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РАЗДЕЛ 2. ФИЗИОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ.
Лабораторное занятие № 5

Тема: ПИТАНИЕ, ДЫХАНИЕ И РАЗМНОЖЕНИЕ БАКТЕРИЙ.

КУЛЬТИВИРОВАНИЕ И ВЫДЕЛЕНИЕ ЧИСТОЙ 

КУЛЬТУРЫ АЭРОБНЫХ БАКТЕРИЙ.
Цель: отработать методику посева микроорганизмов на жидкие 


и плотные питательные среды, усвоить принцип выделения 

чистой культуры аэробов.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Л. Пастер. Способы получения энергии бактериями.

2. Типы и механизмы питания бактерий.

3. Р. Кох. Основные принципы культивирования бактерий.

4. Рост и размножение бактерий. Фазы размножения 

5. Искусственные питательные среды, их классификация, 


требования к ним.

6. Принципы и методы выделения чистых культур аэробов.

САМОСТОЯТЕЛЬНАЯ РАБОТА:

1. Описать способы получения чистых культур.

2. Записать основные требования к питательным средам.

3. Познакомиться с жидкими и плотными питательными средами (МПБ, МПА, Ру и др.). 

4. Изучить методы разобщения бактерий. Научиться делать посевы петлей на плотные и жидкие среды.

5. Разобрать и записать в протоколе этапы выделения чистой культуры аэробных бактерий 

6. Изучить и зарисовать характер роста на жидких средах кишечной палочки, стафилококка, стрептококка, холерного вибриона, сибиреязвенной палочки.

7. Описать культуральные свойства отдельной колонии на чашке Петри с агаром (паспорт колонии).

8. С одной части колонии сделать мазок, окрасить по Граму, изучить и зарисовать; другую часть колонии отсеять на скошенный МПА, подписать и убрать в термостат.

9. Уборка рабочего места

10. Отчет по протоколу.

Работа № 1: Способы получения чистых культур бактерий.

1.

2.

3.

4.

5.

6.

7.

8.

Работа № 2: Основные требования к питательным средам

1. ____________________________________________________

2. ____________________________________________________

3. ____________________________________________________

4. ____________________________________________________

5. ____________________________________________________

6. ____________________________________________________

7. ____________________________________________________

8.   _____________________________________________________

9.   _____________________________________________________

Работа № 3: Жидкие и плотные питательные среды.

Консистенция среды зависит от содержания агар-агара. 

Жидкие среды не содержат его, в полужидкие он добавлен в ___%, 

в плотных средах агара до ___%.

Среды по назначению подразделяют на:

Универсальные –

мясопептонный бульон – МПБ (__________________________), сахарный бульон СБ (________________), 

мясопептонный агар МПА (_____________________________________).

Дифференциально-диагностические - 

кровяной агар КА (__________________) для выявления гемолитических свойств; среда Эндо – для дифференциации энтеробактерий по сахаролитическим свойствам; желточно-солевой агар ЖСА - для дифференциации патогенных стафилококков от непатогенных.

Элективные среды – только для одного вида бактерий:

ЖСА -10% NaCl выдерживают только стафилококки;

щелочной пептонный агар ЩПА – для холерного вибриона, 

среда Ру (__________________________) –- для дифтерийной палочки. 

Специальные среды - 




Среда Ру


 Среда Левенштейна








Йенсена

Работа № 4: Методы механического разобщения бактерий.

Техника посева бактерий бак.петлей.

· Метод Коха –______________________________________________

· Метод Дригальского –_______________________________________

· Посев бак.петлей. Материал, взятый петлей, втирают круговыми движениями в поверхность агара у края чашки, затем агар прокалывают петлей, снимая избыток материала, и производят зигзагообразные штрихи без отрыва по всей поверхности агара.

Работа № 5: Схема выделения чистой культуры 

аэробных бактерий (зарисовать)

I этап Изучение исследуемого материала 

1) микроскопия

2) посев на жидкие или плотные элективные или дифференциально-   

    диагностические среды.

