ЗАНЯТИЕ № 3

ТЕМА: ЭТАПЫ И МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ ЧИСТОЙ КУЛЬТУРЫ МИКРООРГАНИЗМОВ.

ИДЕНТИФИКАЦИЯ ВЫДЕЛЕННОЙ КУЛЬТУРЫ.

3 день исследования

Изучение ферментативной активности.


Биохимическая активность микробов чрезвычайно разнообразна. По ней можно установить не только видовую и типовую принадлежность микроба, но и определить его варианты (хемовары). При биохимической идентификации микробов в основном изучается:

1. Сахаролитическая активность

2. Протеолитическая активность

3. Наличие ферментов агрессии

Сахаролитическая активность, т.е. способность расщеплять сахара и многоатомные спирты с образованием кислоты или кислоты и газа, изучают на жидких средах Гисса, которые содержат тот или иной углевод, индикатор и поплавок. Для определения сахаролитической активности обычно используют лактозу, глюкозу, сахарозу, мальтозу и маннит. При разложении углеводов происходит образование органических кислот (молочной, уксусной, муравьиной). Кислоты вызывают изменение рН среды, что приводит к изменению её цвета в результате реакции индикатора (цветная реакция), поэтому метод посева на дифференциально-диагностические среды Гисса получил название посева на пёстрый ряд. Микробы, не ферментирующие данный углевод, растут в среде, не изменяя её цвет. Если ферментация сахара идёт с образованием газа, то он вытесняет жидкость в верхней части поплавка.


Из плотных сред для биохимической дифференциации бактерий наиболее распространены среды Клиглера, Рассела, Олькеницкого, представляющие собой скошенный агар со столбиком. Среды приготавливают таким образом, что в скошенной части агара обычно содержится лактоза, а в столбике - глюкоза. По изменению той или иной части среды судят о ферментации соответствующего сахара. При образовании газа в толще агара образуются пузырьки. 


Сахаролитическую активность в отношении лактозы можно изучать на средах Эндо, Плоскирева, Левина, которые, помимо молочного сахара, содержат краситель, который при сдвиге рН в кислую сторону окрашивает выросшие колонии в малиново-красный цвет на среде Эндо, сине-фиолетовый – на среде Левина и брусничный – на среде Плоскирева. Таким образом, на этих средах колонии лактозопозитивных микроорганизмов будут окрашены в соответствующий цвет, а колонии лактозонегативных бактерий бесцветны.

 
Протеолитическую активность бактерий, т.е. способность расщеплять белки определяют обнаружением конечных продуктов ферментации белков (индола, сероводорода, аммиака) и по способности разжижать желатин.


Определение ферментации белков по конечным продуктам проводится при посеве на мясо-пептонный бульон или пептонную воду, а под пробку пробирки помещаются полоски фильтровальной бумаги, пропитанной соответствущим индикатором для обнаружения того или иного конечного продукта распада белка. 

Под влиянием фермента триптофаназы триптофан, присутствующий в пептоне питательной среды, расщепляется до индола и аммиака. Индол можно обнаружить по покраснению фильтровальной бумаги, пропитанной насыщенным раствором щавелевой кислоты. присутствие аммика обнаруживается при посинении розовой лакмусовой бумажки. Образование сероводорода связано с ферментацией серосодержащих аминокислот, чаще всего цистеина. Для обнаружения сероводорода над бульоном помещают полоску фильтровальной бумаги, пропитанной 20% раствором уксуснокислого свинца. Если культура выделяет сероводород, то бумажка чернеет от образовавшегося сернистого свинца.

Разжижение желатина определяют на мясо-пептонном бульоне, содержащем 10-15% желатина. разжижать желатин способны микробы, выделяющие фермент типа коллагеназы. процесс разжижения идёт сверху, причём некоторые виды микробов дают характерную картину, что может являться дифференциальным признаком. например, золотистый стафилококк вызывает воронкообразное разжижение, бацилла сибирской язвы – послойное, холерный вибрион – в виде гвоздя и т.д. Культуры засевают уколом петлёй в столбик среды. Посевы следует оставлять при комнатной температуре на 10 дней.

