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П РЕД И С Л О В И Е

Руководство к  лабораторны м занятиям  по микробиологии 
написано в соответствии с П рограммой по микробиологии с 
вирусологией и иммунологией (М., 1975) и новыми и н струк­
циями, предназначенны ми для микробиологических лабора­
торий. Оно состоит из двух разделов: общей микробиологии, 
включающей практическое применение учения об инф екции 
и иммунитете, и частной микробиологии.

М атериал распределен по темам и занятиям . П родолж и­
тельность практических занятий , у казан н ы х  в Руководстве, 
соответствует двум академическим часам. Это дает воз­
можность студентам работать самостоятельно со сделанны ми 
посевами и во многих случаях своевременно регистрировать 
результаты  проведенных исследований. К аж д ая  тема вклю ­
чает программу зан яти я  (или зан яти й ), теоретическое 
вступление, перечень демонстраций, задание студентам 
для вы полнения лабораторной работы, методические у к а за ­
ния и контрольные вопросы.

В теоретических вступлениях представлены  основные 
полож ения темы, дополненные таблицами и схемами, ко­
торые тесно связаны  с вопросами, рассматриваемыми на 
соответствующих практических занятиях.

Д ля  более эффективного усвоения изучаемого м атериа­
ла в настоящ ее руководство наряду с программой занятий  
введены задачи и контрольные вопросы. Это позволит в 
значительной мере активизировать самостоятельную работу 
студентов и свести к минимуму возможность ее м еханиче­
ского выполнения, поскольку для реш ения каж дой задачи  
Необходима предварительная подготовка в соответствии 
с методическими указаниям и, излож енны ми в руковод­
стве.

Например, приступая к  выполнению задания по теме: 
«М орфология микроорганизмов», студент долж ен знать, каким  
образом выявляю т споры и капсулы у  бактерий, в каки х  
случаях используют окраску по Граму, другие слож ны е 
методы окраски и  т. д. В помощь студентам наряду с ме­
тодическими указан иям и  предлагается демонстрация п ре­
паратов, посевов, «пестрых» рядов, серологических реакций 
и т. д.



К онтрольны е вопросы, предлагаемые к  каж дой теме, 
позволят студентам проверить свои знан ия после подготов­
ки  по практи кум у и теоретическому курсу, изложенному 
в учебнике п лекциях. Вместе с тем они призваны  унифи­
цировать требования, предъявляем ы е к  студентам на зан я­
тиях, зачетах  и экзаменах. Опыт преподавания микробио­
логии в I Л енинградском  ордена Трудового Красного 
Знам ени медицинском институте имени академика 
И. П. П авлова показал, что введение задач и контрольных 
вопросов заметно повысило интерес студентов к  практиче­
ским зан яти ям  и способствовало более глубокому усвоению 
пройденного материала.

Все темы  и зан яти я  излож ены  в руководстве таким об­
разом, чтобы в зависимости от реального количества часов 
можно было сократить или расш ирить материал за счет 
самостоятельной работы студентов с учетом проведения 
контрольны х занятий. При выполнении практических зан я­
тий для реш ен ия многих задач  студенты используют гото­
вы е препараты , посевы, «пестрые» ряды , серологические 
реакции и  т. д. Это сокращ ает объем самостоятельной р а ­
боты, но не отраж ается на смысловом содерж ании темы.

Д анное руководство мож ет быть использовано и на са ­
нитарно-гигиеническом ф акультете, программа которого 
рассчитана на большее количество часов. П ри этом реко­
мендуется расш ирить самостоятельную работу студентов 
за  счет вы полнения исследований, указан ны х в демонстра­
циях, и 1$в<?Л|} зан яти я  по санитарно-бактериологическим 
исследованиям объектов внеш ней среды и пищ евых про­
дуктов.

К ритические зам ечания, пож елания и советы по руко­
водству будут приняты  авторами с благодарностью.



О Б Щ А Я  М И К Р О Б И О Л О Г И Я

При изучении данного раздела студенты знаком ятся с 
устройством и оборудованием бактериологической, вирусо­
логической, иммунологической лабораторий, с основными 
методиками, которые, применяю тся при микробиологических, 
вирусологических исследованиях. Это преж де всего отно­
сится к  микроскопии, стерилизации, приготовлению п и та­
тельны х сред, способам культивирования микроорганизмов 
и выделению чистых культур.

С помощью этих методов студенты исследую т наиболее 
общие морфологические, культуральны е и  биохимические 
признаки, главны м образом у  бактерий и вирусов, а такж е 
распространение микробов в природе, микрофлору организ­
ма человека и проводят санитарно-микробиологическую 
оценку воздушного бассейна, водоемов и  почвы. Н аряду с 
этим студенты изучают влияние физических и химических 
факторов на микроорганизмы, и  методы определения чувст­
вительности бактерий к антибиотикам, имею щие непосред­
ственно прикладное значение. Знакомство студентов с ос­
новными методами, применяю щ имися для исследования 
генетического контроля самых разнообразны х признаков 
микробных клеток и вирусов, позволит им лучш е разобрать­
ся в современных достиж ениях молекулярной биологии и 
медицинской генетики, в бурном развитии которых микроб­
ные объекты сы грали решаю щую роль.

Вместе с тем от студентов требуется овладеть навы кам и 
микробиологического исследования, что позволит им в даль­
нейшем понять возможности микробиологических методов, 
ш ироко применяю щ ихся в диагностике инфекционны х бо­
лезней и санитарно-бактериологической практике.



М И К Р О Б И О Л О Г И Ч Е С К И Е  Л А БО РА ТО РИ И  
И  И Х  О БО РУ Д О В А Н И Е

Т ем а  1. БА К ТЕ РИ О Л О ГИ Ч Е С К И Е , ВИРУСОЛОГИЧЕСКИЕ,
И  С ЕРО Л О ГИ Ч Е С К И Е  Л А БО РА ТО РИ И  И  ИХ ОБОРУДОВАНИЕ

П рограм м а за н я ти я

1. О р ган и зац и я  м икробиологических  (бактериологических, виру­
сологических  и  серологических) лабораторий  и п рави ла  работы  в них.

2. О сновны е приборы  и  оборудование м икробиологических лабо­
раторий .

3. М икроскопы  и  м и кроскоп и ч еская  техника.

Д ем онстрация

1. У стройство  и  п р и м енение основны х приборов и  оборудования, 
ш ш ользуем ого  в м икробиологических  лабораториях : терм остата, цен ­
тр и ф у г , ав т о к л ав а , суш ильного  ш каф а  и  др., и н струм ен тари я  и  по­
суды .

2. У стройство  биологического м икроскопа. Р азли ч н ы е типы  м ик­
роскопии: тем ноп ольная, ф азово-контрастная , лю м инесцен тная, элек ­
тр о н н ая .

3. П р еп ар аты  д р о ж ж ей  и  бактер и й  п р и  различн ы х  ти п ах  м икро­
скопии.

П равила работы в микробиологических лабораториях

Работа в микробиологической лаборатории медицинского 
учреж ден ия проводится с патогенными микроорганизмами. 
П оэтому для предохранения от зараж ени я персонал обязан 
строго соблю дать правила внутреннего распорядка.

1. Все сотрудники работаю т в медицинских халатах, 
ш апочках и  в сменной обуви, которые защ ищ аю т от попа­
дан ия заразного м атериала. В необходимых случаях на 
лицо надеваю т маску из марли. Работа с особо опасными 
микроорганизмами реглам ентируется специальной инструк­
цией.

Вход в лабораторию  без халата категорически запрещ ен.
2. В лабораториях запрещ ается курить п принимать 

пищу.
3. Рабочее место должно быть всегда в образцовом по­

рядке. Л ичны е вещ и сотрудников хранятся в специально 
отведенном месте.

4. П ри случайном попадапии заразного материала на 
стол или па пол это место тщ ательно обрабатывается дезин­
фицирую щ им раствором.



5. Хранение и наблюдение за культурами микроорга­
низмов п их уничтож ение проводятся согласно специальной 
инструкции. Все культуры  патогенны х микроорганизмов 
регистрирую тся в ж урнале движ ения культур.

После окончания работы нуж но тщ ательно вы мы ть руки  
и при необходимости обработать их дезинфицирую щ им р а ­
створом.

П ринципы организации и оборудование бактериологической, 
вирусологической и серологической лабораторий

Бактериологические, вирусологические и  серологические 
лаборатории входят в состав санитарно-эпидемиологических 
станций (СЭС) и организую тся при крупны х больницах. 
В этих лабораториях вы полняю тся бактериологические, ви ­
русологические и серологические анализы  материалов, по­
лученны х от больных, обследуются бактерионосители и 
проводятся санитарно-микробиологические исследования 
воды, воздуха, пищ евы х продуктов.

В бактериологических лабораториях больниц обычно 
проводят диагностические исследования при киш ечны х и 
гнойных инфекциях, дифтерии, туберкулезе и др. Д и аг­
ностика особо опасных инфекций (чума, тулярем ия, бру­
целлез и др.) осущ ествляется в специальны х лабораториях, 
организация и деятельность которых строго регламентиро­
ваны.

В вирусологических лабораториях проводится диагнос­
тика вирусных инфекций (грипп, полиомиелит, энцефали­
ты и др .), заболеваний, вы званны х хламидиями (орнитоз 
и др.) и риккетсиями (сыпной тиф, лихорадка К у  и д р .). 
При организации и оборудовании вирусологических лабо­
раторий учиты вается специфика работы с вирусами, ткане­
выми культурами и курины ми эмбрионами, требую щ ая 
строжайш ей асептики. Поэтому в вирусологических лабо­
раториях имею тся застекленны е боксы с предбокснп- 
ками.

Бактериологические и вирусологические лаборатории 
обычно размещ аю тся в нескольких помещ ениях, которые, 
в зависимости от объема работы и целевого назначения, 
занимаю т большую или меньш ую площ адь. В каж дой ла­
боратории предусмотрены: а) боксы для работы с отдель­
ными группами бактерий или вирусами; б) помещ ения для 
серологических исследований, приготовления питательны х 
сред, стерилизации, мойки посуды; в ) виварий с боксами



Д л я  з д о р о в ы х  и  п о д о п ы т н ы х  ж и в о т н ы х ;  г )  р е г и с т р а т у р а  
д л я  п р и е м а  и  в ы д а ч и  а н а л и з о в .

