического компонента реакцию называют реакцией пассивной гемаглютинации (РПГА) или реакцией непрямой гемагглютинации (РНГА). При использовании частиц латекса реакцию пассивной агглютинации называют реакцией латекс агглютинации (РЛА).
Основные области применения РПА: определение эффективности поствакцинального иммунитета (уровня специфических антител после вакцинации), диагностика инфекционных болезней (определение титра антител или присутствия в биологических средах пациента антигенов микроорганизма, являющегося причиной заболевания), диагностика аутоиммунных заболеваний (определение ревматоидного фактора).

Компоненты РПА:
1) диагностический компонент. Диагностикум, представляющий собой антиген, сорбированный на эритроцитах барана, в этом случае называется эритроцитарным диагностикумом. А если для сорбции антигена используют частицы латекса, то диагностикум называют латексным. При определении антигена по известным антителам на частицах (эритроциты или латекс) необходимо сорбировать диагностические антитела, тогда диагностическая сыворотка называется эритроцитарным (латексным) антительным диагностикумом;
2) исследуемый материал – сыворотка крови пациента при диагностике инфекционных, аутоиммунных заболеваний или сыворотка крови лабораторного животного при постановке биологического / иммуно​логического эксперимента;

3) раствор электролита в качестве среды для разведения ингредиентов реакции и постановки реакции. Обычно используют 0,15 М (0,85 %) раствор хлорида натрия, реже – другие прописи.

Для постановки РПА необходимо то же оборудование, что и для постановки РА. 

Схемы постановки и учета РПА аналогичны РА.

1.3. Реакции иммунохимического анализа в диагностике инфекционных болезней
Иммуноферментный метод (иммуноферментный анализ, ИФА) – определение Аг (Ат) с помощью Ат (Аг), ковалентно соединенных с ферментом (чаще пероксидазой хрена, реже – (-глюкуронидазой, щелочной и кислой фосфатазами). Иммунный комплекс выявляют с помощью фотометрического измерения оптической плотности окрашенных продуктов, которые образуются в результате ферментативного расщепления субстрата ферментом. Иммуноферментные реакции применяют для диагностики инфекционных болезней (СПИДа, вирусных гепатитов, хламидиоза, токсоплазмоза), определения содержания гормонов и др. Для метода характерна высокая специфичность и чувствительность. Высокий уровень автоматизации создается благодаря наличию специальных анализаторов и стандартных тест-систем. Различают прямой способ, когда ферментом метят специфические Ig (Ат), и непрямой, при котором иммунный комплекс выявляют мечеными антииммуноглобулинами.

Иммунофлюоресцентный метод, реакция иммунофлюоресценции (РИФ) – метод выявления специфических Аг (Ат) с помощью Ат (Аг), конъюгированных с флюорохромом. Он обладает высокой чувствительностью и специфичностью. Применяется для экспресс-диагностики инфекционных заболеваний (идентификация возбудителя в исследуемом материале), а также для определения Ат, поверхностных рецепторов, маркеров лейкоцитов (иммунофенотипирование) и других клеток. Прямая РИФ состоит в обработке среза ткани, мазка из патологического материала или микробной культуры специфическими Ат, конъюгированные с флюорохромом; препарат промывают для освобождения от несвязанных Ат и исследуют в люминесцентном микроскопе. В положительных случаях по периферии объекта появляется светящийся иммунный комплекс. Необходим контроль для исключения неспецифического свечения. При непрямой РИФ на первом этапе срез ткани, мазок обрабатывают нефлюоресцирующими специфическими антителами, на втором – люминесцирующими антителами к (-глобулинам того животного, сыворотка которого была применена на первом этапе. В положительном случае образуется светящийся комплекс, состоящий из Аг, Ат к нему и Ат против Ат (сэндвич-метод).

