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1. Занятие №1

Тема: Микроскопический метод исследования. Морфология бактерий. Простые и сложные методы окраски. Метод Грама.

2. Форма организации занятия: практическое занятие
3. Значение изучения темы: 
Изучение некоторых свойств микробов – формы, подвижности необходимо проводить в живом виде. Для этого готовят нативные препараты: «раздавленная» и «висячая» капля. Исследование препарата проводят при определенной настройке светового микроскопа или путем темнопольной и фазово-контрастной микроскопии. 
Использование фазово-контрастной микроскопии особенно ценно тем, что можно изучить внутриклеточное строение микробов в живом состоянии. Более детальное изучение ультрамикроструктуры микроорганизмов и, в том числе, самых мелких из них – вирусов, позволяет электронная микроскопия, имеющая самую большую разрешающую способность. 
Преимуществами люминесцентной микроскопии являются: 1. Цветное изображение. 2. Высокая контрастность объектов. 3. Возможность исследования прозрачных и непрозрачных живых объектов или различных жизненных объектов в динамике. 4. Экспресс-диагностика.

4. Цель обучения: 
- учебная:
знать 

1. Правила работы в микробиологической лаборатории.

2. Суть микроскопического метода исследования и его назначение.

3. Морфологию и структуру микроорганизмов.

4. Простые и сложные методы окраски микроорганизмов.

5. Метод Грама и его назначение.

уметь 

1. Готовить фиксированные препараты из культур микроорганизмов, растущих на плотных и жидких питательных средах.

2. Окрашивать препараты простыми методами и по методу Грама.

3. Микроскопировать, дифференцировать микроорганизмы по морфо-тинкториальным свойствам и интерпретировать полученные результаты.

владеть микроскопическим методом исследования и навыками окраски по методу Грамма; интерпретировать полученные результаты.

5. План изучения темы:

5.1 Контроль исходного уровня знаний:

- Собеседование по контрольным вопросам:

1. Классификация царства прокариот.

2. Морфология бактерий: форма, величина, взаимное расположение.

3. Простые и сложные методы окраски; их информативность.

4. Метод Грама: методика, механизм и его назначение.

5. Типы микроскопов (биологический, люминесцентный, электронный и др.) и специальные методы микроскопии (темнопольная, фазовоконтрастная).

6. Устройство биологического микроскопа. Разрешающая способность микроскопа.

7. Правила работы с иммерсионной системой.

Тесты 

1. ОСНОВОПОЛОЖНИК НАУЧНОЙ МИКРОБИОЛОГИИ
1) А. Левенгук

2) Луи Пастер

3) Г.Н. Габричевский

2. МИКРОСКОПИЧЕСКИМ МЕТОДОМ ИЗУЧАЮТ СВОЙСТВА БАКТЕРИЙ
1) морфо-тинкториальные 

2) культуральные 

3) антигенные 

4) токсигенные 

5) биохимические 

3. РАЗРЕШАЮЩАЯ СПОСОБНОСТЬ СВЕТОВОГО МИКРОСКОПА – ЭТО
1) способность давать раздельное изображение двух близко расположенных точек

2) возможность наблюдать движение объекта
3) возможность определять размеры объекта

4) показатель преломления иммерсионной системы

5) увеличение, которое позволяет рассмотреть объект

4. СВЕТОВАЯ МИКРОСКОПИЯ ВКЛЮЧАЕТ В СЕБЯ СЛЕДУЮЩИЕ РАЗНОВИДНОСТИ: 1) ФАЗОВО-КОНТРАСТНУЮ МИКРОСКОПИЮ; 

2) ЭЛЕКТРОННУЮ МИКРОСКОПИЮ; 3) ТЕМНОПОЛЬНУЮ МИКРОСКОПИЮ; 4) МИКРОСКОПИЮ В ЗАТЕМНЁННОМ ПОЛЕ; 5) ИММЕРСИОННУЮ МИКРОСКОПИЮ. 
ВЫБЕРИТЕ ЕДИНСТВЕННУЮ КОМБИНАЦИЮ, В КОТОРОЙ УЧТЕНЫ ВСЕ ПРАВИЛЬНЫЕ ОТВЕТЫ:

