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1. Занятие №2
Тема: Структурные элементы микробной клетки.
2. Форма организации занятия: практическое занятие
3. Значение изучения темы:
Микроорганизмы представляют собой сложные биологические системы: структура и функции бактериальной клетки взаимосвязаны и динамичны, т.е. способны изменяться. Это усложняет дифференциацию и идентификацию бактерий, в том числе возбудителей инфекционных заболеваний и патологических процессов. Важнейшей задачей в этом является совершенствование методов и аппаратуры для изучения ультраструктуры бактерий.

4. Цель обучения:
- учебная:
знать 

1. Морфологию и структуру бактериальной клетки.

2. Назначение отдельных элементов бактериальной клетки.

3. Методы окраски различных структур бактериальной клетки. 

уметь 

1. Окрашивать препараты методами: Зырянова (выявление капсул), Тружильо (выявление спор), Нейссера (выявление зерен волютина). 

2. Микроскопировать, идентифицировать и дифференцировать микроорганизмы с учетом морфологии и структурных особенностей; интерпретировать полученные результаты; 

владеть представлениями об особенностях структуры бактерий; навыками окраски по методу Зырянова, Тружильо, Нейссера и интерпритации полученных результатов.

5. План изучения темы:
5.1. Контроль исходного уровня знаний:

- собеседование по контрольным вопросам:

1. Основные различия в ультраструктуре клеток прокариотических и эукариотических микроорганизмов.

2. Обязательные и необязательные структуры бактериальной клетки.

3. Особенности строения нуклеоида, рибосом у бактерий.

4. Особенности строения и состава клеточной стенки грамположительных и грамотрицательных бактерий. Метод ее изучения.

5. Субклеточные формы микроорганизмов: протопласты, сферопласты, L-формы. Причины их образования, биологические особенности, патогенетическое значение.

6. Капсулы, споры, зерна волютина, жгутики: химический состав, функции, методы  изучения.

Тесты
1. К ОБЯЗАТЕЛЬНЫМ СТРУКТУРАМ БАКТЕРИАЛЬНОЙ КЛЕТКИ НЕ ОТНОСЯТСЯ
1) рибосомы 

2) цитоплазма

3) жгутики

4) ЦПМ 

5) нуклеоид

2. ОБЯЗАТЕЛЬНЫЕ СТРУКТУРЫ БАКТЕРИАЛЬНОЙ КЛЕТКИ 

1) жгутики

2) спора

3) капсула 

4) зерна волютина

5) нуклеоид

3. КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКИ НЕ ИМЕЮТ
1) актиномицеты

2) микоплазмы 

3) риккетсии 

4) бациллы 

5) хламидии 

4. ДЛЯ КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКИ БАКТЕРИЙ НЕ ХАРАКТЕРНО
1) участие в энергетическом обмене

2) формообразующая функция

3) функция защиты от внешних факторов

4) антигенная структура

5) наличие рецепторы для бактериофагов

5. КЛЕТОЧНАЯ СТЕНКА ГРАМОТРИЦАТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ ХАРАКТЕРИЗУЕТСЯ
1) чувствительностью к лизоциму

2) чувствительностью к пенициллину

3) содержанием до 90% пептидогликана

4) содержанием тейхоевых кислот

5) содержанием ЛПС

6. ДЛЯ КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКИ БАКТЕРИЙ НЕ ХАРАКТЕРНО
1) содержит основные антигены микробной клетки

2) определяет форму бактерий

3) защищает от внешних воздействий

4) участвует в синтезе белка

5) определяет окраску по Граму

7. КАПСУЛА – ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНЫЙ ПРИЗНАК
1) пневмококков, стрептококков

2) пневмококков, стафилококков

3) бацилл сибирской язвы, спирохет

4) холерных вибрионов, клебсиелл

5) клебсиелл, пневмококков

8. КАПСУЛА БАКТЕРИЙ
1) органоид движения

2) обязательная структура 

3) внехромосомный генетический элемент

4) фактор вирулентности

5) обладает свойствами экзотоксина

9. КАПСУЛУ ВЫЯВЛЯЮТ ПРИ ОКРАСКЕ МЕТОДОМ
1) Тружильо

2) Грама

3) Нейссера

4) Зырянова

5) Циля-Нильсена

10. НАЗОВИТЕ МЕТОД ОКРАСКИ, ПРИМЕНЯЕМЫЙ ДЛЯ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ТУБЕРКУЛЕЗА
1) Циля-Нильсена