Иммунохроматографический метод основан на ИФА. Но все диагностические компоненты сорбированы на специальном носителе. Исследуемый материал (в объеме порядка 10 мкл) помещается на один из концов этого носителя и всасывается в него, при соответствии антител исследуемого материала и диагностических компонентов (т. е. антигенов возбудителя) происходит их связывание, проявляющееся окрашиванием полоски носителя. В настоящее время данный метод применяется в качестве экспресс-диагностики инфекционных заболеваний, а также для определения ряда гормонов.

II. Методические указания к выполнению лабораторной работы

1. Освоить методику титрования исследуемого материала для получения ряда разведений.
2. Поставить реакцию агглютинации (качественную) для определения антигенной структуры культуры бактерий. Провести инкубацию и учет результатов.

3. Поставить реакцию пассивной гемагглютинации, определить титр антител и сделать вывод о наблюдаемой у пациента реакции.

4. Зарисовать схемы постановки иммуноферментного анализа и реакции иммунофлуоресценции.

5. Зарисовать демонстрационные препараты иммунохроматографического определения вирусных антигенов.

6. Сдать и защитить отчет преподавателю.

III. Содержание отчета

Отчет представляется на отдельных листах формата А4 или в альбоме. Он должен содержать следующие пункты:

1. Цель работы.

2. Краткое описание этапов приготовления разведений исследуемого материала.

3. Схемы постановки реакций агглютинации, пассивной гемагглютинации, иммуноферментного анализа и иммунофлюоресценции.

3. Результаты исследований (графическое и численное отражение полученных результатов, включая определение титра антител).

4. Выводы.

Отчет сдается в конце работы преподавателю.
IV. Контрольные вопросы

1. Что такое серологический метод?

2. Какие достоинства и недостатки присущи серологическому методу исследования?

3. Что такое титр антител, как он определяется?

4. В чем отличия диагностикума и диагностической сыворотки?

5. Как осуществляется учет серологических реакций?
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Лабораторное занятие № 6

Биологический метод диагностики инфекционных болезней

Цель работы: закрепить знание особенностей патогенного действия инфекционных агентов, освоить основы проведения биологического метода исследования.

Оборудование, приборы, принадлежности: бактериологические петли, спиртовка, предметные стекла, штативы, микроскоп, красители (растворы фуксина, метиленового синего, генцианвиолета, раствор Люголя).

I. Теоретическая часть

Биологический метод исследования – это метод, предполагающий воспроизведение физиологического или патологического процесса в эксперименте. Биологический метод является частью экспериментального метода исследования.

В области медицинской микробиологии он решает следующие задачи:

– определение инфицирующей дозы инфекционного агента;

– осуществление аттенуации инфекционных агентов при приготовлении вакцинных препаратов;

– воспроизведение клинической картины инфекционного заболевания для изучения его механизма развития и для оценки эффективности лечебных и профилактических мероприятий;

– диагностика инфекционных заболеваний.

В настоящее время, благодаря внедрению в научно-исследовательскую и диагностическую практику молекулярно-биологических, генетических и цитологических методов, значение биологического метода снижается. Однако при возникновении новых инфекционных заболеваний для исследовательских целей он сохраняет свое значение. Следует помнить, что среди инфекционных агентов, поражающих человека, есть немало видов, которые не культивируются в искусственных условиях на питательных средах (микобактерия лепры, возбудитель сифилиса) и даже в культурах клеток (вирусы гепатитов В, С, D), поэтому применение биологического метода в определенных случаях необходимо.

Проведение биологического метода исследования (или диагностики) предполагает воспроизведение картины инфекционного заболевания на лабораторных (экспериментальных) объектах, к которым относятся лабораторные животные, эмбрионы птиц, рептилий, а также культур клеток.

Лабораторные животные, участвующие в проведении биологического метода, содержатся в условиях специализированных помещений (вивариях).

Биологический метод позволяет максимально точно понять особенности инфекционного заболевания, однако он требует больших экономических затрат, затрат времени, отдельного помещения для вивария. Биологический метод небезопасен для работающего персонала и окружающей среды. Потому его применение возможно только на базе специализированных учреждений.