1) 1, 3, 4, 5

2) 1, 2, 4,5 

3) 2, 3, 4, 5

4) 2, 3, 4

5) 3, 4, 5

5. ТЕМНОПОЛЬНАЯ МИКРОСКОПИЯ ПРИМЕНЯЕТСЯ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ
1) кишечной палочки

2) бледной трепонемы

3) стафилококка

4) хламидий

5) риккетсий

6. ПРЕДЕЛ РАЗРЕШЕНИЯ СВЕТОВОГО МИКРОСКОПА:

1) 200 мкм

2) 0,01 мкм

3) 0,2 мкм

4) 1-2 мкм

5) 10 мкм

7. ПРЕДЕЛ РАЗРЕШЕНИЯ ЧЕЛОВЕЧЕСКОГО ГЛАЗА:

1) 200 мкм

2) 100 мкм

3) 10 мкм

4) 1-2 мкм

5) 0,1 мкм

8. ДОСТОИНСТВО ИММЕРСИОННОЙ СИСТЕМЫ ЗАКЛЮЧАЮТСЯ В
1) увеличении разрешающей способности светового микроскопа

2) получении объемного изображения

3) большем увеличении объектива

4) большем увеличении окуляра

5) использовании УФ-лучей

9. СЛОЖНЫЕ МЕТОДЫ ОКРАСКИ ИСПОЛЬЗУЮТ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ
1) подвижности бактерий

2) биохимических свойств бактерий

3) антигенных свойств бактерий

4) структуры микробной клетки

5) вирулентности бактерий

10. ОСНОВНОЙ МЕТОД ОКРАСКИ ПРИ ДИАГНОСТИКЕ ИНФЕКЦИОННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ
1) метод Грама

2) окраска фуксином

3) метод Циля-Нильсена

4) окраска метиленовой синькой

5) метод Романовского

11. МОРФОЛОГИЯ БАКТЕРИЙ ЗАВИСИТ ОТ
1) состава питательной среды

2) консистенции питательной среды

3) клеточной стенки

4) используемых красителей

5) способа фиксации препарата

12. ПО ФОРМЕ МИКРООРГАНИЗМЫ ПОДРАЗДЕЛЯЮТСЯ НА:

1) диплококки, стрептококки, стафилококки

2) бациллы, бактерии

3) палочки, кокки, микоплазмы

4) кокки, палочки, извитые

5) клостридии, бациллы

13. К КОККОВЫМ ФОРМАМ МИКРООРГАНИЗМОВ ОТНОСЯТСЯ: 1) NEISSERIA MENINGITIDIS; 2) KLEBSIELLA PNEUMONIAE; 3) STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE; 4) BACTEROIDES FRAGILIS; 5) STAPHYLOCOCCUS AUREUS. ВЫБЕРИТЕ ЕДИНСТВЕННУЮ КОМБИНАЦИЮ, В КОТОРОЙ УЧТЕНЫ ВСЕ ПРАВИЛЬНЫЕ ОТВЕТЫ:

1) 1,2,3

2) 1,3,5

3) 2,3,4

4) 2,4,5

5) 3,4,5
14. ДОСТОИНСТВА МИКРОСКОПИЧЕСКОГО МЕТОДА ДИАГНОСТИКИ ИНФЕКЦИОННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ
1) возможность ускоренной диагностики

2) простота и доступность метода

3) при некоторых заболеваниях имеет самостоятельное диагностическое значение

4) позволяет выявить клинически значимое количество условно-патогенных микроорганизмов 

5) все вышеперечисленное 
5.2. Основные понятия и положения темы.