2) Ожешко

3) Бурри-Гинса

4) Нейссера

5) Романовского-Гимза

11. ЖГУТИКИ БАКТЕРИЙ
1) участвуют в передаче генетического материала

2) состоят из белка флагеллина

3) характерны, в основном, для грамположительных бактерий 

4) обязательная структура клетки

5) участвуют в спорообразовании

12. МОНОТРИХИ ВЫДЕЛЯЮТ
1) по расположению жгутиков 

2) по подвижности

3) по отношению к кислороду

4) по сахаролитическим свойствам

5) по протеолитическим свойствам

13. ПОДВИЖНОСТЬ БАКТЕРИЙ НЕЛЬЗЯ ОПРЕДЕЛЯЮТ
1) в «висячей» капле

2) по слизистому росту

3) в «раздавленной» капле

4) в нативных препаратах

5) при посеве в столбик полужидкого агара

14. СПОРЫ БАКТЕРИЙ
1) способ размножения 

2) внехромосомные факторы наследственности 

3) покоящиеся репродуктивные клетки

4) эквивалент ядра у бактерий

5) образуются в процессе деления клетки

15. ОСОБЕННОСТЬ СТРУКТУРЫ ПРОКАРИОТ
1) дифференцированное ядро

2) митохондрии

3) аппарат Гольджи 

4) нуклеоид

5) эндосимбионты 
5.2. Основные понятия и положения темы.

Понятия: «эукариоты», «прокариоты».

К эукариотам принадлежат клетки растений, животных, грибов, простейших. У них развита эндоплазматичкская сеть, ядро, диплоидный набор генов, имеются митохондрии, хлоропласты, пластинчатый комплекс Гольджи.

К прокариотам относятся собственно бактерии, акциномицеты, спирохеты, риккетсии, хламидии, микоплазмы. Вместо ядра они имеют нуклеоид, у которого нет ядерной мембраны, содержат гаплоидный набор генов. У них не развита эндоплазматическая сеть, отсутствуют митохондрии, хлоропласты, сетчатый аппарат Гольджи. Константа седиментации рибосом 70S, у эукариот 80S. Функцию митохондрий у прокариотов выполняют мезосомы.

Ультраструктура бактериальной клетки и методы ее изучения.
Бактериальная клетка состоит из трехслойной оболочки и цитоплазмы, в которой находятся структурные элементы клетки: нуклеоид, рибосомы, мезосомы, включения, плазмиды. Оболочка бактерий включает слизистый слой, клеточную стенку и цитоплазматическую мембрану. К поверхностным структурам клетки относят: капсулу, жгутики, ворсинки, клеточную стенку. Для изучения используют микроскопический, цитохимический метод электронной микроскопии (метод ультратонких срезов бактерий в сочетании с контрастированием; замораживание - травление; сканирующая микроскопия, методы радиоаутографии, кристаллографии, иммунохимии и др.)

Обязательные и необязательные структурные элементы бактериальной клетки.

К обязательным структурным элементам относятся те, без которых бактериальная клетка не может существовать: нуклеоид, цитоплазма, цитоплазматическая мембрана, клеточная стенка. Капсула, жгутики, ворсинки, включения и споры являются необязательными структурными элементами.

Особенности строения клеточной стенки у грамположительных и грамотрицательных бактерий.

