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1. Занятие № 3
Тема: «Бактериологический метод исследования. 2 этап. Методы культивирования анаэробов».

2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы.

На основании изучения культуральных, морфо-тинкториальных свойств, полученных культур микроорганизмов ещё на раннем этапе бактериологического метода можно предположительно определить принадлежность изучаемого возбудителя к семейству, роду для выбора тактики дальнейшего исследования.

Основу бактериологического метода исследования составляют две процедуры: выделение и культивирование микроорганизмов. Для анаэробных микроорганизмов условием культивирования является отсутствие кислорода на всех этапах исследования.
4. Цель обучения: 

- учебная: 

знать

1. Цель и последовательность выполнения 2 этапа бакметода выделения чистых культур аэробных микроорганизмов.

2. Способы культивирования анаэробных микроорганизмов: физические, химические, биологические, комбинированные.

уметь 

1. Охарактеризовать колонии микроорганизмов.

2. Провести посев изолированных колоний на скошенный питательный агар.

3. Провести посев исследуемого материала на среду накопления (СКС).

владеть
1. Техникой приготовления и микроскопирования фиксированных препаратов.

2. Техникой проведения лабораторных работ в микробиологической лаборатории.

3. Основными методами и способами дезинфекции, стерилизации и антисептической обработки рук, инструментария и оборудования. 

иметь представление об особенностях метаболизма анаэробных микроорганизмов;

иметь навыки проведения 2 этапа бактериологического метода выделения чистых культур аэробных микроорганизмов.
5. План изучения темы:

5.1. Контроль исходного уровня знаний.

1. ЦЕЛЬ II ЭТАПА БАКМЕТОДА
1) идентификация чистой культуры

2) отбор изолированных колоний

3) накопление чистой культуры

4) посев исследуемого материала

5) определение антибиотикограммы исследуемой культуры

2. ПРИ ИЗУЧЕНИИ КОЛОНИЙ В ОТРАЖЁННОМ СВЕТЕ ОТМЕЧАЮТ ИХ
1) форму, величину

2) край, структуру

3) морфологию микроорганизмов

4) поверхность, рельеф, цвет

5) прозрачность, консистенцию

3. ПРИ ИЗУЧЕНИИ КОЛОНИЙ В ПРОХОДЯЩЕМ СВЕТЕ ОТМЕЧАЮТ ИХ
1) величину, форму, прозрачность

2) поверхность, рельеф, цвет

3) отношение окраски по Граму

4) подвижность 

5) спорообразование 

4. ПРИ ИЗУЧЕНИИ КОЛОНИИ ПРИ УВЕЛИЧЕНИИ (Х8) ОТМЕЧАЮТ ИХ
1) край, цвет

2) край, структуру

3) цвет, поверхность

4) форму, величину

5) прозрачность, размеры

5. МАЗКИ ИЗ ИЗОЛИРОВАННЫХ КОЛОНИЙ МИКРОСКОПИРУЮТ С ЦЕЛЬЮ
1) изучения морфо-тинкториальных свойств

2) изучения культуральных свойств

3) определения генотипа 

4) определения факторов вирулентности 

5) разобщения бактерий 

6. ЦЕЛЬ ПОСЕВА ИЗОЛИРОВАННЫХ КОЛОНИЙ НА СКОШЕННЫЙ АГАР
1) идентификация бактерий 

2) разобщение бактерий 

3) накопление чистой культуры

4) изучение подвижности

5) получение изолированных колоний

7. ЦЕЛЬ П ЭТАПА БАКМЕТОДА
1) разобщение микробных клеток

2) получение изолированных колоний

3) накопление чистой культуры

4) идентификация чистой культуры

5) определение антибиотикограммы исследуемой культуры

8. ПРИ ПРИГОТОВЛЕНИИ ФИКСИРОВАННОГО ПРЕПАРАТА ПРЕДМЕТНОЕ СТЕКЛО ДОЛЖНО НАХОДИТЬСЯ
1) па поверхности стола

2) на коленях

3) в чашке Петри

4) на штативе

5) на ладони

9. ДЛЯ СОЗДАНИЯ АНАЭРОБИОЗА ФИЗИЧЕСКИМ СПОСОБОМ ИСПОЛЬЗУЮТ
1) газ-паки 

2) анаэростат

3) термостат 

4) среду Китта-Тароцци

5) метод Фортнера

10. ФИЗИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ СОЗДАНИЯ АНАЭРОБИОЗА ОСНОВАНЫ НА
1) механическом удалении кислорода

