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1. Занятие № 6.
Тема: Генетика микроорганизмов. Бактериофагия. ПЦР-диагностика и другие молекулярно-генетические методы изучения микроорганизмов.
2. Форма организации занятия: практическое занятие.

3. Значение изучения темы: 

Генетические исследования микробов, начатые в целях их систематики и усовершенствования диагностики инфекционных заболеваний, позволили получить целый ряд вакцин и антибиотиков и тем самым добиться резкого снижения и ликвидации ряда бактериальных и вирусных инфекций. Одновременно с этим генетические исследования легли в основу микробиологического производства ферментов, витаминов, гормонов, алкалоидов, алкоголя, органических кислот и других ценных лекарственных и пищевых препаратов.

Особенно актуальным становится изучение генетики микроорганизмов в связи с развитием генной инженерии. Методы генной инженерии позволяют создавать вакцины нового поколения, получать культуры – продуценты активнодействующих веществ, открывают возможность лечения наследственных болезней обмена веществ у человека, разрабатывать современные методы диагностики инфекционных заболеваний.

Лекарственно-устойчивые микроорганизмы возникли и стали развиваться после внедрения химиопрепаратов и антибиотиков в клиническую практику. Этот процесс наблюдается не только среди патогенных, но и условно-патогенных форм микроорганизмов. Последние часто становятся причиной осложнения, вплоть до тяжелых форм гнойно-септических заболеваний. Поэтому весьма актуально использование уже имеющихся и конструирование новых препаратов бактериофагов. В отличие от химиотерапевтических средств фаги действуют избирательно на клетки определенного вида, не затрагивают представителей нормальной микрофлоры и безвредны для человеческого организма. При создании препаратов бактериофагов необходимо обеспечивать их широкую валентность – полноту лизируемости циркулирующих штаммов.

Расширение путей введения фагов в организм требует разработки безбелковых безаллергенных сред для их приготовления, особенно в случае введения фагов детям грудного возраста, а также страдающим диатезами и другими аллергическими заболеваниями.

Неотложной задачей является расширение номенклатуры бактериофагов в соответствии со структурой гнойно-септических заболеваний - фаги к клебсиеллам, цитробактериям, провиденциям, гафниям, расширение валентности стафилококкового фага с включением рас, активных не только к золотистым, но и эпидермальным стафилококкам.

4. Цели обучения: 

- учебная: 

знать: 
· основные закономерности наследственности и изменчивости бактерий и их значение для медицины;
· строение бактериального генома. Отличительные особенности организации генотипа у про- и эукариот;
· современные представления о механизмах репликации хромосомной ДНК у бактерий. Полуконсервативный способ;
· роль плазмид и других мобильных генетических элементов в жизнедеятельности бактерий;
· характеристика основных форм изменчивости. 
· механизмы возникновения наследственной и ненаследственной изменчивости. Фенотипическая и генотипическая изменчивость. Модификации и мутации;
· виды рекомбинаций у бактерий. Характеристика процессов трансформации, коньюгации, трансдукции и лизогенной конверсии;
· роль различных видов изменчивости в эволюции бактерий. Механизмы возникновения и распространения лекарственной устойчивости на уровне клетки и популяции. R-плазмиды и их роль в формировании устойчивости;
· история изучения видов изменчивости у бактерий. Понятия прототроф, ауксотроф, значение при изучении изменчивости;
· бактериофаги;
· бактериофаг. Понятие о вирулентных и умеренных бактериофагах. Классификация, механизмы взаимодействия бактериофага с клеткой. Лизогения и лизогенная конверсия. 

· трансдукция. Понятия профаг, дефектный фаг. Практическое значение бактериофагов в биологии и медицине. Генная инженерия и биотехнология;
· генетическая основа молекулярно-биологических методов диагностики (плазмидный профиль, рестрикционный анализ, риботипирование, использование микрочипов, разновидности ПЦР: в реальном времени, branch-PCR).

уметь:
· пользоваться учебной, научной литературой, сетью Интернет для профессиональной деятельности;

· соблюдать технику безопасности и правила работы с материалом, представляющим биологическую опасность;

· пользоваться микробиологическим оборудованием;

· работать с увеличительной техникой;

· обосновать выбор материала и методов микробиологической диагностики с учетом биологии возбудителя, патогенеза и основных клинических проявлений заболевания; интерпретировать полученные результаты;

· использовать полученные знания по резистентности микроорганизмов для определения тактики антимикробной терапии; применить принципы экстренной профилактики и антитоксической терапии пациентов;

· анализировать действие лекарственных средств – антибиотиков и иммунобиологических препаратов – по совокупности их свойств и возможность их использования для терапевтического лечения пациентов различного возраста;

· использовать полученные знания по влиянию физических и химических факторов на микроорганизмы в профилактике внутрибольничных инфекций и борьбы с ними;
· выявить проявления фенотипической изменчивости (модификации) у бактерий;
· учитывать и оценивать результаты ПЦР;
· установить феномен бактериофагии на плотных и жидких питательных средах, оценить полученные результаты.

владеть: 
· базовыми технологиями переработки информации: текстовые, табличные редакторы, поиск в сети Интернет;

· основными навыками работы с современными приборами, применяемыми для диагностики инфекционных заболеваний;

· навыками интерпретации результатов микробиологических, молекулярно-генетических и иммунологических методов диагностики инфекционных заболеваний;

· алгоритмом подбора иммунобиологических препаратов с целью профилактики и терапии инфекционных заболеваний.
5. План изучения темы:

5.1 Контроль исходного уровня знаний
1. МАТЕРИАЛЬНАЯ ОСНОВА НАСЛЕДСТВЕННОСТИ БАКТЕРИЙ
1) +РНК
2) - РНК
3) белок
4) г-я-РНК (гетерогенная ядерная)
5) ДНК
2. R-ПЛАЗМИДЫ БАКТЕРИЙ КОНТРОЛИРУЮТ
1) лекарственную устойчивость 
2) синтез половых ворсинок 
3) синтез бактериоцинов 
4) токсинообразование 
5) спорообразование 
3. ПОЛИМЕРАЗНАЯ ЦЕПНАЯ РЕАКЦИЯ (ПЦР)
1) многоцикловой процесс репликации ДНК
2) секвинирование генома бактерий
3) многоцикловой процесс синтеза белка
4) применяется с целью фаготипирования бактерий
5) учитывается фотоколориметрически
4. БАКТЕРИОФАГИ
1) облигатные паразиты вирусов
2) облигатные паразиты бактерий
3) прокариоты
4) эукариоты
5) возбудители инфекционных заболеваний человека
5. ЛИЗОГЕНИЯ ХАРАКТЕРИЗУЕТСЯ
1) автономной репликацией генома бактериофага
2) миграцией генома бактериофага в другой репликон
3) синтезом белков бактериофага
4) репликацией генома бактериофага как составной части генома клетки
5) индукцией мутаций
6. ФЕНОТИП
1) совокупность всех признаков и свойств бактериальной клетки

2) совокупность всех генов бактериальной клетки

3) изменяется в четком соответствии с изменением генотипа

4) передается по наследству

5) реализует все генетические возможности клетки

7. ГЕНЕТИЧЕСКИЕ РЕКОМБИНАЦИИ – РЕЗУЛЬТАТ
1) модификаций

2) диссоциаций

3) трансформаций

4) репараций

5) мутаций

8. ПЕРЕДАЧА ПЛАЗМИДНЫХ ГЕНОВ ПРОИСХОДИТ В РЕЗУЛЬТАТЕ
1) трансформации 

2) коньюгации

3) трансдукции 

4) рекомбинации 

5) репарации 

9. УМЕРЕННЫЕ БАКТЕРИОФАГИ ВЗАИМОДЕЙСТВУЮТ С КЛЕТКОЙ ПО ТИПУ
1) продуктивной инфекции
2) модификаций

3) абортивной инфекции 

4) лизогении
5) диссоциаций

5.2 Основные понятия и положения темы:

Организация генетического материала у бактерий. Понятие о фенотипе и генотипе.
Открытие, что материальной основой изменчивости является ДНК, связано с работами О. Эвери, К. Мак-Леода и М. Мак-Катри (1944 г.). Эти ученые показали, что очищенная ДНК капсульного пневмококка, как и его экстракт, с которым экспериментировал Ф. Гриффитс (1928 г.) вызывает образование капсул у бескапсульных штаммов того же пневмококка.