Классификация царства прокариот. Царство Procaryotae.
Морфология бактерий: форма, величина, взаимное расположение.
Бактерии имеют разнообразную форму и довольно сложную структуру, определяющую их многообразие их функциональной деятельности. Для бактерий характерны четыре основные формы: сферическая (шаровидная), цилиндрическая (палочковидная), извитая и нитевидная. Бактерии шаровидной формы – кокки, в зависимости от плоскости деления и расположения относительно друг друга отдельных особей, подразделяются на микрококки (отдельно лежащие кокки), стрептококки (цепочки кокков), стафилококки (имеющие вид виноградных гроздьев), тетракокки (образование из четырех кокков) и сарцины (делятся в трех перпендикулярных плоскостях, в мазках располагаются «этажами» в форме «пакетов» по 8, 16, 32).
Палочковидные бактерии располагаются в виде единичных клеток, дипло - или стрепто-бактерий.
Извитые формы бактерий - вибрионы и спириллы, а также спирохеты. Вибрионы имеют вид слегка изогнутых палочек, спириллы - извитую форму с несколькими спиральными завитками. Размеры бактерий колеблются от 0,1 до 10 мкм.
Простые и сложные методы окраски; их информативность.
Простая окраска позволяет быстро и хорошо ознакомится с общей морфологией микробов, ввиду чего этот способ применяется в лабораториях наиболее часто. При простой окраске обычно употребляется только одна краска, чаще всего красная – фуксин, или синяя – метиленовая синяя.
Фуксин красит быстрее (1 – 2 мин.), интенсивнее и окрашивает одинаково все виды бактерий.
Метиленовый синий красит медленнее (3 - 5 мин.), менее ярко, но препараты получаются более ясными. Кроме того, он дает окраску различной интенсивности у разных видов бактерий.
Сущность данных методов окраски заключается в нанесении на фиксированный препарат одного вида красителя, например фуксином водным (1 - 2 мин) или метиленовым синим (3 - 5 мин), после чего промыть водой, высушить и микроскопировать.
Сложные, или дифференциальные, способы окраски бактерий основаны на особенностях физико-химического строения микробной клетки. Они применяются для детального изучения структуры клетки, а также для характеристики и дифференциации данного микроба от других. Таким образом, сложные способы окраски микробов являются необходимым диагностическим методом в микробиологической практике.
В данных методах окраски применяют последовательное нанесение на препарат определенных красителей, различающихся по химическому составу и цвету, протравы, спирты, кислоту и др. Это позволяет выявить определенные структуры клеток и дифференцировать одни виды микроорганизмов от других. Чаще других используется метод Грама.
Метод Грама (модификация Синева):
1. На препарат положить бумажку, пропитанную раствором генцианвиолета (модификация Синева, смочить водой, красить 2 мин; слить;
2. Налить раствор Люголя - 1мин, слить;
3. Обесцветить 96° спиртом до отхождения струек краски;
4. Промыть водой

5. Докрасить раствором фуксина 1-2 мин
6. Высушить фильтровальной бумагой.
Окраска кислотоустойчивых бактерий по методу Циля-Нильсена:
1. На фиксированный препарат нанести карболовый раствор фуксина через полоску фильтровальной бумаги и подогреть до появления паров в течение 3-5 минут.
2. Снять бумагу, промыть мазок водой.
3. Нанести 5% раствор серной кислоты на 1-2 минуты для обесцвечивания.
4. Промыть водой.
5. Докрасить мазок водным раствором метиленового синего в течение 3-5 минут.
6. Промыть водой, высушить и микроскопировать.
Кислотоустойчивость обусловлена наличием в клеточной стенке и цитоплазме бактерий повышенного количества липидов, воска и оксикислот, в частности, миколовой кислоты. Раствор карболовой кислоты разрыхляет клеточную стенку и тем самым повышает ее тинкториальные свойства, а высокая концентрация красителя и нагревание в процессе окраски усиливают реакцию взаимодействия красителя с бактериальными клетками, которые окрашиваются при этом в красный цвет. При обработке препарата серной кислотой некислотоустойчивые бактерии обесцвечиваются и окрашиваются метиленовым синим в голубой цвет, а кислотоустойчивые бактерии остаются окрашенными фуксином в красный цвет.
Типы микроскопов (биологический, люминесцентный, электронный) и специальные методы микроскопии (темнопольная, фазово-контрастная).
Для микробиологических исследований используют несколько типов микроскопов (биологический, люминесцентный, электронный) и специальные методы микроскопии (фазово-контрастный, темнопольный).
В микробиологической практике применяют микроскопы отечественных марок: МБР-1, МБИ-1 МБИ-2, МБИ-3, МБИ-6, «Биолам» Р-1 и др. Они предназначены для изучения формы, структуры размеров и других признаков раз-личных микроорганизмов, величина которых не менее 0,2-0,3 мкм Предельная разрешающая способность иммерсионного микроскопа 0,2 мкм. Общее увеличение микроскопа определяется произведением увеличения объектива на увеличение окуляра. Например, увеличение микроскопа с иммерсионным объективом 90 и окуляром 10 составляет: 90 х 10 = 900.
Принцип темнопольной микроскопии: темнопольная микроскопия основана на способ-ности микроорганизмов сильно рассеивать свет. Для темнопольной микроскопии пользуются обычными объективами и специальными темнопольными конденсорами, центральная часть которых затемнена, так что прямые лучи от осветителя в объектив микроскопа не попадают. Объект освещается косыми боковыми лучами, и в объектив микроскопа попадают только лучи, рассеянные частицами, находящимися в препарате.
При темнопольной микроскопии микроорганизмы выглядят ярко светящимися на черном фоне. При этом могут быть обнаружены мельчайшие микроорганизмы, размеры которых лежат за пределами разрешающей способности микроскопа. Однако темнопольная микроскопия позволяет увидеть только контуры объекта, но не дает возможности изучить его внутреннюю структуру. Для препаратов применяют более тонкие предметные и покровные стекла.