* * *

В настоящее время имеется значительное количество ускоренных и упрощённых методов идентификации бактерий. В их основе лежит принцип рационального выбора дифференцирующих субстратов. Это могут быть комбинированные среды в пробирках, наборы контейнеров, содержащих отдельные субстраты в лунках (тест-системы), полоски бумаги, бумажные поплавки или диски, пропитанные определёнными ингредиентами. Часть из них предназначена для полной идентификации, другие – для ускорения и упрощения отдельных этапов анализа. Но даже самые современные методы идентификации возбудителей с использованием мультитест-систем не могут полностью заменить классический бактериологический анализ, а служат лишь дополнительным способом изучения разнообразных ферментативных признаков бактерий.

Определение чувствительности к фагам.

Фагодиагностика включает:

1. Идентификацию выделенных культур с помощью известных (диагностических) фагов. Культура соответствует тому фагу, который её лизировал. Строгая специфичность типовых фагов даёт возможность типировать варианты внутри вида (фаговары). Фаготипирование проводится по следующей методике:

На поверхность агара засевают исследуемую культуру «газоном» (вносят 1 мл микробной взвеси, распределяют по всей поверхности чашки, равномерно покачивая, избыток отсасывают пипеткой). Предварительно дно чашки делят на секторы или квадраты. Их количество должно соответствовать количеству используемых фагов. На каждый сектор или квадрат наносят каплю соответствующего типового фага. После подсыхания капель чашки ставят в термостат на 18-24 часа. наличие лизиса культуры одним из типовых фагов позволяет определить принадлежность выделенного штамма к определённому фаговару.

2. Ускоренный метод диагностики с помощью реакции нарастания титра фага (РНТФ), который не требует выделения чистой культуры возбудителя. Исследуемый материал (от больного или из объектов внешней среды) и индикаторный фаг, титр которого строго установлен, вносят в жидкую питательную среду. После инкубации в термостате определяют титр бактериофага. Увеличение титра в 5 раз и более говорит о том, что в исследуемом материале есть соответствующие возбудители, в которых фаг размножался.

Определение подвижности бактерий.


Для определения подвижности бактерий в некоторых случаях производят посев на скошенный агар по Шукевичу (петлёй вносят исследуемый материал непосредственно в конденсат), пробирки помешают вертикально в термостат. Рост неподвижных бактерий наблюдается в районе скопления конденсата, подвижные же как бы наползают на поверхность скоса.

Лабораторная работа:

1. Внимательно рассмотрите рост на скошенном агаре. Сделайте с полученной вами культуры мазок и окрасьте его по Граму для того, чтобы убедиться в чистоте культуры.

2. Под руководством преподавателя сделайте микробную взвесь из выделенной вами культуры, проведите посев на тест-системы и среды для определения чувствительности к антибиотикам.

3. По демонстрации пёстрого ряда Гисса сделайте заключение о ферментативных свойствах выделенной вами культуры по следующей схеме:

Сахаролитическая активность
Протеолитическая активность

лак-

тоза
глю-

коза
сахароза
мальтоза
маннит
индол
аммиак
сероводород
разжижение желатина












Пользуясь демонстрацией и таблицами, зарисуйте ряд Гисса.

4. На основании морфологических, тинкториальных, культуральных и биохимических свойств сделайте общее заключение о принадлежности выделенной культуре к роду и виду.

Вопросы для самоконтроля:

1. Воспроизведите классификацию микробных ферментов по следующему принципу:

а) перечислите классы микробных ферментов и их функции;

б) объясните, что такое эндо- и экзоферменты;

в) что такое коституитивные и адаптивные ферменты?

2. По какому классу ферментов идёт оценка биохимических свойств микроорганизмов?

3. На каких средах определяется биохимическая активность микроорганизмов?

4. По каким параметрам оцениваются протеолитические свойства бактерий?

5. Что представляет собой фагодиагностика? Вспомните, для чего ещё в медицине применяются бактериофаги?

6. Вспомните все методы определения подвижности бактерий. Чем обусловлена подвижность?