В начале 50-х г. г. генетические исследования микроорганизмов приобрели необычайно широкий размах. В опытах А. Херши и М.Гей (1952 г.) было показано, что при инфицировании фагом клеток кишечной палочки в них проникает только его ДНК, содержащая генетическую информацию для воспроизведения потомства фага.

Г. Френкель-Конрат и Шрам, а затем и другие воспроизвели инфекцию и получили полноценные вирусные частицы путем заражения клеток одной нуклеиновой кислотой, очищенной от белка и других соединений.

Окончательные доказательства генетической роли ДНК были получены А.Корнбергом, который искусственно синтезировал ДНК фага fх174, осуществил инфекцию у бактерий и наблюдал выход полноценных фаговых частиц.

Таким образом, материальной основой наследственности и изменчивости, определяющей генетические свойства всех организмов, в том числе бактерий и вирусов, является ДНК. Исключение составляют РНК - содержащие вирусы, у которых генетическая информация записана в РНК.

Внехромосомные факторы наследственности (плазмиды, транспозоны, Is-последовательности).
Термин «плазмиды» впервые был применен Леденбергом (1952 г.) для обозначения всех внехромосомных наследственных детерминант. В настоящее время под этим термином понимают независимо реплицирующуюся внехромосомную ДНК бактерий. Хотя плазмиды не обязательны для жизнедеятельности бактерий в целом, они могут кодировать разнообразные генетические детерминанты, позволяющие бактериям- хозяевам лучше выживать в неблагоприятных условиях или успешнее конкурировать с другими микроорганизмами, занимающими ту же экологическую нишу.

Плазмиды обладают свойствами репликона. Крупные плазмиды (30 х 106 и более) реплицируются, как правило, синхронно с хромосомной репликацией. Они присутствуют в клетке в количестве 1-2 копий. Многие мелкие плазмиды (1,5 - 30 х 106) реплицируются не синхронно с хромосомой; количество их копий в клетке составляет 10-30.

Некоторые плазмиды обладают способностью существовать в двух состояниях: автономном и интегрированном с хромосомой. Примером является R-плазмиды.

Все плазмиды разделяют на конъюгативные и неконъюгативные. Первые переносят собственную ДНК от клетки-донора в клетку-реципиент при конъюгации, что определяется наличием в них tra-оперона (transfer-перенос), содержащего гены, ответственные за перенос ДНК. Например, F-плазмиды, а также некоторые Соl-плазмиды, R-плазмиды.

Наличие плазмид в клетке создает иммунитет к суперинфекции гомологичными плазмидами. В результате родственные плазмиды не могут существовать в одной клетке. Это феномен, получивший название несовместимости, стал основным признаком при классификации плазмид. Плазмиды, не способные к совместному существованию в одной клетке, относят к первой группе несовместимости. В настоящее время известно 25 таких групп, и их число продолжает увеличиваться.

Многие плазмиды элиминируют спонтанно или под влиянием различных индукторов (УФ-облучение, температура, магнитное поле, акридиновые красители, соли тяжелых металлов и др.).

Подвижные генетические элементы входят в состав бактериального генома, бактериальной хромосомы и плазмиды. К подвижным генетическим элементам относятся вставочные последовательности в ДНК и трапспозоны. Вставочные последовательности, или Is-элементы (от англ. – insertion sequences) – это участки ДНК, способные как целое перемещаться из одного участка репликона в другой, а также между репликонами. Они содержат только гены, необходимые дл перемещения. Транспозоны (Тn) – это сегменты ДНК, обладающие теми же свойствами, что и вставочные последовательности, но имеющие структурные гены, т. е. гены, обеспечивающие синтез молекул, которые обладают специфическим биологическим свойством (например, токсичностью) или обеспечивают устойчивость к антибиотикам.

Перемещаясь по репликону или между репликонами, подвижные генетические элементы вызывают: 1) инактивацию генов тех участков ДНК, куда они, переместившись, встраиваются; 2) образование повреждений генетического материала; 3) слияние репликонов, т. е. встраивание плазмиды в хромосому; 4) распространение генов в популяции бактерий, что может приводить к изменению биологических свойств популяции, смене возбудителей инфекционных заболеваний, а также способствует эволюционным процессам среди микробов.

F-, Col-, R- плазмиды, плазмиды вирулентности, их фенотипическое проявление, значение.

В медицинском отношении важны:

· R- плазмиды, определяющие лекарственную устойчивость бактерий;

· Col - плазмиды, детерминирующие образование бактериоцинов;

· Еnt - и Hly-плазмиды, обеспечивающие соответственно синтез токсина и гемолизина и влияющие на патогенность микробов;

· F- плазмиды, обусловливающие конъюгацию у бактерий;

· Плазмиды, контролирующие устойчивость бактерий к физическим факторам, солям тяжелых металлов, их метаболизм и утилизацию различных соединений.

К плазмидам по ряду свойств относятся умеренные фаги, осуществляющие специфическую трансдукцию.

Модификационная изменчивость у бактерий, ее механизмы и формы проявления.
Изменчивость микроорганизмов - это способность клеток изменять видовые признаки и свойства. Различают генотипическую и фенотипическую формы изменчивости; одной из форм изменчивости, в основе которой лежат мутации, является диссоциация. (П. Де Круи, Дис. Аркрайт).

Диссоциация проявляется в образовании двух типов колоний при рассеве чистой культуры бактерий на твердой питательной среде. Один тип R - колонии (rough - неровный), второй тип - S- колонии (smooth - гладкий).

Процесс диссоциации протекает в одном направлении от S в R- форму, иногда через промежуточные стадии образования слизистых колоний. Переход R в S- форму происходит редко. Для большинства патогенных бактерий характерен рост в виде S- формы. Исключение составляют бактерии туберкулеза, чумы, сибирской язвы и др. R- формы бактерий, образуются в результате мутаций генов, контролирующих образование ферментов, участвующих в синтезе ЛПС клеточной стенки бактерий. У некоторых бактерий (Е. сoli 0124, S. sonnei) эти мутации происходят с частотой 10-2 – 10-3. Диссоциация может проявляться в образовании колоний желтого и белого цвета при рассеве культуры S. aureus, прозрачные и мутные колонии при рассеве культуры вибриона. В процессе диссоциации одновременно с изменением морфологии меняются биохимические свойства, антигенные и патогенные свойства бактерий.

Изменчивость, при которой смена фенотипа микроба происходит без изменения генотипа, хотя и под его контролем, называется ненаследственной, фенотипической или модификацией. Модификации - это эволюционно закрепленные адаптивные реакции микроорганизмов в ответ на изменение условий окружающей среды. Эти реакции обеспечивают жизнеспособность микроба и исчезают после устранения действия фактора, выбывающего его образование.

Модификация возникает под действием различных факторов:

· Химических: хлорид кальция, соли лития, глицерин, фенол, железо.

· Физических: температура, влажность, радиация, действие магнитных полей.

· Биологических: антитела, химиопрепараты.

