ЗАНЯТИЕ № 1

ТЕМА: Введение в микробиологию. Структура и функции прокариотической клетки.

Вопросы темы: 

1. Принципы организации и оборудования микробиологической лаборатории и правила работы в ней.
2. Систематика и номенклатура микроорганизмов.

3. Морфологические формы бактерий.

4. Обязательные и необязательные структуры бактериальной клетки. Методы выявления.

5. Строение клеточных стенок. Дифференциально-диагностический метод Грама.
6. Методы микроскопии в микробиологии.

Принципы организации и оборудования микробиологической лаборатории 

и правила работы в ней.

Микробиологическая лаборатория в зависимости от ее профиля выполняет бактериологические, вирусологические и иммунологические исследования. В соответствии с назначением лаборатория должна быть оснащена требуемой аппаратурой. Лаборатория  должна располагаться в отдельном здании или изолированной его части, оборудована водопроводом, канализацией, отоплением, горячим водоснабжением и иметь отдельный вход. Микробиологическая лаборатория общего назначения должна иметь следующие комнаты: 

1) лабораторные,

2) бактериологическую с боксами,

3) автоклавную,

4) виварий,

5) моечную,

6) средоварочную,

7) подсобные помещения (душ, склад, гардероб, туалет).

Лабораторная комната должна быть светлой, просторной, стены окрашены масляной краской или облицованы керамической плиткой. В лабораторной комнате необходима холодная и горячая вода, раковина, дезинфицирующий раствор для мытья и обработки рук, аптечка для оказания первой медицинской помощи. В комнате должны находиться холодильник, термостат, центрифуги, микроскопы, лабораторная мебель, рабочие столы, емкость для сбора инфицированной посуды и материала.

Бактериологическая комната предназначена для работы в стерильных условиях и должна быть оборудована боксами с предбоксниками, системой приточно-вытяжной вентиляции и бактерицидными лампами. В боксе должен находиться стол с необходимыми принадлежностями для проведения стерильных посевов (горелка, стерильные пипетки, пробирки, чашки Петри и пробирки с питательной средой, бактериологическая петля и др.). Поверхность рабочего стола должна быть водонепроницаема, устойчива к дезинфектантам, кислотам, щелочам, органическим растворителям и умеренному нагреванию. Стены, потолок и пол комнаты должны быть моющимися, непроницаемыми для жидкости, устойчивы к дезинфицирующим растворам. В настоящее время для проведения стерильных работ используют ламинарные боксы, куда подается стерильный воздух под давлением.

Автоклавная предназначена для стерилизации посуды, питательных сред, одежды, а также для обеззараживания лабораторных отходов. Автоклавная должна быть оснащена таким оборудованием, как автоклавы, печи Пастера, стерилизаторы различной емкости, шкафы для стерильной посуды. К работе на автоклавах допускаются лица, прошедшие специальную подготовку.

Виварий предназначен для проведения исследований на животных. Необходимо иметь два помещения вивария - одно для содержания чистых животных и второе для лабораторных животных, с которыми проводятся исследования. Вход в виварий должен быть разрешен специально отобранному персоналу. Клетки, кормушки для животных изготавливаются из материала, устойчивого к дезинфицирующим растворам.

Моечная комната предназначена для мойки лабораторной посуды и должна быть оборудована холодным и горячим водоснабжением, раковиной, а также шкафами для хранения и складирования пипеток, колб, чашек Петри и другой посуды.

Средоварочная комната располагается рядом с моечной и стерилизационной комнатами и предназначена для приготовления и разлива питательных сред. Комната оборудуется газовой или электрической плитой, раковиной с подведенной холодной и горячей водой. В ней необходимо иметь дистиллятор, холодильник для хранения питательных сред и биологических компонентов, бокс для приготовления и разлива питательных сред и растворов в стерильных условиях, шкафы для хранения сухих питательных сред, лабораторной посуды и химических реактивов.
Правила работы и поведения в бактериологической

лаборатории общего назначения

· В помещение лаборатории нельзя входить без специальной одежды – халата, шапочки, сменной обуви.

· Запрещается в помещении прием и хранение пищи, курение.