Грам (+) бактерии окрашиваются в темно-фиолетовый цвет, Грам (-) - в красный. Отношение бактерий к окраске по Граму определяется их способностью удерживать образовавшийся в процессе окраски комплекс генцианвиолетового с йодом. Это зависит от различий в химическом составе и проницаемости клеточной стенки. Грам (+) и Грам (-) бактерий. У Грам (+) бактерий пептидогликан многослоен, с ним связаны тейхоевые кислоты. У Грам (-) бактерий пептидогликан однослоен, имеется наружная мембрана, в состав которой входят фосфолипиды, липопротеиды, белки и сложный липополисахарид (ЛПС). Всю наружную мембрану пронизывают белки - порины, обеспечивающие диффузию различных соединений. Таким образом у Грам (+) бактерий создаются оптимальные условия для прочной фиксации красителя и резистентности к обесцвечиванию спиртом. Внутренний слой клеточной стенки является ростовым. Пептидогликан состоит из цепей ацетилгликозидов, ацетилмурамовой кислоты и тетрапептида: - аланина, диаминопимелиновой кислоты (ДАП), лизина, D-аланина. Вместо ДАП могут быть орнитин или диаминомасляная кислота. Пептидогликан Грам (+) бактерий содержит тейхоевые кислоты и М-протеин, аминокислоты у них связаны через пептидный мостик. У Грам (-) бактерий поверх пептидогликана имеется наружная двухслойная мембрана, включающая: фосфолипиды, липопротеиды, белки, липополисахарид, снаружи слой липопротеида, через наружную мембрану проходят выводные каналы из белков, обеспечивающие диффузию химических веществ, являющиеся рецепторами для фагов и бактериоцидов. К липополисахариду Грам (-) бактерий с одной стороны прикреплен липид, а с другой стороны-олигосахариды (галактоза, рамноза). С липополисахаридами (ЛПС) у них связаны патогенные, токсические и антигенные свойства. Образование пептидных связей ингибируется пенициллином. Лизоцим разрывает гликозидные связи между мурамовой кислотой и ацетилглюкозамином. После обработки бактериальнной культуры лизоцимом и пенициллином могут образовываться субклеточные формы (L-Формы, протопласты.)

L-формы бактерий, протопласты, сферопласты.
Субклеточные формы микроорганизмов- L-формы бактерий. Они частично или полностью лишены клеточной стенки, либо не способны синтезировать ее предшественников, что приводит к изменению морфологии и замедляет процесс деления клеток. L-формы могут содержать вакуоли и гранулы. Различают стабильные и нестабильные L-формы. Нестабильные L-формы сохраняют внутренний ростовой слой клеточной стенки, способны к реверсии в исходный вид. Стабильные L-формы не способны к реверсии. Протопласты полностью лишены клеточной стенки, а сферопласты частично имеют дырчатую клеточную стенку, сферическую форму, чувствительны к внешним воздействиям. Жизнеспособность сохраняется в гипертонических растворах сахарозы, хлорида натрия. Не способны к размножению. Клеточную стенку можно обнаружить в результате плазмолиза бактерий в гипертоническом растворе, микроскопированием нативных препаратов в фазово-контрастном микроскопе и с помощью электронной микроскопии

Капсула бактерий, ее значение и методы выявления.
Капсула представляет собой толстый слизистый слой вокруг бактериальной клетки, чаще полисахаридной природы. У сибиреязвенных бацилл - полипептид. Капсула бактерий имеет фибриллярное строение. Образование ее зависит от среды. Пневмококки и сибириязвенные бациллы образуют капсулу только в организме человека или животных. Клебсиеллы пневмонии - в организме и на питательных средах. Капсулообразование является защитной функцией патогенных бактерий. В макроорганизме она защищает их от фагоцитоза, иммуноглобулинов, лекарственных препаратов и др. Способствует проявлению патогенного действия пневмококков, сибиреязвенных бацилл, клебсиелл и др., обуславливает их иммунохимическую специфичность. Капсула содержит много воды. Слабо преломляет свет и слабо воспринимает анилиновые красители, не окрашивается. Ее выявляют приготовлением негативных препаратов по Бурри-Гинсу и по методу Зырянова А.И.

Метод Бурри-Гинса (для создания фона используют профильтрованную разведенную водой 1:10 черную тушь):

· Готовят тушевой препарат, фиксируют химическим способом. Промывают водой.

· Окрашивают карболовым фуксином Циля, разведенным 1:3 в течение 1-2 минут. Промывают водой, высушивают.

На черном фоне видны не окрашенные капсулы, внутри которых бактерии красного цвета.

Метод Зырянова:
1. На край обезжиренного предметного стекла наносится капля сыворотки, затем, внося микробный комочек, эмульгируют его.

2. Ребром шлифованного стекла готовят мазок на 1/3-2/3 стекла.

3. Высушивают на воздухе.

4. Фиксируют в жидкости Никифорова 15-20 минут.

5. Опускают в стаканчик с карболовым фуксином Циля на 5-10 секунд. Промывают. Высушивают на воздухе.

На красном фоне окрашенной сыворотки видны неокрашенные капсулы, внутри которых бактерии красного цвета.