Принцип фазово-контрастной микроскопии: большинство препаратов живых микробов плохо видны, так как коэффициент преломления света их близок к коэффициенту преломления окружающей среды. Проходя через объект, световая волна, выходя из более плотной среды, несколько запаздывает по фазе относительно соседних волн. Но органы зрения человека выявляют лишь различие по длине волны и амплитуде, а не по фазе. Фазово-контрастное устройство светового микроскопа переводит фазовые изменения в амплитудные, в результате живые прозрачные объекты становятся контрастными и хорошо видны глазом. В России выпускают устройство КФ – 4 для позитивного фазового контраста. Фазово-контрастная микроскопия применяется также для изучения клеток культуры ткани, наблюдения действия вирусов на клетки. В этих случаях часто применяют биологические микроскопы с обратным расположением оптики – так называемые инвертированные микроскопы. У таких микроскопов объективы расположены снизу, а конденсор сверху. За изобретение фазово-контрастной микроскопии его автор - голландский физик Цернике был удостоен Нобелевской премии.
Принцип люминесцентной микроскопии: люминесценция – явление, когда некоторые вещества под влиянием света испускают лучи обычно большей длины волны. При использовании УФ-лучей (= 400нм) возникает люминесценция в световой гамме видимого спектра. Поскольку большинство микроорганизмов не обладают собственной люминесценцией, существует несколько способов их обработки для наблюдения в люминесцентном микроскопе. Прежде всего, это флюорохромирование – окрашивание сильно разведенными (до нескольких мкг/мл) растворами флюоресцирующих красителей (флюорохромов). Этот метод используется для бактериоскопического исследования возбудителей инфекций: туберкулеза (ауромин, родамин), дифтерии (корифосфин), включений в клетках, образуемых некоторыми вирусами (примулин). Люминесцентная микроскопия применяется также для цитохимического изучения живых и фиксированных микроорганизмов: некоторые флюорохромы избирательно связываются с полимерами клетки (акридиновый оранжевый, связываясь с ДНК, флюоресцирует зеленым, а с РНК красным цветом). В реакции иммунофлюоресценции с помощью антител, меченных флюорохромами (ФИТЦ и др.), выявляются антигены микроорганизмов или антитела в сыворотке больных. В качестве источника света применяют ртутно-кварцевые лампы. Вся оптика микроскопа и предметные стекла должны быть изготовлены из кварцевого стекла, пропускающего ультрафиолетовые лучи.
Принцип электронной микроскопии: в электронном микроскопе вместо света для построения изображения используют поток электронов в глубоком вакууме. В качестве «линз», фокусирующих электроны, служит электромагнитное поле, создаваемое электро-магнитными катушками. Изображение в электронном микроскопе наблюдают на флюоресцирующем экране и фотографируют. Объекты при электронной микроскопии находятся в глубоком вакууме, поэтому подвергаются фиксации и специальной обработке. Кроме того, они должны быть очень тонкими, так как поток электронов сильно поглощается объектом. В связи с этим в качестве объектов используют ультратонкие срезы толщиной 20-50 нм, помещенные на тончайшие пленки. Разрешающая способность электронных микроскопов значительно выше, чем световых, и достигает 1.5 А (0.15 нм), что позволяет получить полезное увеличение в миллионы раз. Наиболее широко применяется просвечивающая (трансмиссивная) и сканирующая электронная микроскопия.
Просвечивающая электронная микроскопия применяется для изучения ультра тонких срезов микробов, тканей, а также строения мелких объектов (вирусов, жгутиков), контрастированных фосфорно-вольфрамовой кислотой, уранилацетатом, напылением металлов в вакууме.
Сканирующая электронная микроскопия применяется для изучения поверхности объектов. Увеличить разрешение можно путем использования коротких волн – например, пучка электронов, длина волны которых составляет 1/100000длины света. Поэтому при электронной микроскопии можно рассматривать объекты, размер которых в 50-100 раз меньше видимых в обыкновенном микроскопе.
Таким образом, электронный микроскоп позволяет получить увеличение в 200 000 раз и рассмотреть самые нежные структуры. Источник электронов – катодная лампа, настройка пучка проводится электромагнитами, изображение получаем на светящемся экране. Разрешающая способность микроскопа ограничена длиной волны используемого света, увеличить разрешение можно путем использования коротких волн – например, пучка электронов, длина волны которых составляет 1/100000длины света. Поэтому при электронной микроскопии можно рассматривать объекты, размер которых в 50-100 раз меньше видимых в обыкновенном микроскопе.