· Нельзя использовать лабораторную спецодежду за пределами лаборатории.
· Зараженный материал подлежит уничтожению, инструменты и поверхность рабочего стола дезинфицируют после окончания работ.
· После работы с культурой, животными перед уходом из лаборатории необходимо вымыть руки.
· Необходимо проводить обеззараживание предметов, одежды, стола, комнаты в случае, если разбился сосуд с инфицированным материалом или произошел неосторожный разлив заразного материала.
· В лаборатории должна быть инструкция по технике безопасности, которую персонал должен знать и строго выполнять. Необходимо немедленно сообщать руководителю лаборатории обо всех аварийных ситуациях, создающих угрозу биологической безопасности, и проводить все мероприятия для предотвращения последствий.
Структура бактериальной клетки и методы её исследования.
Бактерии являются прокариотами и существенно отличаются от клеток растений и животных (эукариотов). Они относятся к одноклеточным организмам и состоят из клеточной стенки, цитоплазматической мембраны, цитоплазмы, нуклеоида (обязательных компонентов бактериальной клетки). Некоторые бактерии могут иметь жгутики, капсулы, споры, пили (необязательные компоненты бактериальной клетки). 

Клеточная стенка

Клеточная стенка представляет собой внешнюю структуру бактерий толщиной 30-35 нм, главным компонентом которой является пептидогликан (муреин). Пептидогликан - это структурный полимер, состоящий из чередующихся субъединиц N- ацетилглюкозамина и N-ацетилмурамовой кислоты, соединенных гликозидными связями.

Параллельно расположенные полисахаридные (гликановые) цепи скреплены между собой поперечными пептидными мостиками.

Полипептидный каркас легко разрушается лизоцимом - антибиотиком животного происхождения. Пептидные связи являются мишенью для пенициллина, который ингибирует их синтез и препятствует формированию клеточной стенки. Количественное содержание пептидогликана влияет на способность бактерий окрашиваться по Граму. Бактерии, имеющие значительную толщину муреинового слоя (90-95%), стойко окрашиваются генцианвиолетом в сине-фиолетовый цвет и носят название грамположительных бактерий. Грамотрицательные бактерии с тонким слоем пептидогликана (5-10%) в клеточной стенке после действия спирта утрачивают генцианвиолет и дополнительно окрашиваются фуксином в розовый цвет. Клеточные стенки у грамположительных и грамотрицательных прокариот резко различаются как по химическому составу (табл.1), так и по ультраструктуре.

Кроме пептидогликана, в клеточной стенке грамположительных бактерий содержатся тейхоевые кислоты (ТК), в меньшем количестве липиды, полисахариды, белки.
ТК (полифосфатные соединения) делят на два класса: 1) стеночные, связанные с пептидогликаном клеточной стенки, 2) мембранные (липотейхоевые), соединенные с гликопептидом цитоплазматической мембраны. ТК могут связываться с клеточными мембранами животных клеток и осуществлять процесс адгезии, необходимый для бактериальной колонизации, которая является первой стадией большинства инфекций. Особый интерес представляет изучение явления индукции тейхоевыми кислотами воспалительных процессов, цитотоксичности и иммуносупрессии.

Таблица 1
Химический состав клеточных стенок

грамположительных и грамотрицательных прокариот

	Компоненты клеточной стенки
	Грам+ бактерии
	Грам- 
бактерии

	
	
	Внутренний слой, пептидогликановый
	Внешний слой (наружная клеточная мембрана)

	Пептидогликан
	+
	+
	-

	Тейхоевые кислоты
	+
	-
	-

	Полисахариды
	+
	-
	-

	Белки
	+
	-
	+

	Липиды
	+
	-
	+

	Липополисахариды
	-
	-
	+

	Липопротеиды
	-
	+

	+


На поверхности клеточной стенки грамположительных бактерий могут присутствовать белковые молекулы, не образующие структур определенной формы (белок А стафилококков, М-протеин стрептококков). Они обладают высокой биологической активностью, вызывают агглютинацию эритроцитов, являются иммунодепрессантами, угнетают фагоцитоз, комплемент, препятствуют трансформации лимфоцитов, способствуют адгезии бактерий на клетках эпителия слизистых оболочек.

Грамотрицательные прокариоты имеют наружную мембрану, в состав которой входят липиды (22%), белки, полисахариды, липопротеиды.

Липополисахариды (ЛПС) - гетерополимеры с комплексной структурой, обладающие разнообразной биологической активностью. Липоидный комплекс обуславливает токсичность  (воспалительные реакции, лихорадка, эндотоксиновый шок), полисахаридный компонент ответственен за О-антигенспецифичность. ЛПС индуцирует синтез М-антител, в иммунологии используется в качестве адъюванта и поликлонального активатора В-клеток.

