ЗАНЯТИЕ № 2
Тема: МОРФОЛОГИЯ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
ОТДЕЛЬНЫХ ГРУПП ПРОКАРИОТ

Вопросы темы:

1. Морфология и методы исследования актиномицетов. Сходства данной группы прокариот с грибами. 

2. Морфология и методы исследования спирохет. Особенности строения тела клетки спирохет.

3. Морфология и методы исследования микоплазм. Отличия микоплазм от L-форм бактерий.

4. Морфология и методы исследования риккетсий.

5. Морфология и методы исследования хламидий. Жизненный цикл хламидий.


Актиномицеты


Актиномицеты представляют своеобразную группу бактерий, имеющих вид несептированных ветвящихся нитей длиной от 50 до 600 мкм и диаметром от 0,2 до 1-2 мкм, названных гифами. Скопление гифов называют мицелием. Мицелий развивается из небольшой почки, которая постепенно вытягивается в палочку, а затем в короткую нить с боковыми ответвлениями. Сходство с грибами чисто внешнее, т.к. актиномицеты имеют прокариотический тип клетки с наличием клеточной стенки, не содержащей хитина и целлюлозы. В состав пептидогликана могут входить галактоза, арабиноза, ксилоза и другие сахара, не характерные для остальных бактерий и позволяющие дифференцировать актиномицеты. Актиномицеты грамположительны, многие формы кислотоустойчивы, некоторые актиномицеты вокруг нитей имеют капсулу.


Культуральная форма актиномицетов формирует субстратный мицелий, образующийся в результате врастания мицелия в питательную среду, и воздушный, растущий на поверхности среды. В пораженных тканях (тканевая форма) актиномицеты могут образовывать друзы-гранулы из плотно переплетенных нитей в виде лучей, отходящих от центра и заканчивающихся колбовидными утолщениями.


Актиномицеты размножаются бесполым путем, образуя конидии или спороносцы со спорангиями на концах воздушного мицелия. Спороносцы могут быть прямыми, волнистыми, спиральными, споры – овальными, круглыми, цилиндрическими, с гладкой поверхностью или шипами, иногда подвижными за счет жгутиков (зооспоры). Споры служат для размножения актиномицетов, они не термостойки, но выдерживают высушивание. Кроме того, возможны почкование и фрагментация мицелия на палочковидные или кокковидные формы.


Актиномицеты широко распространены в природе, обитают в воде, почве, богатой перегноем. Они участвуют в круговороте веществ в природе. Отдельные виды актиномицетов используются как продуценты антибиотиков, витаминов, липидов, протеаз, аминокислот, стероидов.


Актиномицеты, являясь симбионтами человека и животных, присутствуют в строме зубного камня, слюнных железах, криптах миндалин, в камнях мочевых и желчевыводящих путей.


Актиномицеты относятся к порядку Асtinomycetaceae, Nocardiaceae, Streptomycetaceae, Mycobacteriaceae.


Патогенные для человека виды встречаются среди представителей семейств Actinomycetaceae и Nocardiaceae. Первые имеют вид длинных или коротких разветвленных палочек, не образующих воздушного мицелия. Они являются возбудителями актиномикоза человека и образуют друзы в пораженных тканях.


Семейство Mycobacteriaceae отличается рядом особенностей от истинных актиномицет.

Обычно это тонкие, искривленные палочки 2,5 - 7,0 мкм в длину, не образующие мицелия и ветвящиеся в молодой культуре. Микобактерии кислотоустойчивы в связи с присутствием в клеточной стенке миколовых кислот. Вызывают у человека туберкулез.

М е т о д ы   и с с л е д о в а н и я. Учитывая особенности роста актиномицетов, мазки из культуры на плотной среде готовят особым способом. Препаровальной иглой отделяют небольшой участок колонии и помещают в каплю воды на предметное стекло, покрывают вторым предметным стеклом и, слегка прижимая, раздавливают мицелий. Из полученного материала петлей обычным способом готовят мазки, окрашивают по Граму  и Цилю-Нильсену. Друзу извлекают из патологического материала петлей, помещают в каплю воды на предметное стекло, слегка придавливают покровным, затем вводят под стекло каплю щелочного раствора метиленового синего и микроскопируют с сухим объективом, можно использовать фазовый контраст.