Этапы выполнения биологического метода:

1) постановка цели и задач применения биологического метода;

2) получение исследуемого материала;

3) выбор вида животного, отвечающего целям исследования,

4) проведение исследования (заражение животного инфекционным материалом, наблюдение за ними, снятие его с эксперимента, изготовление мазков-отпечатков из разных органов, осуществление бактериологических посевов, анализ полученных данных);

5) заключение по проведенному исследованию.

В медицинской практике биологический метод применяется для диагностики ряда токсинемических заболеваний, включая столбняк и ботулизм. Лабораторным животным (мышам) вводится исследуемый материал, взятый из организма пациента или предполагаемого источника заражения. Вследствие высокой чувствительности мышей к ботулиническому и столбнячному токсинам проявления инфекции развиваются в течение короткого времени (1–3 ч), что позволяет подтвердить диагноз заболевания в режиме экспресс-диагностики.

Для обнаружения серотипа ботулинического токсина применяется реакция нейтрализации. При ее постановке пробы исследуемого материала предварительно инкубируются с антителами соответствующей специфичности. Если антитела комплементарны токсину, то он нейтрализуется – гибель лабораторного животного в данном случае не развивается.

II. Методические указания к выполнению лабораторной работы

1. Изучить протоколы проведения биологического метода исследования, примененного в целях диагностики ботулизма. Проанализировать результаты исследования и дать заключение.

2. Зарисовать схему реакции нейтрализации.
3. Сдать и защитить отчет преподавателю.

III. Содержание отчета

Отчет представляется на отдельных листах формата А4 или в альбоме. Он должен содержать следующие пункты:

1. Цель работы.

2. Краткое описание биологического метода для диагностики инфекционного заболевания.

3. Результаты исследований (анализ протокола диагностики ботулизма).

4. Выводы.

Отчет сдается в конце работы преподавателю.
IV. Контрольные вопросы

1. Что такое биологический метод?

2. Каковы области применения биологического метода исследования?

3. В чем суть реакции нейтрализации?

Список литературы

1. Поздеев, О. К. Медицинская микробиология: учеб. пособие / О. К. Поздеев; под ред. В. И. Покровского. – 4-е изд., испр. – М.: ГЭОТАР–Медиа, 2006. – 768 с.

2. Борисов, Л. Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология: учебник / Л. Б. Борисов. – М.: Медицинское информационное агентство, 2001. – 736 с. 

3. Красильников, А. П. Микробиологический словарь-справочник / А. П. Красильников, Т. Р. Романовская. – Минск: Асар, 1999. – 400 с.
Лабораторное занятие № 7

Диагностика вирусных инфекций

Цель работы: закрепить знания по структурно-функциональной организации вирусов, механизмам взаимодействия вирусов с чувствительными клетками; освоить основы вирусологических исследований.

Оборудование, приборы, принадлежности: микроскоп, ламинарный бокс, термостат, спиртовки, автоматические стерильные дозаторы с наконечниками, пробирки, эритроцитарные диагностикумы для типирования вирусов.
I. Теоретическая часть

Исследование вирусов и их идентификация представляют собой достаточно сложную проблему. Ее причиной являются основные свойства вирусов: строгий паразитизм ограничивает возможность воспроизведения вирусного потомства на искусственных питательных средах, поэтому в лабораторных условиях культивировать вирусы можно лишь с использованием культур клеток, эмбрионов птиц, лабораторных животных.
Любые вирусологические исследования проводятся в специально оборудованных лабораториях, оснащенных специальными средствами защиты работающего персонала от инфицирования.