Клеточная стенка у бактерий выполняет в основном формообразующую и защитную функции, обеспечивает ригидность, формирует капсулу, определяет способность клеток к адсорбции фагов.
Формы бактерий
Всем бактериям присущи определённые морфологические свойства (форма, размер, характер их расположения в мазке) и тинкориальные свойства (способность окрашиваться).

Различают 3 основные формы бактерий: шаровидные (сферические или кокки), палочковидные (цилиндрические или палочки) и извитые (спиралевидные) бактерии. 
Шаровидные бактерии в зависимости от расположения подразделяют на микрококки (расположенные беспорядочно), диплококки (парное расположение), стрептококки (расположенные цепочками), стафилококки (гроздьевидные) и сарцины (формирующие пакеты). 
Палочковидные бактерии располагаются часто беспорядочно (эшерихии), попарно (клебсиеллы), под углом (коринебактерии дифтерии), цепочками (возбудитель сибирской язвы. Концы палочек могут быть закруглёнными, заострёнными, утолщёнными или обрубленными. 
Извитые бактерии могут быть в виде запятой (холерный вибрион), спиралей с одним - тремя витками (спириллы) и тонких нитей с большим количеством завитков (спирохет).
Для изучения тинкториальных свойств микроорганизмов и их морфологии используют анилиновые красители (основные, кислые и нейтральные).

Наибольшее применение имеют основные краски: метиленовый синий, основной фуксин, генцианвиолет и др. Из названных красок готовят спиртовые, вводно-спиртовые и водные растворы. В некоторых случаях для повышения красящей силы раствора к нему добавляют карболовую кислоту (карболовый фуксин Циля) или щёлочь.
Для определения формы бактерий и их взаимного расположения в мазке используют простые методы окраски, т.е. окраска осуществляется одним красителем (фуксином 1-2 мин. или метиленовым синим 3-5 мин.), и мазок получается окрашенным одним цветом. Например, для выявления в мазке гонококков используют метиленовый синий. Эта окраска позволяет лучше выявить бобовидную форму и парное расположение кокков.

Для изучения структуры бактериальной клетки и выявления особенностей её строения применяют сложные методы окраски. Которые включают в себя целый ряд (2 и более) красящих и дифференцирующих веществ. К сложным методам окраски относятся методы Грама, Нейссера, Ожешко, Бури-Гинса, Циля-Нильсена и др.
Методика окраски по методу Грама

1. На мазок кладут фильтровальную бумагу и наливают карболовый раствор генцианового фиолетового на 1-2 мин.

2. Снимают бумагу, сливают краситель и, не промывая мазок водой, наливают раствор Люголя на 1 мин.

3. Сливают раствор Люголя и обесцвечивают препарат в 96% спирте в течение 30 с.

4. Промывают водой.

5. Красят 1-2 мин. водным раствором фуксина.

6. Промывают водой и высушивают.

В результате грамположительные бактерии окрашиваются в фиолетовый цвет, грамотрицательные - в красный.

Для микобактерий, нокардий и актиномицетов характерна усложненная структура клеточной стенки. Основу у них, так же как и у грамположительных бактерий, составляет муреиновый каркас, однако последний связан с полисахаридами и липидами. Липиды представлены миколовыми кислотами, которые придают клеточной поверхности гидрофобность. Гидрофобность, с одной стороны, делает клетку устойчивой к действию различных химических веществ (такие бактерии называются кислотоустойчивыми), с другой - тормозит обмен клетки с окружающей средой и замедляет ее рост. Поэтому в питательные среды для культивирования микобактерий туберкулеза добавляют поверхностно - активные вещества. Кислотоустойчивость микобактерий является важным диагностическим признаком, для ее определения пользуются окраской по Цилю-Нильсену.

Методика окраски кислотоустойчивых бактерий по Цилю-Нильсену

1. На фиксированной мазок помещают фильтровальную бумагу, наливают карболовый фуксин Циля и осторожно нагревают на горелке до появления паров. Операцию повторяют 2-3 раза.

2. Когда препарат остынет , снимают фильтровальную бумагу ,сливают краситель и промывают препарат водой.

3. Препарат погружают 2-3 раза в стакан с 5% серной кислотой  на 1-2 с.

4. Тщательно промывают препарат теплой водой о докращивают щелочным метиленовым синим 3-5 мин.

5. Промывают водой и подсушивают.