Н аряду  с этими помещ ениями вирусологические лабо­
ратории имеют боксы для специальной обработки исследу­
емого м атери ала и для  работы с ткапевы ми культурами.

В лаборатории должно быть следующее оборудование: 
биологический иммерсионный микроскоп с дополнительны­
ми приспособлениями (осветителем, фазово-контрастным 
устройством, темнопольным конденсором и др ), люминес­
центны й микроскоп, термостаты, оборудование для стери­
лизации (автоклавы , суш ильные ш каф ы , сверты ватели), 
рН -м етр и компаратор М ихаэлиса для  определения pH, 
апп арат  для  получения дистиллированной воды (дистилля­
то р ), центрифуги, технические, аналитические л  торзионные 
весы; апп аратура для  ф ильтрования (фильтры  Зейтца и 
бактериальны е свечи), водяные бани, холодильники, аппа­
рат д л я  изготовления ватно-м арлевы х пробок, набор ин ­
струментов — бактериологические петли, ш патели, иглы, 
пинцеты  и др., лабораторная посуда (пробирки, колбы, 
чаш ки П етри, матрацы, флаконы , ампулы, пастеровские 
пипетки , пипетки, градуированны е на 1, 2, 5 и 10 мл) и 
другое оборудование.

В лаборатории им еется место д ля  окраски микроскопи­
ческих препаратов, где содерж атся растворы красителей, 
спирт д ля  обесцвечивания, ф ильтровальная бумага и пр. 
К аж дое рабочее место снабж ено газовой горелкой (или 
спиртовкой) и банкой с дезинфицирую щ им раствором.

Д ля  повседневной работы лаборатория долж на распола­
гать  необходимыми питательны ми средами, химическими 
реактивам и, диагностическими сыворотками и другими ла­
бораторными материалами.

В крупны х микробиологических лабораториях имеются 
термальны е комнаты для массового вы ращ ивания микроор­
ганизмов.

А пп аратура для  вы ращ ивания микроорганизмов, 
стерилизации и других микробиологических исследований

1 . Термостат — аппарат для вы ращ ивания микроорганиз­
мов, в котором поддерж ивается температура в пределах 
28—43° С. Термостаты  выпускаю т водяпьш и или суховоз­
душ ными (рис. 1 ).

2. М икроанаэростат — аппарат для  вы ращ ивания микро­
организмов в бескислородных условиях.



П редставляет собой м еталлический 
цилиндр, которы й  герм етически  закр ы ­
в ае тся  к р ы ш ко й  с резиновой  п роклад ­
кой. Н а к р ы ш к е  см онтированы  ваку у м ­
м етр п  два  кр ан а: один для  откачи вани я 
воздуха, другой—д л я  н ап олнения  ап п а­
р ата  ин ертны м  газом  (азотом ). В ап п а­
р ате  и м еется  ш тати в  для  ч аш ек  Петри.
В ы качиван ие во здуха  проводят с по­
мощ ью  вакуум ного  насоса, после чего 
м икроанаэростат с посевам и пом ещ аю т 
в  терм остат. В м икроанаэростате ку л ь­
тивирую тся  анаэробны е м икрооргани з­
мы при  остаточном  давлени и  10 мм 
рт. ст.

3. Суш ильный ш каф  (печь П а­
стера). П редназначен для стери­
лизации или суш ки лабораторной 
посуды и других материалов. Он 
состоит из наруж ного корпуса, 
средней и  рабочей камеры, панели 
управления и подставки.

4. А втоклав — предназначен 
для стерилизации паром (рис. 2 а, 
б ) . В микробиологических лабора­
ториях использую тся автоклавы 
разных моделей (горизонтальные, 
вертикальны е, стационарные, пе­
реносные и др.).

5. Холодильники — ш ироко использую тся в микробиоло­
гических лабораториях для хранения при температуре 
около 4° С музейных культур микроорганизмов, питательны х 
сред, вакцин, сывороток и других препаратов.

Д ля  сохранения биопрепаратов при температуре менее 
0° С использую тся низкотемпературные холодильники, в 
которых поддерж ивается температура —20° С и ниже.

6 . Ц ентрифуги — приборы для осаж дения микроорганиз­
мов, эритроцитов и других клеток, а такж е для разделения 
неоднородных ж идкостей (эмульсий, суспензий) с помощью 
центробежной силы. В микробиологических лабораториях 
применяю тся центрифуги, работающие при различны х ско­
ростях.

7. Прибор для счета колоний (рис. 3 ) . П редставляет со­
бой полуавтоматический счетчик, снабж енны й иглой с пру­
ж инным устройством. Л егкий наж им иглы на участке дна 
чаш ки П етри, соответствующем положению колонии, ос-



Рис. 2. А втоклавы , 
а — горизонтальный; б — вер­
тикальны й (схема): 1 — стери­
лизационная камера; 2 — кран 
для выхода воздуха; 3 — мано­
метр; 4 — предохранительный 
клапан; 5— водопаровая каме­
ра; б— воронка д л я  заполне­
ния автоклава водой; 1 — от­
верстия д л я  поступления пара 
в стерилизационную камеру; 
8 — крыш ка автоклава; 9 — 
подставка для размещ ения 
стерилизуемых материалов.

тавляет на стекле метку. При этом держ атель поднимается 
вверх, электрическая цепь зам ы кается и показания счет­
чика увеличиваю тся на единицу.

М икроскопы и методы микроскопии

Д ля микробиологических исследований используют не­
сколько типов микроскопов (биологический, лю минесцент­
ный, электронны й) п специальные методы микроскопии 
(фазово-контрастны й, темнопольны й).

Биологический микроскоп. В микробиологической п рак­
тике ш ироко применяю т микроскопы отечественного произ-



Рис. 3. П рибор для 
счета колоний м икро­
организм ов.
1 — столик для чаш ка 
П етри; г  — игла с пру­
ж инны м устройством; 
з — показатель счетчи­
ка; 4 — тумблер для 
вклю чения импульсного 
счетчика; 5 — тумблер 
д л я  вклю чения пампы 
освещ ения столика.

водства: М БР-1, М БП -1, М БИ -2, М БИ -3, М БИ -6 , Б яолам  
Р-1 и  др. Они предназначены  для изучени я формы, струк­
туры, размеров и некоторых других признаков различны х 
микроорганизмов, величина которых не менее 0 ,2—0,3 мкм.

М икроскоп состоит и з  д ву х  частей  — м ехани ческой  и оптической 
(рис. 4 ).

О бъективы  м икроскопа состоят п з ф ронтальной  (н иж ней) линзы , 
увели чиваю щ ей  объект, и  коррекционпы х л и н з, и сп р авляю щ и х  недо­
статки  оптического и зо бр аж ен и я . О бъективы  р азд ел яю тся  н а  сухие 
и  им м ерсионны е (im m ersio  — погр у ж ен и е). В м икроскопах  М БР-1, 
М БП-1 и  других  им ею тся два  сухих  о бъ екти ва  и  один им м ерсионны й. 
Д анны е о каж дом  объективе  им ею тся на его  оправе: 1) увел и чен и е  8, 
40, 90; 2) чи словая (н у м ери ческая) ап ертура ; 3) заводской  номер. Н а­
р я д у  с этим и  обозначениям и им м ерсионны е о бъ екти вы  90 им ею т до­
полнительны й буквенны й  ин декс  ОИ или  МИ (объектив  им м ерсион­
н ы й  и л и  м асл ян ая  и м м ер си я), а  так ж е  черную  м аркировочную  линию  
в н и ж н ей  части  объектива .

Ф ронтальная  л и н за  им м ерсионного о бъ екти ва  им еет короткое фо­
кусн ое  расстоян ие ( f = l , 5 —3 м м ). П ри  м икроскопии  ее  по гр у ж аю т в  
кап лю  предварительно  нанесенного  н а  п р еп ар ат  им м ерсионного м ас­
л а, п о к азател ь  п р елом лен и я  которого (1,52) близок к  показателю  
прелом лени я стекла. П ри этом  у стр ан яю тся  н еи зб еж н ы е п о тер и  по­
падаю щ и х в объектив л у чей  света.

П редельная разреш аю щ ая способность иммерсионного 
микроскопа равна 0,2 мкм. Общее увеличение микроскопа 
определяется произведением увеличения объектива на уве­
личение окуляра. Например, увеличение микроскопа с им­
мерсионным объективом 90 и окуляром 10 составляет: 
9 0 X 1 0 = 9 0 0  раз. Полезное увеличение микроскопа может



Рис. 4. М икроскопы.
а — общий вид микроскопа «Био­
лом»; б  — схема микровкопа
М БР-i: 1 — основание микроско­
па; г  — предметный столик; з  — 
винты д л я  перемещ ения предмет­
ного столика; 4 — клеммы, приж и­
мающие препарат; 5 — конден­
сор; 6 — кронш тейн конденсора; 
7 — винт, укрепляю щ ий конденсор 
в гильзе; S — рукоятка перемеще­
ния конденсора; 9 ~ р у к о я т к а  
ирисовой диафрагмы  конденсора; 
Ю — зеркало; 12 — тубусодержа- 
тель; 12 — рукоятка макрометри- 
ческого винта; 13 — рукоятка ми­
крометрического винта; 14 — ре­
вольвер объективов; 15 — объек­
тивы; 16 — наклонный тубус; 17— 
винт д л я  крепления тубуса; 18 — 
окуляр.



Рис. 5. Ход лучей  в им м ерсионной системе.

достигать 2000 раз. В повседневной практике обычно ис­
пользую т увеличения порядка 630—900.

Ход лучей в микроскопе представлен на рис. 5.
Дополнительные приспособления к  биологическому м ик­

роскопу. Приспособления позволяют м аксим ально исполь­
зовать все его возможности, облегчают условия работы и 
значительно расш иряю т диапазон прим енения. В микроби­
ологии часто применяю тся следующие приспособления:

1. Темнопольные кардиоид- и параболоид-конденсоры.
2. Ф азово-контрастное приспособление К Ф -1, К Ф -4 и 

другие модели.
3. Б и нокулярная насадка, приближ аю щ ая микроскопию 

к  условиям естественного зрения.
4. Осветители ОИ-7, ОИ-19 и другие модели, обеспечи­

вающие оптимальное и стабильное освещ ение, интенсив­
ность света которых регулируется реостатом.

