ЗАНЯТИЕ № 1

ТЕМА: ПРИНЦИПЫ И МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ ЧИСТОЙ КУЛЬТУРЫ 

МИКРООРГАНИЗМОВ. 

ЭТАПЫ ВЫДЕЛЕНИЯ ЧИСТОЙ КУЛЬТУРЫ.


Чистой культурой называют скопление микробов одного вида на плотной или в жидкой питательной среде.


Выделение чистой культуры – основа бактериологического метода диагностики. Существует ряд методов выделения чистой культуры в зависимости от свойств изучаемого материала и цели исследования. Обычно чистые культуры получают из изолированных колоний – обособленных скоплений микробов на плотной питательной среде. 

Питательные среды.


Питательные среды являются основой микробиологической работы, и их качество нередко определяет результаты всего исследования. Среды должны создавать оптимальные условия для жизнедеятельности микроорганизмов и соответствовать следующим требованиям:

1. Быть питательными, т.е. содержать в легкоусвояемом виде все вещества, необходимые для удовлетворения пищевых и энергетических потребностей микроорганизмов. При культивировании ауксотрофных штаммов в среды вносят факторы роста – витамины, некоторые аминокислоты, которые клетка не может синтезировать.

2. Иметь оптимальную концентрацию ионов водорода – рН. Для большинства микроорганизмов оптимальна слабокислая среда (рН 6,2 – 6,8). Исключение составляет холерный вибрион – его оптимум находится в щелочной реакции (рН 8,5 – 9,0).

3. Чтобы во время роста микроорганизмов кислые или щелочные продукты их жизнедеятельности не изменили рН, среды должны обладать буферностью, т.е. содержать вещества, нейтрализующие продукты обмена.

4. Быть изотоничными для микробной клетки. Для большинства микроорганизмов оптимальна среда, соответствующая 0,5% раствору хлорида натрия.

5. Быть стерильными, т.к. посторонние микробы препятствуют росту изучаемого возбудителя, определению его свойств и искажают результаты всего исследования.

6. Плотные среды должны быть влажными.

7. Обладать определённым окислительно-восстановительным потенциалом (RH). Этот потенциал показывает насыщение среды кислородом. Окислительно-восстановительный потенциал большинства сред удовлетворяет потребности аэробов и факультативных анаэробов.

8. Быть по возможности унифицированными, т.е. содержать постоянные количества отдельных ингредиентов. Так, среды для культивирования большинства бактерий должны содержать 2,5 – 3,0 г/л общего азота; 0,5% хлоридов; 1% пептона.

Желательно, чтобы среды были прозрачными. При этом удобнее следить за ростом культур, легче заметить загрязнение среды посторонними микроорганизмами.

Классификация питательных сред.

1. По исходным компонентам различают натуральные и синтетические питательные среды. Натуральные среды готовят из продуктов  животного и растительного происхождения. Синтетические среды готовят из определённых химически чистых органических и неорганических соединений, взятых в точно указанных пропорциях и растворимых в дважды дистиллированной воде.

2. По консистенции среды бывают жидкие, полужидкие и плотные. Плотные и полужидкие среды готовят из жидких, к которым для получения нужной консистенции добавляют агар-агар или желатин.

3. По составу среды делят на простые и сложные. К простым относятся мясо-пептонный бульон (МПБ), мясо-пептонный агар (МПА), питательный желатин и пептонная вода. Сложные среды готовят, прибавляя к простым кровь, сыворотку, желчь, яичный желток, молоко, углеводы или другие вещества, необходимые для роста и размножения того или иного вида микроорганизма.

4. По назначению все питательные среды делятся на:

а) основные (общеупотребительные), которые служат для культивирования большинства неприхотливых микроорганизмов. Это вышеперечисленные простые среды.

б) специальные среды служат для выделения и выращивания микроорганизмов, не растущих на простых питательных средах. Например, для культивирования стрептококков используется кровяно-сахарный агар, для возбудителя коклюша – казеиново-угольный агар и т.д. Существуют специальные среды для культивирования анаэробов (Вильсона-Блера, Китта-Тароцци), при использовании которых в лаборатории не требуется создавать дополнительные анаэробные условия.