Кислотоустойчивые бактерии не обесцвечиваются серной кислотой и сохраняют красный цвет, некислотоустойчивые теряют краситель и докрашиваются метиленовым синим в голубой цвет.
Цитоплазматическая мембрана
Цитоплазма бактериальной клетки ограничена от клеточной стенки тонкой полупроницаемой структурой толщиной 5-10 нм, называемой цитоплазматической мембраной (ЦПМ). ЦПМ состоит из двойного слоя фосфолипидов, пронизанных белковыми молекулами. С ЦПМ связаны многие ферменты и белки, участвующие в транслокации питательных веществ, а также ферменты и переносчики электронов конечных стадий биологического окисления (дегидрогеназы, цитохромная система, АТФазы). На ЦПМ локализуются ферменты, катализирующие синтез пептидогликана, белков клеточной стенки, собственных структур. Мембрана также является местом превращения энергии при фотосинтезе  окислительном фосфорилировании.

Периплазматическое пространство (периплазма) представляет собой зону между клеточной стенкой и ЦПМ. Толщина периплазмы составляет 10 нм, объем зависит от условий среды и прежде всего от осмотических свойств раствора. Периплазма может включать до 20% всей находящейся в клетке воды, в ней локализуются некоторые ферменты (фосфатазы, пермеазы, нуклеазы и др.) и транспортные белки-переносчики соответствующих субстратов.  
Мезосомы представляют собой мембранные структуры, образуемые при закручивании ЦПМ. Морфологически мезосомы выглядят как ламеллярные стопки или спирально упакованные ламеллы, везикулярные или тубулярные структуры, а также смешанные мембранные системы, образованные трубочками, пузырьками и ламеллами. По расположению в клетке различают – мезосомы, образующиеся в зоне клеточного деления и формирования клеточной перегородки (септальные мезосомы) и мезосомы, сформированные в результате инвагинации периферических участков ЦПМ (латеральные мезосомы). Предполагается, что мезосомы полифункциональны, содержат раэличные ферментные системы и играют определенную роль в энергетическом метаболизме. Считают, что они являются сайтом для формирования клеточной стенки бактерий и прикрепления нуклеоида в процессе репликации ДНК. Септальные мезосомы участвуют в построении поперечной перегородки при делении бактерий.
Цитоплазма

Содержимое клетки, окруженное ЦПМ, составляет цитоплазму бактерий. Та часть цитоплазмы, которая имеет гомогенную коллоидную  консистенцию и содержит растворимые РНК, ферменты, субстраты и продукты обмена веществ, обозначается как цитозоль. Другая часть цитоплазмы представлена различными структурными элементами - рибосомами, включениями, плазмидами.

Рибосомы – субмикроскопические рибонуклеопрортеидные гранулы диаметром 15-20 нм. В рибосомах находится примерно 80-85% всей бактериальной РНК. Рибосомы прокариот имеют константу седиментации 70 S. Они построены из двух частиц  30 S (малая субъединица ) и 50 S (большая субъединица). Рибосомы служат местом синтеза белка.
 Некоторые бактерии способны накапливать фосфорную кислоту в виде гранул полифосфата (зерна волютина, метахроматические зерна, зерна Бабеша - Эрнста). Они играют роль фосфатных депо и регулярно выявляются у коринебактерий, микобактерий, спирилл в виде плотных, контурированных образований в форме шара или эллипса, располагающихся в основном у полюсов клетки. Обычно на полюсах бывает по одной грануле. Наличие зерен волютина у бактерий определяют методом Нейссера. 

Метод окраски по Нейссеру

1. Фиксированный мазок окрашивают уксуснокислой синей 4 мин. затем заливают краску.

2. промывают водой и наливают раствор Люголя 20-30сек.

3. не  промывая водой, окрашивают везувином 1-2 мин.
4. промывают водой, высушивают.

Тела бактерий окрашиваются в светло коричневый цвет, зерна волютина - в темно синий, почти черный  цвет.

Нуклеоид

Нуклеоид - генетический аппарат бактерий. Представлен молекулой ДНК, соответствующей одной хромосоме. Она циркулярно замкнута, располагается в ядерной вакуоли, не имеет ограничивающей от цитоплазмы мембраны и митотического аппарата.

С ДНК связано небольшое количество РНК- и РНК - полимеразы. ДНК свернута вокруг центрального стержня, состоящего из РНК, и представляет собой высокоупорядоченную компактную структуру. Различия в генетическом аппарате прокариотных и эукариотных клеток обуславливают его название: у первых - нуклеоид (образование, подобное ядру), в отличие от ядра у вторых.

В нуклеоиде бактерий содержится основная наследственная информация, которая реализуется в синтезе специфических белковых молекул. С ДНК бактериальной клетки связаны системы репликации, репарации, транскрипции и трансляции.