Устройство биологического микроскопа.
В сложном микроскопе имеется механическая и оптическая части. Механическая часть микроскопа состоит из штатива, в котором различают нижнюю часть, или ножку микроскопа, и верхнюю часть, или колонку, соединенную с нижней при помощи шарнира. К колонке прикреплен предметный столик. К верхней части колонки присоединена трубка микроскопа – тубус.
Штатив микроскопа изготавливается целиком из металла и должен быть устойчивым. Колонка служит как бы ручкой для переноса микроскопа. Предметный столик, на который кладут изучаемый препарат, передвигается при помощи винтов в двух взаимно перпендикулярных направлениях. В тубус микроскопа сверху вставлен окуляр, а в нижней части он снабжен вращающемся по кругу «револьвером», в отверстие которого ввинчиваются объективы. Вращая револьвер, можно подвести под отверстие тубуса любой объектив, который с помощью особой пружинки закрепляется на месте. Тубус состоит из двух трубок, вдвинутых одна в другую. Большинство объективов дает наилучшее изображение при длине тубуса 160 мм. Тубус передвигается вверх и вниз с помощью двух систем: для грубого передвижения служит макрометрический винт. Им пользуются при слабых увеличениях, а также при сильных объективах для первоначальной грубой установки. Для более точной установки служит микрометрический винт. Тубус при помощи этих двух винтов устанавливают так, чтобы получить наиболее ясную микроскопическую картину. Оптическая часть микроскопа состоит из осветительного аппарата, объективов и окуляров. Осветительный аппарат состоит из зеркала и конденсатора с диафрагмой. Зеркало служит для отражения световых лучей по направлению к объективу и через него внутрь микроскопа. Одна сторона зеркала плоская, другая – вогнутая. При работе с конденсором пользуются плоским зеркалом. Конденсор состоит из системы сильных линз, предназначенных для собирания лучей, идущих от зеркала, в одной точке – фокусе, который должен находиться в плоскости рассматриваемого препарата. При искусственном освещении конденсор опускают до тех пор, пока при малом увеличении изображение источника света не появится в плоскости препарата. При изучении неокрашенных объектов следует опускать конденсор. Объективы составляют самую важную часть микроскопа. Каждый из них представляет собой систему линз, заключенных в металлическую оправу. Лежащие за ней линзы называются коррекционными, так как они предназначены для устранения недостатков оптического изображения. Увеличение объектива зависит от фокусного расстояния, а, следовательно, и от кривизны фронтальной линзы. Чем больше кривизна фронтальной линзы, тем короче фокусное расстояние и тем больше увеличение объектива. Окуляры имеют две линзы: верхняя называется главной, нижняя – собирательной. Расстояние между линзами равно полусумме их фокусных расстояний. С уменьшением фокусного расстояния повышается увеличение окуляра; более сильными будут короткие окуляры, а более слабыми – длинные.
Правила работы с иммерсионной системой.
При исследовании микробов применяется иммерсионный или погруженный в масло объектив. Его преимущество перед сухими объективами состоит в том, что между стеклом и линзой устанавливается однородная (гомогенная) среда (стекло препарата – масло – стекло объектива. с одинаковым показателем преломления. Благодаря этому все лучи, не преломляясь и не изменяя направления, попадают в объектив, чем и достигается наилучшее освещение мельчайших объектов. Для этого обычно пользуются кедровым маслом, показатель преломления которого почти равен показателю преломления стекла. Иммерсионный объектив, называемый также «масляной» системой, требует особенно осторожного обращения. Так как фронтальная линза имеет очень короткое фокусное расстояние до исследуемого объекта, опускать объектив нужно крайне осторожно, чтобы не раздавить стекла препарата, что связано с серьезной порчей линзы. Погружать иммерсионный объектив в каплю масла на стекле нужно очень осторожно, смотря сбоку. После погружения объектива в каплю, масла вращением сначала макро -, а затем и микрометрического винта устанавливают ясное изображение.