5. Окуляр-микрометр и объект-микрометр, предназначен­
ные для изм ерения микроскопических объектов.

6 . Н агревательны й столик, который устанавливается 
вместо предметного столика микроскопа для обеспечения 
постоянной температуры 37° С. П рим еняется д ля  длитель­
ного наблю дения за ж ивы ми микроорганизмами.

7. Рисовальны й аппарат для вы сококачественной зари ­
совки препарата, с помощью которого можно одновременно 
видеть изображ ение объекта и бумаги, располож енной на 
столе вблизи микроскопа, и обводить на бумаге контуры 
объекта.

8 . Ц ветные, нейтральные и тепловые оптические свето­
фильтры устанавливаю тся меж ду источником света и мик-



Рис. 6. Х од л у чей  в тем ноп ольпы х  конденсорах.
а — параболоид-конденсор; б — кардиоид-конденсор; 1 — объектив; 2  — иммер­
сионное масло; з — препарат; 4 — зеркальная поверхность; s  — диафрагма.

роскопом и прим еняю тся при микрофотографии и при спе­
циальны х методах микроскопии.

9. М дкрофотонасадки М Ф Н-1, М Ф Н-3 п другие модели 
д ля  фотографии микроскопических объектов.

10. М икроустановка д ля  цейтраферной (прерывистой) 
м икрокиносъемки, прим еняю щ аяся в сочетании с ф азово­
контрастной микроскопией, позволяет изучить динамику 
развития и разм нож ения микроорганизмов, влияние на них 
разны х факторов и многие другие вопросы.

Т ем нопольная микроскопия. М икроскопия в темном по­
ле основана на явлении диф ракции света при сильном бо­
ковом освещ ении взвеш енных в жидкости мельчайш их 
частиц (эффект Т и н дал я). Это достигается с помощью п а ­
раболоид* или кардиоид-конденсора, которым заменяют обыч- 
пый конденсор в биологическом микроскопе (рис. 6 а, б ) .

П араболоид-конденсор  им еет  затем нение в  центре, задерж и ваю ­
щ ее цен тр ал ьн ы е  л у ч и  света, п  внутренню ю  зеркальн ую  поверхность 
д л я  о тр аж ен и я  лу чей . В кардиоид-конденсоре л у ч и  сн ач ал а  о тр аж а­
ю тся от  вы п уклой  зер к ал ь н о й  поверхности , затем  от вогнутой. К рае­
вы е лучи , вы х о дящ и е  и з темнопольного конденсора, проходят в косом 
н ап равлени и  и  не по п адаю т в объектив, в свя зи  с чем  поле зрения 
остается  тем ны м . В объ екти в  поступаю т отраж ен ны е от объекта  лучи,



Рис. 8. Ф азово-контрастное устройство.
а — фазовые объективы; б — вспомогательный микроскоп; в —  фазовый кон­
денсор.

которы е образую т весьм а х ар ак тер н о е  изо бр аж ен и е  я р к о  светящ и х ся  
контуров м икробны х к л ето к  в  других  частиц , н ах о д я щ и х ся  в п р еп а ­
рате  на темном ф оне (рис. 7).

Ф азово-коптрастная микроскопия основана на превра­
щ ении изм енения по ф азе, возникаю щ его при прохож дении 
световой волны через так  называемые фазовы е (прозрач­
ные) объекты, в изм енения по амплитуде, которые у л ав­
ливаю тся глазом.

С помощью фазово-контрастного приспособления ф азо­
вые изменения световых волн, проходящ их через объект, 
превращ аю тся в амплитудные и прозрачные объекты, ста­
новятся видимыми в микроскоп. П розрачны е биологические 
объекты при фазово-контрастной микроскопии приобретают 
высокую контрастность изображ ения, которая мож ет быть 
позитивной или пегативной. Позитивным фазовы м контрас­
том называю т темное изображение объекта па светлом 
поле зрения, негативным фазовым контрастом — светлое 
изображение объекта на темном фоне.

Д ля фазово-контрастной микроскопии используют обыч­
ный микроскоп и дополнительное фазово-контрастное при­
способление КФ-1 или К Ф -4 (рис. 8 ).

В ком плект КФ-1 и  К Ф -4 входят:
1. С пециальны е о бъ екти вы  с ф азовы м и кольцам и , изм еняю щ ие 

ф а зу  ц ум еньш аю щ ие ам п л и ту д у  световой волны . Н а оправе ф азовы х





объективов обозначен  доп олн ительн ы й буквенны й л в д е к с  «Ф» — Ф-10, 
ф-20, Ф-40 и  ФОИ-90.

2. Ф азовы й конденсор с револьвером  сп ец и альн ы х  кольцевы х  ди а­
ф рагм  д л я  каж дого  объектива . И ндексом «О» обозначен о  отверстие 
д л я  наблю дения п р еп ар ата  обы чны м методом с ирисовой  диаф рагм ой .

3. В спом огательны й м икроскоп  малого у в ел и чен и я , которы м  за ­
м еняю т о к у л яр  п р п  наблю дении  за  центрировкой  освещ ения.

П ри ф азово-контрастной  м икроскопии использую т осветители 
типов ОИ-7 или  ОИ-19.

Лю минесцентная (или флю оресцентная) микроскопия
основана на явлении фотолюминесценции.

Л ю м инесценция (lu m en  — свет) — это свечени е вещ еств, в о зн и к а ­
ю щ ее под действием  каки х-ли бо  источников эн ергии: света, электрон­
ны х  лучей, ионизирую щ его  излучения. Ф отолю м инесцен ция — это 
лю м инесценция о бъ екта  под влиянием  света. С вет лю м инесценции 
им еет больш ую  дл и н у  волны , чем  свет возбуж даю щ и й , поэтом у вы ­
годно во збуж дать лю м инесценцию  коротковолновы м и лучам и  света. 
Е сли  освещ ать лю м инесцирую щ пй объект синим  светом , то он  и с ­
п у скает  л у чи  красного, оранж евого, ж елтого  и л и  зеленого цветов. 
В р езультате  возни кает  цветное изображ ение объ екта. Д лина волны 
излучаем ого  света (цвет лю м инесценции) зав и си т  от  ф изико-хим иче­
ской  структуры  лю м инесцпрую щ его вещ ества.

П е р в и ч н а я  ( с о б с т в е н н а я )  лю минесценция н а ­
блюдается без предварительного окраш ивания объекта; 
в т о р и ч н а я  ( н а в е д е н н а я )  лю минесценция возникает 
после окраски препаратов специальными люминесцирую- 
дщ ми красителям и — флюорохромами. Н аведение лю минес­
ценции ш ироко прим еняется в микробиологической п р а к ­
тике. Л ю минесцентная микроскопия по сравнению  с обыч­
ными методами обладает рядом преимущ еств: цветное
изображение, вы сокая степень контрастности, возможность 
исследования ж ивы х микроорганизмов и обнаруж ение в

Рис. 9. Л ю м инесцентны й м икроскоп МЛ-2.
а — общий вид; б — схема: 1 — основание микроскопа; 2 — тубусодерж атель; 
з — предметный столик; 4 — кронштейн с конденсором; 5 — электропульт 
ПРЛ-5; 6 — рукоятка полевой диафрагмы; 7 — рукоятка д л я  переключения 
освещения; в  — револьверный диск с  «запирающими* светофильтрами; 9 — 
рукоятка включения ахроматической линзы; ю  — револьвер объективов; 11 — 
светофильтры в оправах; 1 2 — винты для центровки лампы; 1 3 — рукоятка 
перемещения коллектора; 1 4 — рукоятка полевой диафрагмы; 1 5 — крыш ка 
гнезда светофильтров; 16 — винты для центрировки полевой диафрагмы; 17 — 
макрометрический винт: 18 — микрометрический винт; 19 — оправа коллекто­
ра; 20 — коробка с механизмами грубого и тонкого перемещ ения препарата; 
21  — винт д л я  крепления насадки; 22  ~  винты д л я  центрировки полевой диа­
фрагмы; 23— бинокулярная насадка; 24^- рукоятка тормоза грубого движ ения; 
25 — рукоятка для переключения освещения; 2 6 —  рукоятка д л я  перемещ ения 
препарата в горизонтальной плоскости; 27 — аатцитная втулка; 2 8 — корпус 
ртутной лампы; 20  — кювета с дист иллированной водой.
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Рис. 10. Э лектронны й м икроскоп.
а  — общий вид; б — схема колонки: 1 — ручка для регулировки юстирующего 
устройства; 2— устройство, фокусирующее пучок электронов; 3— камера 
д л я  сеток, на которые помещены исследуемые объекты; 4 — противозагряз- 
нительное устройство; s  — диаф рагма объективной линзы; 6 — диафрагма по­
л я  зрения; 1 — бинокулярная лупа; 8 — флюоресцентный экран; 9 — электрон­
н а я  пуш ка; ю — конденсорные линзы ; и — устройство, фокусирующее пучок 
электронов; 12 —  стигматор объективной липзы; 13 — объективная линза; 14 —  
промежуточные линзы ; 15 — проекционная линза; J6 — фотоэкспонометр; 17 — 
фотокамера.





исследуемом материале бактерий в небольших концентра­
циях.

В лабораторной практике лю минесцентная микроско­
п и я  при м ен яется  для вы явления и  изучения многих микро­
организмов (рис. 9).

Э лектронная микроскопия делает возможным наблюде­
ние объектов, разм еры  которы х леж ат за пределами разре­
ш аю щ ей способности светового микроскопа (0 , 2  м км ). 
Э лектронны й микроскоп прим еняется для изучения виру­
сов, тонкого строения различны х микроорганизмов, макро- 
м одекулярны х структур ц других субмикроскопических объ­
ектов (рис. 1 0 ).

В электронны х микроскопах световые лучи заменяют 
поток электронов, имею щ ий при определенных ускорениях 
длину волны  около 0,005 им, т. е. почти в 100 000 раз 
короче длины  волны видимого света. В ы сокая разреш аю щ ая 
способность электронного микроскопа, практически состав­
ляю щ ая 0 , 1 —0 , 2  нм, позволяет получить общее полезное 
увеличение до 1 0 0 0  0 0 0  раз.