Нуклеоид в прокариотной клетке может быть выявлен в окрашенных препаратах с помощью светового или фазово-контрастного микроскопа. 

Капсула

Капсула – слизистый слой клеточной стенки бактерий, состоящий из полисахаридов (пневмококк) или полипептидов (бацилла сибирской язвы). Микрокапсулу (толщиной менее 0,2 мкм) способны формировать большинство бактерий, четко выраженную макрокапсулу (толщиной более 0,2 мкм) формируют пневмококк, клебсиеллы, возбудитель сибирской язвы и некоторые другие. У патогенных бактерий капсула образуется в макроорганизме, на искусственных питательных средах она обычно утрачивается (за исключением клебсиелл).

В организме человека и животных капсула защищает патогенные бактерии от бактериофага, фагоцитоза и гуморальных факторов иммунитета, определяет антигенную специфичность микроорганизмов.

Капсулы, имея консистенцию геля, плохо удерживают краситель, и для их выявления чаще всего применяют методы негативного контрастирования.

Метод выявления капсулы по методу Бурри-Гинса

1. На середину предметного стекла наносят каплю черной туши и смешивают ее с помощью петли с каплей культуры капсульных бактерий.

2. Краем другого предметного стекла делают мазок по типу кровяного. Мазок сушат на воздухе и фиксируют в пламени горелки.

3. Окрашивают 5 мин. карболовым фуксином, разведенным водой 1:3.

4. Осторожно промывают водой, высушивают.

Бактерии окрашиваются в красный цвет, неокрашенные капсулы контрастно выделяются на темном фоне препарата.

Жгутики

Жгутики выполняют роль органа движения, позволяющего бактериям передвигаться со скоростью 20-60 мкм\с. Бактерии могут иметь один (монотрихи) или несколько жгутиков, располагающихся по всей поверхности тела (перитрихи) либо собранных в пучки (лофотрихи).

Перитрихиальное расположение жгутиков характерно для энтеробактерий, возбудителей анаэробной инфекции, столбняка, ботулизма, монотрихом является холерный вибрион, лофотрихом - псевдомонас. У некоторых видов спирилл различают амфитрихиальное расположение жгутиков. Толщина жгутиков в среднем составляет 10-30 нм, а длина достигает 10-20 мкм.

Основу жгутика составляет длинная спиральная нить (фибрилла), которая у поверхности клеточной стенки переходит в утолщенную изогнутую структуру - крюк и прикрепляется к базальной грануле, вмонтированной в клеточную стенку и ЦПМ.

Базальные гранулы имеют диаметр около 40 нм и состоят из нескольких колец (одна пара у грамположительных бактерий, четыре у грамотрицательных прокариот). Удаление пептидогликанового слоя клеточной стенки ведет к потере способности бактерий к движению, хотя жгутики при этом остаются неповрежденными.

Жгутики почти полностью состоят из белка флагеллина с некоторым содержанием углеводов и РНК.

Под микроскопом жгутики можно увидеть лишь после специальных методов протравливания и импрегнации солями серебра и ртути с последующей окраской метиленой синью (метод Леффлера). При этом необходимо учитывать, что жгутики очень чувствительны к различным механическим воздействиям. О наличии жгутиков можно косвенно судить по направленному характеру движения в «висячей» и «раздавленной» капле, в темнопольном и фазово-контрастном микроскопах, либо при светлопольной микроскопии при опущенном конденсоре и частично прикрытой диафрагме микроскопа.

Ворсинки (фимбрии, пили)

Поверхность энтеробактерий и некоторых других микроорганизмов покрыта большим числом (от 10 до нескольких тысяч) ворсинок - нитевидных образований белковой природы. Как и жгутики, они построены из одного вида белка - пилина, субъединицы которого организованны в виде полой внутри нити и берут начало от ЦПМ. Они короче и тоньше жгутиков, их ширина 10-12 нм и длина до 12 мкм.

Ворсинки полифункциональны: обеспечивают трансмиссивную передачу генов (конъюгации), являются рецепторами для фагов, органом прикрепления бактерий к питательному субстрату (адгезия), участвуют в транспорте метаболитов.

У стрептококков  есть  наружный слой протеиновых волосков (фимбрий), которые получили название белок М (М-протеин). Этот белок играет важную роль в процессах взаимоотношений бактерий с макроорганизмом.