Спирохеты


Спирохеты - спирально извитые, обладающие активной подвижностью бактерии. Размеры спирохет колеблются в толщину от 0,1 до 0,3 мкм, в длину-от 7 до 500 мкм. Движения разнообразные – от винтообразных до сгибательных. Электронно - микроскопическое исследование позволило различить у спирохет протоплазматический цилиндр (тело клетки), аксиальную нить (опорную) и трехслойную наружную оболочку. Аксиальная нить находится в периплазматическом пространстве между наружной оболочкой и протоплазматическим цилиндром и состоит из отдельных фибрилл (эндофлагелл), число которых у разных видов различно: у трепонем и лептоспир – 3-4, у боррелий – до 30. Каждая из фибрилл (эндожгутиков), закрепляется в области прикрепительных дисков на концах протоплазматического цилиндра и тянется к противоположному его концу, обвивая его и заканчиваясь свободно. Химический состав фибрилл аналогичен составу жгутиков.


В протоплазматическом цилиндре содержатся: нуклеоид, рибосомы, мезосомы, включения. Наружная оболочка (клеточная стенка) содержит тонкий слой пептидогликана, эластична и не обладает ригидностью. Эндоспор, капсул и экзожгутиков эти бактерии не образуют, грамотрицательны, в мазке распологаются беспорядочно.


Спирохеты относятся к порядку Spirochaetales, семейство Spirochaetaceae, которое включает три рода:

1. Borrelia – имеет 3-10 неравномерных отлогих завитков, концы заострены, длиной 10-30 мкм. Движение толчкообразное, по Романовскому – Гимзе окрашивается в сине –фиолетовый цвет (представитель Borrelia recurrentis вызывает эпидемический возвратный тиф, Borrelia burgdorferi вызывает системный боррелиоз).

2. Treponema – имеет 8-14 туго закрученных, одинаковых по амплитуде завитков длиной 5-15 мкм. Движение плавное, медленное, с вращением вокруг продольной оси. По Романовскому – Гимзе окрашиваются в бледно – розовый цвет (представитель Treponema pallidum – возбудитель сифилиса).

3. Leptospira – имеет до двух десятков мелких частых завитков, заканчивающихся крючком с пуговчатым утолщением, длиной 5–15 мкм. Движение очень активное, поступательное, перемещение вперед, сгибание и вращение вокруг оси. По Романовскому – Гимзе окрашиваются слабо в розовато – сиреневый цвет (представитель Leptospira interrogans- возбудитель лептоспироза).


М е т о д ы   и с с л е д о в а н и я. В живом состоянии спирохеты изучают в фазово – контрастном и темнопольном микроскопах, наблюдая за активным характерным движением спирохет, особенностями их формы.


Готовят препараты по Бурри (на темном фоне препарата становятся видимыми светлые извитые нити спирохет), окрашивают по Романовскому – Гимзе, серебрением по методу Морозова.


Микоплазмы


Микоплазмы – самые мелкие прокариоты (125-150 нм.), способные самостоятельно размножаться. Полагают, что микоплазмы являются наиболее близкими потомками исходных прокариотических клеток. Геном микоплазм минимален для клетки, он в 5 раз меньше генома кишечной палочки. Главная особенность микоплазм – отсутствие клеточной стенки. Они окружены капсулоподобным слоем, под которым находится лишь тонкая трехслойная мембрана толщиной 7,5–10 нм, содержащая в значительном количестве холестерин. Вследствие этого микоплазмы выделяют в особый отдел Tenericutes (бактерии без клеточной стенки), класс Моllicutes («нежная кожа»), порядок Mусоplasmatales.