Изменчивость происходит и в природных условиях, в местах естественного обитания микробов, и в организме больного.

Модификация может касаться разных свойств микроорганизмов – морфологических, культуральных, биохимических, биологических и др.

Морфологическая модификация выражается в изменении формы и величины бактерий. Изменяя условия ассимиляции путем повышения концентрации химических ингредиентов питательной среды: солей лития, хлорида натрия и др. - можно получить так называемые инволюционные формы микробов с причудливыми изменениями их морфологии. В частности, в опыте по изменению морфологических свойств у вульгарного протея под действием фенола.

Культуральная модификация состоит в изменении культуральных свойств микроорганизмов при изменении состава питательной среды и условий культивирования. Например, при недостатке кислорода у стафилококка утрачивается способность образовывать пигмент. Чудесная палочка образует пигмент при комнатной температуре и не образует при температуре 37 градусов и т.д.

Биохимическая модификация. Каждый вид вырабатывает определенный вид ферментов, что заложено в генотипе. В процессе жизнедеятельности обычно функционируют не все гены. Например, кишечная палочка, растущая на среде без лактозы, не вырабатывает лактазу, но если ее пересеять на среду с лактозой, то она начинает продуцировать ее. Следовательно, адаптивные ферменты позволяют приспосабливаться к определенным условиям существования.

Генотипическая изменчивость. Мутации и генетические рекомбинации у бактерий.
Генотипическая изменчивость может возникать в результате мутаций и генетических рекомбинаций.

Мутации - это наследуемые изменения в генотипическом материале, не связанные с процессом генетических рекомбинаций. Будучи первоисточником всех биологических изменений, они наряду с механизмами переноса генов обуславливают генотипическую изменчивость, поставляющую материал для эволюции. Мутации представляют собой ценный инструмент в генетических и биохимических исследованиях. Во-первых, изменения, которые. вызывает мутация в определенном гене, позволяют не только идентифицировать этот ген, но и точно указать его место в хромосоме с помощью метода генетического картирования. Во-вторых, анализ мутантных штаммов, у которых нарушены различные этапы сложной цепи биохимических процессов, может вскрыть детали организации генетического и биохимического аппаратов. В-третьих, знание механизмов действия различных мутагенов может помочь в установлении корреляции между мутагенным и канцерогенным действием множества факторов окружающей среды.

Мутации можно классифицировать по происхождению, локализации в хромосоме, характеру изменений в первичной структуре ДНК, фенотипическим последствиям и т.д.

Все эти мутации причинно обусловлены. Но те из них, которые возникают при воздействии на микроорганизмы случайных, не учитываемых факторов внешней среды, называются спонтанными. Другие, появляющиеся после обработки культуры известными агентами-индуцированными. Частота спонтанных мутаций низкая (10-2 – 10-4). По имеющимся данным, в их контроле участвуют особые гены - мутаторы.

По локализации мутации делятся па нуклеоидные (ядерные) и цитоплазматические. Последние – это мутации плазмид. Нуклеоидные мутации бывают хромосомные и генные Хромосомные мутации затрагивают структуру генома, сопровождаются макроизменениями генетического аппарата. Генные мутации представляют собой качественные изменения в отдельных генах и чаще всего являются точковыми.

По направленности изменений все мутации делят на прямые и обратные (реверсивные). Прямые мутации встречаются у микробов дикого фенотипа и ведут к возникновению мутантного фенотипа. Мутация сопровождающаяся риверсией к дикому типу, называется обратной, а обратная мутация, в результате которой полностью восстанавливается генотип и фенотип, - истинной реверсией.

Возврат дикого фенотипа без восстановления первоначальной структуры генотипа посредством компенсации или подавлением мутационных изменений называется супрессией.

Факторы, вызывающие мутации, называются мутагенами. Мутагены подразделяют на физические, химические и биологические.

К физическим мутагенам относился УФ-лучи, ионизирующее излучение, магнитные поля, температура.

Среди химических веществ наиболее сильными мутагенами являются аналоги азотистых оснований, азотистая кислота, алкилирующие соединения, антибиотики и др.

К биологическим мутагенам можно отнести фаги, антибиотики, фитонциды.

Под влиянием мутагенов частота мутаций возрастает в 10 -100000 раз.

Мутации возникают в результате:

· замены пар оснований в молекуле ДНК (транзиция, и трансверсия);

· делеций одной пары или групп пар оснований;

· вставок одной пары или групп пар оснований;

· изменения в соотношениях частей хромосомы (инверсий).

Помимо прямого действия на ДНК, мутагены могут оказывать влияние на ферменты репликации ДНК, процесс транскрипции и трансляции, на т-РНК.

При рекомбинации происходит как замещение ДНК, так и ее добавление. По теории «разрыв-воссоединение», замещение участков ДНК реализуется в процессе кроссинговера с участием специальных гес-генов, детерминирующих репарационные процессы в клетке. Замещенный участок «собственной» ДНК вырезается и выбрасывается с помощью эндоклеточных нуклеаз. Встраивание нового фрагмента ДНК осуществляется лигазами.

Так как при рекомбинациях молекула ДНК не разрушается, а лишь модифицируется, то перестройка генотипических структур в отличие от мутаций не вызывает летальных эффектов. Особенностью является то, что фенотипическое выражение нового признака обнаруживается сразу после интеграции экзогенной ДНК.

Генотипические рекомбинации возникают при трансформации, конъюгации, трансдукции. Частота рекомбинаций различна (10-1 – 10-9) и зависит от эффективности кроссинговера и механизма передачи экзогенной ДНК.

Низкочастотные механизмы передачи - трансформация, конъюгация с передачей хромосомы, трансдукция, и высокочастотные - конъюгационная передача плазмид, лизогенизация, фаговая конверсия. В большинстве случаев передача генетической информации осуществляется бактериальными плазмидами.

Механизмы передачи генетической информации у бактерий: конъюгация, трансдукция, трансформация.
Конъюгация - это перенос генетического материала от клетки-донора в клетку-реципиента при их контакте. Открыта в 1946 году Д. Леденбергом и Э. Тейтумом, которые совместно культивируя 2 аутотрофных штамма E.coli К-12 получали прототрофы с частотой 1 на 107 клеток. Они доказали, что в основе этого явления лежит рекомбинация генов, наступающая после переноса хромосомы из одной клетки в другую при их контакте.

В последствие В. Хейс и Д. Леденберг доказали, что при конъюгации происходит односторонний перенос генетического материала, и рекомбинанты всегда формируются на основе одной клетки из каждой конъюгирующей пары. Клетку, передающую генетический материал, называют донорской, а воспринимающую - реципиентной.

Последующие исследования показали, что клетки донора обладают фактором фертильности (плодовитости) или F- фактором, который является типичной конъюгативной плазмидой. Конъюгативные плазмиды обладают генами tra, которые определяют и (или) контролируют:

· образование половых ворсинок (пилей) для осуществления донорскими клетками контакта с клетками реципиента;

· вещества, снижающего частоту конъюгации донора с донором;

· конъюгационный перенос плазмидной или хромосомной ДНК, начинающийся с определенного места в молекуле конъюгативной плазмиды.

Конъюгативные плазмиды имеют также гены, контролирующие:

1. их репликацию, не связанную с половым процессом;

2. число копий плазмид в пересчете на эквивалент хромосомной ДНК,

3. функции несовместимости.

F-фактор может существовать как автономно у F+-донора, так и в интегрированном состоянии у Hfr-донора. Реципиентные клетки не имеют F-фактора и обозначаются F-.