II этап. Изучение культуральных свойств и выделение чистой культуры

а) на жидких средах – ______________________________________

б) на плотных средах – _____________________________________

· описание колонии (паспорт колонии)

· микроскопия части колонии

· отсев на скошенный агар для накопления.

III этап. Изучение чистой культуры ( ее свойства)

1) морфологические и тинкториальные – ________________________

2) биохимические – ________________________________________

3) антигенные - ___________________________________________

4) вирулентные - __________________________________________

5) токсигенные - __________________________________________

6) чувствительность к антибиотикам _________________________

7) чувствительность к фагам –_______________________________


IV этап. Учет результатов. Заключение о виде.

Работа № 6: Характер роста бактерий на жидких питательных

средах


_____________________             
________________

большинство бактерий 
холерный вибрион

(стафилококк,  кишечная

 палочка и др.)





_____________________
_________________

палочка чумы                                     патогенные грибы


___________________                   _____________________

стрептококк пиогенный
 Бациллы сибирской язвы

Работа №7: Описание полонии (паспорт колонии).
1. Исследование в проходящем свете –

1) Форма колонии: -правильная, -неправильная, -амебовидная, 

-ризоидная.

2) Величина колонии:- карликовая (до 1мм), -мелкая (1-2 мм),

- средняя (2-4 мм), -крупная (5 мм).

3) Степень прозрачности: - прозрачная, -полупрозрачная,

-непрозрачная.

2. Исследование в отраженном свете –

1) Цвет: -бесцветная, -мутная, -молочная, -пигментированная 

(фарфоровая, кремовая, желтая, синяя и т.д.)

2) Поверхность: -матовая, -блестящая, -влажная, -сухая,

-бородавчатая, -шагреневая, -складчатая.

3) Рельеф:- плоская, -плосковыпуклая, -каплеобразная, 


-с вдавленным центром, -с приподнятым центром,


-с валиком по периферии.

3. Исследование под малым увеличением –

1)Характер контура края: -ровный, -неровный (фестончатый,

бахромчатый, расплывчатый)

2) Поверхность: -матовая, -блестящая, -влажная, -сухая,

-шагреневая, -бородавчатая

3) Структура: -гиалиновая, волокнистая, -зернистая 

(мелко- или грубозернистая).

4. Исследование бактериальной петлей -

1) Консистенция: -пастообразная, -вязкая, -слизистая, -плотная, 

кожистая, -сухая, -хрупкая, -в виде пленки, -прилипающаяся, тянущаяся за петлей, -рассыпающаяся при прикосновении.

Работа №8: Микроскопия колонии в окраске по Граму.


Грам (   ) _____________________
Подпись преподавателя________________

Вопросы для самоконтроля:

1. Чем сопровождается рост бактерий?

2. Что такое размножение бактерий?

3. Как происходит размножение у фирмикутес и грациликутес?

4. Основной способ размножения бактерий.

5. Способы размножения спирохет, хламидий, грибов.

6. Какие микроорганизмы размножаются спорами?

7. У каких видов происходит размножение фрагментацией?

8. Какой процесс характеризует время генерации? 

9. Транспорт питательных веществ у бактерий.

10. Отличительные признаки процессов питания у бактерий.

11. Поступление питательных веществ в клетку без затраты энергии.

12. Поступление питательных веществ в клетку с затратой энергии.

13. Как культивируют большинство бактерий?

14. Какое требование для питательных сред необязательное?

15. Естественные питательные среды.

16. Плотные питательные среды.

17. Дифференциально-диагностические среды.

18. Элективные среды.

19. Элективный компонент ЩПВ.

20. Элективный компонент среды ЖСА.
21. Дифференциальный компонент ЖСА.

22. Универсальные среды.

23. Способы получения чистых культур.

24. На какой среде выделяют чистую культуру аэробов?

25. Что проводят на первом этапе выделения чистой культуры 

аэробов?