Споры
Некоторые бактерии в конце периода активного роста способны образовывать споры. Этому предшествуют обеднение среды питательными веществами, изменение ее РН, накопление ядовитых продуктов метаболизма. Как правило, одна бактериальная клетка образует 1 спору - локализация спор различна (центральная, терминальная, субтерминальная).

Если размеры спор не превышают поперечного размера палочковидной бактерии, то последняя называется бациллой (возбудитель сибирской язвы). Когда диаметр споры больше, бактерии имеют форму веретена и носят название клостридий (возбудители анаэробной инфекции). Клостридии столбняка имеют круглую спору и напоминают барабанную палочку. Клостридии ботулизма отличаются большими овальными спорами, что придает им вид теннисной ракетки.

По химическому составу отличие спор от вегетативных клеток состоит только в количественном содержании химических соединений. Споры содержат меньше воды и больше липидов.

Формирование спор связано с уплотнением и обособлением определенного участка цитоплазмы вегетативной клетки с последующим образованием внутри бактерии круглого или овального тельца, покрытого плотной многослойной оболочкой, которая пропитана большим количеством липидов, кальция, дипиколиновой кислоты. 

После полного созревания споры вегетативная часть клетки может лизироваться. Среди патогенных микробов способностью к спорообразованию обладают только палочковидные грамположительные бактерии. Большинство из них подвижно благодаря перитрихиально расположенным жгутикам.

В состоянии споры микроорганизмы метаболически неактивны, выдерживают высокую температуру (140-150 С), воздействие химических дезинфицирующих веществ и длительно сохраняются в окружающей среде. Устойчивость к высокой температуре связана с очень низким содержанием воды и высоким содержанием дипиколиновой кислоты.

Попадая в организм человека и животных, споры прорастают в вегетативные клетки. Процесс прорастания спор включает 3 стадии: активации, начальную стадию и стадию роста. К активирующим агентам, нарушающим состояние покоя, относят повышенную температуру, кислую реакцию среды, механические повреждения и др.

Спора начинает поглощать воду, освобождается от дипиколата кальция, с помощью гидролитических ферментов разрушает многие собственные структурные компоненты. После разрушения наружных слоев наступает период формирования вегетативной клетки с активацией биосинтеза, заканчивающийся делением клетки.

Окраску спор производят специальным методом, который включает предварительное прогревание спор, а также воздействия концентрированных растворов красок при высокой температуре.

Метод окраски спор по Ожешко

1. На высушенный мазок наливают 0,5% раствор хлористоводородной кислоты и подогревают 1-2 мин.

2. Препарат промывают водой и фиксируют над пламенем горелки.

3. Окрашивают по Цилю-Нильсену.

Споры прочно удерживают карболовый фуксин и окрашиваются в красный цвет, цитиплазма бактерий обесцвечивается 5% серной кислотой и после докрашивания метиленовым синим приобретает синий цвет.

МЕТОДЫ МИКРОСКОПИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ

Мельчайшие размеры микроорганизмов обуславливают использование для изучения морфологии бактерий точных оптических приборов-микроскопов. Наиболее часто применяются светлопольная микроскопия, микроскопия в темном поле, фазово - контрастная и люминесцентная микроскопия. Для специальных микробиологических исследований используется электронная микроскопия.

Светлопольная микроскопия

Светлопольная микроскопия осуществляется с помощью обычного светового микроскопа, основной частью которого является объектив. На оправе объективов обозначается увеличение: х8, х10, х20, х40, х90. При исследовании микробов применяется иммерсионная система (объектив - х90). Иммерсионный объектив погружают в каплю кедрового масла, нанесенного на препарат. Кедровое масло имеет такой же коэффициент преломления, как и стекло, и этим достигается наименьшее рассеивание световых лучей.

Изображение, получаемое в объективе, увеличивают окуляр, состоящий из двух линз. В отечественных микроскопах применяются окуляры с увеличением: х7, х10, х15. Общее увеличение микроскопа определяется произведением увеличения объектива на увеличение окуляра. В микробиологии обычно используются увеличения в 900-1000 раз. Качество микроскопа зависит не от степени увеличения, а от его разрешающей способности. Под этим надо понимать наименьшее расстояние между двумя точками препарата, при котором они еще четко различимы под микроскопом. Разрешающая способность обычных световых микроскопов с иммерсионной системой = 0,2 мкм.

Темнопольная микроскопия

Микроскопия в темном поле зрения основана на следующем принципе. Лучи освещают объект не снизу, а сбоку и не попадают в глаза наблюдателя, поле зрения остается темным, а объект на его фоне оказывается светящимся. Это достигается с помощью специального конденсора (параболоид) или обычного конденсора, прикрытого в центре кружком черной бумаги.