в) элективные (избирательные) среды используются для выделения определённого вида микробов, росту которых они благоприятствуют, задерживая или подавляя рост сопутствующих микроорганизмов. Такие среды кроме прочих компонентов содержат элективный фактор, который и определяет основные свойства и назначение среды. Например, желточно-солевой или молочно-солевой агар для выделения стафилококков содержит высокую концентрацию хлорида натрия (10%), который подавляет рост большинства бактерий, но не препятствует росту стафилококков. Содержащиеся в желчном бульоне соли желчных кислот подавляют рост большинства представителей семейства энтеробактерий, не препятствуя накоплению в нём сальмонелл. 

Жидкие элективные среды называют средами обогащения.

г) дифференциально-диагностические среды позволяют отличить (отдифференцировать) один вид микробов от другого по ферментативной активности. К ним относятся среды первичной идентификации кишечных бактерий (Эндо, Плоскирева, Левина), содержащие лактозу и индикатор. Бактерии кишечной группы, ферментирующие лактозу, вырастают на этих средах в виде окрашенных колоний, а колонии бактерий, не расщепляющих данный сахар, на этих средах бесцветные. 

Из жидких сред наиболее распространены среды Гисса, содержащие различные углеводы и индикатор, при росте микроорганизмов, расщепляющих тот или иной углевод меняется цвет среды в соответствующей пробирке.

д) консервирующие (транспортные) среды предназначены для первичного посева и транспортировки исследуемого материала; в них предотвращается отмирание возбудителей, содержащихся в материале и подавляется развитие сапрофитов. Для этих целей используются готовые транспортные среды либо глицериновая смесь, либо буферные растворы.

Приготовление питательных сред.


Приготовление питательных сред включает следующие этапы: 1) варка; 2) установление оптимальной величины рН; 3) осветление; 4) фильтрация; 5) разлив; 6) стерилизация; 7) контроль.


В настоящее время промышленность выпускает сухие среды разного назначения. Это порошки во флаконах с завинчивающимися крышками. В лаборатории эти среды готовят по прилагаемой прописи. Преимуществом таких сред является стандартность, простота приготовления (отпадает необходимость в установлении рН и осветления), а также стабильность и экономичность.


Посуда, в которую разливаются готовые среды, должна быть стерильной. Чашки Петри, пробирки, флаконы, стеклянные пипетки, палочки, шпатели и мензурки стерилизуют в сухожаровом шкафу при 165-170 град 45 мин. 


Лабораторные принадлежности из резины и пластика стерилизуются текучим паром.

Режим стерилизации и контроль стерильности готовых сред.

Среды
Метод стерилизации


аппарат
режим
время

Простые
автоклав
120 град, 1 атм
20 мин

Сложные:

1) с углеводами, молоком и желатином
автоклав или аппарат Коха
100 град (текучий пар)
30-60 мин

3 дня подряд (дробная стерилизация)

2) белковые (сывороточные или яичные) с уплотнением
Свёртыватель Коха
80-85 град

95 град
1 час 3 дня подряд

1 час однократно

3) белковые жидкие
водяная баня 

бактериальные фильтры
58 град
1 час 3-4 дня подряд




Для контроля стерильности среды ставят в термостат на 2 суток, после чего просматривают. Если на средах не появятся признаки роста, их считают стерильными.


Для биологического контроля несколько образцов готовых сред засевают специально подобранными культурами микроорганизмов, и по их росту судят о питательных (ростовых) свойствах среды.

Условия культивирования.

1. Температурный режим. Оптимальную температуру для культивирования большинства микроорганизмов (37 град) создают в термостате. Это прибор с двойными стенками, между которыми находится воздух или вода, подогреваемые электричеством. Он снабжён терморегулятором, автоматически поддерживающим нужную температуру, и термометром для контроля за температурой.

2. Свет. Подавляющему большинству микробов освещение не нужно – их культивируют в темноте. Однако для изучения пигментообразования, которое происходит активнее на рассеянном свету, культуры после термостата выдерживают 2-3 дня при комнатном освещении, избегая попадания на них прямых солнечных лучей, которые действуют на  большинство микроорганизмов губительно.

