ЗАНЯТИЕ № 2

ТЕМА: ПРИНЦИПЫ И МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ ЧИСТОЙ КУЛЬТУРЫ МИКРООРГАНИЗМОВ.

Изучение выделенных культур.


Изучение морфологии, подвижности, тинкториальных свойств, характера роста на средах, ферментативной активности и ряда других особенностей выделенного микроба позволяет установить его таксономическое положение, т.е. классифицировать микроорганизм: определить его род, вид, тип, подтип, разновидность. Это называется идентификацией. Идентификация микроорганизма очень важна при постановке диагноза, установлении источников и путей передачи инфекции, а также необходима в ряде других научно-практических исследованиях. Она проводится по следующим параметрам:

1. Морфология и тинкториальные свойства

2. Культуральные свойства (характер роста на средах, пигменто- и токсинообразование, условия культивирования и т.д.)

3. Ферментативная активность (способность сбраживать углеводы, разлагать белковые продукты, наличие ферментов агрессии)

4. Антигенные свойства

5. Фаготипирование

6. Определение чувствительности к антибиотикам.

2 день исследования

Культуральные свойства микроорганизмов.


Разные виды микроорганизмов по-разному растут на питательных средах. Эти различия служат для их дифференциации. Одни хорошо растут на простых средах, другие требовательны и растут только на специальных. Микроорганизмы могут давать обильный (пышный) рост, умеренный или скудный.


На плотных средах микроорганизмы в зависимости от качества посевного материала и метода посева образуют сплошной налёт (газон) или изолированные колонии. Колонии по размеру могут быть крупные (4-5 мм в диаметре и больше), средние (2-4 мм), мелкие (1-2 мм и менее). Колонии менее 1 мм в диаметре иногда обозначаются как карликовые (g-формы).


По форме различают колонии двух основных типов: S и R. Этот вид изменчивости (S-R – диссоциация) был описан П. де Крюи и Дж. Аркрайтом и выражается в том, что при посеве некоторых культур на плотные питательные среды происходит разделение колоний на два типа: гладкие, круглые, блестящие колонии с ровными краями – S-форма (от англ. smooth – гладкий), и плоские, непрозрачные колонии неправильной формы, с неровными краями – R-форма (от англ. rough – шероховатый).


Колонии, относящие к гладкой S-форме, могут при определённых условиях переходить в R-форму и обратно, однако переход R-формы в S-форму происходит труднее. 


Диссоциация наблюдается у ряда бактерий, в частности, у возбудителей сибирской язвы, чумы и др.

Характеристика S- и R-форм колоний

S-форма
R-форма

Колонии гладкие, блестящие, правильной выпуклой формы.

При росте в бульоне – равномерная муть.

У подвижных бактерий имеются жгутики.

У капсульных бактерий имеется капсула.

Биохимически активны.

Болезнетворны.

Выделяются чаще в остром периоде заболевания.


Колонии неправильной формы, мутные, шероховатые.

Растут в бульоне в виде осадка.

У подвижных бактерий могут отсутствовать жгутики, у капсульных – капсула.

Биохимические свойства выражены слабо.

Большинство бактерий менее болезнетворны.

Выделяются обычно в конце заболевания или при хронической форме.


В жидких средах микроорганизмы могут образовывать равномерную муть, давать осадок (зернистый, пылевидный, хлопьевидный) или плёнку (нежную, грубую, морщинистую).


На полужидких средах при посеве уколом подвижные микробы вызывают помутнение толщи среды, неподвижные растут только по уколу, оставляя остальную среду прозрачной.


Некоторые микроорганизмы в процессе роста образуют особые красящие вещества – пигменты. Пигментообразование в ряде случаев является стойким признаком микроорганизмов, что позволяет использовать его в качестве теста для идентификации некоторых бактерий. Нерастворимые в воде пигменты (липохромы) обычно окрашивают колонии бактерий (жёлтый, золотистый, палевый пигменты стафилококков), а растворимые окрашивают питательные среды (пигмент пиоцианин синегнойной палочки).


Образование пигментов у микробных клеток происходит на свету при достаточном доступе кислорода и при определённом составе питательных сред. Пигменты у микроорганизмов имеют определённое физиологическое значение: они защищают клетку от природной ультрафиолетовой радиации, принимают участие в процессах дыхания, некоторые обладают антибиотическими свойствами по отношению к другим видам бактерий.

Лабораторная работа:


Внимательно рассмотрите сделанные вами посевы. Выберите изолированную колонию и отметьте её со стороны дна чашки. Опишите выбранную колонию по следующему алгоритму:

№
Размер
Форма
Цвет
Поверхность
Края
Консистенция
Окраска мазка по Граму
Заключение












Сделайте с выбранной колонии мазок и окрасьте его по методу Грама. Результат занесите в таблицу.


Под руководством преподавателя остатки колонии пересейте на скошенный агар для накопления чистой культуры по следующей методике:


прокалённой петлёй осторожно снимают остатки колонии, аккуратно вынув пробку из пробирки со скошенным агаром, обжигают горлышко в пламени спиртовки, и, введя петлю через пламя, растирают материал по поверхности среды зигзагообразными движениями снизу вверх, начиная от границы конденсата.

Самостоятельная работа студентов:

Запишите в альбом культуральные свойства микроорганизмов, а также этапы и методы выделения чистой культуры микроорганизмов. Особое внимание обратите на методы создания анаэробиоза в лабораторных условиях.

Этапы и методы выделения чистых культур анаэробных  микроорганизмов.


Материал для выделения строгих анаэробов получают из патологического очагапутём пункции шприцем, из которого предварительно удаляют воздух; при исследовании кусочков ткани, их берут из глубины очага. Если для забора материала используются тампоны, они должны быть немедленно погружены в транспортную среду.