2) барбатации среды

3) совместном культивировании аэробных и анаэробных микроорганизмов

4) использовании химических сорбентов

5) фильтровании питательных сред

11. ДЛЯ СОЗДАНИЯ АНАЭРОБИОЗА ХИМИЧЕСКИМ СПОСОБОМ ИСПОЛЬЗУЮТ
1) анаэростат 

2) метод Биттнера

3) метод Фортнера

4) среду Китта-Тароцци

5) трубку Виньяль-Вейона

12. ХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ СОЗДАНИЯ АНАЭРОБИОЗА ОСНОВАНЫ НА
1) снижении парциального давления кислорода

2) использовании химических сорбентов 

3) совместном культивировании аэробных и анаэробных микроорганизмов

4) замене кислорода углекислотой

5) создании вакуума

13. ДЛЯ СОЗДАНИЯ АНАЭРОБИОЗА БИОЛОГИЧЕСКИМ СПОСОБОМ ИСПОЛЬЗУЮТ
1) анаэростат

2) метод Перетца

3) метод Биттнера

4) среду Китта-Тароцци

5) метод Фортнера
5.2. Основные понятия и положения темы 
При культивировании микроорганизмов необходимо учитывать присущий данному виду тип дыхания. Наиболее сложным является культивирование облигатных анаэробов, для которых присутствие кислорода в атмосфере и в питательной среде является губительным.

Приборы для культивирования анаэробов:
Микроанаэростат – используется для создания вакуума с дозированным содержанием кислорода. Прибор представляет собой герметически закрывающийся сосуд, снабженный манометром, в который помещают посевы и откачивают воздух. Микроанаэростат помещают в термостат.

Эксикатор – стеклянный лабораторный сосуд с притертой крышкой. В его донной части имеется дополнительная емкость, куда наливается смесь пирогаллола и едкого натра или гидросульфита натрия и двууглекислой соды. На сетку-подставку помещают посевы и притирают крышку с помощью вазелина. Эксикатор помещают в термостат.

Методы культивирования анаэробов:
Метод Фортнера. В чашку Петри наливают питательный агар с 1-2% глюкозы. Посредине чашки стерильным скальпелем вырезают канавку шириной приблизительно 1 см. Одну половину чашки засевают культурой аэробов (сарцина, кишечная палочка), вторую – культурой анаэробов или исследуемым на их наличие материалом. Засеянную чашку закрывают, герметизируют и помещают вверх дном в термостат. Быстрорастущие аэробы, поглощая кислород, создают тем самым благоприятные условия для роста анаэробных микроорганизмов.

Метод Перетца. В стерильную чашку Петри помещают стеклянные палочки, на которые кладут стеклянные пластинки или предметные стекла. В пробирку с 20 мл расплавленного и охлажденного до 500С МПА с 10% глюкозы (pH 7,0-7,2) вносят исследуемый материал и добавляют 2-4 капли 10% гидросульфита натрия на 10%-м растворе углекислой соды. Содержимое пробирки быстро перемешивают и выливают в чашку с таким расчетом, чтобы агар заполнил пространство между стеклянной пластинкой и дном чашки. Чашки инкубируют при 370С 24-48 часов. Колонии анаэробов вырастают под стеклянной пластинкой.

Метод Виньяль-Вейона. В пробирку с 0,5% расплавленным и охлажденным до

40-45 0С сахарным агаром вносят исследуемый материал и перемешивают. Содержимое пробирки набирают в пастеровскую пипетку. После заполнения пипетки вытянутый конец запаивают, а противоположный конец закрывают стерильной ваткой и заливают парафином. Трубки помещают в термостат; через 2-3 суток в агаре вырастают колонии, видимые в проходящем свете, которые можно изолировать. Для этого трубку надрезают напильником выше уровня намеченной колонии, надламывают, а колонию извлекают петлей и пересевают для накопления чистой культуры в соответствующую питательную среду.

Метод Биттнера. К крышке чашки Петри с посевом исследуемого материала или выделенной культуры анаэробов прикрепляют пакет из фильтровальной бумаги, содержащей пирогаллол, К2СО3 и тальк. Чашку герметизируют при помощи парафина или скотча. Содержимое пакета увлажняется за счет образующегося конденсата и ингредиенты вступают в реакцию, которая сопровождается поглощением О2 и выделением СО2.