26. Второй этап выделения чистой культуры аэробов.

27. Третий этап выделения чистой культуры аэробов.

28. Классификация бактерий по источнику энергии.

29.  Как делят бактерии по источнику углерода?

30. Как подразделяют бактерии по источнику азота? 

31. Какие бактерии называют гетеротрофами?

32. Какие бактерии относятся к автотрофам?

33. Какие бактерии называют ауксотрофами?

34. Бактерии, усваивающие углерод из СО2.
35. Бактерии, усваивающие углерод из органических соединений.

36. Классификация бактерий по донорам электронов.

37. Факторы роста.

38. Бактерии, нуждающиеся в факторах роста.

39. Бактерии, не нуждающиеся в факторах роста.

40. Облигатные аэробы.

41. Бактерии, растущие в присутствии кислорода.

42. При каких условиях растут факультативные анаэробы?

43. Что представляет энергетический обмен у облигатных аэробов? 

44. При каких процессах акцептором электронов выступает кислород?

45. Характер роста различных бактерий на жидких питательных средах. 

46. Характер роста бактерий на плотных питательных средах.

47. Методы получения изолированных колоний аэробов.

48. В проходящем свете у бактерий описывают…?

49. Какие свойства описывают у колоний в отраженном свете? 

50. Какие свойства колоний описывают при малом увеличении?

Дополнительная информация.

Лабораторное занятие № 6.

Тема: БИОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА БАКТЕРИЙ. 

МЕТОДЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ И СХЕМА ВЫДЕЛЕНИЯ 

ЧИСТОЙ КУЛЬТУРЫ АНАЭРОБОВ.

Цель: научиться учитывать результаты и оценивать биохимические 

свойства бактерий. Усвоить методы выращивания и схему 

выделения чистой культуры анаэробов.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Ферменты бактерий, их виды. Идентификация бактерий 

по ферментативной активности.

2. Ферменты патогенности, их определение.

3. Методы культивирования анаэробов. Питательные среды.

4. Схема выделения чистой культуры анаэробов.

САМОСТОЯТЕЛЬНАЯ  РАБОТА:

1. Описать состав и принцип работы сред: Гисса, Раппопорта, Эндо, Левина, Плоскирева, Олькеницкогои др. Зарисовать их.

2. Записать состав и принцип работы сред, входящих в «пестрый ряд». Зарисовать готовый «пестрый ряд» кишечной палочки, сделать заключение.

3. Изучить и зарисовать определение факторов патогенности стафилококка при посеве на кровяной агар (КА), желточно-солевой агар (ЖСА), плазму.

4. Изучить и зарисовать способы создания анаэробных условий: Фортнера, Горовец-Власовой, Перетца, Вейон-Виньяля, выращивание в микроанаэростате, эксикаторе.

5. Записать состав и принцип работы сред для выращивания анаэробов: Цейсслера, Китта-Тароцци, Вильсона-Блера. Зарисовать исходные среды и с ростом анаэробных бактерий. 

6. Разобрать и записать этапы выделения чистой культуры анаэробов по схеме  .

7.  Изучить посев почвенной болтушки на молоко, приготовить мазок, окрасить по Граму, промикроскопировать, зарисовать споровые палочки

8. III Этап изучения чистой культуры. Приготовить мазок с выделенной чистой культуры, окрасить по Граму, определить микроб и зарисовать 

9. Защита протокола. Уборка рабочего места.

Работа №1: Среды для определения сахаролитических свойств

бактерий.

Жидкие среды. 

1)Среда Гисса (___________________________________________)


исходная 

до К
                     до КГ

2) Среда Раппопорта (_______________________________________). Элективная для сальмонелл. Разливается в бутылки или колбы.




Среда Раппопорта



Исходная

до К


до КГ

Плотные среды

1)Эндо, Левина, Плоскирева – среды на выявление энтеробактерий (МПА + ____________+ щелочной индикатор: в Эндо –___________, в Левина–___________________________, в Плоскирева –______________________, последняя еще имеет соли желчных кислот и бриллиантовую зелень, которые подавляют рост кишечной палочки).