Вирусологическое исследование (вирусологический метод) выполняется с целью идентификации вируса в исследуемом материале и состоит из следующих этапов:
1) взятие материала для исследования и его доставка в лабораторию проводятся по общепринятым правилам. Различие заключается в дополнительной обработке исследуемого материала для инактивации присутствующих в нем бактерий. С этой целью используют фильтрование, обработку материала антибактериальными препаратами пр.;
2) выбор культуры клеток или другого объекта для заражения вируссодержащим материалом. Этот этап проводится на основе данных клинической картины заболевания, локализации патологических проявлений. Обычно в исследование включают несколько культур клеток для преодоления проблемы цитотропизма вирусов;
3) заражение культуры клеток вируссодержащим материалом осуществляется путем прямого внесения материала в культуру клеток;
4) культивирование зараженной культуры и последующая индикация вируса, т. е. обнаружение факта репродукции вируса в культуре клеток;
5) идентификация выделенного в культуре клеток вируса.

Культуры клеток – это клетки разных тканей, искусственно поддерживаемые с помощью специальных жидких питательных сред для культур клеток и тканей.

В зависимости от способности прикрепляться к подложке культуры клеток разделяют на суспензионные (в вирусологии используются редко) и монослойные, образующие сплошной слой на пластике или стекле; по происхождению – эмбриональные, опухолевые, из тканей взрослых организмов. Кроме этого культуры клеток дифференцируют на первичные, получаемые из зрелых тканей (почки, соединительная ткань) и перевиваемые (из эмбриональных или опухолевых тканей). Первичные культуры клеток не обладают способностью к пролиферации, поэтому из фрагмента ткани можно получить только одну порцию клеточной культуры и поддерживать ее в лабораторных условиях ограниченное время 
(3–14 дней). Перевиваемые культуры клеток характеризуются высокой способностью к пролиферации вследствие своего происхождения из эмбриональной или опухолевой ткани. При их пролиферации требуется регулярный пересев, что и является основой постоянного получения клеточных линий для вирусологических исследований.
Для культивирования клеточных культур используют синтетические питательные среды (Игла, 199 и др.), адаптированные по составу потребностям пролиферирующих клеток. В среду обычно добавляют сыворотку крови эмбрионов различных животных – источник ростовых факторов.
Индикация вирусов проводится с помощью регистрации следующих феноменов:
1) по цветной пробе: питательная среда содержит индикатор рН. При нормальном развитии клеток происходит ее закисление продуктами метаболизма и цвет среды изменяется в соответствии со свойствами индикатора. Если культура клеток погибает или ее рост резко ингибируется вследствие заражения клеток вирусом, то среда приобретает слабо щелочную реакцию (рис. 6);

2) по ЦПД и внутриклеточным включениям, обнаруживаемым при микроскопическом исследовании культуры клеток;
3) по реакциям гемагглютинации и гемадсорбции, они заключаются в добавлении суспензии эритроцитов определенных видов животных в культуру клеток, предварительно зараженную вируссодержащим материалом. Феномен агглютинации эритроцитов или их адсорбции на поверхности клеток проявляется в случае репродукции вирусов, содержащих в качестве суперкапсидного антигена гемагглютинин. Реакция гемадсорбции учитывается микроскопически, а реакция гемагглютинации – визуально;
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Рис. 6. Внешний вид цветной пробы для индикации вирусов в исследуемом материале: в образцах 1 и 2 – цветная проба отрицательна (отражает отсутствие вируса в исследуемом материале). В образце 3 индикатор показывает щелочную реакцию среды, означающую гибель клеточной культуры из-за вирусной репликации, т. е. цветная проба положительна

4) по фокусным изменения монослоя культуры клеток, т. е. в реакции бляшкообразования. Реакция аналогична цветной пробе. В данном случае монослой культуры клеток покрывают тонким слоем агара с добавлением индикатора. В местах расположения погибших клеток формируются своеобразные пятна, или бляшки, отличные по цвету от общего фона монослоя;
5) при отсутствии перечисленных выше феноменов можно применить реакцию интерференции, т.е. внести в культуру клеток дополнительный лабораторный штамм вируса, вызывающий ЦПД. После этого ЦПД развивается только в случае отсутствия вирусов в исследуемом материале.