Органоиды движения бактерий - жгутики. Методы обнаружения и окраски жгутиков.
Жгутики - органоиды движения многих грамположительных и грамотрицательных бактерий. Начинаются из цитоплазматической мембраны и прикрепляются к клетке с помощью базального тельца. Имеют вид спирали или продольных нитей, нередко покрытых белковым чехлом. Белок жгутиков называется флагеллин, относится к сократительным белкам типа миозина.

В зависимости от количества и места расположения жгутиков, бактерии подразделяются на монотрихи - имеющие один жгутик на одном из полюсов клетки Лофотрихи - пучок жгутиков на одном из полюсов клетки. Перетрихи - жгутики расположены по всей поверхности клетки. Монотрихи передвигаются быстрее, чем перетрихи. Бактерии передвигаются беспорядочно или путем направленного хемотаксиса, аэротаксиса, фототаксиса.

Жгутики обнаруживают микроскопированием нативных препаратов по подвижности бактерии. Расположение жгутиков изучают в препаратах, окрашенных по Морозову, Лефлеру, Лейфсону и электронной микроскопией. Принципы окраски жгутиков: петлю с клеточной структурой помещают в дистиллированную воду или 1% раствор хлорида натрия для набухания жгутиков, затем адсорбируют на бактериях танин и окрашивают метиленовой синькой, нейтральротом, или фуксином Циля. При этом толщина жгутиков становится больше разрешающей способности микроскопа, что позволяет их видеть.

Ворсинки и их структура.
Пили - тонкие полые нити белковой природы длиной 0.3-10 мкм и толщиной до 10 нм. По функциональному назначению пили, подразделяются на два типа. Пили первого типа, обуславливают адгезию бактерий к определенным клеткам организма хозяина. Их количество достигает от нескольких сотен до нескольких тысяч. Ворсинки 2-ого типа - половые ворсинки. Их 1 -4 на клетку, участвуют в передаче генетического материала от одной клетки к другой при конъюгации бактерий. Участвуют в передаче и распространении лекарственной устойчивости. На половых ворсинках адсорбируются бактериальные вирусы (фаги).

Цитоплазматическая мембрана, ее структура и функции.

Между пептидогликаном клеточной стенки и цитоплазматической мембраной Грам (-) бактерий находится периплазматическое пространство, в котором локализуются ферменты: фосфотаза, рибонуклеаза 1, пенициллиназа и др. У Грам (+) бактерий сходные ферменты относятся к экзоферментам. ЦПМ, ограничивающая протопласт клетки, 3-х слойная, толщина 7-10 нм, состоит из липопротеинового, фосфолипидного и рибонуклеопротеинового слоев. ЦПМ содержит липидов-15-30%, белков-50-70%, углеводов 2-5% и РНК, у некоторых бактерий обнаружены каротиноиды. Белки ЦПМ включают: структурные белки; пермиазы, участвующие в переносе органических и неорганических веществ; ферменты дыхания; синтеза тейхоевых кислот, пептидогликана, удвоения бактериальных хромосом.

ЦПМ можно обнаружить при явлении плазмолиза у бактерий в результате ее отделения от клеточной стенки. У прокариотов ЦПМ является местом локализации пермиаз и ферментов окислительного фосфорилирования, осмотическим барьером клетки. ЦПМ регулирует транспорт метаболитов и генов, выделение ферментов и токсинов, участвует в репликации ДНК, нуклеоида, делении и синтезе компонентов клеточной стенки, в спорообразовании.

Цитоплазма и ее структура.

Представляет собой сложную коллоидную систему, заполняет полость, отграниченную ЦПМ. Состоит из органических и неорганических веществ, воды (70-80%). Основные ее компоненты: белки, ферменты, РНК, ДНК, липиды, углеводы. Содержит органеллы: нуклеоид, рибосомы, лизосомы, плазмиды, различные включения. У бацилл в цитоплазме образуются споры.

Мезосомы, их структура.

Мезосомы образуются путем инвагинации ЦПМ в цитоплазму. Могут иметь пластинчатое строение; везикулярное - в форме пузырьков; трубчатое или смешанное. Могут быть сферической формы или иметь форму петли. Мезосомы могут располагаться на периферии клетки. У грам (-) бактерий мезосомы развиты более слабо, чаще имеют форму петли.