Из–за отсутствия клеточной стенки микоплазмы осмотически чувствительны и имеют разнообразную форму:

А) мелкие сферические или овоидные клетки размером 0,2 мкм (элементарные тельца),  которые фильтруются через бактериальные фильтры,

Б) более крупные шаровидные размером до 1,5 мкм,

В) нитевидные, ветвящиеся клетки размером до 150 мкм.


Микоплазмы не образуют спор, жгутиков, некоторые виды обладают скользящей подвижностью.


Размножаются путем бинарного деления шаровидных и нитевидных клеток, почкования и высвобождения множества элементарных телец, образующихся в нитях.


Для микоплазм характерна уникальная для прокариот потребность в стеролах (холестерине). Холестерин стабилизирует мембрану микоплазм. В инфицированных тканях микоплазмы являются паразитами мембран эукариотических клеток и способны персистировать на них долгое время.


Что касается энергии, то микоплазмы получают ее обычным для факультативных анаэробов способом, ферментируя углеводы или аминокислоты. Вследствие малого генома микоплазмы обладают ограниченными биосинтетическими способностями, и их приходится культивировать на питательных средах, обогащенных липидами, белками, предшественниками нуклеиновых кислот. Растут медленно, колонии с плотным, врастающим в среду центром, напоминающие «яичницу – глазунью» (темный центр и более светлая ажурная периферия). Размеры колоний мелкие, не превышающие 600 мкм.


Большинство микоплазм являются безвредными комменсалами слизистых оболочек глаз, дыхательных, пищеварительных и мочеполовых путей человека.


В патологии человека наибольшую роль играют несколько представителей рода Мусоplasma : M. pneumoniae, М. hominis, М. апthritidis и единственный вид рода Ureaplasma – U. urealyticum (названный так из-за уреазной активности). Патогенные микоплазмы вызывают заболевания (микоплазмозы) дыхательных, мочеполовых путей и суставов с разнообразными клиническими проявлениями. При лечении этих заболеваний следует помнить, что микоплазмы не чувствительны к бета–лактамным антибиотикам и другим лекарственным препаратам, угнетающим синтез клеточной стенки (из – за ее отсутствия у возбудителя).

М е т о д ы   и с с л е д о в а н и я. В световом микроскопе обнаруживаются лишь самые крупные формы микоплазм. В живом состоянии их изучают в темнопольном и фазово-контрастном микроскопах, ультраструктурные компоненты выявляют при помощи электронной микроскопии.


Риккетсии


Риккетсии – мелкие (0,35 – 1,0 мкм) грамотрицательные, полиморфные бактерии, являющиеся облигатными внутриклеточными паразитами.


Риккетсии разнообразны по форме, выделяют следующие их типы:

1) кокковидные однозернистые (до 0,5 мкм)

2) палочковидные двухзернистые (1 – 1,5 мкм)

3) бациллярные трех – четырехзернистые (3 – 4 мкм)

4) нитевидные многозернистые (10 – 40 мкм).


Зерна (нуклеопротеиды) обнаруживаются при окраске по Романовскому – Гимзе. Все формы взаимообратимы. Структурно имеют все компоненты бактериальной клетки: клеточную стенку, липоидную капсулу, цитоплазму, нуклеоид, рибосомы, пили. Риккетсии содержат как ДНК, так и РНК, большое количество фосфолипидов, содержание углеводов невелико.


На искусственных питательных средах риккетсии не растут. Жизненный цикл риккетсий зависит от жизнедеятельности клетки – хозяина и складывается из двух стадий: вегетативной и покоящейся (элементарные тельца). Риккетсии, находящиеся в вегетативной стадии, активно размножаются путем бинарного деления и обладают подвижностью, обусловленной жгутиковыми структурами. Риккетсии покоящейся стадии (элементарные тельца) имеют сферическую форму и неактивны.


Риккетсии способны к биосинтезу белка, но не могут самостоятельно получать макроэргические соединения, поэтому их можно назвать «энергетическими паразитами» клеток – эукариотов. В связи с этим для культивироваия риккетсий обычно заражают куриные эмбрионы в желточный мешок (метод Кокса), культуры клеток, в которые немногие виды риккетсий образуют, как и вирусы, тельца включений. 
Реже заражают чувствительных лабораторных животных – морских свинок, белых мышей.