Эндо


Левина 

Плоскирева 

Лак (+)



Лак (+)


Лак(+)


Лак (-)
   


Лак (-)


Лак (-)

Бактерии, расщепляющие лактозу -lac(+), дают окрашенные колонии, потому, что___________________________________________________. Бактерии, не расщепляющие лактозу – lac(-) дают бесцветные колонии.

Среда Олькеницкого (__________________________________________

____________________________________). Среда разливается в виде скоса, используется для выделения чистой культуры энтеробактерий.


Лактоза


до КГ







Глюкоза


до КГ





     исходная


с посевом

Среды для определения протеолитических свойств бактерий

 1. МПБ с индикаторными бумажками:

а) на индол 

  б) на сероводород

 в) на аммиак

2.желатин

3. Молоко

Работа № 2: «Пестрый ряд» кишечной палочки

«Пестрый ряд» состоит из набора сред Гиса и МПБ с индикаторными бумажками на определение конечных продуктов расщепления белков.

Лактоза     Глюкоза      Манит         Мальтоза
     Сахароза
    МПБ


     
    
                                      







       H2S    
индол

Результат: кишечная палочка ферментирует ____________________

__________________________________________________________

__________________________________________________________

Работа № 3: Факторы патогенности стафилококка

1. Лецитовиттелаза (лецитиназа) – разрушает лецитин клеточных стенок, выявляется при посеве на ЖСА (МПА + желточная взвесь + 10% хлорид натрия).






ЖСА






lec (+)






lec (-)

2. Плазмокоагулаза – сворачивает плазму. 

Посев проводят в 0,5 мл плазмы крови кролика.





исходная

сгусток

3. Гемолизин – токсин, расщепляющий эритроциты. 

Определяется на кровяном агаре (КА)






КА






гем (+)






гем (-)

4. Фибринолизин – токсин, расплавляющий фибрин.

Определяется посевом в свернутую кровь.



сгусток крови

лизис сгустка

Работа № 4: Способы создания анаэробных условий.

1.Физические 
2. Химические

3. Биологические

Метод Перетца                 

Принцип:



              
            
______________________




             

______________________

Метод Фортнера

            Принцип:






           _____________________






            _____________________

                    аэроб


анаэроб

Трубки Вейон-Виньяля
                        Принцип:






           _____________________






           _____________________
Работа 5: Среды для выращивания анаэробов

1. Среда Цейсслера (глюкозо – кровяной агар) в чашке Петри






Принцип:






___________________________






___________________________

2. Среда Китта-Тароцци (сахарный бульон, кусочки паренхиматозных органов, высокий столбик, слой вазелинового масла).








Принцип:







______________________







______________________


исходная

с ростом

3. Среда Вильсона-Блера - железосульфитный агар ( 3% МПА + 1% глюкозы+ 20% сульфит натрия + 8% хлорид железа) разливают высоким столбиком, сверху вазелиновое масло. Позволяет выявить сероводородную активность








Принцип:







______________________







______________________


исходная 

с ростом.

4.  Тиогликолевая среда – используется как жидкая, так и полужидкая и  плотная.

5. Молоко по Тукаеву (1% пептонная вода + 5% обезжиренного молока) используется для выявления протеолитической активности бактерий.

Работа 6: Рост анаэробов при посеве на молоко.

Большинство анаэробов вызывают створаживание молока. 

Для приготовления мазка стерильной бактериологической петлей берут содержимое пробирки со дна пробирки. Окрашивают  по Граму. Клостридии представляют крупные Грам (+) палочки с непрокрашенными терминальными или субтерминальными спорами.






Клостридии Грам (+)

Работа № 7: Схема выделения чистой культуры анаэробов.

I этап. Изучение исследуемого материала: а) микроскопия, б) посев в 5 пробирок со средой Китта-Тароцци (сразу после ее прогревания на водяной бане при t 80 0С 15-20 мин и быстрым охлаждением).