Клинические образцы для культивирования строгих анаэробов следует транспортировать в лабораторию, максимально защищая их от воздействия кислорода воздуха. Используют специальные флаконы, заполненные газом, не содержащим кислорода. Уколом иглы через резиновую крышку, плотно завальцованную, во флакон вносят исследуемый материал. Материал можно транспортировать прямо в шприце, на кончик которого надета стерильная пробка.


Бактериологический метод исследования материала, содержащего анаэробные микроорганизмы, включает параллельное поэтапное исследование в аэробных (традиционным способом) и анаэробных условиях.

Методы создания анаэробиоза


Для создания анаэробных условий в настоящее время обычно используют анаэростаты и газбоксы. Они представляют собой герметичные камеры, из которых с помощью вакуум-насоса откачивают атмосферный воздух, а затем заполняют бескислородными газовыми смесями. оптимальной для развития облигатных анаэробов является смесь, состоящая из 80% азота, 10% углекислого газа, 10% водорода. Для нейтрализации остаточного кислорода в анаэростаты помещают палладиевые катализаторы, пиррогалол и др. химические редуцирующие кислород соединения.


Для выделения анаэробов используются специальные среды, наиболее распространёнными из которых являются:

1. Анаэробный 5% гемагар, в который, помимо нативной крови, добавлены такие факторы роста анаэробных бактерий, как гемин, витамин К и менадион.

2. Жидкая среда Китта-Тароцци, которая содержит 0,5% глюкозы и кусочки свежих паренхиматозных органов животных (например, печени). Кусочки органов и глюкоза обладают редуцирующей способностью. Перед посевом среду кипятят 20 мин на водяной бане – удаляют растворённый в ней кислород. Быстро остужают до 45 град и засевают, не дав среде вновь насытиться кислородом. Сверху среду заливают толстым слоем вазелинового масла, чтобы предотвратить поступление кислорода из воздуха.

3. Среда Вильсона-Блера, которая представляет собой высокий столбик сахарного агара с добавлением 20%-го натрия сульфита и 8%-го железа хлорида. Для посева агар расплавляют и при 80 град производят посев. При этом вегетативные клетки погибают, но происходит активация спор, которые в дальнейшем и прорастают в глубине среды.

В случаях, если лаборатория не располагает анаэробным оборудованием и специальными средами, то могут применяться следующие способы создания анаэробиоза при культивировании на кровяных или сахарных средах:

1. Способ Виньяля-Вейона – механическая защита от кислорода воздуха. Берут тонкую и длинную стеклянную трубку, один конец вытягивают в капилляр, а у другого делают перетяжку и вставляют ватную пробку. В растопленный агар засевают исследуемый материал и насасывают агар в стерильную трубку. Затем запаивают капилляр и помещают в термостат. В среде вырастают ясно видимые снаружи колонии, которые можно извлечь, распилив трубку.

2. Способ Фортнера – биологический метод: комбинированный посев культур аэробов и анаэробов. Посев производят на чашки с толстым слоем кровяного агара, в середине которого вырезана полоса. На одной половине агара делают посев аэробной культуры (например, серрации), на другой – посев анаэробной культуры (исследуемый материал). Края чашки заливают парафином и ставят в термостат. Сначала происходит рост аэробов, когда же они в достаточной мере исчерпают из чашки кислород, начинается рост анаэробов.

3. В некоторых случаях чашки с посевами можно помещать в эксикаторы с химическими поглотителями кислорода (пиррогалол) или с горящей свечой. При этом края крыщки эксикатора очень плотно притираются вазелином.

Этапы выделения чистой культуры анаэробных микроорганизмов.

1 этап

Получение изолированных колоний

2 этап

Получение чистой культуры

3 этап

Идентификация выделенной культуры

4 этап

Заключение
Обычно выполняется на чашках Петри с анаэробным 5% гемагаром. Посевы культивируют в анаэростате или газбоксе при 37 град до 7-10 дней, хотя большая часть анаэробов даёт хороший рост колонийц уже на 3-4 день.

1) При макро- и микроскопическом изучении выросших колоний проводят сопоставление морфологии самих бактерий и колоний, которые они формируют, при выращивании в анаэростате и полученных на 5% кровяном агаре в анаэробных условиях.

2) Накопление чистой культуры выполняется на жидких (среда Китта-Тароцци, сердечно-мозговой бульон) или полужидких (тиогликолевая среда) средах. Материал из изолированной колонии переносят в пробирку с одной из указанных сред, которые затем желательно поместить в анаэростат. Чистые культуры получают через 3-5 дней культивирования при температуре 37 град.

Для определения вида выделенной при анаэробном культивировании чистой культуры, также, как и при традиционном, используется определение комплекса морфологических, тинкториальных, культуральных, биохимических свойств. При необходимости проводится фаготипирование, определение чувствительности к антибиотикам.

На основании полученных данных о морфологических, тинкториальных, культуральных и биохимических свойств выделенной культуры выносится заключение о её принадлежности к определённому роду и виду микроорганизмов.



Вопросы для самоконтроля:

1. Типы биологического окисления: окислительное фосфорилирование и субстратное фосфорилирование. Опишите способы получения энергии микроорганизмами.

2. Разделение микробов по типу дыхания. В чём принципиальное различие культивирования аэробов и анаэробов? Какими методами достигается анаэробиоз в лабораторных условиях?

3. Что такое «культуральные свойства микроорганизмов»? Какие вы знаете типы колоний? Опишите их.

4. Какими способами можно получить изолированные колонии? 

5. В чём заключаются 1 и 2 этапы выделения чистой культуры микроорганизмов?

6. Какие свойства микроорганизмов будут изучены на 3 этапе?