Препараты для темнопольной микроскопии готовят по типу раздавленной капли. Исследуемый материал (бактериальная культура в физиологическом растворе) наносят на предметное стекло, которое покрывают покровным. Капля материала заполняет все пространство между покровным и предметным стеклом, образуя ровный слой. Темнопольная микроскопия используется для изучения живых неокрашенных микроорганизмов. 

Фазово-контрастная микроскопия

При прохождении пучка света через неокрашенные объект изменяется лишь фаза колебания световой волны, что не воспринимается глазом человека. Чтобы изображение было контрастным, необходимо превратить фазовые изменения световой волны в видимые амплитудные. Это достигается с помощью фазово-контрастного конденсора и фазового объектива. 

Фазово-контрастный конденсор представляет собой обычный объектив с револьвером и набором кольцевых диафрагм для каждого объектива. Фазовый объектив снабжен фазовой пластинкой, которую получают нанесением солей редкоземельных элементов на объектив. Изображение кольцевой диафрагмы совпадает с кольцом фазовой пластинки соответствующего объектива.

Фазово-контрастная микроскопия значительно повышает контрастность объекта  и используется для изучения нативных препаратов.

Люминесцентная микроскопия

Люминесцентная микроскопия основана на способности некоторых веществ под влиянием попадающего на них света испускать лучи с другой (обычно большей) длиной волны (флюоресцировать). Такие вещества называют флюорохромами (акридиновый желтый, ФИТЦ, родамин и др.). Объект, обработанный флюорохромом, при освещении ультрафиолетовыми лучами приобретает яркий цвет в темном поле зрения.

Основной частью люминесцентного микроскопа является осветитель, имеющий лампу ультрафиолетового цвета и систему фильтров к нему. Очень важное использование нефлюоресцентного иммерсионного масла.

Люминесцентная микроскопия в практической микробиологии используется для индикации и идентификации возбудителя инфекционных заболеваний с помощью реакций иммунофлюоресценции  (РИФ).

Электронная микроскопия

Возможности оптических микроскопов ограничены слишком большой длиной волны видимого света (6000 А). Объекты, размеры которых меньше этой величины, находятся за пределами разрешающей способности светового микроскопа. В электронном микроскопе вместо световых волн используются электронные лучи, обладающие чрезвычайно малой длиной волны и высокой разрешающей способностью.

В качестве источника электронных лучей применяют электронную пушку, основой которой служит вольфрамовая нить, нагретая электрическим током. Между вольфрамовой нитью и анодом на пути электронов находится электрическое поле высокого напряжения. Электронный поток вызывает свечение фосфоресцирующего экрана. Проходя через объект, части которого имеют различную толщину, электроны будут соответственно задерживаться, что проявится на экране участками затемнения. Объект приобретает контрастность.

Препараты для электронной микроскопии готовят на тончайших коллоидных пленках, исследуют объекты после их высушивания (нативные препараты), напыления при помощи тяжелых металлов, ультратонких срезов и т.д.

С помощью электронной микроскопии можно обнаружить самые мелкие структуры, получить увеличение до 200000 и увидеть объекты размером 0,002мкм.


Способы приготовления препаратов
Приготовление препаратов для изучения микроорганизмов в живом состоянии

Метод «висячей капли». В центр покровного стекла наносят небольшую каплю взвеси микроорганизмов. К покровному стеклу прижимают предметное стекло с лункой, края которой предварительно смазывают вазелином, так, чтобы капля взвеси оказалась в центре лунки. Затем предметное стекло с прилипшим к нему покровным быстро переворачивают. Капля оказывается в герметичной влажной камере, при этом она должна свободно висеть над лункой, не касаясь дна и краёв. Готовый препарат сначала рассматривают под увеличением х8, затем переходят на увеличение х40.

Метод «раздавленной капли». На предметное стекло наносят каплю исследуемой жидкости и накрывают её покровным стеклом. Для этого покровное стекло ставят к краю капли и быстро его опускают. Стёкла прижимаются, а жидкость не должна выходить за пределы покровного стекла.