II этап. Изучение культуральных свойств (характер изменения среды Китта-Тароцци) и получение изолированных колоний по методу Вейнберга (разведения в расплавленном сахарном агаре с последующим помещением в трубки Вейон-Виньяля) -

.









или по методу Цейсслера (посев с разобщением на глюкозо –

кровяной агар)

III этап. Изучение колоний. Отсев на среду Китта-Тароцци для накопления чистой культуры.

IV этап. Изучение чистой культуры

а) морфологические и тинкториальные свойства - мазок в окраске по Граму, Гинсу, Ожешко;

б) биохимические – «пестрый» ряд, посев в молоко, на среду Вильсона-Блера и др., 

в) антигенные и токсигенные свойства - на лабораторных животных.

V этап. Учет результатов Заключение о виде.

Работа № 8: Изучение выделенной чистой культуры.

1.  Культуральные свойства:

2. Морфологические и тинкториальные свойства в окраске по Граму:


_________________
Грам (  )

Подпись преподавателя_____________________

Дополнительная информация.

Вопросы для самоконтроля:

1. Факторы агрессии.

2. Ферменты, зависящие от субстрата в среде.

3. Классификация ферментов по направленности действия.
4. Использование ферментов микробов.

5. Среды для выявления факторов патогенности.

6. Состав и назначение среды ЖСА.

7. Методы получения изолированных колоний анаэробов.

8. Принципы создания анаэробных условий в среде Китта-Тороцци.

9. Что такое брожение?

10. Способ получения энергии у облигатных анаэробов.

11. Методы создания анаэробных условий.

12. Жидкие среды для культивирования анаэробов.

13. Среда Вильсона-Блера.

14. Химические методы создания анаэробных условий.

15. На каких средах получают изолированные колонии анаэробов?

16. Как создаются анаэробные условия в микроанаэростате?

17. Конечные продукты расщепления белков.

18. Как выявляют образование сероводорода, индола, аммиака? 

19. Реактивы на выявление сероводорода, индола, аммиака.
20. Среды для изучения сахаролитических свойств бактерий.
21. Среды, содержащие лактозу.
22. Как выглядят лак (+) колонии на среде Эндо, Левина, Плоскирева?

23. Конечные продукты расщепления углеводов.
24. Состав и назначение среды Раппопорта.

25. Дифференцирующий компонент среды Раппопорта.

26. Среды для изучения протеолитических свойств.

27. Свойства облигатных анаэробов.

28. Биологические методы создания анаэробных условий.

29. II этап выделения чистой культуры анаэробов.

30. Среды для выращивания анаэробов (жидкие и плотные).

31. Химические методы создания анаэробных условий.

32. Назначение и принцип работы трубок Вейон-Виньяля.

33. Какие бактерии могут существовать без кислорода?

34. Среды для выращивания анаэробов.
35. Как создаются анаэробные условия в эксикаторе?
36. Состав и применение кровяного агара.
37. III этап выделения чистой культуры анаэробов.
38. Состав и назначение среды Цейсслера.
39. Как создаются анаэробные условия в методе Фортнера. 
40. Принципы создания анаэробных условий в среде Китта-Тороцци.
Лабораторное занятие № 7

Тема: КУЛЬТИВИРОВАНИЕ И ИНДИКАЦИЯ ВИРУСОВ. 

БАКТЕРИОФАГИ.

Цель: усвоить методы культивирования и индикации вирусов, 

методы получения и титрования бактериофагов и их 

практическое использование.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

1. Значение открытия Д.И. Ивановского. Этапы развития вирусологии, роль отечественных ученых в развитии вирусологии.

2. Структура и химический состав вирусов и бактериофагов.

3. Типы взаимодействия вируса с клеткой, стадии репродукции, исходы.

4. Методы культивирования вирусов. Индикация вирусов.