F+-доноры передают F-плазмиды практически всем F--клеткам, с которыми они спариваются, но генетическую информацию хромосом они способны передавать с низкой частотой (10-6 – 10-7). Наоборот скрещивание Hfr x F- обеспечивает высокую вероятность формирования рекомбинантов (10-1 – 10-3), но не приводит к передаче F-фактора. Доноры Hfr передают хромосому направленно и последовательно, начиная с генетически фиксированной О- точки (origin - начало), зависящей от места интеграции F-фактора в бактериальной хромосоме.

Hfr - доноры при освобождении полового фактора могут превращаться в F+- доноров, и наоборот. При очередном отщеплении F-фактора из хромосомы в его состав могут включаться гены донора. Такой комбинированный половой фактор назван f'. При скрещивании F+-доноров, содержащих F’ - фактор, с F--клетками приводит к возникновению в популяции реципиентных клеток, как рекомбинантов, так и F+-клеток.

Выход трансдуктантов выше на полноценной среде, чем на минимальной. Определенное значение имеет рН среды, так как влияет на заряд оболочек бактерий, а, следовательно, на образование эффективных пар; оптимальная температура 37o; соотношение F+- и F--клеток (F+ меньше, чем F-).

Конъюгация, обычное явление у всех грамотрицательных бактерий, обнаружена и у некоторых видов Streptomyces и Streptococcus.

Трансдукция - это процесс передачи генетической информации от донора к реципиенту с помощью умеренного фага.

Трансдукцию бактерий открыли Д. Ледерберг и Н. Циндер (1952 г.). С помощью трансдуцирующего фага могут передаваться многие признаки и свойства: способность сбраживать углеводы, синтезировать аминокислоты и витамины, резистентность к антибиотикам, вирулентность, токсигенность, жгутики.

Различают три вида трансдукции: генерализованную или общую, специфическую, абортивную.

Общую трансдукцию осуществляют фаги с множественной локализацией на хромосоме бактерий. Данный тип трансдукции был изучен на системе Salm. typhimurium - фаг Р- 22. Размер переносимого фагом сегмента хромосомы донора определяется размером его генома, который в 100 раз меньше хромосомы бактерий. Вследствие этого при общей трансдукции передаются единичные признаки. Частота этого типа трансдукции низкая - одна трансдуцированная клетка на 105-107 фаговых частиц.

Необходимо подчеркнуть, что фрагмент бактериальной хромосомы при трансдукции замещается, а не добавляется к уже существующей генетической информации; следовательно, сам процесс не связан с лизогенизацией бактериальной культуры - включением фаговой ДНК в бактериальную хромосому.

Специфическая трансдукция характеризуется передачей от донорской клетки клетке-реципиенту строго определенных генов. Морзе и супруги Леденберг (1956 г.) первыми сообщили о подобном явлении. Они установили, что фаг l, находящийся в состоянии профага в лизогенной gal+ донорской Е. coli (штамм К- 12), индуцированный ультрафиолетом закономерно переносил рецепиентным gal- Е. coli галактозоразлагающий признак. Частота передачи составляла 10-6 λ частиц. Аналогичными свойствами обладает фаг Ф-80, трансдуцирующий Е. coli свойство синтезировать триптофан. Процесс закономерно заканчивался лизогенизацией реципиентной Е. сoli, но фаг λ оказался неспособным к продуктивной инфекции ни спонтанно, ни после воздействия индуцирующими веществами. Вместе с тем, реципиентные бактерии приобрели иммунитет к суперинфекции фагом λ. Выяснилось, что фаг λ, трансдуцирующий gal+, является дефектным, так как он потерял 0,25 своей ДНК взамен приобретенного локуса донорской клетки, контролирующего разложение галактозы. Такой факт был обозначен, как λdgal; обнаружен Озеки в 1956 году.

При этом типе трансдукции трансдуцированный фрагмент не включается в геном клетки реципиента, а существует автономно и без репликации; при этом он способен функционировать и проявляться фенотипически. Во время деления клетки трансдуцированный фрагмент ДНК-донора может передаваться только одной из двух дочерних клеток, т.е. наследуется однолинейно и в итоге утрачивается в потомстве.

Трансдукция обнаружена у многих видов бактерий: эшерихий, шигелл, сальмонелл, холерного вибриона, протея, стафилококков, синегнойной палочки и др. Чаще удается внутривидовая трансдукция. Большой интерес представляют данные о межвидовой трансдукции и ее возможности в природных условиях. Трансдукция служит активным механизмом формирования культур с измененными свойствами и может играть большую роль в эволюции микробов.

Трансформация - это процесс передачи генетической информации от донора к реципиенту с помощью изолированной ДНК.

В 1928 г. Ф. Гриффитс обнаружил, что если ввести мыши подкожно бескапсульные клетки пневмококков вместе с убитыми нагреванием капсульными клетками типа II, то через несколько дней мышь погибнет. В крови животного обнаруживаются только капсульные клетки типа II. Таким образом, из мертвых клеток типа II выделилось что-то такое, что сообщило живым R- клеткам способность образовывать капсульный полисахарид иного типа.

В дальнейшем было показано, что этот феномен можно воспроизвести в опытах in vitro, смешивая авирулентные пневмококки с убитыми нагреванием капсульными вирулентными пневмококками. Позднее было обнаружено, что трансформация может происходить и при использовании бесклеточных экстрактов капсульного пневмококка.

В 1944 году О. Эвери, К. Мак-Леод и М. Мак-Карти удалось очистить трансформирующее начало пневмококка и показать, что оно представляет собой ДНК.

После 1944 года подобного рода трансформация была проведена с бактериями, относящимися к другим родам, в частности к Hаemophilus, Neisseria, Bacillus, Escherichia.
Трансфекция - это процесс аналогичный трансформации, при котором выделенная ДНК бактериофага, будучи внесенной в культуру компетентного реципиента, обуславливает образование фаговых частиц. В тех случаях, когда в компетентную реципиентную клетку не попадает фаговый геном весь целиком, для его образования необходимо, чтобы в клетке-реципиенте прошла рекомбинация проникших в нее нескольких неполных фаговых хромосом.

Процесс трансформации складывается из пяти основных стадий:

· контакт ДНК с клеткой;

· поглощение ДНК;

· соединение трансформирующей ДНК с гомологичным фрагментом хромосомы реципиента;

· интеграция части ДНК в результате рекомбинации;

· репликация интегрированной в хромосоме новой информации.

Способность или неспособность к трансформации для любого бактериального штамма зависит от:

· его компетентности, под которой понимают способность реципиентного штамма включать ДНК из культуральной среды внутрь клетки;

· физико-химических свойств трансформирующей ДНК;

· условий среды, в которой происходит трансформация

Компетентность клеток связывают с особым состоянием структуры их клеточной стенки, образованием факторов компетентности, способностью подвергаться аутолизу и присутствием или отсутствием профагов (бактериальных вирусов, геном которых реплицируется синхронно с геномом бактерии-хозяина). Готовность клеток воспринимать ДНК в наибольшей степени выражена в конце логарифмической фазы роста бактерий на протяжении очень короткого периода.

Трансформирующей активностью обладают только двухнитчатые фрагменты ДНК с молекулярной массой не менее 9x105 дальтон. Частота появления трансформантов зависит от гомологии ДНК донора и реципиента. Отсюда понятно, почему межвидовая трансформация наблюдается гораздо чаще, чем внутривидовая.

Трансформация зависит и от таких факторов, как питательная ценность культуральной среды, уровень аэрации, рН, температура, наличие нужных концентраций двухвалентных катионов. Недавно было обнаружено, что в развитии компетентности какую-то роль играет циклический АМФ: добавление этого нуклеотида о среду может увеличить компетентность в популяции клеток в 10000 раз!