Порядок Rickettsiales включает виды патогенные для теплокровных животных и человека, переносчиками служат вши, блохи, клещи. Заболевания называются риккетсиозами. Большинство болезнетворных для человека видов риккетсий входит в состав семейства Rickettsiaceae, роды Rickettsia, Coxiella, вызывая эпидемический сыпной тиф (Rickettsia prowazekii), Ку–лихорадку (Сохiella burnetti) и др. Паразитирующие виды ассоциированы с ретикулоэндотелиальными клетками и клетками эндотелия сосудов или эритроцитами.


М е т о д ы  и с с л е д о в а н и я. Риккетсии хорошо окрашиваются по Романовскому – Гимзе в сиреневый цвет, по Морозову (методом серебрения) – в черный цвет.

Для дифференциации риккетсий применяется метод окраски, предложенный П.Ф. Здродовским:

1. Тонкие фиксированные мазки окрашивают водным карбол – фуксином (из расчета 10 кап. Карболового фуксина Циля на 10 мл. фосфатного буфера рН – 7,4) в теч. 5 мин.

2. Мазок промывают водой и обрабатывают 0,5 % раствором лимонной кислоты (1 – 3 сек.).

3. Хорошо промывают водой и докрашивают 10 с. 0,5 % водным раствором метиленового синего.

4. Промывают водой и высушивают

Риккетсии окрашиваются в рубиново – красный цвет и легко обнаруживаются на фоне голубой цитоплазмы и синего ядра клеток.


Хламидии


Хламидии – неподвижные, облигатно паразитические, кокковидные бактерии. Размножаются только внутри связанных с мембраной вакуолей в цитоплазме клеток человека, млекопитающих, птиц. Членистоногие не служат хозяевами или переносчиками. Размножение происходит в ходе уникального цикла развития. Основными стадиями жизненного цикла хламидий являются:

1) элементарные тельца – мелкие (0,2 – 0,5 мкм) электронно-плотные шаровидные структуры, лишенные метаболитной активности, имеющие компактный нуклеоид и ригидную клеточную стенку, которые фильтруются через бактериальные фильтры. Они являются инфекционным началом хламидий, обеспечивают их выживание во внеклеточной среде и заражение новых клеток,

2) ретикулярные тельца – более крупные (0,8 – 1,5 мкм) сферические образования, имеющие сетчатую структуру с тонкой клеточной стенкой и фибриллярным нуклеоидом. Они вырастают из элементарных телец внутри клеток, лишены инфекционности и, подвергаясь делению, обеспечивают репродукцию хламидий. Отсюда другое (исторически первое) название ретикулярных телец – «инициальное тело». Ретикулярные тельца являются вегетативной формой хламидий,

3) промежуточные тельца – промежуточная стадия между элементарными и ретикулярными тельцами.Жизненный цикл хламидий начинается с того, что элементарные тельца фагоцитируются клеткой – хозяином, а затем в течение нескольких часов реорганизуются, увеличиваются в размерах и превращаются в ретикулярные формы, которые размножаются путем поперечного деления. Жизненный цикл заканчивается, когда возникающие промежуточные формы уплотняются, уменьшаются в размерах и превращаются в элементарные тельца. Размножаясь внутри цитоплазматических вакуолей, хламидии образуют микроколонии (включения), окруженные мембраной. В составе микроколоний обнаруживаются все три стадии развития хламидий. После разрыва стенки вакуоли (везикулы) и мембраны клетки – хозяина вновь образовавшиеся хламидии высвобождаются и элементарные тельца, инфицируя другие клетки, повторяют цикл развития. В оптимальных условиях роста в эукариотических клетках жизненный цикл хламидий составляет 17 – 40 ч.