Идентификация вируса, как и любого другого агента, – это определение вида. Для идентификации вирусов используют 2 основных подхода:

а) идентификация по специфичности генома (генетическая идентификация) с помощью цепной полимеразной реакции и реакции молекулярной гибридизации с соответствующими ДНК- или РНК-зондами;

б) серологическая идентификация с помощью определения антигенной специфичности вируса в серологических реакциях, основанных на взаимодействии антиген–антитело.

II. Методические указания к выполнению лабораторной работы

1. Проведите учет цветной пробы для индикации вируса, в питательную среду внесен индикатор феноловый красный. Зарисуйте наблюдение и сделайте вывод о наличии в исследуемом материале вирусного агента.

2. Поставьте реакцию гемагглютинации для индикации вируса гриппа: на левый край предметного стекла нанесите 50 мкл изотонического раствора хлорида натрия (отрицательный контроль), а на правый – 50 мкл аллантоисной жидкости куриного эмбриона, который был заражен вирусом гриппа. К обеим каплям аккуратно добавьте по 50 мкл суспензии куриных эритроцитов и наблюдайте за результатом. Образование гемагглютината укажет на наличие в аллантоисной жидкости вируса (реакция будет положительной).

3. Проведите реакцию торможения гемагглютинации для идентификации вируса гриппа по типам гемагглютининов и нейраминидаз по предложенной преподавателем схеме. Осуществите учет реакции, зарисуйте результат и сделайте вывод.

4. Сдать и защитить отчет преподавателю.

III. Содержание отчета

Отчет представляется на отдельных листах формата А4 или в альбоме. Он должен содержать следующие пункты:

1. Цель работы.

2. Краткое описание этапов приготовления микроскопического препарата.

3. Результаты исследований (схемы постановки реакции гемагглютинации и торможения гемагглютинации и полученные результаты).

4. Выводы.

Отчет сдается в конце работы преподавателю.
IV. Контрольные вопросы

1. В чем отличия вирусов от других микроорганизмов?

2. Каким образом можно воспроизвести вирусную репликацию в искусственных условиях?

3. Для чего осуществляют индикацию вирусов?

4. Какими методами проводят идентификацию вирусов?

5. Какие виды культур клеток используют для вирусологического исследования?
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Лабораторное занятие № 8

Экология микроорганизмов природных сред

Цель работы: закрепить знания по роли микроорганизмов в природных средах; изучить основы функционирования аутомикрофлоры человека, микробный спектр микробиоценозов организма человека.

Оборудование, приборы, принадлежности: спиртовка, предметные стекла, штативы, пробирки, автоматические дозаторы, красители, бактериологические петли, бактериограммы.
I. Теоретическая часть

1.1 Основные понятия экологической микробиологии
Популяции микроорганизмов – совокупность особей одного вида, относительно длительно обитающих на определенной территории (в биотопе).

Биотоп – место обитания популяции, характеризующееся относительно однородными условиями.

Биоценоз – совокупность популяций, обитающих в том или ином биотопе.
Экосистема – биогеоценоз (биоценоз), обитающий в том или ином биотопе.

Биосфера – совокупность всех экосистем.

Микробиоценоз (микробное сообщество, ассоциация) – совокупность популяций разных видов микроорганизмов, обитающих в определенном биотопе (например, в водоеме).

1.2 Нормальная микрофлора организма человека

Эубиоз (эумикробиоз) – совокупность микробных популяций (микробиоценозов), населяющих естественные биотопы здорового человека. Глубокие количественные и (или) качественные изменения эубиоза обозначают термином дисбактериоз. 

Нормальная микрофлора – совокупность сложившихся в результате длительной эволюции микробиоценозов всех биотопов (органов, систем, участков) тела человека. 

«Богатые» микробиоценозы: кожа, полости рта, носа, глотки, вагины, толстого кишечника. 