Н ар яду  с приборами «просвечивающего» типа, исполь­
зую т «сканирующ ие» электронные микроскопы, обеспечи­
ваю щ ие рельефное изображ ение поверхности объекта. Р а з ­
реш аю щ ая способность этих приборов значительно ниже, 
чем у  электронны х микроскопов «просвечивающего» типа.

М етодические указания

П р а в и л а  р а б о т ы  с м и к р о с к о п о м .  Работа с 
микроскопом состоит и з правильной установки освещенно­
сти п оля  зрен и я  и препарата, и его микроскопии разными 
объективам и. Освещение может быть естественным (днев­
ным) или искусственным. Д ля  искусственного освещ ения 
использую т специальны е источники света, например, осве­
титель ОИ-7.

П ри микроскопии препаратов с иммерсионным объекти­
вом следует: 1 ) на приготовленный и окраш енны й мазок 
нанести небольш ую  каплю  иммерсионного м асла и  помес­
тить п реп арат на предметны й столик (укреплять зажимами 
не об язательн о); 2 ) повернуть револьвер и  установить
иммерсионный объектив 90, осторожно опустить тубус ми­
кроскопа вниз до погруж ения фронтальной линзы  иммер­
сионного объектива в каплю  масла; 3) установить ориен­
тировочный фокус при помощи макрометрического винта; 
н ельзя  допускать соприкосновения объектива с препаратом,



которое мож ет повлечь поломку преп арата или ф ронталь­
ной линзы (свободное расстояние иммерсионного объектива 
0 , 1  — 1 мм).

Окончательную фокусировку препарата производят мик­
рометрическим винтом, который реком ендуется вращ ать 
не более чем в пределах одного оборота.

После окончания работы микроскоп необходимо при­
вести в порядок. Специальной тряпочкой тщ ательно в ы ти ­
рают масло с иммерсионного объектива, переводят револь­
вер на малый сухой объектив. 8 .

П о р я д о к  р а б о т ы  с ф а з о в о - к о н т р а с т н ы м  у с т р о й с т -  
в о м. 1. У становить в  м икроскопе ф азовы й  конденсор  и  необхо­
дим ы й ф азовы й объектив. Револьевер  конденсора  п о стави ть  в  по­
лож ение «0».

2. П ом естить преп ар ат  н а  предм етны й столик.
3. У становить освещ ение, чтобы  четкое и зо б р аж ен и е  ни ти  эл ек ­

тролам пы  находилось в  плоскости полностью  откры той  ирис-диа­
ф рагм ы  конденсора.

4. Зам ени ть о к у л я р  на вспом огательны й м икроскоп М И Р-4 и  п е ­
ремещ ением  его о к у л я р а  сф окусировать ф азовое кольцо  о б ъ ек ти ва  до 
получени я четкого темно-серого и зображ ения .

5. У становить ди аф р агм у  в соответствии с ф азо вы м  объективом . 
В поле зр ен и я  п о я в л я ется  светлое кольцо ди аф рагм ы .

6. С пом ощ ью  ц ентрировочны х винтов конденсора  полностью  
совм естить светлое и  тем ное кольца.

7. Зам ени ть вспом огательны й м икроскоп  оку л яр о м  и  микроеко- 
ппровать п репарат.

8. П ри см ене объектива  или  п р еп ар ата  вновь пр о вер и ть  ц ен тр и ­
ровку кольцевой  ди аф рагм ы  с ф азовы м  кольцом.

П равильное вы полнение всех  услови й  обесп еч и вает  достаточно 
высокую  контрастн ость изображ ения.

Т е х н и к а  т е м н о п о л ь н о й  м и к р о с к о п и и .  1. Зам ени ть 
обы чны й конденсор в м икроскопе н а  тем нопольны й (параболоид- или 
кардиоид-конденсор). 2. Д л я  со здан и я  о п ти ч ески  гом огенной  среды 
на верхню ю  л и н зу  тем нопольного конденсора н ан ести  кап л ю  им м ер­
сионного м асла. П однять конденсор до соприкосновен ия  к ап л и  м асла 
с предм етны м  стеклом . 3. У становить достаточно си льны й  и стаби ль­
н ы й  источник света  (наприм ер, осветитель ОИ-7) п  п ровести  точную  
ю стировку осветительпой  систем ы  м икроскопа.

В озм ож ны е ош ибки  п р и  м икроскопии в тем пом  поле  с вя зан ы  с 
наличием  п узы рьков  воздуха м еж ду  конденсором  и  предм етны м  стек ­
лом, н еп равильной  установкой  конденсора и  др у ги м и  причинам и.

Т е х н и к а  л ю м и н е с ц е н т н о й  м и к р о с к о п и и .  В повсед­
невной работе обычно пользую тся освещ ением  объ екта  свер х у  через 
о бъектив в  падаю щ ем  свете. П ри этом использую т синие светоф ильт­
ры  ФС-1 (2 м м ) и  ФС-2 (4 м м ), которы е у стан авл и ваю т  в  соответст­
вую щ ие гнезда на п р аво й  стороне ш тати ва  м икроскопа. В качестве 
ж елтого запираю щ его  ф ильтра  д л я  защ и ты  гл а за  использую т ф ильтр 
ЖС-18, которы й вм онтирован  в барабан , н ах о д ящ и й ся  н а д  револьве­
ром м икроскопа МЛ-2. Ц и ф ра «Н  на  барабан е, о б р ащ ен н ая  в  сторону 
исследователя, соответствует ф и л ьтр у  ЖС-18.



П ри работе с м икроскопом  МЛ-2 необходимо: 1) вклю чить вилку 
блока  п и та н и я  м икроскопа в электрическую  сеть; 2) поворотом по 
часовой стрелке  устан о ви ть  р у к о ятк у  регу л ято р а  н а п р я ж ен и я  у  к р ас­
ной  точки ; 3) тум б лер  н а  л и цевой  стороне блока п и та н и я  установить 
в  п о л о ж ен и е  «ВКЛ» (вклю чено и  н аж ать  к н о п к у  за ж и га н и я  лам пы  
м икроскопа; есл и  л ам п а  не загорается , повернуть р у к о я тк у  р егуля­
тора н а п р я ж е н и я  н а  несколько  м иллим етров по часовой  стрелке п 
вновь н а ж а т ь  к н о п к у  (на  к н о п к у  наж и м ать не более 2 —3 с ) ;  4) после 
з а ж и га н и я  л ам п ы  устан о ви ть  р у к о ятк у  р егулятора  рабочего тока на 
о тм етку  в  4  А; через 10 м ин  после вклю чеппя  лам п ы  микроскопа 
м ож но н ач и н ать  и сследование  препаратов.

П ри  работе с опак-иллю м инатором  ОИ-17 следует: 1) укрепить
опак-иллю м инатор  в тубусн ом  гнезде головки  м икроскопа и  сверху 
устан о ви ть  тубус; 2) отцен три ровать л у чи  ртутно-кварцевой  лампы  
в о тн ош ении  опак-иллю м инатора; 3) пер ед  источником  света  помес­
т и ть  два  си н и х  светоф и льтра; д л я  защ и ты  гл аз  н а  о к у л я р  падеть 
ж ел ты й  светоф ильтр.

П р еп ар ат  пом ещ аю т на предм етны й  столик м икроскопа, револь­
вер  с о б ъ ек ти в ам и  у стан авл и ваю т  в требуем ое полож ен ие и  добива­
ю тся  ф о ку си р о вки  исследуем ого  объ екта  с пом ощ ью  м акро- и микоо- 
впнта.
. Л ю м инесц ен тную  м икроскопию  проводят в затем ненной  комнате.

М е т о д ы  п р и г о т о в л е н и я  п р е п а р а т о в  д л я  
т е м н о п о л ь н о й ,  ф а з о в о - к о н т р а с т н о й  п л ю м и ­
н е с ц е н т н о й  м и к р о с к о п и и .  Д ля темнопольной и ф а­
зово-контрастной микроскопии приготавливаю т препарат 
«раздавленная» кап ля. М икроскопируют препарат с объек­
тивом 40 или специальны м иммерсионным объективом с 
ирис-диафрагмой, позволяю щ ей регулировать численную 
апертуру от 1,25 до 0,85.

Т олщ ина предм етны х стекол не долж на превы ш ать 1 —
1,5 мм, покровны х — 0,15—0,2 мм.

Д л я  люминесцентной микроскопии готовят на предмет­
ны х стеклах  препараты -м азки  или «раздавленная» капля, 
которые флю орохромирую т специальными красителями: 
акридиновы м ж елты м, акридиновым оранж евым, ауроми- 
ном, корпфосфином в разведении 1:10000 и более. П ри ра­
боте с иммерсионным объективом используют нефлюорес- 
цпрую щ ее масло.

П р и г о т о в л е н и е  п р е п а р а т о в  д л я  и с с л е д о в а н и я  в 
э л е к т р о н н о м  м и к р о с к о п е .  П риготовление и  исследование 
преп аратов  в электрон ном  м икроскопе им еет р я д  особенностей. Пре­
п ар аты  п ри готовляю т н а  спец иальны х  пленках-п одлож ках , т ак  к ак  
стекло  непроницаем о д л я  электронов. И сследуем ы й объ ект  м акси ­
м ально  очи щ аю т от посторонних примесей, н аносят  на пленку-подлож ­
ку, п редварительн о  пом ещ енную  на опорную  м еталлическую  сеточку, 
и и зу чаю т  в электронном  м икроскопе.



Контрольные вопросы

1. Принципы организации и реж им  работы  бактериологической , 
серологической и вирусологической лабораторий. Какое обо р у д о ван и е  
используют в лабораториях?

2. Н азначение автоклава, сушильного ш кафа, терм остата, центри­
фуги.

3. Правила работы  с биологическим  м икроскопом . Как следует 
производить установку препарата  на резкость?

4. Принцип м етода ф азово-контрастной микроскопии. П реим ущ е­
ства ф азово-контрастной микроскопии.

5. Принцип тем нопольного м етода микроскопии.
6. Устройство лю минесцентного м икроскопа. Какие ф л ю орохром ы  

применяю т для окраски препаратов при лю минесцентной м икроскопии?
7. Как устроен электронны й микроскоп? М етоды приготовления 

электронно-микроскопических препаратов бактерий и вирусов.