Мезосомы участвуют в делении клетки, спорообразовании, синтезе компонентов клеточной стенки, энергетическом метаболизме.

Нуклеоид, его структура и функции.
Нуклеоид бактерий не имеет мембраны, т.е. не ограничен от цитоплазмы клетки, не содержит хромосом, гистонов, не делится митозом. В состав нуклеоида, кроме ДНК, входят также РНК и белки. Молекула ДНК имеет замкнутую кольцевую структуру, в развернутом состоянии длинной более 1 мм. Покоящиеся клетки содержат один нуклеоид, перед делением клетки - два, в логарифмической фазе - до четырех и более нуклеоидов.

Плазмиды - внехромосомные наследственные детерминанты, представляют внехромосомную ДНК, имеют кольцевую структуру и кодируют ряд свойств: образование гемолизинов, устойчивость к антимикробным препаратам и др.

Нуклеоид является носителем генетической информации клетки. Нуклеоид обнаруживают окраской по Фельгену, реактивом Шиффа. Нуклеоплазма, содержащая ДНК, окрашивается в красный цвет.

Рибосомы, их структура и функции.
Рибосомы содержат рибосомальную РНК, 40-60% белка, имеют сферическую форму, диаметром около 20 нм. С помощью информационной РНК рибосомы образуют полисомы, обычно связанные с ЦПМ. Рибосомы синтезируют белок клетки. Имеют значение в объяснении механизма антибактериального действия некоторых антибиотиков, в возникновеннии антибиотикоустойчивых форм бактерий. Так, стрептомицин, канамицин, левомицетин и др. избирательно соединяются с определенными молекулами рибосом, что блокирует синтез белка. Мутации в рибосомах приводят к неспособности некоторых антибиотиков соединяться с определенными фрагментами рибосом, в результате возникают антибиотикорезистентные клетки.

Внутриплазматические включения, их состав и функции.
Зерна волютина.

Включения могут формироваться в цитоплазме бактерий в процессе их жизнедеятельности. К ним относятся: капли жира, гранулы крахмала, гликогена, гранулы серы, железа, полифосфата. Некоторые из них представляют собой ненужные продукты обмена, другие можно отнести к запасам питательных веществ. Включения жира окрашиваются 0,3% Суданом в оранжево-желтый цвет, гликогеноподобные вещества раствором Люголя - в темно-синий цвет. Обнаружены впервые Бабешем и Эрнстом. Содержат полифосфаты. Являются внутриклеточным резервом фосфатов. Волютину присуща метохромазия, т.е. окрашивание в иной цвет, чем цитоплазма.

Зерна волютина окрашиваются простыми методами: по Лефлеру метиленовым синим 10-30 сек. в темно-синий цвет, на фоне голубой цитоплазмы или 1% толуидиновым синим - в красный цвет на фоне голубой цитоплазмы.

Из сложных методов окраски зерен волютина чаще используют метод Нейссера:
Окрашивают фиксированный препарат:

1. Уксуснокислой синькой Нейссера- 1 мин. промывают.

2. Раствор Люголя – 30 сек., слить.

3. Везувин или хризоидин-10-15 сек., промывают, высушивают.

Зерна волютина темно - синие на фоне светло - коричневой цитоплазмы. Они присущи дифтерийной палочке.

Бактериальные эндоспоры.
Значение спорообразования и условия образования спор. Споры, их строение, функции, форма, размер и положение спор в клетке.

Споры образуются внутри клетки палочковидными бактериями родов бацилл, клостридий.

Спорообразование не является способом размножения бактерий, т.к. бактериальная клетка образует только одну спору. Она служит для сохранения вида. Образование спор у бактерий происходит при неблагоприятных условиях существования: обеднение питательной среды, изменение ее влажности и рН, старение культуры, при попадании вегетативных клеток в почву, и т. д. Таким образом, спорообразующие бактерии могут существовать в 2-х формах: вегетативной и в форме спор.

Споры представляют собой тельца округлой или овальной формы, располагаются в клетке центрально, субтерминально или терминально. Возбудитель столбняка имеет форму барабанной палочки, т.к. образует шаровидной формы спору на конце клетки, которая больше ее поперечника. У сибирских бацилл спора овальная, располагается в центре клетки и меньше ее поперечника.