«Бедные» микробиоценозы: легкие, мочевые и желчные пути. 

Нормальная микрофлора состоит из: 1) аутохтонных видов (специфичных для данного биотопа); 2) аллохтонных видов (иммигрантов из других биотопов); 3) заносных видов (иммигрантов из биотопов окружающей среды).

Функции нормальной микрофлоры:

1) положительное влияние на хозяина, проявляющееся в его антагонистической активности по отношению к заносным видам микробов;
2) стимуляция иммунной системы;
3) участие в синтезе витаминов, жирных и желчных кислот;
4) всасывание солей железа и кальция;
5) детоксикация чужеродных веществ.

Дисбактериоз (дисмикробиоз) – состояние микробиоценоза того или иного биотопа организма человека и животных, характеризующееся относительно стабильным и длительным количественным и качественным изменением состава его видов и вариантов, выходящим за пределы физиологической нормы.

Причины возникновения дисбактериоза: применение антибактериальных препаратов, иммунодефицитные состояния, перенесение вирусных и бактериальных инфекций, травмы, а также длительное нахождение человека в замкнутых пространствах, различные профессиональные вредности и пр.

Дисбактериозы классифицируют: 1) по преобладающему в биотопе виду (кандидоазный, псевдомонадный, протейный и пр.), 2) по пораженному биотопу (дисбактериоз кожи, кишечника и т. д.). Для лечения используют препараты-эубиотики.

Эубиотики – это препараты, приготовленные из культур микроорганизмов, входящих в состав нормальной микрофлоры организма человека. Эубиотики используются для нормализации состава нормальной микрофлоры в качестве заместительной терапии при дисбактериозах и различных инфекционных заболеваниях. В настоящее время спектр выпускаемых фармацевтической промышленностью препаратов для перорального приема достаточно широк:

а) препараты кишечной палочки (коли-бактерин, биофлор);
б) препараты молочнокислых бактерий (лактобактерин, аципол, ацилак, диалакт, бактобактерин, бифидумбактерин, бифацид, бифидин, бифилонг);

в) препараты сенной палочки (бактисубтил);
г) комбинированные составы (линекс, бификол, наринэ, хилак).

Исследование качественного и количественного состава нормальной микрофлоры используется для диагностики дисбактериоза и оценки иммунного статуса. Основной метод исследования – бактериологический, посевы проводятся аппликационным методом, часто с помощью бакпечаток.

II. Методические указания к выполнению лабораторной работы

1. Исследовать бактериологические посевы, полученные методом седиментации воздуха (описать колонии, приготовить микроскопические препараты и сделать заключения после их микроскопирования).

2. Приготовить мазок зубного налета, окрасить его методом Грама и изучить состав микрофлоры. Дать заключение о морфологических особенностях микробиоценоза.
3. Исследовать влияние обработки кожи рук растворами антисептиков на микрофлору кожи. Учесть результаты посева на следующем занятии и сделать вывод об эффективности обработки.

4. Изучить предложенные бактериограммы и сделать вывод о состоянии микробиоценоза.

5. Сдать и защитить отчет преподавателю.

III. Содержание отчета

Отчет представляется на отдельных листах формата А4 или в альбоме. Он должен содержать следующие пункты:

1. Цель работы.

2. Краткое описание проводимых экспериментов.

3. Результаты исследований (микроскопическое изучение препаратов с их зарисовкой и заключением по морфологическим особенностям бактерий; выводы по бактериограммам).

4. Выводы.

Отчет сдается в конце работы преподавателю.
IV. Контрольные вопросы

1. Что такое нормальная микрофлора организма человека?

2. Какие функции выполняет нормальная микрофлора?

3. Что такое дисбактериоз и каковы причины его развития?

4. В каких экологических взаимоотношениях находятся представители нормальной микрофлоры организма человека и человек?