М О РФ О Л О ГИ Я  М И КРО О РГА Н И ЗМ О В

В данной главе рассматриваю тся морфологические осо­
бенности основных представителей многообразного мира 
микроорганизмов: бактерий, актиномицетов, спирохет, ми­
коплазм , риккетсий, грибов, вирусов ж ивотпы х и людей, 
вирусов бактерий (ф агов).

Т ем а  2. М ОРФ ОЛОГИЯ И  С ТРУ К ТУ РА  Б А К Т Е РИ Й  

П рограм м а тр ех  зан яти й

1. Ф орм ы  б ак тер и й  л  м етоды  и х  изучения.
2. У л ьт р а ст р у к ту р а  б ак тер и ал ьн ы х  клеток.
3. П росты е и  слож ны е м етоды  окраски.

Б актери и  — одноклеточные организмы, которые отно­
сятся  по современной классиф икации Б ердж и (1976) к  р аз­
ным семействам. Они имеют разнообразную  форму и до­
вольно слож ную  структуру, определяющую многообразие 
их ф ункциональной деятельности. Д ля  бактерий характер­
ны  три  основные формы: сферическая (ш арови дн ая), ц и ­
линдрическая (палочковидная) и извитая (рис. 1 1 ).

Ш аровидны е бактерии, или кокки (от греч.— «ягода»), 
обычно имею т правильную  круглую , ланцетовидную  или 
бобовидную форму, диаметр и х  равен 1—2 мкм. К окки под­
разделяю т в зависимости от плоскости деления и по распо­
лож ению  отдельны х особей.

1. М и к р о к о к к и  (M icrococcus) делятся  в разны х 
плоскостях и после деления клетки разъединяю тся, распо­
л агаясь в преп арате в виде отдельно леж ащ их кокков.

2. Д и п л о к о к к и  (Diplococcus) делятся в одной плос­
кости и располагаю тся парами.

3. С т р е п т о к о к к и  (Streptococcus) делятся в одной 
плоскости и располагаю тся в виде цепочек.

4. Т е т р а к о к к и  (T etracoccus) делятся в двух взаим­
но перпендикулярны х плоскостях и располагаю тся по че­
тыре.

5. С а р ц и н ы  (Sarc ina) делятся в трех взаимно перпен­
дикулярны х плоскостях и располагаю тся в виде пакетов 
по 8  или 16 кокков.



6 . С т а ф и л о к о к к и  
(Staphylococcus) делятся в 
разны х плоскостях и распо­
лагаю тся' в виде скоплений, 
напоминающ их виноградную 
гроздь.

Палочковидные микро­
бы — бактерии (B ac te riu m ), 
так  ж е как и кокки, по свое­
м у расположению в преп ара­
те подразделяю тся на: оди­
ночные, дипло- и  стрептобак- 
терии. Размеры  бактерий ко­
леблю тся — от десятых до­
лей микрона до 1 0  мкм ~и 
более. К  бактериям относят­
ся и  вибрионы, слегка изог­
нутые палочки (род. V ibrio ). Б актерии, образующ ие спо­
ры, называю т бациллами (род B acillu s), или клостридия- 
ми (род C lostrid ium ).

И звитые формы бактерий представляю т собой изогну­
тые клетки. К  ним относятся спириллы, имеющие несколь­
ко завитков, равны х одному или нескольким оборотам спи­
рали, что придает им ш топорообразный вид. Д лина спирилл 
иногда достигает 30 мкм, чащ е 5 —8 мкм.

Рис. 11. Ф ормы  бактерий, 
а — шаровидные; б — палочковидные; 
в — извитые.

С труктура бактерий

К  структурам бактериальной клетки относят ж гутики, 
реснички, капсулу, клеточную стенку, цитоплазматическую  
мембрану, нуклеоид, вклю чения, содерж ащ иеся в цито­
плазме, и споры (рис. 1 2 ).

Ж гутики  — органы движ ения бактериальной клетки, 
представляю щ ие собой волнообразные нити, прикрепленны е 
к  цитоплазматической грануле (блеф аропласту), находя­
щ ейся с внутренней стороны цитоплазматической мембра­
ны. Ж гутики содерж ат до 98% белка-флагеллина. Распо­
лож ение ж гутиков может быть полярны м ( м о н о т р и х и ,  
л о ф о т р и х и )  или  п е р и т р и х и а л ь н ы м ,  т. е. по всей 
поверхности клетки. М онотрихи являю тся наиболее под­
виж ны ми бактериями (рис. 13).

Реснички (пили, фимбрии) — полые отростки ш ириной 
0 , 0 1  мкм  и длиной 0 ,2 — 2  мкм располагаю тся по всей по­
верхности бактериальной клетки. Способствуют склеи­



ванию бактерий друг с дру­
гом, а такж е абсорбции на 
различны х клетках грибов, 
растений и  ж ивотны х (на­
пример, на эритроцитах). 
Реснички имеют бактерии 
ограниченного числа видов 
и родов.

К апсула — с л и з и с т ы й  
с л о й , т о л щ и н о й  от долей 
микрона до нескольких ми­
крон, окруж аю щ ий со всех 
сторон бактериальную  клет­
ку. Состоит из полисахари­
дов, полипептидов или про­
теидов. У  одних видов бак­
терий она представляет собой 
обособленный слизистый 

слой, у  других — тесно прилегает к  клеточной стенке. К ап ­
сула защ ищ ает микробную клетку  от вы сы хания и от воз­
действия других неблагоприятны х факторов среды, особен­
но от действия защ итных факторов организма, а такж е от 
избыточного поступления воды внутрь клетки. Капсульны е 
бактерии объединены в род K lebsiella. Кроме того, капсулы 
могут образовы вать и некоторые другие патогенны е бак­
терии.

К леточная стенка — слоистая оболочка (толщиной 
0 , 0 2  м км ), располож енная непосредственно под капсулой. 
О на определяет форму бактериальной клетки, обладает вы ­
сокой прочностью, позволяю щ ей вы держ ивать внутрикле­
точное осмотическое давление, ригидностью, обусловленной 
наличием  в ее составе особых мукопептидов, отсутствую­
щ их в составе оболочек ж ивотны х клеток, проницаемостью 
для  солей и многочисленных низкомолекулярны х соединений. 
В клеточной стенке бактерий различаю т три слоя: наруж ­
ны й — липопротеиновый, средний — липополисахаридный и 
внутренний — мукопептидный (м уреиновы й). У  грамполо- 
ж ительны х бактерий наиболее вы раж ен муреиповый слой, 
у  грамотрицательны х — липополисахаридный (рис. 14).

Б актер и ал ьн ая  клетка, лиш енная клеточной стенки, 
представляет собой п р о т о п л а с т ,  который в определен­
ных условиях может сохранить свою жизнеспособность.

Ц итоплазм атическая мембрана — наруж ны й слой цито­
плазмы , тесно связанны й с клеточной стенкой. Я вляется



Рис. 14. Э лектронная м икроскопия среза стаф илококка.
КС  •— клеточная стенка; ЦМ  — цитоплазматическая мембрана; н  — 
нуклеоид.

осмотическим барьером бактерпальнох! клетки, поддерж и­
вающим постоянное внутриклеточное осмотическое давле­
ние, в ней локализую тся окислительно-восстановительные 
ферменты, система субстратспепифичных транспортных 
белков, обеспечивающих регулирующую роль цитоплазм а­
тической мембраны в процессах питания и  ды хания бакте­
риальной клетки. Ц итоплазматическая мембрана содерж ит 
рибонуклеиновую кислоту (Р Н К ) и липоиды, представлен­
ные главны м образом фосфолипидами.

Ц итоплазма составляет основную массу живого вещ ест­
ва бактериальной клетки. В ней находятся ядерпы е элемен­
ты и различные вклю чения, в том числе те, которые вы пол­
няю т ф ункции митохондрий (мезосомы) и рибосом. К оличе­
ство рибосомальных гранул в одной бактериальной клетке 
достигает 50 ООО. К  вклю чениям цитоплазмы  относится 
волютин, вклю чения липидов, углеводов, ссры, ж елеза  и 
других веществ.



Рис. 15, С поры  б ак тер и й  (сх ем а). Рис. 16. А ктииом ицеты .
а — терминальное располож ение; б — 
субтерминальное; в — центральное.

Н уклеоид или ядро у бактерий представляет собой нить 
дезоксирибонуклеиновой кислоты (Д Н К ), в которой заклю ­
чена наследственная информация бактериальной клетки. 
В отличие от животны х и растительных клеток, нуклеоид 
не окруж ен  ядерной мембраной и  имеет вид округлого 
зернистого или волокнистого образования на электронно­
микроскопических фотографиях.

Споры — овальные или сферические образования, окру­
ж енны е многослойной оболочкой. Б актери альн ая  клетка 
способна образовать только одну спору, которая служит 
для вы ж и ван и я  и сохранения вида, так  как  очень устойчи­
ва к  неблагоприятны м воздействиям внеш ней среды (вы­
со кая  температура, вы суш ивание). Эта способность связана 
с высоким содерж анием  кальция и с полным отсутствием 
свободных молекул воды.

Споры могут быть расположены в центре бактериальной 
клетки  (центральное располож ение), на ее конце (терми­
нальное располож ение) и  меж ду центром и концом (суб- 
термпнальное располож ение) (рис. 15).

Споры образуют бактерии, принадлеж ащ ие к  семейству 
B acillaceae, и редко другие микроорганизмы — при небла­
гоприятны х условиях среды.

Д ля  изучения морфологии бактерий из них готовят на­
тивные (приж изненны е) препараты  и фиксированные м аз­
ки, которые окраш иваю т анилиновыми красителями. 
В основе окраски леж ат сложные химические и физико-хи­



мические процессы взаимодействия компонентов микробной 
клетки с анилиновыми красителями. Б актери альн ы е клетки 
имеют отрицательный электрический заряд. Д ля  окраски 
микроорганизмов используют главным образом основные 
красители: метиленовый синий, кристаллический фиолето­
вый, везувин и  др. Д ля вы явления различны х структурны х 
элементов бактериальной клетки применяю т нейтральны е 
и  кислые краски.

Различаю т простые и сложные окраски. Отношение м и­
кробов к  красителям определяет их тинкториальны е свой­
ства.