1. Споробразование начинается с появления в цитоплазме бактерий уплотненного участка - «спорогенной зоны», содержащей нуклеоид.

2. С обеих сторон клетки происходит врастание внутрь ЦПМ, что обособляет спорогенную зону от остальной цитоплазмы. Спорогенная зона приобретает двойную мембранную оболочку. Образуется проспора.

3. Между наружным и внутренним слоем мембраны споры появляется слой пептидогликана. По строению он несколько отличается от пептидогликана клеточкой стенки. С внешней стороны мембраны образуется оболочка споры, состоящая из белков, липидов, гликопротеидов, а вегетативная часть клетки лизируется. Оболочка спор у разных бактерий имеет различное число слоев. На формирование споры требуется 15-20 часов.

Высокая устойчивость спор к воздействию физических и химических факторов, плохая прокрашиваемость их анилиновыми красителями обусловлена содержанием в споре воды и ферменте в химически связанном состоянии, повышенным количеством кальция, наличием дипиколиновой кислоты и др. особенностями их строения и химического их состава. Это затрудняет борьбу со спорообразующими патогенными бактериями.

В благоприятных условиях споры в течении 4-5 час прорастают в вегетативные клетки. При этом в результате увеличения в споре воды происходит активирование ферметов, энергетических и биосинтеческих процессов. Разрушается пептидогликан, исчезает дипиколиновая кислота, разрывается оболочка споры и из нее выходит ростовая трубка, которая покрывается клеточной стенкой. Вегетативная клетка начинает делиться.

Споры содержат мало свободной воды и сильно преломляют свет. Неокрашенные эндоспоры живых бактерий при наблюдении в обычный микроскоп имеют черное обрамление и ярко светятся. При простых методах окраски и методе Грама споры не окрашиваются, но видны в виде блестящих образований, расположенных внутри и вне клетки. В основу методов окраски спор положено предварительное воздействие на оболочку для ее разрыхления какого-либо вещества или окраска при подогревании с растворами красителей в большой концентрации.

Метод Ожешко:
1. На высушенный нефиксированный препарат наливают несколько капель 0,5% раствора НСL и подогревают до кипения 2-3 мин. Сливают кислоту; промывают водой; сушат и фиксируют.

2. Через полоску фильтровальной бумаги окрашивают карболовым фуксином Циля, подогревая до отхождения паров.

3. Обесцвечивают 5% раствором H2SO4 несколько секунд, промывают водой.

4. Окрашивают метиленовым синим или 1% раствором малахитового зеленого 3-5 мин. промывают водой, высушивают.

Споры рубиново-красного цвета, вегетативные формы синие или зеленые.

Метод Тружильо:
1. Фиксированный препарат окрашивают 7 мин. 0,5% раствором малахитовой зелени через полоску фильтровальной бумаги, подогревая до отхождения паров. Промывают водой.

2. Окрашивают 0,25% водным раствором фуксина - 1 мин., высушивают. Споры зеленого цвета, вегетативные формы красные.

Идентификация микроорганизмов, значение выявления структурных элементов бактерий.
Выявление структурных элементов бактерий возможно благодаря неодинаковому физико-химическому строению их и различному отношению к красителям. Изучение структурных элементов бактериальной клетки, прежде всего, имеет дифференциально – диагностическое значение в связи с индентификацией. Вместе с тем это позволило накопить огромный материал по их субмикроскопической организации и исследованию у них физико-химических процессов на молекулярном уровне, что способствует развитию, помимо описанного раздела, функциональной морфологии. Большой вклад в изучение анатомии и ультраструктуры бактерий внесли микробиологи - цитологи: Мюррей (канад.), Итерсон (голл.), Райтер (фр.), Келленвергер (шв.), и советские ученые М.А. Пешков, А.А. Авакян. В 1972г.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

1. Приготовление препарата из культуры №1 с плотной питательной среды. Окраска по Зырянову для выявления капсул.