5. Для чего выполняется бактериограмма?
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Лабораторное занятие № 9

Молекулярно-биологические методы диагностики
инфекционных болезней
Цель работы: закрепить знания в области молекулярно-биологических методов исследования и применения их в диагностике инфекционных заболеваний человека.

Оборудование, приборы, принадлежности: мультимедийная презентация «Молекулярно-биологические методы исследования».
I. Теоретическая часть

Принцип полимеразной цепной реакции был сформулирован в 1983 г. Kary Mullis, работавшим с ДНК-полимеразами термофильных бактерий. Температурный оптимум для термофильных бактерий находится в пределах 56–100 (С и все ферменты, контролирующие процессы репродукции, обладают термостабильностью. Это позволило Kary Mullis предположить, что добавление термостабильных полимераз к реакционной смеси из нативной ДНК, праймеров и нуклеотидов позволит осуществить синтез ДНК эукариотических клеток в искусственных условиях. 
ПЦР – это метод ферментного синтеза определенных последовательностей ДНК in vitro. В реакции используются 2 олигонуклеотидных праймера (forward и reverse), которые гибридизируют противоположные участки цепей ДНК, подлежащей амплификации. Элонгация праймеров катализируется термостабильной ДНК-полимеразой (т. н. Taq-полимеразой). Попеременный нагрев и остывание смеси способствуют денатурации нативной ДНК и отжигу праймеров, элонгации праймеров полимеразой и экспоненциальному накоплению специфических фрагментов ДНК (схема).

	Реакционная смесь

	(

	нагрев реакционной смеси до 95 (С, происходит расщепление нитей нативной ДНК

	(
	(

	охлаждение реакционной смеси до 55–60 (С, праймеры связываются с комплементарными участками нитей ДНК
	(
	нагрев до 72 (С, ДНК-полимераза активируется, способствуя надстройке комплементарных нитей от стартовых точек (праймеров)


*число копий нативной ДНК удваивается с каждым циклом

Схема. Механизм полимеразной цепной реакции

Для проведения ПЦР требуется специальное оборудование: 1) Thermocycle – прибор с автоматизированным изменением температуры. В нем есть специальная камера для помещение пробирок (объемом 0,2 мл) с реакционной смесью (обычно на 24 пробы), компьютерная система для изменения температуры воды, с помощью которой осуществляется нагрев и охлаждение реакционной смеси; 2) вся реакция проводится в условиях стерильности (близких к ней), обычно для этой цели используют ламинарные боксы; 3) центрифуги для микропробирок; 4) шейкер с возможностью изменения температуры (для выделения ДНК); 5) автома​тические дозаторы.

Сейчас имеются и полностью автоматизированные анлизаторы ПЦР, в которых производится автоматическое смешивание ингредиентов и даже предварительное выделение ДНК. Этими системами вследствие их высокой стоимости пользуются в основном диагностические учреждения, в которых проводятся скрининговые исследования.

Дополнительно требуется оборудование для детекции результатов ПЦР (установка для электрофореза и пр.), а также установки для дальнейшего анализа нуклеотидных последовательностей участков ДНК.
Праймеры готовят по заказу исследователей на предприятиях биотехнологии и молекулярной биологии. Для этого отправляют пропись обоих праймеров, т. е. указывают точную нуклеотидную последовательность. Изготовление праймеров проводят с помощью той же ПЦР из еще более мелких олигонуклеотидов, а их получают путем простейшего 
химического синтеза. Аналогичными фирмами выпускаются также и нуклеотиды (dNTP): каждый вид в отдельности или сразу смесь всех четырех. Праймеры для диагностики инфекционных заболеваний изготавливают в виде тест-систем для проведения диагностической ПЦР.