М орфология актиномицетов
А ктиномицеты (A ctinom yces) — нитевидны е ветвящ не- N‘ 

ся  микроорганизмы — относятся к  порядку A ctrnom ycetales 
семейству A ctinom ycetaceae, роду A ctinom yces. Обладают 
свойствами бактерий и грибов. Их сходство с бактериями 
состоит в примерно одинаковом диаметре клеток (около 
1  м км ), которые у актиномицетов имеют вид сравнительно 
длинных и ветвящ ихся нитей (рис. 16). Кроме того, акти­
номицеты лиш ены ядерной мембраны и имеют недиф ферен­
цированное ядро, клеточная стенка содерж ит мукопептиды, 
некоторые виды обладают ж гутикам и бактериального типа. 
Вместе с тем вегетативные клетки актиномицетов, так  ж е 
к ак  и у грибов, представляю т собой мицелий (гифы) с ис­
тинным ветвлением. Актиномицеты разм нож аю тся спорами, 
которые отделяются от мицелия.

Д ем онстрация

1. М етодика при готовления м азков  и з б ак тер и ал ьн ы х  к у л ьту р  и 
их окраска.

2. Различны е м орф ологические ф орм ы  бактер и й  в п р еп ар атах - 
м азках , окраш енны х просты м и м етодами.

3. П одвиж ность бактер и й  в  п р еп ар ате  «висячая»  кап ля.
4. М азок из смеси бактерий . О краска по м етоду  Грама.
5. П репарат акти н о ш щ ета . О краска  по м етоду Грам а.
6. М азок из чистой к у л ьту р ы  кап су л ьн ы х  бактерий . О краска  по 

м етоду Б у р р и  — Гинса.
7. М азок из чистой к у л ьту р ы  дрож ж ей , содер ж ащ и х  зерна волю- 

тина. О краска по методу Н ейссера.
8. М азок и з чистой к у л ьту р ы  спорообразую щ их бактерий . О крас­

к а  по методу О ж еш ки.
9. М азок из чистой к и л ьту р ы  кислотоустойчивы х бактерий. Ок­

раска  по м етоду Ц и ля — Н ильсена.
10. М етодика определения разм еров  м икробной к л етк и  с техникой  

градуи ровки  окулярного м икром етра по объект-м икром етру.
11. С труктурны е элем енты  бактериальной  к л етк и  па электронпо- 

м икроскопических  ф отограф иях.



З ад ан и е  студентам  
для  вы полнения  лабораторной работы

1. О пределить ф орм у к л ето к  неизвестной  бактериальной  ку л ьту ­
ры, и сп о л ьзу я  простой м етод окраски .

2. О пределить ф орм у к л ето к  п отнош ение к  окраске  по Грам у 
р азн ы х  бактерий , со д ер ж ащ и х ся  в  смеси б ак тер и ал ьн ы х  культур .

3. О пределить нал и чи е  спор, зерен  волю тина и  кислотоустойчп- 
вость исследуем ой  м икробной ку л ьту р ы , и сп о л ьзу я  соответствую щ ие 
м етоды  окраски .

4. О пределить подви ж н ость исследуем ы х бактерий. Составить 
ар о то к о л  я  сдел ать  закл ю чен и е  по р езу л ьтатам  проведевн ы х  иссле­
до ван и й  (см. с. 34).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я
П риготовление препаратов д ля  микроскопического 

| исследования
В зятие материала для исследования. Д ля приготовле­

ни я преп арата  исследуемый материал берут бактериологи­
ческой петлей (предварительно простерш ш зованной в пла- 

\  мени горелки ), или двум я препаровальны ми иглами (про- 
стерилизованны ми таким  ж е образом ), или стерильной 
пипеткой.

П ри взятии  м атериала из пробирки с бактериальной 
культурой  петлю прож игаю т в пламени горелки до покрас­
нения, держ а ее в правой руке за петледерж атель. Затем 
берут пробирку в левую  руку, так, чтобы видеть всю по­
верхность питательной среды; вращ ательны м  движением 
вынимаю т из нее ватную пробку, при ж им ая мизинцем и 
безы мянны м пальцем правой руки к  ладони, и обжигают 
край  пробирки. Вводят петлю в пробирку, охлаж дая ее о 
внутренню ю  поверхность, после чего легким скользящ им дви­
ж ением  набираю т посевной материал; вынимаю т петлю из 
пробирки, вновь обжигают ее край  и закрываю т пробкой. 
После приготовления препарата петлю стерилизую т в пла­
мени. Ж идкий материал из пробирки набирают пипеткой, 
держ а ее в правой руке и  закры вая отверстие указатель­
ным пальцем.

П риготовление препаратов для изучения микроорганиз­
мов в живом состоянии. М е т о д  « в и с я ч е й »  к а п л и .  Ис­
пользую т стекла с лункой и покровные стекла. К р ая  по­
кровного стекла смазываю т вазелином, а в центр наносят 
одну каплю  бактериальной культуры . Затем  предметное 
стекло лункой вниз прижимаю т к  покровному стеклу, так, 
чтобы кап ля  находилась в центре лунки. Бы стры м движ е­
нием переворачиваю т препарат покровным стеклом вверх.



В правильно приготовленном препарате кап ля  долж на 
сэободно висеть над лункой, не касаясь ее дна или края. 
И спользуя малый сухой объектив 8 , находят край капли, 
затем  устанавливаю т объектив 40 и микроскопируют.

М е т о д  « р а з д а в л е н н о й »  к а п л и .  Н а поверхность 
чистого предметного стекла наносят каплю  исследуемого 
материала или суспензию бактерий и покры ваю т ее покров­
ным стеклом. К ап ля  долж на быть небольшой и не выходить 
за  к р ая  покровного стекла. М икроскопируют преп арат с 
объективом 40.

П р и ж и з н е н н а я  (витальная) окраска. Взвесь м икро­
бов вносят в каплю  0 ,0 0 1 % раствора метиленового синего 
или нейтрального красного. Затем  приготавливаю т препарат 
«висячей» или «раздавленной» капли и микроскопируют.

После микроскопии препаратов в «раздавленной» или 
«висячей» капле стекла опускают в дезинф ицирую щ ий рас­
твор.

П риготовление фиксированных препаратов-м азков. Д ля
приготовления преп арата на чистое п обезж иренное пред­
метное стекло наносят каплю  воды пли физиологического 
раствора, в которую петлей вносят исследуемый материал 
и распределяю т его н а  предметном стекле так, чтобы полу­
чить тонкий и равномерный мазок диаметром около 1  —
1,5 см. Если исследуемый материал содерж ится в ж идкой 
среде, то петлей этот материал непосредственно наносят на 
предметное стекло.

Высушивают мазок на воздухе или в струе теплого воз­
духа над пламенем горелки.

Д л я  ф и к с а ц и и  м азка предметное стекло (мазком  
вверх) проводят несколько раз в течение 5 — 6  с через пла­
м я горелки. М икроорганизмы прд ф иксации погибают, 
плотно прикрепляясь к  поверхности стекла, и не смываю тся 
при дальнейш ей обработке. Более длительное нагревание 
мож ет вы звать деформацию клеточных структур. М азки 
крови, мазки-отпечатки органов и тканей  и в некоторых 
случаях  мазки из культур микроорганизмов фиксируют 
специальными ж идкостями (метиловым спиртом, этиловым 
спиртом, смесью Н икифорова, сулемовым спиртом и  др .).

Методы окраски мазков

Д ля проведения п р о с т о и  окраски фиксированны й м а­
зок окраш иваю т каким-либо одним красителем : фуксином 
водным (1—2 м ин), метиленовым синим (3 —5 мин) или



другим, промываю т водой, высуш ивают и мпкроско- 
пируют.

П ри с л о ж н ы х  методах окраски на препарат последо­
вательно наносят красители, различаю щ иеся по химическо­
м у  составу и цвету, что позволяет вы явить определенные 
структуры  клеток и дифференцировать одни виды микро­
организмов от других.

О краска по методу Грам а. 1. Ф иксированный мазок ок­
раш иваю т генциановым фиолетовым 1 — 2  мин через полос­
ку  ф ильтровальной бумаги, затем ее снимают и краситель 
сливают.

2. Н аносят раствор Л ю голя и через 1—2 мии раствор 
сливают.

3. Обесцвечивают препарат этиловым спиртом в течение 
30—60 -с до прекращ ени я отхождения фиолетовых струек

4. П ромываю т водой.
5. О краш иваю т водным фуксином 1—2 мии, промывают 

водой, вы суш иваю т и микроскопируют.
Грамполож ительные бактерии окраш иваю тся в темно- 

фиолетовый цвет, грам отри цательн ы е— в красны й (рис. 17).
О тнош ение бактерий к  окраске по Граму определяется 

их способностью удерж ать образовавш ийся в процессе ок­
раски  комплекс генцианового фиолетового и йода. У  грам- 
полож ительны х бактерий основным веществом клеточной 
стенки являю тся  м укппр.пптп>т-муреин (до 90% ), у  грам- 
отрицательпы х бактерий однослойный муреин располагав 
ется в глубине стенки, значительно больше содерж ится 
белков и  липидов, которы е вместе с полисахаридами обра­
зуют поверхностные слои в виде мозаики , их цитоплазма 
содерж ит Р Н К  и Д Н К  в соотношении 8:1 и 1:1 соответст­
венно. Кроме того, проницаемость клеточной стенки у грам- 
полож ительны х бактерий меньш е, чем у  грамотрицательных. 
Это объясн яется  больш им содерж анием оИ укш ш ш щ а в со­
ставе клеточной стенки грамположительных бактерий и 
меньш им диаметром пор, что способствует удерж анию  об­
разовавш егося комплекса при обработке бактерий этиловым 
спиртом.

О краска кислотоустойчивых бактерий по методу Ц иля — 
Н ильсена. 1. Ф иксированны й мазок окраш иваю т
вым фуксином через полоску фильтровальной бумаги с по­
догреванием до появления паров в течение 3 —5 мин.

2. Снимают бумагу и после охлаж дения стекла промы­
ваю т мазок водой.

:расителя.



Рис. 7. К у л ьт у р а  дрож ж ей  
S ach aro m y ces c e rev is iae  при 
р азны х м етодах м икроско­
пии  ( к  стр. 15). 
а — микроскопия м азка, окра­
шенного метиленовым синим; 
б — тем нопольная микроско­
пия; в  — ф азово-контрастная 
микроскопия; г  — люминес­
центная микроскопия, окраска 
корифосфяном.