Приготовьте 2 стекла: обычное предметное и стекло со шлифованным краем. На обезжиренное стекло (ближе к его правому краю) нанесите каплю сыворотки, внесите в нее исследуемую культуру №1 и тщательно суспензируйте. После чего сделайте тонкий мазок. Для этого прикоснитесь к капле сыворотки с культурой краем шлифованного стекла, установленного под углом 45(  и легким, быстрым движением, прижимая шлифованное стекло, продвиньте его влево по предметному стеклу, не доходя 1-1,5 см до края. Мазок высушите на воздухе, зафиксируйте в смеси Никифорова (1 часть спирта + 1 часть эфира) в течение 15 мин, после чего окрасьте карболовым фуксином Циля, погрузив его в стакан с краской на 5-10 с. Затем препарат осторожно промойте водой, промикроскопируйте с иммерсионной системой. Полученный результат занесите в протокол и сделайте вывод.

Ожидаемый результат: в препарате на розовом фоне видны бактерии (описать их морфологию), окруженные неокрашенным ободком - капсулой. Метод Зырянова относится к негативным методам выявления капсул; которые в виду высокого содержания воды обладают низким сродством к красителям.
2. Приготовление фиксированного препарата из культуры №2, растущей на плотной питательной среде. Окраска по Тружильо для выявления спор.

Приготовьте фиксированный препарат из исследуемой культуры. На препарат поместите полоску фильтровальной бумаги, смочите 0,5% раствором малахитовой зелени, подогрейте над пламенем горелки до отхождения паров и затем остудите. После чего опять добавьте краску и вновь подогрейте до отхождения паров. Процедуру повторите еще 1-2 раза так, чтобы общее время окраски препарата составляло не менее 7 мин. Остудив препарат, тщательно промойте его водой и докрасьте 0,25% раствором фуксина в течение 2 мин; снова промойте водой, высушите фильтровальной бумагой и промикроскопируйте с иммерсионной системой. Полученный результат занесите в протокол и сделайте вывод.

Ожидаемый результат: споры бактерий окрашиваются в зеленый цвет, а вегетативные формы – в розовый. Споры бактерий имеют многослойную непроницаемую оболочку, поэтому для их окраски используют «агрессивные» методы, предусматривающие прогревание (метод Тружильо), прогревание и протравливание кислотой (метод Ожешко, метод Циля-Нильсена).
3. Приготовление препарата из культуры №3, выращенной на жидкой или плотной питательной среде. Окраска по Нейссеру для выявления зерен волютина.

Приготовьте фиксированный препарат из исследуемой культуры. На препарат нанесите уксусно-кислую синьку Нейссера на 1 мин, после чего краску смойте и нанесите раствор Люголя на 30 с, который слейте  и докрасьте препарат водным раствором хризоидина в течение 15 с, промойте водой и высушите фильтровальной бумагой. Промикроскопируйте с иммерсионной системой. Полученный результат занесите в протокол и сделайте вывод.

Ожидаемый результат: зерна волютина окрашиваются в темно-синий или черный цвет, а клетка – в желтый. Это связано с тем, что зерна волютина, содержащие полифосфаты, имеют в отличие от цитоплазмы щелочную реакцию и избирательно воспринимают уксусно-кислую синьку.
4. Промикроскопируйте демонстрационный препарат из культуры №4. Окраска по Лейфсону для выявления жгутиков. Полученный результат занесите в протокол и сделайте вывод.

Окраска жгутиков по Лейфсону: петлей забирают микробную массу из конденсата 18-часовой агаровой культуры и вносят в пробирку с 2 мл дистиллированной или водопроводной воды. Не взбалтывая и не встряхивая, ждут,  пока вода не помутнеет, после чего суспензию оставляют в штативе на 5-7 мин. Тем временем на хорошо обезжиренном стекле восковым карандашом рисуют прямоугольник, занимающий  2/3 стекла. Каплю суспензии наносят на предметное стекло в начале прямоугольника и, наклоняя стекло, дают ей стечь в противоположную сторону. Препарат высушивают на воздухе.

На сухой препарат наливают смесь равных объемов гипертонического раствора хлорида натрия и танина; протравливание продолжают в течение 5 мин. Смесь сливают, осторожно промывают водой и докрашивают раствором розалинина 2-3 мин. Промывают водой, высушивают на воздухе.

Ожидаемый результат: у большинства бактерий толщина жгутиков не превышает 10-30 нм, т. е. жгутики находятся за пределами разрешающей способности обычного микроскопа. Поэтому в основе всех методов их выявления, в том числе и метода Лейфсона, лежит искусственное увеличение размеров жгутиков за счет нанесения протравы, что позволяет увидеть их при иммерсионной микроскопии. 