При трансформации чаще всего передаются капсульные и поверхностносоматические антигены, резистентность к лекарственным препаратам, способность синтезировать факторы роста и ферментировать углеводы.

Различные маркеры трансформируются с неодинаковой частотой. В общем частота колеблется в пределах 0,004- 0,47%.

Репарации и их роль в сохранении стабильности генома бактерий.
У бактерий открыты ферментные системы, которые способны восстанавливать поврежденную ДНК. Процесс восстановления поврежденной ДНК называется репарацией. Репарационные системы находятся под контролем специальных генов. Мутации последних резко снижают способность бактерий к репарациям.

Различают пять видов репараций: фото-, термо-, темно-, ультрафиолетовую репарацию, репарацию хозяином.

Значение этого явления выходит за рамки микробиологии.

Репарирующие системы имеют не только микроорганизмы, но и клетки человека, животных. Они способны восстанавливать повреждения хромосом, возникающие под влиянием агентов, вызывающих лучевую болезнь, рак и другие патологические состояния.

В тесной связи с репаративными возможностями бактерий находится проблема антимутагенеза.

В опытах на микроорганизмах обнаружены антимутагенные свойства у различных химических веществ, в том числе и у мутагенных (кофеин, гистидин, полиамин, акридины).

Цели и задачи генной инженерии. Основные этапы генно-инженерных манипуляций. Достижения генной инженерии.

Генетическая инженерия сводится по существу к процессу получения рекомбинантных ДНК, содержащих, помимо присущего «хозяйской» ДНК набора природных генов, «чужой» ген или гены, взятые из другой ДНК. Метод получения рекомбинантных ДНК состоит из нескольких этапов: а) выделение ДНК из клеток организма; б) получение гибридных (рекомбинантных) молекул ДНК путем встройки в исходную ДНК «чужого» гена, выделенного из другой ДНК или полученного химическим синтезом; в) введение рекомбинантной ДНК в живую клетку (бактерий, дрожжей, растительных или животных клеток, клеток человека); г) создание условий для проявления (экспрессии) генов рекомбинантной ДНК в живой клетке и секреции нового продуцента, кодируемого «чужим» геном.

При культивировании рекомбинантного штамма в процессе роста и размножения этот штамм синтезирует не свойственный ему продукт, кодируемый встроенным чужеродным геном (например, инсулин, интерферон).

На этом принципе в настоящее время получены сотни рекомбинантных штаммов бактерий, дрожжей, вирусов, способных продуцировать разнообразные биологически активные вещества: антигены, антитела, ферменты, гормоны, иммуномодуляторы и др. Технология получения биологически активных веществ, основанная на применении рекомбинантных штаммов по существу не отличается от типовой биотехнологической схемы. Она сводится к культивированию рекомбинантного штамма, выделению синтезируемого штаммом целевого продукта, его очистке и концентрированию и созданию конечной формы препарата.

В настоящее время уже разработаны сотни медицинских препаратов, полученных на основе генетической инженерии. Многие из них внедрены в практику и применяются в медицине. Это гормоны (инсулин и гормон роста человека), антикоагулянты и тромболитики (тканевой активатор плазминогена, факторы VIII и IX), вакцины («дрожжевая» вакцина против гепатита В), иммуномодуляторы (интерфероны α, β и γ, интерлейкины 1, 2 и др., фактор некроза опухолей, пептиды тимуса, миелопептиды), ферменты (уреаза), ангиогенин, диагностические препараты (на ВИЧ-инфекцию, на вирусные гепатиты и др.), моноклональные антитела, колониестимулирующие факторы (макрофагальный, гранулоцитарный и др.), а также многие биологически активные пептиды.

Применение генетической инженерии в биотехнологии оправдано в тех случаях, когда: а) нужное вещество невозможно получить никаким другим способом; б) если технология эффективнее и экономичнее традиционной или в) если она более безопасна для человека и окружающей среды. Например, антигены для создания вакцин против некультивируемых микроорганизмов (плазмодий малярии, возбудитель сифилиса) можно получить только генно-инженерным способом. Генно-инженерный интерферон превосходит по активности интерферон, полученный из лейкоцитов крови, и значительно дешевле последнего. Приготовление препаратов из антигенов возбудителей особо опасных инфекций (чума, холера) можно заменить биосинтезом их рекомбинантными штаммами непатогенных бактерий.

Метод генетической инженерии находит все большее применение в биологии и медицине, за ним большое будущее. Этот метод позволит получать новые эффективные лекарственные препараты, принципиально новые поливалентные живые (векторные) вакцины, регуляторные белки, осуществить генодиагностику и генотерапию. Например, уже ведутся разработки векторных поливалентных вакцин на основе рекомбинантных штаммов, получен ряд эндогенных иммуномодуляторов (интерлейкины, интерферон), поведенческих пептидов (пептиды сна, страха и т. д.). Большое будущее генетической инженерии открывает расшифровка генома человека, которая позволит решить проблему генотерапии, генопрофилактики и генодиагностики инфекционных и неинфекционных болезней.

Применение генетических методов в диагностике инфекционных заболеваний.
В настоящее время в клиническую микробиологию все более широко входят молекулярно-биологические методы исследования, которые объединяются понятием ДНК-диагностика или «генодиагностика». Этот комплекс методов позволяет обнаруживать гены или последовательности нуклеиновых кислот, специфические для определенного возбудителя заболевания. Для выявления и идентификации патогенных микроорганизмов используются методы молекулярной гибридизации, полимеразная цепная реакция (ПЦР), рестрикционный анализ хромосомной и плазмидной ДНК микроорганизмов.

ПЦР разработана американским биохимиком К. Мюллисом в 1986г., а в 1995 г. - ученый получил Нобелевскую премию.

Метод ПЦР использует естественный механизм репликации синтеза ДНК. Особенность при этом заключается в том, что используя специально химически синтезированные олигонуклеотидные генетические затравки-праймеры синтезируют только специфические участки ДНК. Праймер, внесенный в пробу исследуемого материала, находит комплиментарный ему участок ДНК и присоединяется к нему. После этого начинается процесс собственно амплификации с помощью термостабильного фермента ДНК- полимеразы, выделенного из бактерий Thermus aquaticus и обозначаемого Tag-полимераза. В результате 30-40 циклов амплификации (несколько часов, в настоящее время 0,5 часов) синтезируется 108 копий фрагментов, что делает возможным определение такого количества с помощью электрофореза, колориметрически, ИФА.

Достоинства ПЦР, как метода диагностики инфекционных заболеваний:

· высокая чувствительность: 100-1000 клеток в 100 мкл исследуемого материала;

· специфичность: возможно выявление возбудителя при наличии в материале любых других бактерий, вирусов и клеток организма хозяина. Это основано на том, что в исследуемом материале выявляется специфичный для данного возбудителя фрагмент ДНК. По этой причине амплификационные тест-системы, в отличие от иммунологических тест-систем, позволяют избежать проблем, связанных с перекрестно-реагирующими антителами. Мультиплексная ПЦР позволяет определять в одной пробе срезу несколько возбудителей, что актуальна, так как часто встречаются смешанные формы инфекции;

· быстрота получения результата: 6-8 часов, следовательно, это ускоренный метод,

· не требуется предварительного выделения чистой культуры; определение возбудителя возможно непосредственно в клиническом материале (кровь, смывы, слюна, соскобы, мокрота, желудочный сок, биоптаты и др.) и в объектах окружающей среды (воздух, вода, почва, пищевые продукты);

· возможность диагностики заболеваний, при которых не разработаны или малоэффективны методы культивирования возбудителя;

· возможность диагностики латентных и хронических инфекционных заболеваний, связанных с длительной бессимптомной персистенцией бактерий и вирусов в организме больного;

· диагностика сапронозов, возбудители которых часто находятся в окружающей среде в некультивируемом состоянии;

· определение антибиотикочувствительности у медленно растущих и трудно культивируемых бактерий;

· определение эпидемических маркеров;

· снижает риск внутри лабораторных заражений при работе с особо опасными и малоизученными возбудителями.