Газ-пак (Generbag anaer). Система Generbag anaer состоит из воздухонепроницаемых пакетов, изготовленных из прозрачной пластмассы и генераторов, содержащих смесь веществ, поглощающих кислород. 

Последовательность работы: вынуть генератор из пакета, поместить в нижнюю часть воздухонепроницаемого пакета, затем поместить чашки (или пробирки) с посевами и с помощью специальной скрепки закрыть пакет. Инкубация при 370.

Среды для культивирования анаэробов:
Среда Китта-Тароцци. Содержит мясо-пептонный бульон (МПБ), 0,5% глюкозы и 0,15% агара. На дно пробирки для адсорбции О2 помещают кусочки вареной печени или фарша слоем 1-1,5 см и заливают 6-7 мл среды. Среду перед посевом регенерируют (прогревают 15-20 мин на водяной бане для удаления воздуха, а затем быстро охлаждают). После посева среду заливают вазелиновым маслом и помещают в термостат.

Полужидкий сахарный агар (высокий столбик). В пробирку с 6-7 мл расплавленного и охлажденного до 40-450 полужидкого питательного агара, содержащего 0,5-1% глюкозы, вносят исследуемый материал и перемешивают. Посевы помещают в термостат.

Среда для контроля стерильности (СКС). Рост многих анаэробных микроорганизмов возможен только на средах с низким окислительно-восстановительным потенциалом. Поэтому в среды добавляют восстановители, например, тиогликолевую кислоту или ее натриевую соль, цистеин, аскорбиновую кислоту. Функции восстановителей выполняют и другие компоненты среды: глюкоза, пептон. СКС содержит питательный бульон, витаминный препарат ЭКД, NaCl, Na2CO3, глюкозу, тиогликолят натрия, цистеин, агар (0,75%). Среду разливают в пробирки по 6-7 мл.
5.3. Самостоятельная работа по теме:

1. Провести II этап бактериологического метода выделения чистых культур аэробов:

· изучить результаты посева исследуемого материала, отобрать изолированные колонии  различных типов и дать их характеристику;

· приготовить из колоний мазки, окрасить по Граму, промикроскопировать;

· посеять изолированные колонии различных типов на скошенный агар.

2. Ознакомиться: 

2.1. с приборами для культивирования анаэробов (микроанаэростат, эксикатор)

2.2. с методами культивирования анаэробов (Фортнера, Перетца, Виньяль-Вейона, Биттнера, газ-пак (Generbag anaer, фирма «bio-Meriux»,Франция))

2.3. со средами для культивирования анаэробов (Китта-Тароцци, полужидкий сахарный агар, среда для контроля стерильности).

Методические указания к выполнению исследовательского задания:

1. Проведение II этапа бактериологического метода выделения аэробов.

Для оценки результатов посева исследуемого материала просмотрите чашки и, если имеются различные виды колоний, пронумеруйте их и изучите в отдельности.

1.1. Методика изучения культуральных свойств изолированных колоний:

1) Вначале просматривают колонии невооруженным глазом (макроскопически) со стороны дна чашки в проходящем свете. В протоколе отмечают:

1) форму (круглая, овальная, неправильная и т.д.);

2) величину (точечные – менее 1 мм, мелкие – 1-2 мм, средние – 2-4 мм, крупные 4-5 мм и более);

3) прозрачность (прозрачные, полупрозрачные, непрозрачные).

2) Далее описывают колонии в отраженном свете со стороны крышки, отмечая:

1) поверхность (гладкая, складчатая, шероховатая; блестящая, тусклая и т.д.);

2) рельеф (плоская, выпуклая, кратерообразная и т.д.);

3) цвет колонии (бесцветная, пигментированная, с указанием цвета).

3) Для микроскопического изучения колоний чашку помещают вверх дном на предметный столик микроскопа, опускают конденсор и с объективом x 8 изучают:

1) края (ровные, волнистые, зазубренные, фестончатые и т.д.);

2) структуру (гомогенная, зернистая, волокнистая и т.д.).

4) При взятии биомассы из колонии для дальнейшего исследования определяют консистенцию (пастообразная, слизистая, крошащаяся и т. д.).

1.2. Для изучения морфо-тинкториальных свойств из изучаемых колоний приготовьте фиксированные препараты, окрасьте по Граму, промикроскопируйте и полученные результаты занесите в протокол. 