Для проведения ПЦР необходимо выделение нативной ДНК из материала для исследования. Чаще всего в качестве материала для диагностики инфекционных заболеваний используют плазму крови (клеточную часть крови). А выделение ДНК проводят с помощью специальных фирменных наборов в несколько стадий: лизис клеток (лизирующий раствор содержит ЭДТА и протеиназу К), солюбилизацию ДНК на специальной мембране, отмывание пробы от остатков клеточных структур, элюирование ДНК из мембраны.
Индикация продукта ПЦР проводится методом электрофореза в агарозном геле. В агарозу вносят этидиум-бромид, который связывается с ДНК, и при облучении УФ-лучами визуализируются полосы продукта ПЦР. При необходимости забирают кусочки агарозного геля из мест расположения амплификатов, элюируют продукт ПЦР и изучают другими методами.

Области использования ПЦР

1. Поиск мутаций.

2. Составление генетической карты различных организмов.

3. Оценка функционального значения гетерозиготности, мутаций и рекомбинации.

4. Диагностика инфекционных болезней, идентификация микробов.

5. Генетическая инженерия: для получения новых сортов растений, клонов микроорганизмов, используемых в биотехнологии.

6. Органический синтез.

Виды ПЦР: in vitro, in situ (клетки фиксируются специальными методами на стекле, нуклеотиды мечены флуорохромами, детекция проводится с помощью микроскопических методов, обязательно использование обратной транскриптазы).

II. Методические указания к выполнению лабораторной работы

1. Изучить этапы проведения ПЦР, зарисовать схему амплификации нуклеиновой кислоты.
2. Решение ситуационных задач: изучить результаты мониторинга количественного варианта ПЦР ВИЧ-инфицированных пациентов и сделать вывод об эффективности антиретровирусной терапии.

3. Сдать и защитить отчет преподавателю.

III. Содержание отчета

Отчет представляется на отдельных листах формата А4 или в альбоме. Он должен содержать следующие пункты:

1. Цель работы.

2. Схему постановки ПЦР.

3. Результаты решения ситуационных задач.

4. Выводы.

Отчет сдается в конце работы преподавателю.
IV. Контрольные вопросы
1. В каких целях применяются молекулярно-биологические методы в области медицины и биологии?

2. Почему ПЦР считают наиболее специфичным методом идентификации микроорганизмов среди других методов?

3. Какое оборудование требуется для проведения ПЦР?

Список литературы
1. Поздеев, О. К. Медицинская микробиология: учеб. пособие / О. К. Поздеев; под ред. В. И. Покровского. – 4-е изд., испр. – М.: ГЭОТАР–Медиа, 2006. – 768 с.

2. Борисов, Л. Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология: учебник / Л. Б. Борисов. – М.: Медицинское информационное агентство, 2001. – 736 с. 

3. Красильников, А. П. Микробиологический словарь-справочник / А. П. Красильников, Т. Р. Романовская. – Минск: Асар, 1999. – 400 с.

Учебное издание

Романовская Татьяна Ренольдовна
ОБЩАЯ И МЕДИЦИНСКАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ
С ОСНОВАМИ ВИРУСОЛОГИИ 
УЧЕБНО-МЕТОДИЧЕСКОЕ ПОСОБИЕ
Редактор И. В. Перковец
Корректор И. В. Перковец, С. М. Курбыко
Компьютерная верстка И. В. Перковец
Подписано в печать 27.01.2012. Формат 60(90 1/16.
Бумага офсетная. Гарнитура Times. Ризография.

Усл. печ. л. 4,75. Уч.-изд. л. 3,08.

Тираж 40 экз. Заказ № 189.

Издатель и полиграфическое исполнение

учреждение образования «Международный государственный
экологический университет имени А.Д.Сахарова»

ЛИ № 02330/993 от 31.08.2011 г.

Республика Беларусь, 220070, г. Минск, ул. Долгобродская, 23

E-mail: info@iseu.by
http://www.iseu.by










PAGE  
2

_1041086119.doc


                                  



_1041086145.doc
       




                                  



_1401869284.doc



_1041086143.doc
       




                                  



_1041086142.doc
       




                                  



_1041086116.doc


                                  



_1041086118.doc


                                  



_1041086050.doc



_1041086115.doc


                                  