5. Бактериофаги. Взаимодействие фага с клеткой. Умеренные и вирулентные фаги. Лизогения.

6. Получение и титрование фагов. Применение фагов в медицине, микробиологии и биотехнологии.

7. Внутривидовая идентификация бактерий (биовары, серовары, фаговары и т.д.). Эпидемическое маркирование.

САМОСТОЯТЕЛЬНАЯ  РАБОТА:

1. Провести овоскопию куриного эмбриона, заразить его 

вируссодержащим материалом. Провести вскрытие ранее зараженного эмбриона, визуально оценить состояние оболочек.

2. Описать типы культур клеток, их отличия.

3. Изучить питательные среды для культур клеток: Хенкса, Игла, 199.

4. Изучить и зарисовать методы индикации вирусов:

а) цитопатическое действие - промикроскопировать и зарисовать культуры фибробластов в норме и с ЦПД;

б) реакция гемагглютинации – поставить РГА для индикации вируса в исследуемом материале, оценить и зарисовать;

в) реакция гемадсорбции – зарисовать с таблицы;

г) включения в пораженных клетках – зарисовать с таблиц тельца Бабеша-Негри при бешенстве, тельца Гварниери при натуральной оспе, внутриядерные включения при аденовирусной инфекции;

д) реакция бляшкообразования – с таблицы;

е) «цветная проба» - зарисовать и оценить готовую реакцию.

5. Разобрать особенности строения и зарисовать структуру 


бактериофага.

6. Описать способ получения бактериофага. 

7. Учесть и зарисовать результаты титрования фага по Аппельману 

и по Грациа.

8. Учесть и зарисовать готовые результаты фагодиагностики: реакции 


фаголизиса и фаготипирования.

9. Описать препараты фагов, используемые для диагностики, лечения 


и профилактики  заболеваний.

10. Уборка рабочего места.

11. Защита протокола.

Работа № 1: Техника овоскопии, заражения и вскрытия куриного

эмбриона.

Овоскопия: поместить эмбрион на овоскоп и карандашом отметить границу воздушной полости.


Строение 12-дневного куриного эмбриона



воздушная 



хорион - аллантоисная


полость




оболочка (ХАО)


эмбрион




аллантоисная полость


амниотическая



желточный мешок


полость








белок


Заражение: скорлупу над воздушной полостью протирают спиртом, обжигают на огне, смазывают 2% настойкой йода, снова протирают спиртом и обжигают. Для заражения на ХАО изогнутыми ножницами срезают скорлупу над воздушной полостью, пинцетом снимают часть подскорлупной оболочки, исследуемый материал в объеме ________ наносят на ХАО (конец иглы не должен быть ниже границы воздушной полости). Отверстие в скорлупе закрывают покровным стеклом и заливают воском или парафином.

Для заражения в аллантоисную полость через прокол в скорлупе вводят иглу шприца так, чтобы конец иглы был ниже уровня воздушной полости на ______. Отверстие в скорлупе заливают воском.

Вскрытие куриных эмбрионов проводят с соблюдением правил асептики. Скорлупу над воздушной полостью обрабатывают так же, как при заражении, и срезают ножницами чуть выше границы прикрепления хорион-аллантоисной оболочки. Визуально оценивают состояние ХАО (помутнение, наличие бляшин и т.д.). Аллантоисную жидкость насасывают пипеткой после прокола ХАО в месте, лишенном крупных кровеносных сосудов. Затем ХАО разрезают ножницами и через отверстие выливают все содержимое в чашку Петри. Амниотический мешок так же разрезают, освобождают от эмбриона, просматривают на наличие поражений.

Работа №2: Культуры клеток для культивирования вирусов.