На основании результатов изучения первичного посева исследуемого материала и отбора изолированных колоний сделайте вывод.

1.3. Для выделения и накопления чистой культуры оставшуюся часть колонии снимите петлей и засейте штрихом на поверхность скошенного агара в пробирке. Штрихи следует наносить со дна пробирки, не касаясь конденсата. При этом отсевают только те колонии, в которых бактерии по морфо-тинкториальным свойствам соответствуют бактериям, выявленным при микроскопии исследуемого материала. Появление колоний других бактерий свидетельствует о контаминации (загрязнении) посева посторонней микрофлорой.

Пробирки с посевами подпишите, указав дату, и поместите в термостат при 370С на 18-24 часа.
Заполните дома таблицу №1 «Культивирование анаэробов»

Таблица 1
	№ пп
	Способ 

культивирования
	Сущность 

способа
	Используемые

	
	
	
	приборы
	методы
	среды

	1.
	Физический


	
	
	
	

	2.
	Химический


	
	
	
	

	3.
	Биологический


	
	
	
	

	4.
	Комбинированный


	
	
	
	


5.4. Итоговый контроль знаний: 
· ответы на вопросы по теме занятия:
1. Сущность бактериологического метода диагностики инфекционных заболеваний; цель и последовательность выполнения 1 этапа бакметода выделения аэробов.

2. Цель и последовательность выполнения 2 этапа бакметода выделения аэробов.

3. Культуральные свойства микроорганизмов; методика изучения колоний.

4. Энергетический метаболизм бактерий и его особенности у аэробных, факультативно-аэробных и анаэробных бактерий.

5. Особенности культивирования анаэробных бактерий. Среды, методы и приборы, используемые для их культивирования.

· решение ситуационных задач:
ЗАДАЧА №1. На тиогликолевой среде (СКС) получен рост микроорганизмов.  Можно ли сделать заключение, что данные микроорганизмы являются анаэробными?

ЗАДАЧА №2. На чашках первичного посева получен сплошной рост культуры. Можно ли переходить к следующему этапу работы? Что необходимо сделать в такой ситуации?

ЗАДАЧА №3. Назовите принцип работы микроанаэростата.

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия (контрольные вопросы по теме занятия).
1. Обоснуйте необходимость получения изолированных колоний для выделения чистой культуры микроорганизмов.

2. Какие признаки колоний изучают макроскопически в проходящем и отраженном свете, а какие - микроскопически (x 8)?

3. Обоснуйте необходимость посева исследуемого материала на среды накопления.

4. Особенности культивирования анаэробных микроорганизмов.

5. Физический способ создания анаэробных условий: суть, применяемый прибор.

6. Химический способ создания анаэробных условий: суть, применяемые прибор и методы.

7. Биологический способ создания анаэробных условий: суть, применяемый метод.

8. Комбинированный способ создания анаэробных условий: суть, применяемые методы и среды.
7. Рекомендации по выполнению НИРС, в том числе список тем, предлагаемых кафедрой.

Темы рефератов:

1. Природа брожения. Открытия Л.Пастера и их значение для современной науки.

2. Культуральные особенности бактерий. Значение, примеры.

3. Особенности забора, доставки материала при диагностике анаэробных инфекций.
8. Рекомендованная литература по теме занятия:

Обязательная:

1. Микробиология, вирусология и иммунология полости рта: учебник / ред. В. Н. Царев. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2021. - 720 с. - Текст: электронный.

Дополнительная:

2. Микробиология, вирусология и иммунология. Руководство к лабораторным занятиям: учебное пособие / ред. В. Б. Сбойчаков, М. М. Карапац. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 400 с. - Текст: электронный.

3. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - Т. 1. - 448 с. - Текст: электронный.

4. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - Т. 2. - 472 с. - Текст: электронный.
5. Левинсон, У. Медицинская микробиология и иммунология: пер. с англ. / У. Левинсон; ред.-пер. В. В. Белобородов. - 2-е изд. - Москва: Лаборатория знаний, 2020. - 1184 с. - Текст: электронный.
6. Атлас по медицинской микробиологии, вирусологии и иммунологии / ред. А. А. Воробьев, А. С. Быков. - 3-е изд., испр. - Москва: Медицинское информационное агентство, 2022. - 272 с.: ил. - Текст: электронный.
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