5.3. Самостоятельная работа по теме:

1. Приготовление фиксированных препаратов из культур микроорганизмов, растущих на плотных и жидких питательных средах.

Приготовление окрашенного препарата из культуры микроорганизмов включает: 
1) приготовление мазка, 2) высушивание мазка, 3) фиксацию, 4) окраску.

1. Приготовьте предметное стекло, спиртовку, пробирку с физиологическим раствором, бактериологическую петлю и пробирки с исследуемыми культурами, растущими на плотных и (или) жидких питательных средах. Зажгите спиртовку, предварительно ее проветрив, приподняв фитиль и канюлю. Спиртовка должна находиться прямо перед Вами, на удобном для работы расстоянии. Для стерилизации бактериологическую петлю прокалите в пламени спиртовки, остудите сначала в воздухе в течение 2-3 с., затем о внутреннюю поверхность пробирки (ниже верхней трети длины). Заберите бактериологической петлей физиологический раствор (0,9% р-р NaCl) и нанесите каплю на чистое обезжиренное предметное стекло. Стекло должно находится в чашке Петри; категорически запрещается готовить мазки на предметном стекле, лежащем на столе! Вновь прокаленной и остуженной петлей возьмите немного биомассы, прикоснувшись к ней петлей. Культуру суспензируют в капле физиологического раствора до появления легкой мути, после чего остатки биомассы на петле необходимо высушить и сжечь в пламени спиртовки. Микробную взвесь на стекле распределите остуженной петлей тонким равномерным слоем на площади диаметром 1-1,5 см. После приготовления мазка петлю сразу обязательно прокалите и поставьте в штатив.

Мазок из жидкой культуры №2 готовят также, но без использования физиологического раствора. Препарат из культур №3 и №4 готовится в том же порядке с последовательным внесением исследуемых культур.

2. Полученный препарат высушите на воздухе в чашке Петри. Запрещается покидать рабочее место и оставлять мазок без присмотра!

3. Высушенный препарат зафиксируйте путем 3-х кратного проведения через пламя спиртовки мазком вверх так, чтобы общее время пребывания его в пламени было около 6 с. Контролем правильности фиксации препарата служит прикосновение стекла к тыльной стороне ладони; стекло должно быть горячим, а не теплым. В противном случае фиксацию необходимо повторить. После того, как стекло остынет, границы мазка обведите стеклографом с нижней стороны. Цели фиксации: инактивация микроорганизмов; прикрепление микроорганизмов к стеклу; улучшение проникновения красителя внутрь микробной клетки. 

