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1. Занятие № 7.
Тема: Генетика микроорганизмов. Бактериофагия. Контрольная работа: Генетика, бактериофагия, нормальная микрофлора.
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 а 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: 
1. Основные закономерности наследственности и изменчивости бактерий и их значение для медицины.

2. Строение бактериального генома. Отличительные особенности организации генотипа у про- и эукариот. 

3. Современные представления о механизмах репликации хромосомной ДНК у бактерий. Полуконсервативный способ.

4. Роль плазмид и других мобильных генетических элементов в жизнедеятельности бактерий. 

5. Характеристика основных форм изменчивости. 
6. Механизмы возникновения наследственной и ненаследственной изменчивости. Фенотипическая и генотипическая изменчивость. Модификации и мутации.

7. Виды рекомбинаций у бактерий. Характеристика процессов трансформации, коньюгации, трансдукции и лизогенной конверсии. 

8. 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.

9. История изучения видов изменчивости у бактерий. Понятия прототроф, ауксотроф, значение при изучении изменчивости.

10. Бактериофаги.

11. Бактериофаг. Понятие о вирулентных и умеренных бактериофагах. Классификация, механизмы взаимодействия бактериофага с клеткой. Лизогения и лизогенная конверсия. 

12. Трансдукция. Понятия профаг, дефектный фаг. Практическое значение бактериофагов в биологии и медицине. Генная инженерия и биотехнология.

13. 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
Тесты:
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.
Внехромосомные факторы наследственности (плазмиды, транспозоны, Is-последовательности).

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

Модификационная изменчивость у бактерий, ее механизмы и формы проявления.

Генотипическая изменчивость. Мутации и генетические рекомбинации у бактерий.

Механизмы передачи генетической информации у бактерий: конъюгация, трансдукция, трансформация.

Репарации и их роль в сохранении стабильности генома бактерий.

Цели и задачи генной инженерии. Основные этапы генноинженерных манипуляций. Достижения генной инженерии.

Применение генетических методов в диагностике инфекционных заболеваний.

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

Практическое использование бактериофагов в микробиологии и медицине.
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, превышающим 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 наличие 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. Выявить источник 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 – апликатор. 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, пиобактериофаг, сибиреязвенный бактериофаг (диагностический), типовой стафилококковый бактериофаг 52А, бруцеллезный бактериофаг Тб (диагностический), брюшно-тифозный бактериофаг (таблетированный)), занесите результаты в таблицу.

	№ пп
	Название


	Что содержит
	Для чего

применяется
	Как применяется

	
	
	
	
	


7. Контрольная работа «Генетика микроорганизмов. Бактериофагия. Нормальная микрофлора».

5.4. Итоговый контроль знаний:
- ответы на 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?

6. Вопросы для самоподготовки к контрольной работе:

I. Генетика микроорганизмов.

1. Организация генетического материала у бактерий. Понятие о генотипе и фенотипе.

2. Плазмиды бактерий. Строение, особенности репликации; разновидности плазмид, их функции.

3. Фенотипическое проявление плазмид. F-, Col-, R-плазмиды и плазмиды патогенности. Их роль в биологии микроорганизмов.

4. Подвижные генетические элементы: транспозоны, Is-последовательности. Их строение, функции и роль в эволюции бактерий. 

5. Виды изменчивости у бактерий. Модификационная изменчивость, ее механизмы и формы проявления.

6. Генотипическая изменчивость. Мутации у бактерий, их разновидности. Причины и механизмы возникновения мутаций. Мутагены.

7. Репарации и их роль в сохранении стабильности генома бактерий.

8. Генетическая рекомбинация у бактерий, ее отличие от генетической рекомбинации у эукариот. Типы генетических рекомбинаций у бактерий (гомологичная, сайт-специфическая, незаконная).

9. Механизмы передачи генетической информации у бактерий: коньюгация, трансдукция, трансформация; их использование для получения рекомбинантов с заданными свойствами.

10. Цели и задачи генной инженерии. Основные этапы генноинженерных манипуляций. Достижения генной инженерии.

11. Применение генетических методов в диагностике инфекционных заболеваний: ПЦР, метод молекулярных зондов.

II. Бактериофагия

1. Бактериофаги: строение, химический состав, культивирование

2. Умеренные и вирулентные бактериофаги, особенности взаимодействия с клеткой хозяина.

3. Лизогения, фаговая конверсия. Практическое применение.

4. Практическое использование бактериофагов в медицине и микробиологии.

5. Препараты лечебно-профилактических и диагностических бактериофагов. Что содержат, для чего и как используются.

III. Нормальная микрофлора.

1. Нормальная микрофлора организма человека: понятие, характеристика (облигатная и факультативная, пристеночная и полостная, условно-патогенная микрофлора).

2. Микрофлора различных экотопов: кожи, верхних дыхательных путей, пищеварительной и урогенитальной систем.

3. Возрастные особенности формирования нормальной микрофлоры у новорожденных и детей раннего возраста (на примере микробиоценоза кишечника и вагины).

4. Влияние метода родоразрешения, условий пребывания в роддоме, характера вскармливания ребенка на формирование нормальной микрофлоры ребенка.

5. Функции нормальной микрофлоры человека, влияющие на состояние здоровья.

6. Роль нормальной микрофлоры человека в развитии эндогенных инфекций.

7. Дисбактериоз: понятие, причины возникновения, меры профилактики, микробиологическая диагностика.

8. Особенности состава микрофлоры влагалища в норме и при бактериальном вагинозе (БВ). Причины развития бактериального вагиноза у женщин. Роль БВ в патологии плода ребенка.

9. Биопрепараты пробиотиков. Что содержат, для чего и как используются.
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. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2020. - Т. 1. - 448 с. - Текст: электронный. 

2. Медицинская микробиология, вирусология и иммунология: учебник: в 2 т. / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2021. - Т. 2. - 472 с. - Текст: электронный. 

Дополнительная литература

1. Микробиология, вирусология и иммунология. Руководство к лабораторным занятиям : учеб. пособие / ред. В. Б. Сбойчаков, М. М. Карапац. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2018. - 320 с. - Текст: электронный. 

2. Микробиология [Электронный ресурс]: учебник / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - М.: ГЭОТАР-Медиа, 2014. 

3. Микробиология, вирусология: руководство к практическим занятиям : учеб. пособие / ред. В. В. Зверев, М. Н. Бойченко. - Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2017. - 360 с. - Текст: электронный. 

Электронные ресурсы

Медицинская библиотека meduniver (http://naukavsma.com/ru_RU/medical-library-meduniver-com) 

Medicine Live библиотека учебных статей для студентов медвузов. (http://vk.com/medlivebooks)
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