ПЦР используют в диагностике инфекционных заболеваний как бактериальной природы (туберкулез, дифтерия, холера, хламидиозы, микоплазмозы, легионеллез и др.), так и вирусной природы (ВИЧ-инфекции, вирусных гепатитов В, С, клещевого энцефалита и др.). ПЦР нашла применение в криминалистике при идентификации личности. В гигиене для оценки качества воды и продуктов. Способна обеспечить прогресс в пренатальной диагностике наследственных заболеваний (муковисцидоз, гемофилия, ФКУ), установлении пола ребенка и отцовства. В трансплантологии метод.

ПЦР позволяет более точно оценить совместимость тканей и провести скрининг потенциального донора при аллотрансплантации костного мозга, почек, и других органов; в онкологии - диагностировать вирус папилломы; в гастроэнтерологии - возбудителя язвенной болезни желудка и ДПК - Helicobactеr pylori.
Природа бактериофага. Морфология и структура бактериофагов.
Бактериофаги (phagos - пожирающий) - это вирусы бактерий, а действие бактериофагов, заканчивающееся лизисом бактерий называется феноменом бактериофагии. Основы современного учения о бактериофагах заложил д’ Эрель, выделивший в 1917 году от больного дизентерией фаг, лиэирующий возбудителя. В дальнейшем были открыты фаги других бактерий, актиномицетов, микоплазм, грибов, дрожжей, сине-зеленых водорослей.

По данным электронной микроскопии, большинство фагов имеет сперматозоидную форму, отличаясь друг от друга размерами головки и отростков. По этому признаку различают несколько морфологических групп фагов. В среднем диаметр головки крупных фагов составляет 50-100 нм, длина отростка 10-225 нм, ширина 10-25 нм.

У наиболее сложного и лучше всех других изученного фага Т-2 (один из 7 типов фагов, лизирующих эшерихий) головка имеет шестигранную форму, а отросток состоит из полого стержня, снаружи окруженного сократительным чехлом. На дистальном конце отростка находится шестиугольная базальная пластинка с шестью отходящими от нее нитями. Заключенная в головке нуклеиновая кислота окружена белковой оболочкой, называемой капсидом. Капсид и «чехол» отростка построены из упорядоченных полипептидных субъединиц - капсомеров, располагающихся в головке по кубическому, а в отростке - по спиральному типу симметрии.

По химическому составу фаги, как и другие вирусы, являются нуклеопротеидами. Большинство из них содержит ДНК, лишь некоторые РНК. В вирионах большинства ДНК- содержащих фагов НК двухцепочечная, но в некоторых случаях ДНК бывает и одноцепочечной. В вирионе всех известных РНК- содержащих фагов НК одноцепочечная. ДНК фага Т2 специфически отличается от ДНК своего хозяина - кишечной палочки - по одному из четырех оснований. Вместо цитозина он содержит оксиметилцитозин. Это имеет существенное значение для биохимических и генетических исследований.

Длина НК во много раз превышает размеры вириона. Внутренний белок, составляющий примерно 3% от всего белка вириона, в состав которого входят полиамины (спермин и путресцин) играет роль в суперспирализации фаговой ДНК.

У фагов Т-группы в хвостовой части отростков находится небольшое количество липидов в виде нейтральных жиров и ферментов типа лизоцима.

Фаги обладают антигенными свойствами и при парентеральном введении вызывают выработку антител. По антигенной структуре фаги подразделяют на серогруппы и серовары.

Обычно фаги отличаются типоспецифичностью, т.е. лизируют определенные фаговары данного вида. Видоспецифические фаги (монофаги) разрушают все штаммы вида, но на разных особях популяции размножаются неодинаково интенсивно. Полифаги, способные лизировать родственные бактерии, встречаются редко.

Устойчивость фагов к условиям окружающей среды достаточно велика. Большинство из них инактивируется при температуре не ниже 65-70 градусов. Они хорошо переносят замораживание и длительное хранение при низких температурах. Как правило, чем ниже температура замораживания, тем меньше погибает вируса, как в процессе замораживания, так и при последующем хранении. Гибель вирусов при замораживании можно значительно уменьшить добавлением белка, сахарозы или глюкозы.

Длительное время фаги сохраняются при высушивании под вакуумом из замороженного состояния.

Не обезвреживаются в малых концентрациях дезинфицирующих веществ, не чувствительны к антибиотикам, к хлороформу и ферментным ядам бактерий, что учитывается при их выделении.

Фаги чувствительны к кислотам (разрушаются в желудке), УФ-лучам, ионизирующей радиации.

В организме человека сохраняются 7-10-13 дней, что требует их неоднократного введения при фагопрофилактике и терапии.

Фаги обнаруживаются во всех объектах окружающей среды, где обитают микроорганизмы (вода, почва, в различных выделениях человека и животных).

Фаги обнаруживают под электронным микроскопам и по эффекту их действия на чувствительные микробы (тест-культуры). При этом, размножаясь в бульонных культурах, они вызывают просветление среды, а на плотных средах подавляют рост тест- культуры (сплошной лизис) или формируют колонии в виде мелких стерильных (негативных) пятен - бляшек фага. Подобно колониям бактерий, морфология бляшек специфична для различных фагов.

Количество фаговых частиц определяют на жидкой среде по Аппельману и на плотной среде по Грациа.

Прямой метод. Фаги получают непосредственно из фильтратов исследуемого материала. О наличии и активности фага узнают по лизису чувствительной к нему культуры.

Как правило, прямой метод не дает убедительных результатов из-за малого количества фага в фильтрате. В этом случае прибегают к методу обогащения. Подготовленный фильтрат вносят в 2-3-х часовую бульонную тест-культуру, инкубируют. Фаг размножается в клетках культуры и титр его значительно увеличивается. После этого бульон фильтруют и в фильтрате определяют свойства и активность фага.

В жизненном цикле фагов чередуются две фазы - внеклеточная и внутриклеточная. Во время внеклеточной фазы вирус существует в виде инертной частицы-вириона. Во время внутриклеточной фазы вирус существует в виде реплицирующей молекулы НК, и генетический материал фага не только реплицируется в клетке-хозяине, но и служить генетическим детерминантом для синтеза клеткой специфических белков фага.

Умеренные и вирулентные бактериофаги, особенности их взаимодействия с клеткой хозяина.
По характеру взаимодействия с бактериями бактериофаги делят на два типа: вирулентные и умеренные.

Процесс взаимодействия вирулентного фага с бактериальной клеткой состоит из последовательной смены отдельных стадий.

1 стадия – адсорбция. Фаги Т-группы адсорбируются дистальным концом на липопротеидных (Т-2, Т-6) и липополисахаридных (Т-3, Т-4, Т-7) рецепторах кишечных палочек. Для ряда фагов рецепторы находятся на отростках клеток-жгутиках или пилях. Такие присоединившиеся фаги соскальзывают затем к основанию жгутиков и инъецируют там свою НК через клеточную стенку. При мутациях, сопровождающихся изменением рецепторов бактериальной клетки, они утрачивают способность к адсорбции фага и становятся резистентными к нему. Фаг может адсорбироваться и на изолированных клеточных стенках, в то время как на протопластах адсорбции не происходит. На процесс адсорбции фага влияют условия среды: солевой состав, рН, температура и т.д.