Рис. 12. Строение бактери­
альной  к л етк и  (схем а) 
( к  стр. 25).
1 — капсула; г  —  клеточная 
степка; з  —  цитоплазматиче­
ская мембрана; 4 — прото­
пласт; 5 — базальное тельце; 
6 —  ж гутик; 7 — реснички (пи­
л и ); 8 — нуклеотид; 9 — мезо- 
сомы (эквиваленты митохонд­
р и й ); 10 — рибосомы; и  — 
включения волютина. жира, 
полисахаридов.

Рис. 17. Смесь стаф илокок­
ков  и киш ечны х палочек. 
О краска по Г рам у ( к  стр.



у

Рис. 18. Т у Ь ф к у л езн ы е  ми- 
ко бактер ш г^в  мокроте. Ок­
раск а  по Ц илю  — Нильсепу 
( к  стр. 33).

Рис. 19. С поры  и в егетати в ­
ны е к л етк и  бацилл  сибир­
ской я зв ы  ( к  стр. 33).

Рпс. 21. К апсула  у  бактерии  
Ф рпдлепдера. О краска  по 
Б у р р и  — Гиису ( к  стр. 34).

Рис. 20. К орипебактерии 
диф терии . О краска по Нейс- 
серу. В идны  зерна  волю ти- 
н а  (к  стр. 33).



Рис. 35. «Пестрый» р я д  (к  стр. 69).
„  гЪепментация углеводов до кислоты и газа; б — отсутствие фер*
мент?ции! в -  иедолообрааование; г -  образование сероводорода.

Рис. 45. Рост колоний киш ечной  палочки  н а  м ем бранны х 
ф ильтрах  в  ч а ш к а х  со средой Эндо ( к  стр. 92).



Рис. 46. О пределенно чувствительности  бактерий  к  антибиоти­
к ам  методов дисков ( к  стр. 101).

Р и с . 48. С хем а постановки  опы та  трансф орм ации  (к  стр. 108). 
а — рост трансформантоз на селективной среде со стрептомицином; 
§ — раствор Д Н К , выделенный из В. subtilis s m r ; в — контакт реци- 
пиентны х бактерий с ДН К; г — реципиент В. sub tilis sm s ; д — высев 
на селективную  среду со етрептомицииом; е — ьысев на среду без 
стрептомицина.
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Рис. 54. Ф агоцитоз стаф ило­
кокков ( к  стр. 120).

Рис. 55. К ож но-аллоргпческая  проба (к  стр. 125).

Рис. 66. Т итрование 
гем олитической сы во­
р о тки  ( к  стр. 140).

п



Рис. 67. С таф илококки  и 
стрептококки  в гное. О крас­
ка  по Г р ам у  ( к  стр. 149).

[Juc. 68. К олонии стаф ило­
кокков  на к ровян ом  агаре 
(к  стр. 149).

Рис. 69. П невм ококк в  мо­
кроте. О краска по Грам у 
(к  стр. 154).



3. Обесцвечивают препарат 5% серной кислотой и л и  3% 
солянокислым спиртом.

4. Промывают водой.
5. Окраш иваю т метиленовым синим 3 —5 мин.
6 . Промывают водой, высушивают и микроскопирую т.
Кислотоустойчивость обусловлена наличием  в клеточной

стенке и цитоплазме бактерий повыш енного количества 
липидор, воска и оксикислот. в частности мпколовой кисло­
ты. К арболовая кислота разры хляет клеточную  стенку и 
тем самым повыш ает ее тинкториальные свойства, а высо­
кая  концентрация красителя и нагревание в процессе ок­
раски усиливаю т реакцию  взаимодействия бактериальны х 
клеток с красителями, которые окраш иваю тся при этом в 
красны й цвет. П ри обработке препарата серной кислотой 
йекпслотоустойчивые бактерии обесцвечиваю тся п окраш и­
ваются метиленовым сипим в голубой цвет (рис. 18).

О краска спор по методу Ожеш ки. 1. Н а неф иксирован­
ный мазок наносят 0,5%  раствор соляной кислоты и подо­
греваю т.на пламени горелки 2 —.3 мин. №££-

2. К ислоту сливают, препарат промываю т водой, п р о с у - 
шивают и фиксируют над  пламенем.

Д алее препарат окраш иваю т по способу Ц иля — Н иль­
сена. Споры бактерий окраш иваю тся в красны й цвет, а ве* 
гетативные формы — в синий (рис. 19).

О краска зерен волютина по методу Н ейссера. 1. Ф икси­
рованный мазок окраш иваю т ацетатом синьки Н ейссера в 
течение 2 —3 мин. ~

2. Н аносят раствор Лю голя  на 10—30 с.
3. Промывают препарат водой.
4. Окраш иваю т везувнном пли хризоидином в течение 

0,5— 1 мин.
5. Промывают водой, высушивают и микроскопируют.
Зерна волютина представляю т собой соединения, имею­

щие в отличие от цитоплазмы щ елочную реакцию  и поэ­
тому и збирательно воспринимают ацетат синьки, окраш и­
ваясь (ТРтемно-сииий цвет) Ц итоплазм а клетки , обладаю щ ая 
кислой реакцией, воспринимает щелочной краситель — ве- 
зувин и окраш ивается вО релтыи цвёЗ> (рис. 2 0 ).

О краска капсул по методу Б урри — Гинса. 1. П риготав­
ливаю т тз’шевой препарат по Бурри. Д ля  этого смешивают 
каплю взвеси микробов с каплей туш и и  при помощ и стек­
ла со ш лифованным краем  готовят мазок (так  ж е, как  
приготовляют мазки из крови, см. с. 4 1 ); затем  его вы су­
шивают и фиксируют.



2. О краш иваю т водным фуксином в течение i —2 мйй.
3. П ромывают водой, высушивают на воздухе и микро- 

скопируют.
Б актери и  окраш иваю тся в красны й цвет, неокраш енные 

капсулы  контрастно вы являю тся на черно-розовом фоне 
(рнс. 2 1 ).

И змерение микробов

Д ля характеристики  размеров микроскопических объек­
тов употребляю тся следую щие единицы: микроны (м км ),
1 мкм =  0 , 0 0 1  мм; миллимикроны (м м км ), 1  ммкм =  
0 , 0 0 1  мкм  =  1  нм.

Разм еры  бактерий и многих других микроорганизмов 
принято вы раж ать в микронах, размеры  вирусов и субми- 
кроскопических структурны х элементов — в миллимикронах 
(н ан ом етрах).

Д ля  изм ерения микробов прим еняю тся окуляр-микро­
метр и объект-микрометр. О куляр-микрометр служ ит для 
непосредственного изм ерения объекта и  представляет собой 
стеклянпую  пластинку, в центральной части которой нан е­
сена ш кала с 50 делениями. Объект-микрометр представ­
ляет  собой предметное стекло, в середине которого имеется 
эталонная ш кала, разделенная на 100 частей. Ц ена деления 
ш калы  известна и у казан а  на стекле. Обычно каж дое деле­
ние ш калы  объект-микрометра равно 1 0  мкм.

Результаты  работ по изучению бактериальной культуры 
протоколирую т по прилагаемой форме (табл. 1 ).

Т а б л и ц а  1

Х ар ак тер и сти к а  к у л ьту р ы  п о  м орф ологическим  п  тинкториальны м
п р и зн ак ам

Форма
клегон

Вели­
чина

О краска 
по Граму

П од­
виж­
ность

Наличие
Кислото-
устойчя-

вость
Заклю ­
чениеспоры

капсу­
лы

верен
волю-
тина

|
Контрольные вопросы

1. Какие принципы полож ены  в основу классификации м икроорга­
низмов? Какие признаки относят к таксономическим?



2. М орф ологические ф о р м ы  бактерий и их отличия друг от друга.
3. Структуре, химический состав и функции клеточной стенки бак­

терий. В чем  состоят различия в строении клеточной стенки грам поло- 
жительных и грамотрицательных бактерий?

4. Роль капсулы в ж изнедеятельности бактериальной клетки. Ее 
химический состав.

5. В чем  состоит процесс образования спор у бактерий? Структура 
и химический состав споры.

6. Химический состав и функции цитоплазматической м ем браны .
7. Что такое протопласт? В каких условиях он образуется  и м ож ет 

сохранять свою  ж изнеспособность?
8. В каких органоидах цитоплазмы бактериальной клетки происхо­

дят энергетические процессы  и синтез белка?
9. Химический состав, организация и функция бактериального 

ядра. С колько хром осом  у бактериальной клетки?
10. С троение, химический состав и функции жгутиков бактериаль­

ной клетки. О пределение подвижности бактерий.
11. С троение и функции ресничек у бактерий.
12. Какие включения могут содерж аться в цитоплазм е бактериаль­

ной клетки? Их роль в ж изнедеятельности бактерий.
13. Какие Вам известны м етоды  изучения м орф ологии  бактерий? 

П реимущ ества исследования бактерий в ж ивом состоянии, в ф иксиро­
ванных окраш енных препаратах— мазках и в электронном  м икроскопе.

14. М еханизм  окраски по Граму.
15. М еханизм  окраски по Цилю— Нильсену и Бурри— Гинсу.
16. М орф ологические особенности актиномицетов. В чем  состоят 

их сходство и различия с бактериям и и грибами?

Т ем а 3. М ОРФ ОЛОГИЯ ГРИ Б О В

П рограм м а за н я ти я

1. М орф ология плесн евы х  грибов, дрож ж еподобны х грибов.
2. М етоды и зу чен и я  м орф ологип грибов.

Грибы — растительные организмы, имею щие к ак  макро-, 
так  и  микроскопические размеры и характеризую щ иеся 
следую щими основными свойствами: наличием  диф ферен­
цированного ядра, отсутствием хлорофилла, размнож ением  
сшщ ами, наличием у  больш инства видов вегетативны* ор­
ганов — ̂ и ф ^к о то р ые, переплетаясь, образую тСмицелийГ)

Грибы подразделяю тся на пять основных классов: а р -
х и м и ц е т ы ,  ф и к о м и ц е т ы ,  а с к о м и ц е т ы ,  а д о л о -  
м и ц е т ы  или несоверш енные грибы и  д р о ж ж е п о д о б ­
н ы е  г р и б ы ,  которые отличаю тся друг от друга по типу 
мицелия, по наличию и строению органов плодонош ения, 
типу спор и  другим признакам .