Хламидии хорошо размножаются в желточном мешке куриного эмбриона при температуре от 33 до 44 град. С, а также в культурах клеток различных позвоночных. Зависимость хламидий от клеток – эукариотов объясняется их неспособностью аккумулировать и использовать энергию, т.к. они не могут синтезировать АТФ. В этом отношении хламидии похожи на риккетсий, в связи с чем эти микроорганизмы также называют энергетическими паразитами.


Своеобразие хламидий проявляется и в строении их клеточной стенки. Она лишена пептидогликана и представляет собой двухслойную мембрану, ригидность которой определяют пептиды, перекрестно сшитые дисульфидными мостиками. В остальном хламидии напоминают грамотрицательные бактерии, т.к. содержат гликолипиды, сходные с липополисахаридами.


Порядок Сhlamydiales включает одно семейство Сhlamydiaceae с единственным родом

Сhlamydia. Для человека патогенны виды С. trachomatis, С.psittasi, С. pneumoniae. Хламидии вызывают у людей заболевания глаз, дыхательной и мочеполовой систем и объединяются под общим названием «хламидиозы».


М е т о д ы   и с с л е д о в а н и я. Для микроскопического обнаружения телец включений (микроколоний) хламидий в инфицированных клетках (тканях) применяют различные методы окрашивания: Романовского – Гимзы, Маккиавелло и др. При окрашивании по Романовскому – Гимзе они приобретают голубой или фиолетовый цвет. Кроме того, хламидии хорошо видны и в неокрашенном состоянии при микроскопии влажных препаратов под стеклом с помощью фазово – контрастной оптической системы. В последнее время наиболее часто используется прямая реакция иммунофлюоресценции, окраска – акридиновым оранжевым.

САМОСТОЯТЕЛЬНЫЕ ПРАКТИЧЕСКИЕ ЗАДАНИЯ

К ЗАНЯТИЮ № 2

1. Внимательно изучите механизм и технику окраски бактерий по методу Грама. Под руководством преподавателя сделайте мазки и окрасьте их по методу Грама. Рассмотрите под микроскопом. Заполните таблицу:

Окраска бактерий по методу Грама
	Исследуемый материал
	Ингредиенты окраски и время их действия
	Этапы окраски 

(схема) 
	Результат (рисунок с обозначениями)

	
	
	
	


2. Сравните свои зарисовки с зарисовками прошлого занятия. Чем они отличаются? Почему метод окраски по Грамму является дифференциально-диагностическим? На каких особенностях он основан? Дополните следующую таблицу:

Особенности строения клеточной стенки прокариот
	ОСОБЕННОСТИ КЛЕТОЧНОЙ 

СТЕНКИ
	ГРАМ-

ПОЛОЖИТЕЛЬНЫЕ ПРОКАРИОТЫ
	ГРАМ-

ОТРИЦАТЕЛЬНЫЕ

ПРОКАРИОТЫ

	Толщина
	80-85 нм
	15-20 нм

	Количество слоёв
	1
	3

	Содержание пептидогликана
	90-95%
	5-10%

	Тейхоевые кислоты
	имеются
	отсутствуют

	ЛПС
	отсутствует
	имеется

	Схема строения клеточной стенки (рисунок)


	
	


ДОМАШНЕЕ ЗАДАНИЕ

1. Ответьте на следующие вопросы:

- В чем сходство и какие отличия имеются между актиномицетами и грибами?

- Почему спирохеты раньше относились к простейшим? Зарисуйте схему строения клетки спирохет.

- Что такое L-формы и с каким классом микроорганизмов они имеют сходство? Чем они, всё-таки, отличаются?

- Зарисуйте все морфологические формы риккетсий. Какие из них вегетативные, а какие покоящиеся?

   - Зарисуйте жизненный цикл хламидий. Какие методы выявления хламидий существуют в современной практике?

2. Повторите строение прокариотической и эукариотической клеток. Заполните таблицу, постарайтесь найти как можно больше отличий в организации этих клеток.
Некоторые различия в организации клеток прокариот и эукариот.
	Признак, структура, функция 
	Клетка прокариот
	Клетка 

эукариот

	
	
	