	Свойства
	Первичные 
	Полупереви-

ваемые 
	Перевиваемые 

	Отличия от исходной ткани
	
	
	

	Набор хромосом


	
	
	

	Продолжительность жизни
	
	
	

	Время генерации (дни)
	
	
	

	Признаки озлокачествления
	
	
	

	Линии клеток


	
	
	


Работа №3: Питательные среды для культур клеток:

1. Сбалансированные солевые растворы - раствор Эрла, Хенкса

2. Ростовые среды: 

а) естественные – среда Эндерса:_______________________________
б) гидролизаты – _____________________________________________

в) синтетические – среда Игла:__________________________________

      среда 199:___________________________________

_______________________________________________

Перед использованием ко всем средам добавляется________________

_____________________. Большинство сред содержат индикатор – феноловый красный, чтобы оценивать состояние культур клеток (если его нет, то необходимо внести в среду).

Работа №4: Методы индикации вирусов

а) цитопатическое действие (ЦПД)- культуры клеток изучают под малым увеличением микроскопа в исходном состоянии или после окраски анилиновыми красителями. Нормальные клетки фибробластов располагаются на стекле в виде монослоя и имеют четко выраженную структуру. Вирусы при размножении в клетках вызывают их дегенерацию.


нормальные 



ЦПД -


фибробласты



дегенерация

б) реакция гемагглютинации – РГА: 

Компоненты:

1) смыв из носа - вируссодержащий материал

2) 1% взвесь куриных эритроцитов.

Механизм реакции:___________________________________________

___________________________________________________________

____________________________________________________________

	


Результат:


Заключение: в исследуемом материале содержится вирус, потому что

___________________________________________________________

___________________________________________________________

в) реакция гемадсорбции – РГадс проводится на ХАО куриного эмбриона или на культуре клеток после внесения на них исследуемого материала. Если в исследуемом материале есть вирус, то после добавлении взвеси куриных эритроцитов, эритроциты приклеиваются – адсорбируются на клетках. Изучают РГадс на ХАО – невооруженным глазом, на культуре клеток – под малым увеличением микроскопа.


г) включения в пораженных клетках


цитоплазматические -






   тельца Бабеша-Негри 






при бешенстве





     тельца Гварниери





      при натуральной оспе

внутриядерные -





      при аденовирусной






инфекции

д) реакция бляшкообразования 

На монослое культуры клеток во флаконах Кареля под агаровым покрытием образуются ограниченные участки разрушенных вирусом клеток - бляшки или негативные колонии, которые отличаются по форме и размерам.



[image: image1]
е) «цветная проба» - учесть результат готовой реакции



Культура клеток

культура клеток


Среда 199


исследуемый материал






Среда 199

Результат: в исследуемом материале содержится вирус, потому что

___________________________________________________________________________________________________________________________

Работа №5: Строение бактериофага.




головка


нуклеиновая кислота



отросток


чехол 



шипики



базальная пластинка

Работа № 6: Получение бактериофагов.

1._____________________________________________________

2._____________________________________________________

3._____________________________________________________

4. _____________________________________________________

5. _____________________________________________________

6. _____________________________________________________

Работа № 7: Методы титрования фагов.

1. Титрование по методу Аппельмана.

Полученный фаг разводится ___________________________________

_______________________ В каждое разведение вносится ___________ количество культуры бактерий. Инкубация в термостате. 


 10 -1      10 -2      10 -3     10 -4     10 -5      10 -6      10 -7      10 -8        КК        КФ

Механизм реакции:_____________________________________________

_____________________________________________________________

Титр фага (ТФ) – то __________________разведение, при котором еще

________________________________________.

Результат: Титр фага =____________________
2. Титрование по методу Грациа 






Из разведения 10 -6




количество негативных колоний -_______

Титр фага по Грациа – количество фаговых частиц на 1 мл.

Результат: титр фага по Грациа =______________________

Работа №8: Методы фагодиагностики:

1. Реакция фаголизиса. Исследуемый материал засевается на чашке газоном, наносится капля индикаторного фага, чашка располагается под наклоном и инкубируется. Если есть соответствующий возбудитель, то _______________________________.