2 стадия – проникновение. Этот процесс исследован на Т-четных фагах, которые имеют способный сокращаться чехол хвостового отростка. После того, как нити отростка адсорбировались, чехол сокращается и стержень отростка проходит через клеточную стенку, ЦПМ и ДНК впрыскивается внутрь клетки. Белки капсида остаются снаружи клеточной стенки. Этот механизм Т-четных фагов, действующий наподобие шприца, является уникальным.

3 стадия – образование «ранних» белков, обеспечивающих, с одной стороны подавление клеточного метаболизма, а с другой стороны, синтез целого ряда новых ферментов, которые необходимы для репликации фаговой ДНК

4 стадия – синтез ДНК и белка фага. Эти процессы идут параллельно и независимо друг от друга.

5 стадия – морфогенез фага или процесс самосборки, который заканчивается формированием зрелых вирионов.

6 стадия – выход фаговых частиц из клетки, который сопровождается лизисом бактерий под влиянием фагового лизоцима.

Полный цикл развития фага продолжается 30 - 90 минут, в течение которых образуется 100-200 фаговых частиц.

Таким образом, вирулентные бактериофаги могут существовать в 2-х состояниях: в состоянии зрелого фага - вириона и вегетативного, т.е. состояния почти неограниченного размножения внутри бактериальной клетки. Этот тип взаимоотношения фагов с клеткой называется продуктивной инфекцией.

Умеренные фаги, в отличие от вирулентных могут существоватьв3-х состояниях - вириона, вегетативного, профага. Т.е. взаимодействие умеренных фагов с бактериями проявляется в 2-х формах: одни штаммы или клетки определенного вида бактерий они разрушают, в другие проникают, но гибели не вызывают. В последнем случае геном умеренного фага интегрирует с геномом бактерии и в дальнейшем репродуцируется синхронно с геномом хозяина. Это интегрированное состояние генома фага называется профагом; бактерии, содержащие профаг - лизогенными, а само явление - лизогенией. Процесс спонтанного перехода профага в состояние вегетативного фага - явление редкое (10-2 – 10-5). Этот переход можно вызвать, воздействуя на лизогенные бактерии УФ- лучами, ионизирующей радиацией, химическими мутагенами, действием магнитных полей. Это явление получено название индукции.

Одной из особенностей лизогенных культур является приобретенный им иммунитет к действию гомологичного фага, т.е. если культура бактерий лизогенна по фагу А, то она устойчива к действию того же фага А.

Иногда в состоянии лизогенности у бактерий появляются новые признаки и свойства. Так, нетоксигенные штаммы коринебактерий дифтерии в результате лизогенизации превращаются в токсигенные, а у лизогенных сальмонелл изменяется антигенная структура. Изменчивость, формирующаяся под влиянием профага, получила название фаговой конверсии. Некоторые лизогенизирующие дефектные фаги, утратившие часть своего генома и вследствие этого неспособные к образованию зрелых частиц, осуществляют трансдукцию (перенос генетического материала).

Практическое использование бактериофагов в микробиологии и медицине.
1. Фагопрофилактика и фаготерапия. В отличие от химиотерапевтических средств фаги действуют избирательно на клетки определенного вида, не затрагивают представителей нормальной микрофлоры и безвредны для человеческого организма. Эти препараты представляют собой фильтраты фаголизатов соответствующих бактерий; их выпускают в жидком виде, таблетированном с покрытием из ацетилфталилцеллюлезы для взрослых и с пектином для детей, новые формы стафилококкового фага в виде свечей, мазей, в аэрозольной упаковке.
Серийно выпускают фаги против шигелл, сальмонелл, ЭПКП, стафилококков, холерных вибрионов. В зависимости от диагноза бактериофаги, кроме перорального введения, применяются местно в виде орошений, примочек (при гнойных осложнениях ран после операций, ожогах, фурункулезе), путем введения в полость или с помощью тампонов, дренажа (при абсцессах, флегмонах, гнойно-воспалительных заболеваниях мочевыводящих путей, перитонитах и т.д.), подкожно или внутримышечно (при фурункулезе, карбункулах, абсцессах, глубоких инфильтратах и других гнойных осложнениях). В настоящее время жидкие бактериофаги с успехом применяются per os при дисбактериозах кишечника с последующим введением бактериальных препаратов, нормализующих микрофлору.

2. Фагодиагностика.
2.1. Индикация возбудителя во внешней среде. Ускоренный метод диагностики с помощью реакции нарастания титра фага РНТФ не требует выделения из исследуемого материала чистой культуры возбудителя (В.Д.Тимаков, Д.М.Гольдфарб, 1955 г.). Сущность РНТФ состоит в том, что к исследуемому материалу добавляется индикаторный фаг, который размножается, если в материале были соответствующие бактерии. Одновременно ставится контроль свободного (имеющегося в материале) и индикаторного фагов. Значительное (в пять раз и больше) увеличение количества частиц индикаторного фага позволяет судить о наличии в материале специфических бактерий. РНТФ была разработана применительно к определению возбудителей дизентерии, брюшного тифа и паратифов, бруцеллеза, холеры и чумы

2.2. Идентификация возбудителей с помощью диагностических фагов (холерного и чумного и т.д.).

2.3. Фаготипирование бактерий - строгая специфичность типовых фагов дает возможность дифференцировать бактерии внутри вида для определения фаговаров;

· этот метод позволяет распознать подлинный источник инфекции и пути передачи инфекции;

· выпускают наборы фагов для фаготипирования брюшнотифозных бактерий, стафилококков и др.

3. Решение проблем молекулярной генетики.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

1. Выявление проявлений фенотипической изменчивости у микроорганизмов.

1.1.Культура Proteus vulgaris, растущая на феноловом и обычном агаре.


Изучите характер роста культуры и ее морфологию в препарате, окрашенном фуксином, при росте культуры на обычном агаре, при ее пересеве на феноловый агар и последующем пересеве с фенолового агара на обычный агар. Установите изменение культуральных и морфологических свойств и определите их тип.


Бактерии рода Proteus – это прямые палочки размером 1-3(0,4-0,8 мкм, подвижные (перитрихи); на твердых средах характерен сплошной рост, а при посеве бляшкой – феномен “роения” (образование концентрически расходящихся зон роста).


Характерным проявлением модификации является разделение однородной популяции на два или несколько типов – диссоциация микрорганизмов. Факторами, вызывающими процессы диссоциации, являются старение культуры, воздействие бактериофага, антибиотиков и др. Проявлениями диссоциации является изменение морфологии колоний: образование из S-форм (англ. “smooth”- гладкий) R-форм (англ. “rougl”- шероховатый) колоний. Такого типа диссоциации характерны для энтеробактерий (E.coli 0 124, S. sonnei). У этих бактерий S-форма является вирулентной, а R-форма – слабо или совсем не вирулентной. Ряд микроорганизмов, наоборот, наиболее вирулентны в R-форме. Это возбудители чумы, сибирской язвы, туберкулеза.


В процессе диссоциации может происходить изменение цвета колоний, что характерно для стафилококков. При этом в процессе диссоциации одновременно с изменением морфологии колоний меняется биохимические, антигенные и патогенные свойства микроорганизмов.
2. Учет и оценка результатаов ПЦР с целью диагностики герпесной инфекции.

Учтите и оцените результаты ПЦР с целью диагностики герпесной инфекции.


Выявление нуклеиновой кислоты возбудителей является основой геннодиагностики инфекционных заболеваний. Для этого используют методы гибридизации нуклеиновых кислот и полимеразную цепную реакцию (ПЦР). Наибольшее распростанение получила ПЦР.

ПЦР используется для обнаружения ДНК/РНК бактерий, вирусов, грибов с целью диагностики заболеваний и оценки эффективности проводимой терапии. Время проведения ПЦР составляет не более 6-8 ч.