4. Фиксированный препарат из культуры №1 окрашивается метиленовой синькой Леффлера: для этого нанесите краску на мазок и через 3-5 мин смойте водой. Препарат высушите фильтровальной бумагой. 

Препарат из культуры №2 окрасьте водным фуксином Пфейффера (1:10) в течение 1-2 мин.

Препарат из смеси культур №3 и №4 окрасьте по методу Грама: поместите на препарат бумажку, пропитанную раствором генцианвиолета (модификация Синева), смочите ее водой, через 1-2 мин бумажку снимите, а краску слейте; налейте раствор Люголя на 1 мин, слейте; обесцветьте 96(спиртом в течение 10-30 сек. до прекращения отхождения струек краски; промойте водой; докрасьте водным фуксином (1:10) в течение 1-2 мин, промойте водой; высушите фильтровальной бумагой. 

Грамположительные микроорганизмы окрашиваются в фиолетовый, а грамотрицательные – в розово-красный цвет, что связано с особенностями строения и состава клеточной стенки. 

Для получения достоверного результата при окраске по методу Грама необходимо точно соблюдать правила приготовления мазков, продолжительность окраски и обесцвечивания спиртом. Толстые, густые мазки будут окрашиваться неравномерно и заведомо грам (-) бактерии могут окраситься грамположительно. При окраске тонких мазков основная ошибка заключается в «переобесцвечивании» мазка спиртом и поэтому грам (+) бактерии окрашиваются грам (-). Имеет значение и возраст культуры. В старых культурах грам (+) бактерии могут окраситься грам (-).
2. Освоение техники микроскопии с иммерсионной системой.

Микроскопию окрашенных препаратов в микробиологической практике производят с иммерсионным объективом, который обладает более высокой разрешающей способностью, чем сухой. При этом обязательным условием является погружение объектива в масло, показатель которого совпадает с показателем преломления стекла (1,52). Для этих целей применяют так называемое иммерсионное масло – кедровое или терпеновое масло. В этом случае пучок света, вышедший за пределы предметного стекла, не рассеивается и лучи, не меняя своего направления, попадают в объектив. Иммерсионный объектив дает увеличение х90 (х100), а в сочетании с окуляром х10 получается увеличение в 900 (1000) раз.

Порядок работы с иммерсионным микроскопом:

1. Поднять конденсор вверх до уровня предметного столика, поставить зеркало плоской стороной.

2. Поставить объектив х8 и, глядя в окуляр, движением зеркала добиться наилучшего освещения поля зрения.

3. На предметное стекло с микропрепаратом нанести каплю иммерсионного масла, положить его на предметный столик и установить объектив х90 (х100). Под контролем глаза, глядя сбоку, осторожно опустить, пользуясь макровинтом, тубус до погружения объектива в иммерсионное масло. Нельзя допускать соприкосновения объектива с препаратом, так как это может привести к повреждению фронтальной линзы. Затем, наблюдая в окуляр, при осторожных поворотах макровинта находят контуры микробных клеток и фокусируют изображение микровинтом, вращая его в пределах только одного оборота!
По окончании микроскопии поднимите тубус, снимите препарат и поместите его в дезинфицирующий раствор; осторожно сотрите масло с иммерсионного объектива, опустите конденсор и переведите револьвер на объектив х8.

Изучите приготовленный препарат под микроскопом. Обратите внимание на форму микроорганизмов (кокки, палочки, извитые), на их размеры, взаимное расположение и окраску. При увеличении микроскопа около 900, бактерии, имеющие размер 1 мкм, будут выглядеть равными, примерно 1 мм. Таким образом, можно приблизительно определить размеры бактериальной клетки. Зарисуйте увиденные в поле зрения микроорганизмы в протоколе, соблюдая пропорции клеток. Опишите их, сделайте вывод. 

После окончания работы необходимо привести рабочее место в порядок, сдать его дежурному и вымыть руки; в случае необходимости обработать руки дезраствором.
3. Промикроскопировать демонстрационные препараты стрептококков, бацилл сибирской язвы, окрашенные по методу Грама и полученные результаты занести в протокол.