При микроскопии демонстрационного препарата нужно обратить внимание не только на количество и характер расположения жгутиков, но и на морфологию изучаемой культуры. 
5.4. Итоговый контроль знаний:
- вопросы для самоконтроля:

1. Какой метод окраски является основным для изучения морфо-тинкториальных свойств бактерий и почему?

2. Обоснуйте, какие структуры (обязательные или необязательные) имеют дифференциально-диагностическое значение при изучении микроорганизмов.

3. Почему негативный метод является основным при выявлении капсул у бактерий. Назовите микроорганизмы, образующие макрокапсулы.

4. Как будет выглядеть препарат из культуры спорообразующих бактерий, окрашенный по методу Грама и почему?

5. Обоснуйте возможность использования спор бактерий для биологического контроля режима стерилизации автоклава.

6. Для каких бактерий выявление зерен волютина имеет дифференциально-диагностическое значение?

7. Какими косвенными методами можно выявить наличие жгутиков у микроорганизмов?
- решение ситуационных задач по теме:

ЗАДАЧА №1. От больного с клиническим диагнозом «Дифтерия» была выделена культура C. diphtheriae. Известно, что одним из дифференцирующих признаков возбудителя дифтерии является наличие зерен волютина на концах бактериальной клетки.

1. Какие методы окраски вы предложите для идентификации C. diphtheriae?

2. Возможно ли выявить зерна волютина с помощью окраски по Граму? Почему?

ЗАДАЧА №2. Приготовлен фиксированный препарат из чистой культуры, выделенной от больного с подозрением на кожную форму сибирской язвы, окрашен для обнаружения возбудителя и его спор по методу Ожешко.

1. В какой цвет должны окраситься споры?
2. В какой цвет должны окраситься вегетативные формы?
ЗАДАЧА №3. Известно, что возбудители некоторых инфекционных заболеваний (стрептококки, гонококки и др.) в организме человека способны переходить в состояние L-форм. Это приводит к хронизации процесса и, в ряде случаев, неэффективности антибактериальной терапии.

1. Какие антибактериальные препараты могут спровоцировать образование L-форм?
2. Каков механизм образования L-формы под действием пенициллина?
6. Домашнее задание для уяснения темы занятия:
1. Понятие «эукариоты» и «прокариоты», их отличия; ультраструктура бактериальной клетки и методы, позволяющие ее изучить.
2. Обязательные и необязательные структурные элементы микробной клетки.
3. Особенности строения клеточной стенки у Грам (+) и Грам (-) бактерий. L-формы, протопласты, сферопласты.
4. Строение, расположение, химический состав капсулы бактерий.
5. Органоиды движения у бактерий (жгутики), классификация микроорганизмов на основании их количества и расположения; методы выявления.
6. Включения в бактериальной клетке, их разновидности, химический состав и функции. Диагностическое значение обнаружения некоторых из них (например: зерна волютина)
7. Споры бактерий, химический состав, спорообразование и его биологическая роль, расположение спор в микробной клетке (центрально, субтерминально, терминально), методы окраски и выявления спор.
8. Значение выявления структурных элементов бактерий в идентификации микроорганизмов.
7. Рекомендации по выполнению НИРС:

Темы рефератов:

1. Обязательные структурные элементы бактерий, выполняемые ими функции.

2. Значение L-трансформации в патогенезе инфекционных заболеваний.

3. Проблемы диагностики инфекционных заболеваний, вызванных L-формами.
8. Рекомендуемая литература по теме занятия:

Основная литература:
1. Борисов, Л. Б. Медицинская микробиология, вирусология, иммунология: учебник / Л. Б. Борисов. - 5-е изд., испр. - Москва: Медицинское информационное агентство, 2016. - 785 с. - Текст: электронный.
Дополнительная литература:
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. Микробиология: учебник / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 616 с.: ил. - Текст: электронный.

4. Микробиология, вирусология: руководство к практическим занятиям: учеб. пособие / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - 2-е изд., перераб. и доп. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. - 408 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.
Электронные ресурсы:
ЭЛЕКТРОННЫЙ АТЛАС - руководство по бактериологии, микологии, протозоологии и вирусологии с иммунологией и аллергологией (под ред. акад. РАМН, проф. Воробьева А.А., проф. Быкова А.С.) (http://medicine-live.ru/page/atlas/micro/)
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