ПЦР основана на использовании процесса амплификации ДНК, позволяющего размножить и выделить определенную последовательность ДНК в количестве, превышающем исходное количество в 109 и более.

Детекцию ПЦР продукта проводят электрофорезом в агарозном геле с бромистым этидием под УФ-светом с длиной волны 310 нм. Регистрацию результатов можно проводить визуально, с помощью фотографирования или сканирования видеосистемой.

Критерии учета и оценки: наличие определенного размера светящейся полосы желтого цвета на уровне полосы положительного контроля (К+) свидетельствует о положительном результате и наличии ДНК соответствующих микроорганизмов в исследуемом материале. 

Критерии достоверности: О достоверности получаемого результата свидетельствуют результаты контролей К- и К+. 

В пробе К- полоса ДНК должна отсутствовать. В пробе К+ должна быть видна одна светящаяся полоса ДНК определенного размера.

При этом:

1) Наличие светящейся полосы желтого цвета в отрицательном контрольном образце на уровне положительного контроля следует рассматривать как результат контаминации. В этом случае результаты анализа должны быть обязательно отменены.

2) Наличие светящихся полос желтого цвета выше и ниже полосы положительного контрольного образца могут быть результатом неспецифической амплификации, которые не должны быть приняты во внимание.
3. Определение наличия дизентерийного бактериофага в испражнениях больных с помощью тест-культуры Shigella sonnei.


Учтите и оцените результаты реакции фаголизиса на жидкой среде (МПБ) с испражнениями обследуемых “М” и “Н” и тест-культурой S. sonnei. 


Для постановки реакции фаголизиса испражнения обследуемых эмульгируют в физ. растворе, фильтруют через бактериальный фильтр и вносят в МПБ, куда добавляется определенное количество тест-культуры S. sonnei. Одновременно такое же количество тест-культуры S. sonnei добавляют в пробирку с МПБ, не содержащей фильтрата (контроль). После этого пробирки термостатируют при 370С 16-18 часов. 

Критерии учета: Реакция фаголизиса на жидкой среде положительная, если в опыте происходит полное просветление; реакция фаголизиса отрицательная, если в опыте среда остается мутной;

Критерии достоверности: отсутствие просветления в контроле.

Критерии оценки: положительная реакция фаголизиса свидетельствует о наличии дизентерийного бактериофага в испражнениях обследуемого и косвенно - о наличии в испражнениях соответствующих бактерий.

Отрицательная реакция фаголизиса свидетельствует о том, что наличие дизентирийного бактериофага не установлено.
4. Фагоидентификация культуры, выделенной из раневого отделяемого больного с долго не заживающей язвой голени.

Учтите и оцените результаты реакции фаголизиса с исследуемой культурой и набором видовых бактериофагов (стафилококковый, протейный, синегнойный).


Исследуемую суточную культуру бактерий засевают «газоном» на поверхность питательного агара в чашки Петри, делят со стороны дна чашки на квадраты и наносят пипеткой по одной капле соответствующего бактериофага в тест-разведении, указанном на ампуле. В один квадрат бактериофаг не вносят, для контроля роста культуры. Чашку термостатируют при 37о С 16-18 часов.


Критерии учета и оценки: Положительный результат реакции фаголизиса – лизис культуры в месте нанесения бактериофага («негативные» колонии) при наличие роста в контроле свидетельствует о соответствии культуры бактериофагу и принадлежности с учетом ее фаголизабельности к соответствующему виду.
5. Выявление источника и пути распространения стафилококковой инфекции в ОРИТ, для чего учесть и оценить результаты фаготипирования культур S. aureus, выделенных от больного, врача и смыва с объектов окружающей среды.


Для определения фаговара стафилококков по методу Креджи-Иенсена чашки с питательным агаром засевают газоном 3-4 часовой бульонной культурой бактерий. Дно засеянной чашки расчерчивают на квадраты по количеству типовых бактериофагов или используют трафарет. В каждый квадрат наносят каплю соответствующего бактериофага в тест-разведении, указанном на ампуле. Для одновременного нанесения бактериофагов используют специальный прибор – аппликатор. Чашку помещают в термостат и инкубируют 18-20 часов при 37о С. 

Учет и оценка результатов: литическое действие бактериофагов устанавливают по появлению «стерильных» пятен. Стафилококки чаще лизируются не одним, а несколькими бактериофагами. В зависимости от лизирующих культуру бактериофагов стафилококки относят к соответствующим фаговару и фагогруппе.


Выделение бактерий одного фаговара от разных больных указывает на общий источник заражения, а выделение культур разных фаговаров свидетельствует о наличии нескольких источников.


Фаготипирование культур S. aureus имеет эпидемиологическое значение, позволяя выявить источник и пути распространения инфекции. Критерием является идентичность фаговаров штаммов S. aureus, выделенных от больных и потенциальных источников, в частности бактерионосителей. Причем в ЛПУ бактерионосителями S. aureus часто являются медицинские работники. 
6. Изучение биопрепаратов.

Ознакомьтесь с диагностическими и лечебно-профилактическими препаратами бактериофагов (коли-протейный бактериофаг, сибиреязвенный бактериофаг (диагностический), типовой стафилококковый бактериофаг 3А, бруцеллезный бактериофаг Тб (диагностический), брюшно-тифозный бактериофаг (таблетированный)), занесите результаты в таблицу.

	№ пп
	Название


	Что содержит
	Для чего

применяется
	Как применяется

	
	
	
	
	


5.4. Итоговый контроль знаний:
- вопросы по теме занятия:
1. Особенности организации генетического материала у бактерий.

2. Изменчивость бактерий: виды, роль в эволюции.

3. Микробиологические основы генной инженерии и биотехнологии.

4. Умеренные и вирулентные бактериофаги, особенности их взаимодействия с клеткой хозяина.

5. Практическое использование бактериофагов в микробиологии и медицине.
- решение ситуационных задач:
ЗАДАЧА №1. Какие разделы по вопросу изменчивости микроорганизмов наиболее важны с точки зрения а) бактериолога, б) врача-лечебника?

ЗАДАЧА №2. При санитарно-бактериологических исследованиях городских сточных вод периодически обнаруживали дизентерийный бактериофаг. 
О чем свидетельствуют данные результаты? 

ЗАДАЧА №3. В хирургическом отделении участились случаи нагноения послеоперационных ран. При проведении бактериологического исследования были выделены культуры золотистого стафилококка, имеющие фаготип 3А/3С/55. Из десяти медицинских работников, обследованных по поводу носительства золотистого стафилококка, из носа были выделены культуры золотистого стафилококка у трех. У хирурга культура имела фаготип 29/3А/80, у операционной медсестры – фаготип 3А/3С/55, у младшей медсестры - фаготип 29. 

1. Кто из обследованных послужил источником послеоперационных осложнений у больных?

2. Какие меры надо предпринять для прекращения распространения внутрибольничной инфекции?

7. Рекомендации по выполнению НИРС:
1. Значение изменчивости микроорганизмов в инфекционной патологии человека.

2. Генно-инженерные вакцины.

3. Применение бактериофагов в медицине.
8. Рекомендуемая литература по теме занятия:

Основная литература:
1. 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.

2. 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.

Дополнительная литература:
1. 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.

2. 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.

3. Лелевич, С. В. Клиническая микробиология: учебное пособие для вузов / С. В. Лелевич, О. М. Волчкевич, Е. А. Сидорович. - 2-изд., стер. - Санкт-Петербург: Лань, 2022. - 308 с. - Текст: электронный.

Электронные ресурсы:
Сайт, освещаюший вопросы биологии микроорганизмов (https://www.ibiology.org)

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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