3. Влажность. Жизнь микробов невозможна без влаги – питательные вещества проникают в клетку только в растворённом виде. Обычно даже плотные питательные среды удовлетворяют потребность микроорганизмов в воде. Однако при культивировании микробов, особенно чувствительных к отсутствию влаги, например гонококков, в термостат ставят открытый сосуд с водой.

4. Сроки культивирования. Большинство микробов культивируют 18-24 часа, но есть виды, растущие медленно (до 4-6 нед и более). Но даже при таком длительном культивировании посевы просматривают ежедневно.

5. Аэрация. По потребности микробов в свободном кислороде их делят на аэробы и анаэробы. Обе группы требуют различных условий культивирования.

Этапы и методы выделения чистых культур аэробных 

и факультативно анаэробных микроорганизмов.

1 этап

Получение изолированных колоний
1. Производят забор исследуемого материала и его доставку в бактериологическую лабораторию.

2. При необходимости из исследуемого материала готовят мазок и окрашивают его по Граму.

3. Делают посев на плотную или жидкую питательную среду. Посевы ставят в термостат при 37 град на 18-24 часа.

2 этап

Изучение посевов и накопление чистой культуры
1. Изолированные колонии изучают невооружённым глазом, лиюо с помощью лупы, либо при малом увеличении микроскопа и иногда в стереоскопическом микроскопе.

2. Изучают культуральные свойства выросших колоний.

3. Нужную колонию отмечают со стороны дна чашки, делают из неё мазок, окрашивают по Граму. Для накопления чистой культуры эту же колонию пересевают на скошенный МПА или среды первичной дифференциации бактерий. Посевы ставят в термостат.

3 этап

Изучение свойств накопленной чистой культуры.
1. Изучают характер роста на скошенном агаре, делают мазок, окрашивают его по Граму, и, убедившись в том, что культура чистая, приступают к её идентификации по ферментативным, антигенным и др. свойствам.



4 этап

Определение вида выделенного микроорганизма
1. На основании морфологических, тинкториальных, культуральных, биохимических, антигенных и др. свойств делают заключение о принадлежности культуры к определённому роду и виду микроорганизмов.



1 день исследования.

Методы посевов на плотные и жидкие питательные среды.


Важным этапом бактериологического исследования является посев. В зависимости от цели исследования, характера посевного материала и среды используют разные методы посева.


Посев из пробирки в пробирку.

 Пробирку с исследуемым материалом и пробирку со средой держат слегка наклонно в левой руке между большим и указательным пальцем так, чтобы края пробирок были на одном уровне, а их основания находились поверх кисти. Обычно пробирку с посевным материалом держат ближе  к себе. В правой руке. как писчее перо, держат бактериальную петлю, и стерилизуют её, держа вертикально, в пламени горелки. Мизинцем и краем ладони правой руки вынимают обе пробки одновременно плавными, винтообразными движениями. Вынув пробки, края пробирок обжигают в пламени горелки. Прокалённую петлю вводят через пламя горелки в пробирку с посевным материалом, охлаждают и, набрав немного материала, осторожно переносят в пробирку со средой.


При посеве в жидкую среду посевной материал растирают на стенке пробирки над поверхностью среды и смывают его, вращая пробирку между ладонями.


При посеве на плотные среды, разлитые в пробирки столбиком, петлёй с посевным материалом прокалывают столбик, производя так называемый посев «уколом».


После посева петлю извлекают из пробирки, края пробирок обжигают и, проведя пробки через пламя горелки, закрывают пробирки, после чего прокаливают петлю.


При посеве на жидкие среды тампоном его погружают в среду и 3-5 сек ополаскивают в ней. После этого тампон обеззараживают (помещают в пробирку, в которой он был доставлен в лабораторию, и автоклавируют).


Посев жидкого материала можно производить стерильными пипетками. После посева пипетки погружают в дезинфицирующую жидкость.


Посев на агар в чашки Петри.


При посеве исследуемого материала шпателем левой рукой слегка приоткрывают крышку чашки, держа её большим и указательным пальцами. петлёй, пипеткой или стеклянной палочкой наносят на поверхность среды каплю материала, после чего тщательно втирают его круговыми движениями шпателя до тех пор, пока шпатель не перестанет свободно скользить по поверхности среды, левой рукой при этом придерживают крышку и одновременно вращают чашку. По окончании посева шпатель вынимают из чашки и закрывают крышку. Стеклянный шпатель помещают в дезинфицирующий раствор, а металлический прокаливают в пламени горелки.