Ожидаемые результаты: Streptococcus spp. Препарат из бульонной культуры. Грам (+) полиморфные кокки диаметром 0,5-1,5 мкм, расположенные, в основном, цепочками.

Bacillus anthracis – возбудитель сибирской язвы, препарат из бульонной культуры. Грам (+) крупные палочки (5-10 х 1-2 мкм) с обрубленными концами, расположенные длинными цепочками в виде «бамбуковой трости».

ОБРАЗЕЦ ОФОРМЛЕНИЯ ПРОТОКОЛА ПРАКТИЧЕСКОГО ЗАНЯТИЯ

Протокол-отчет № ____от______________Ф. И. О.____________№ группы________

ТЕМА:

	Цель
	Метод и его

содержание
	Полученные

результаты
	Выводы


5.4 Итоговый контроль знаний:

1. Классификация царства прокариот.

2. Морфология бактерий: форма, величина, взаимное расположение.

3. Простые и сложные методы окраски; их информативность

4. Метод Грама: методика и значение.

5. Типы микроскопов (биологический, люминесцентный, электронный и др.) и специальные методы микроскопии (темнопольная, фазово-контрастная).

6. Устройство биологического микроскопа. Разрешающая способность микроскопа.

7. Правила работы с иммерсионной системой.
- решение ситуационных задач по теме:

ЗАДАЧА №1. Культура бактерий S. aureus была окрашена фуксином и методом Грама.
1. К каким методам окраски относятся окраска фуксином и метод Грама?
2. Какую информацию мы можем получить, используя каждый из этих методов.
ЗАДАЧА №2. 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. Почему для идентификации C. diphtheriae необходимы два метода окраски?
ЗАДАЧА №3. В мокроте ребенка 6-ти лет, госпитализированного по поводу пневмонии, при микроскопическом исследовании препарата, окрашенного по Граму, были обнаружены бактерии нескольких морфотипов: грамположительные кокки правильной формы, диаметром 0,5 мкм, расположенные одиночно; грамположительные парные кокки овальной формы, размером 1×0,5 мкм; грамположительные палочки, прямые, с закругленными концами, размером 1,5-2×0,5 мкм. Количество лейкоцитов – 5-6 в поле зрения; эпителиальных клеток – 12-13 в поле зрения.

1. Позволяет ли указанная микроскопическая картина предположить этиологию заболевания, если известно, что критериями, подтверждающими взятие образца из нижних дыхательных путей, являются: наличие не более 10 эпителиальных клеток и не менее 25 лейкоцитов в поле зрения?
2. Назовите возможные причины отрицательных результатов микроскопического исследования мокроты у детей.
ЗАДАЧА №4. В инфекционный стационар поступил ребенок с предварительным диагнозом «Гнойный бактериальный менингит». С диагностической целью больному была произведена люмбальная пункция. При микроскопическом исследовании препарата из спинномозговой жидкости, окрашенного метиленовым синим, наряду с большим количеством лейкоцитов были обнаружены диплококки бобовидной формы.

1. Какой метод окраски (сложный или простой) был использован в данном случае?
2. Может ли врач-инфекционист на основании полученных данных подтвердить диагноз бактериального менингита?
3. Позволяют ли приведенные результаты предварительно идентифицировать возбудителя?

6. Домашнее задание для уяснения темы занятия:

- вопросы для самоконтроля:

1. Назовите отличительные признаки микроорганизмов, как представителей царства прокариот.

2. Какие свойства микроорганизмов лежат в основе микроскопического метода исследования?

3. Назовите и обоснуйте какие методы окраски микроорганизмов (простые или сложные) являются более информативными.

4. Обоснуйте дифференциально-диагностическое значение метода Грама в микробиологической практике.

5. Обоснуйте необходимость использования иммерсионной системы для изучения микроорганизмов.

7. Рекомендации по выполнению НИРС:
Темы рефератов

1. Разнообразие мира микробов.

2. Возможности современных методов микроскопии

3. Методы окраски, применяемые для выявления кислотоустойчивых бактерий.

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

4. 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.
5. 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.
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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