бактериофаг






стерильная дорожка


Заключение:_________________________________________

__________________________________________________________

2. Реакция фаготипирования стафилококков – проводится с чистой культурой на III этапе исследования для определения фаговара. Стафилококки засевают на плотную среду газоном, дно чашки Петри предварительно расчерчено на сектора, соответственно количеству типовых фагов. В каждый сектор вносят по капле типового фага. Инкубируют. Фаготип культуры определяют по месту фаголизиса.



фаг 29



фаг 52



фаг 47



фаг 80

Заключение: ___________________________________________

Реакция фаготипирования стафилококков используется для установления источника инфекции.

Работа № 9: Диагностические и лечебно-профилактические фаги. 

 Диагностические фаги: 

1)___________________________для_____________________________; 2)______________________________для_____________________________________________________________

Лечебно-профилактические:

1)__________________________________

2)__________________________________

Вопросы для самоконтроля:

1. Что такое провирус и профаг?

2. Что такое фаги?

3. Виды бактериофагов. 

4. Микроскопические методы индикации вирусов.

5. Определение количества фага.

6. Исходы взаимодействия вируса с клеткой.

7. Что представляют собой однослойные культуры клеток?

8. Какие бывают культуры клеток? 

9. Что такое вирогения и лизогения? 

10. Типы взаимодействия вируса с клеткой.

11. Как культивируют вирусы?

12. Основная форма и структура фагов.

13. Что принимают за титр фага по Аппельману?

14. Какая стадия взаимодействия отсутствует у фагов?

15. Питательные среды, используемые в вирусологии.

16. Для чего в вирусологии используются питательные среды? 

17. Первичные, перевиваемые и полуперевиваемые культуры клеток.

18. Методы индикации вирусов.

19. Что означает фагодиагностика?

20. Как выходят из клетки простые и сложные вирусы?

21. Компоненты РГА и РГадс.

22. Индикация вирусов с применением культур клеток.

23. Что такое эпидемическое маркирование?

24. Как проникают фаги в клетку?

25. Методы титрования фага.

26. Чем заканчивается интегративный тип взаимодействия вируса?

27. Как можно определить количество вирусов?

28. Как культивируют бактериофаги?

29. .Что представляют собой однослойные культуры клеток?

30. Как проникают вирусы в клетку?

Дополнительная информация.

Лабораторное занятие №8.

Тема: КОЛЛОКВИУМ ПО РАЗДЕЛУ: «ФИЗИОЛОГИЯ 

МИКРООРГАНИЗМОВ». УЧЕБНО-ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКАЯ РАБОТА СТУДЕНТОВ - УИРС.

Цель: контроль усвоения теоретического материала и практических 

навыков по разделу: «Физиология микроорганизмов».

УИРС 1 этап.

ВОПРОСЫ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ:

Теоретические вопросы и вопросы для самоподготовки 

 к  занятиям №№ 5-7.

САМОСТОЯТЕЛЬНАЯ РАБОТА:

Ответить на 20 вопросов ЭВМ-контроля или по теме.

Каждому студенту рассказать о препарате, предложенном 

преподавателем: 

состав, принцип работы и применение питательных сред - Ру, Левенштейна-Йенсена, Эндо, Левина, Плоскирева, Олькеницкого, Раппопорта, Китта-Тароцци, Вильсона-Блера, Игла, 199; 

характер роста бактерий на жидких и плотных средах, «пестрый ряд»;

применение, постановка и учет методов Фортнера, Горовец-Власовой, Перетца, Аппельмана, Грациа, использование трубок Вейон-Виньяля, культур клеток - фибробластов, HeLa; 

оценить методы индикации вирусов - РГА, ЦПД, «цветная проба», включения; 

применение, постановка и учет реакций фаголизиса и фаготипирования, получение и применение бактериофагов.

3.   УИРС - I этап: 

1) –  посев-отпечаток большого пальца на среду Эндо, 

2)– посеять волос на МПА, 

3)– посев тампоном мазка из носа на ЖСА.

У всех посевов подписать свой номер и поместить в термостат.
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