Приготовление препаратов для изучения в окрашенном состоянии

Приготовление мазка из гноя или мокроты. Мокроту или гной, нанесённые петлёй на предметное стекло, накрывают вторым предметным стеклом так, чтобы стёкла находили друг на друга на 2 трети. Затем свободные края стёкол захватывают пальцами обеих рук и сдвигают, при этом стёкла должны плотно соприкасаться. В результате получаются мазки с равномерным распределением исследуемого материала.
Приготовление мазка из крови. На приготовленное предметное стекло наносят каплю крови ближе к одному из краёв. Шлифованное стекло, ставя под углом в 45 град. и касаясь его краем капли крови продвигают к противоположному краю предметного стекла, в результате чего кровь равномерным тонким слоем распределяется по всей его поверхности.
Приготовление мазка из культуры, выращенной на плотной питательной среде. На предметном стекле в центре обозначают стеклографом место нанесения материала. На обратную сторону стекла на обозначенное место наносят петлёй каплю физраствора или дистиллированной воды. В левую руку берут пробирку с агаровой культурой, а в правую – бактериологическую петлю. Петлю обжигают в пламени горелки. Пробку пробирки прижимают к ладони 4-м и 5-м пальцами, пробирку медленно вращают круговыми движениями и извлекают из неё пробку. Край пробирки проводят через пламя. Петлю вводят в пробирку и остужают о стенки. Скользящим движением петлёй берут материал и осторожно, не задевая стенок пробирки, извлекают. В каплю физраствора или воды вносят исследуемую культуру и смешивают петлёй до образования слегка мутноватой взвеси. Полученную взвесь равномерно распределяют по поверхности стекла в диаметре 1-1,5 см. Пробирку закрывают пробкой и петлю обжигают.
Приготовление мазка из культуры, выращенной на жидкой питательной среде. На приготовленное предметное стекло бактериологической петлёй наносят каплю жидкой питательной среды с микроорганизмами и равномерно распределяют по стеклу.

Высушивание и фиксация мазка.

После приготовления мазки высушивают на воздухе при комнатной температуре, в термостате или в струе тёплого воздуха над пламенен горелки (избегая сильного нагревания мазка). Затем высушенный мазок фиксируют. Фиксированный мазок называется препаратом.При фиксации происходит гибель микроорганизмов, они лучше воспринимают красители, чем живые, и при окраске не смываются со стекла. Применяют физический и химический способы фиксации.
Физический способ фиксации. Предметное стекло мазком вверх трижды проводят через среднюю часть пламени горелки (в течение 3-5 сек.)

Химический способ фиксации заключается в обработке мазка фиксирующими жидкостями: этиловым спиртом – 10-15 мин., жидкостью Никифорова (смесь этилового спирта и наркозного эфира 1:1) – 10-15 мин. 
САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ ЗАДАНИЯ
К ЗАНЯТИЮ № 1
1. Внимательно ознакомьтесь с правилами работы в учебной лаборатории. Все работы с бактериальными культурами должны осуществляться под руководством преподавателя после вводного инструктажа. Выслушайте все указания преподавателя по работе с микроорганизмами.
2. Ознакомьтесь с правилами иммерсионной микроскопии, приготовления мазка-препарата и окраски его простым методом.

3. Приготовьте мазки-препараты, окрасьте их простым методом, рассмотрите под микроскопом с использованием масляной иммерсии. 
Заполните таблицу:
	Исследуемый материал
	Простой метод окраски

	
	Фуксином (рисунок)
	Метиленовым синим (рисунок)

	
	
	


Назовите увиденные вами морфологические формы микроорганизмов. Подпишите рисунки.
4. Зарисуйте в альбоме различные морфологические формы микроорганизмов. Подпишите их и постарайтесь запомнить. Приведите примеры возбудителей заболеваний, используя бинарную номенклатуру.

ДОМАШНЕЕ ЗАДАНИЕ

1. Внимательно изучите строение бактериальной 
клетки и методы исследования бактерий в живом 
и окрашенном состоянии. Заполните таблицу:

Виды микроскопии в микробиологии
	
	Виды микроскопии

	
	Темнопольная
	Фазово-контрастная
	Люминисцентная

	Принцип метода
	
	
	

	Рисунок


	
	
	


2. Зарисуйте схему строения бактериальной клетки. Подпишите обязательные и необязательные структуры, используя разные цвета (например, синий и красный; чёрный и зелёный и др.)

3. Заполните таблицу, запишите все методы выявления необязательных структур, сделайте рисунки.
Необязательные структуры бактериальной клетки

	Структура
	Строение
	Функции
	Класси

фикация
	Методы выявления

(рисунок)

	Капсула
	
	
	1.

2.
	

	Споры
	
	
	1.

2.

3.
	

	Жгутики
	
	
	1.

2.

3.

4.
	

	Включения
	
	
	
	