При посеве петлёй небольшое количество посевного материала (иногда его предварительно эмульгируют в стерильном физрастворе или бульоне) втирают петлёй в поверхность среды у края чашки, несколько раз проводя петлёй из стороны в сторону. Затем у того места, где закончились штрихи, агар прокалывают петлёй снимая избыток посевного материала. Оставшийся на петле материал зигзагообразными движениями распределяют по всей поверхности среды. По окончании посева чашку закрывают и прожигают петлю.


Петлёй можно произвести посев на секторы. Для этого чашку со стороны дна расчерчивают на секторы. Посев производят зигзагообразными движениями от края чашки к центру. Необходимо следить, чтобы штрихи не заходили на соседний сектор.


При посеве тампоном его вносят в слегка приоткрытую чашку и круговыми движениями втирают содержимое в поверхность среды, вращая при этом и тампон, и чашку.


Все засеянные чашки подписывают со стороны дна и помещают в термостат дном вверх.

Методы выделения чистых культур микроорганизмов.


Метод выделения чистых культур был впервые предложен Луи Пастером. Чистую культуру он получил путём последующего разведения исследуемого материала в жидкой питательной среде.


В пробирку с 9 мл жидкой питательной среды стерильной пипеткой вносят 1 мл исследуемого материала. Вращая пробирку между ладонями, распределяют материал в среде. Затем 1 мл разведённого материала переносят в другую пробирку, из неё – в третью и т.д. Наиболее чистая культура будет в пробирке с наибольшим разведением исследуемого материала.


В настоящее время этот метод усовершенствован: делаются последовательные десятикратные разведения исследуемого материала в изотоническом растворе или растворе буфера, а затем с различных разведений производятся посевы на соответствующие питательные среды. В лабораторной практике этот метод применяется при бактериологическом исследовании кала, мокроты и др. материала.


В 1881 году для получения изолированных колоний Робертом Кохом был предложен метод пластинчатых разведений. Принцип метода тот же, что метода Пастера, только вместо жидкой питательной среды берётся расплавленный и остуженный до 55 град агар, который после выполнения последующих разведений разливается в чашки Петри и застывает. Практически получается посев в толщу агара, который применяется для количественного учёта микроорганизмов, в основном в санитарных исследованиях.


Наиболее простым является метод фракционного посева по Дригальскому. каплю исследуемого материала петлёй, пипеткой или стеклянной палочкой наносят на поверхность агара в чашки Петри. Шпателем втирают материал в поверхность среды, не прожигая и не переворачивая шпателя, производят посев на вторую, а затем на третью чашку. При таком посеве на первую чашку приходится много материала и, соответственно, много микробов, на вторую – меньше, и на третью – ещё меньше. Поэтому на последней чашке вырастают изолированные колонии.

Лабораторная работа:

Внимательно ознакомьтесь с классификацией питательных сред и методами посевов. Под руководством преподавателя произведите посев исследуемого материала на питательные среды различными способами. Где вы ожидаете появление изолированных колоний? Обоснуйте выбор питательной среды и условий культивирования.

Самостоятельная работа студентов:


Запишите и зарисуйте в альбомы классификацию питательных сред и требования к ним, этапы и методы выделения чистой культуры микроорганизмов. 


Зарисуйте кривую роста бактериальной популяции и обозначьте его периоды. 

Вопросы для самоконтроля:

1. Типы питания микроорганизмов. Потребность бактерий в питательных веществах.

2. Механизмы поступления питательных веществ в прокариотическую клетку.

3. Рост и размножение бактерий. Кривая роста бактериальной популяции. Непрерывное культивирование.

4. Особенности деления грамположительных и грамотрицательных бактерий. Размножение актиномицетов, риккетсий, хламидий, спирохет.

5. Классификация питательных сред. Требования, предъявляемые к питательным средам.

6. Условия культивирования микроорганизмов.

7. Принципы и методы выделения чистой культуры микроорганизмов.

8. Этапы выделения чистой культуры. Особенности первого этапа.