У  грибов различаю т субстратный мицелий, погруж енны й 
в питательную  среду, и  мицелий воздушный, растущ ий на 
ее поверхности. Многие грибы имеют септированный (мно-



Рис. 22. Мукоровая плесень (Mucor).

гоклеточный) мицелий, гиф ы  которого разделены  внутрен­
ними перегородками — септами; для других грибов х ар ак ­
терен несептированны й мицелий.

Споры грибов располагаю тся внутри мицелия (эндоспо­
ры ) или вне его (экзоспоры ). Среди гифов выделяют так на­
зываемые плодоносящие (спороноспые) гифы. Так, напри­
мер, у  мукоровой плесени (M ucor) плодоносящ ие гифы — 
спорангиеносцы на конце имеют расш ирение -^^спорангии^ 
внутри которы х находятся  эндоспоры. Плодоносящие гифы 
грибов рода ^ ^ e rg i l lu ^ H ^ e n ic i l l iu n p  назы ваю тся конидие- 
носцами. Н а их концах имею тся небольшие клетки — стериг- 
мы, на которых свободно располагаю тся цепочки конидий (эк- 
зоспоры ). У  некоторых грибов споры покры ты  толстой дву­
контурной оболочкой (хламидоспоры) и располагаю тся 
внутри нити мицелия или на ее конце. Существуют и дру­
гие типы спор, отличаю щ ихся друг от друга по происхож­
дению, структуре п расположению в мицелии гриба 
(рис. 22—24).



Рпс. 23. Л еечп ая  плесень (A sp erg illu s ).

Д р о ж ж е в ы е  г р и б ы  представляют собой крупны е 
клетки овальной, ш аровидной и палочковидной формы: 
они де образуют мицелия и размнож аю тся различны м и п у­
тями: почкованием, делением, п оловым путем и эндоспора­
ми, которые располагаю тся в особых сумках (асках) и 
назы ваю тся аскоспорами. Бластоспорами назы ваю т экзо­
споры дрож ж евы х и л и  других грибов, образую щ иеся в ре­
зультате почкования материнской клетки .

Д р о ж ж е п о д о б н ы е  г р и б ы  н<Гобразую т истинного 
мицелия." Однако при размнож ении клетки  дрож ж еподоб­
ных Урибов располагаю тся цепочками; и  вы тягиваю тся в 
длинные нити, которые назы ваю тся псевдомицелием.

Демонстрация

1. Методика приготовления препаратов из культур грибов.
2. Препараты дрожжеподобных грибов, окрашенные метиленовым 

сивнм.



Задание студентам 
для выполнения лабораторной работы

Определить родовую принадлежность плесневых грибов на осно­
вании особенностей строения мицелия, плодоносящих гиф и спор, 
пользуясь табл. 2.

Т а б л и ц а  2 
Морфологические признаки плесневых грибов

Наимено­
вание
рода

Мицелий
Плодонося­
щие гифы Тип спор Расположение спор

Mucor H eeen -
тирован-

ны й

Н есептиро- 
ванны й спо- 
рангиено- 
с е д

Эндоспоры В спорангии

A spergil­ Септиро- Н есептиро- Экзоспоры Свободное В виде
lus ванны й ванны й ко- 

нидиеносец
(конидии) располож е­

н и е 'н а  кон­
ц ах  ответ­
влений  пло­

«лейки»

P e n ic il-
Hum

С ептиро-
ванныЁ

Септирован- 
ны й коны- 
дн еноеец

Экзоспоры
(конидии)

доносящ их
гиф В виде 

«кисто­
чек»



М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

П ри приготовлении препарата « р а з д а в л е н н а я »  кап ­
л я  препаровальными иглами отделяют небольш ой участок 
мицелия с плодоносящими гифами и прилегаю щ им к  нему 
тонким слоем питательной среды. М атериал помещ аю т в 
каплю  воды на предметном стекле, иглой расправляю т ми­
целий^ придавливаю т покровным стеклом и микроскопируют 
при опущенном конденсоре.

П репарат просматриваю т с объективом 8 , а  затем  с объ­
ективом 40.

П редварительно колонии или культуры  грибов микро­
скопируют непосредственно на чаш ках или в пробирках 
под малым увеличением.

Результаты  работ по изучению плесневы х грибов прото­
колирую тся в таблице с учетом диф ференциальны х морфо­
логических признаков (табл. 2 ).

Контрольные вопросы

1. М орф ология плесневых грибов. О сновны е отличительные при­
знаки грибов родов  M ucor, A sperg illu s и Penicillium .

2. М орф ологические особенности дрож ж ей и дрож ж еподобны х 
грибов. Чем они отличаются м еж ду  собой и от бактерий?

3. Объясните значение терм инов: мицелий, псевдомицелий, гифы, 
септы, плодоносящ ие гифы, спорангиеносец, конидии, споры , хлами­
доспоры .

4. Как происходит разм нож ен ие плесневых грибов, др о ж ж ей  и 
дрож ж еподобны х грибов?

Т ем а 4. М ОРФ ОЛОГИЯ СПИ РОХ ЕТ 

П рограм м а за н я ти я

1. М орф ологические и  тинкториальны е п р и зн а к и  спирохет.
2. Д и ф ф еренц ирован ие спирохет по м орф ологическим  п р и зн акам .

Спирохеты — извитые подвижные микроорганизмы, ко­
торые относятся к  порядку Spirochaetales, семейство Spiro- 
chaetaceae и  включают 3 рода (табл. 3 ) . Спирохеты облада­
е т  признакам и ^сти и н ы ^  бактерий и ("йростейш и^ Первых 
они напоминают^ отсутствием компактного ядра. Со вторы­
ми их сближает ф и б р и л л я р н о с ть с т р у к т у р ы  цитоплазм ы ,



Т а б л и ц а  3 

Морфологическое прпзиакв патогенных спирохет

Наименование 
розов СПЖрОХВТ

Коли­
чество
вавит-

ков

Характер 
saвитков

Характер
движения

Окраска по Рома- 
невскому—Гимм

Borrelia З—Ю Крупные,
неравномер­
ные

Толчкообраз­
ное

Сине-фиолетовая

Treponema 8 - 1 2 Мелкие,
равномер­
ные

Плавное, мед­
ленное, разно­
образное

Бледно-розовая

Leptospira Многочисленные 
первичные завит­
ки; вторичные за­
витки в виде бук­
вы S с пуговчаты- 
ми утолщениями 
на концах

Очень актив­
ное, разнооб­
разное

Розовато-сирене­
вая

отсутствие клеточной стенки и наличие перипластоподобно- 
го образования, напоминаю щ его оболочку клеток животных 
организмов. Ц итоплазм а спирохет вокруг эластичной осевой 
нити образует гг^вйчны е'~завитки> Изгибы осевой нити

представляю т собой вторич­
ные завитки.

Д виж ение спирохет про­
исходит в виде поступатель­
ного перем ещ ения вперед, 
сгибания и в ращ ения вокруг 
продольной оси. Количество 
завитков, как  и  характер 
движ ения, имеет важное 
значение для характеристи­
ки каж дого рода этих мик­
роорганизмов (рис. 25).

Спирохеты так  ж е, как и 
простейшие, плохо окраш и­
ваются анилиновыми краси­
телями. Д ля  их дифференци­
рования применяю т краску 
Романовского — Гимзы.

Рже. 25. Морфология спирохет 
(схема).

а  — трепонемы; б — боррелни; « —
лептосоиры.



Демонстрация
1. Движение лептоспир в темнопольном микроскопе.
2. Препарат лептоспир. Негативная окраска по Бурря.
3. Препарат бледной трепонемы. Негативная окраска по Бурри.
4. Препарат боррелий в толстой капле крови. Окраска по Рома- 

вовскому — Гимзе.

Задание студентам 
для выполнения лабораторной работы

1. Определить родовую принадлежность спирохеты в готовом мае- 
ке, окрашеннном по методу Романовского — Гимзы, используя данные, 
изложенные в табл. 3.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Морфологию спирохет изучают в п реп аратах  «раздав* 
ленная» кап ля  и в м азках , окраш енны х по методу Ром а­
новского — Гимзы. Н ативны е препараты  микроскопирую т 
в темном поле или с помощью фазово-контрастной микро­
скопии, наблю дая за  активным и характерны м  движ ением  
спирохет и особенностями их формы.

П риготовление м азков и з крови. Н а чистое обезж ирен­
ное предметное стекло ближе к  одному из его концов по­
мещают каплю  крови. Другое предметное стекло, имеющее 
ш лифованный край , прижимаю т под углом 45° к  капле 
крови, а затем  скользящ им  движ ением передвигаю т его к  
свободному концу первого стекла. П ри этом кровь распре­
деляется по предметному стеклу тонким  слоем. Высуш и­
вают препарат на воздухе, фиксируют в ж идком  ф иксаторе 
(метиловом спирте, смеси этилового спирта и  эф и ра).

Д ля  приготовления « т о л с т о й »  кап ли  на предметное 
стекло наслаиваю т 2 —3 капли крови, распределяя ее по 
стеклу до величины 10-копеечной монеты. После вы суш и­
вания на воздухе осторожно наливаю т несколько кап ель 
дистиллированной воды на 10—15 мин д ля  удален ия гемо­
глобина из эритроцитов.

О краш ивание препаратов по методу Романовского — 
Гимзы. К раска Романовского — Гимзы состоит из метиле­
нового синего, эозина и азура. На м азок наносят рабочий 
раствор красителя ( 2  капли  красителя на 1  мл дистиллиро­
ванной воды) на 10—20 мин. Затем  п реп арат  промываю т 
водой и высуш ивают на воздухе. По Ром ановскому — Гимзе 
спирохеты возвратного тиф а окраш иваю тся в фиолетовый 
цвет, эритроциты крови — в розовый, ядра лейкоцитов — в 
фиолетовый. '



Контрольные вопросы

1. Какое полож ение в систематике м икроорганизм ов занимают 
спирохеты?

2. М орф ологические особенности спирохет.
3. Какие м етоды  применяю тся для изучения м орф ологи и  спирохет?
4. Чем  отличается подвижность спирохет от подвижности бактерий?
5. По каким  м орф ологи чески м  особенностям  диф ф еренцирую т 

спирохеты р о д а  трепонем а, бо р р ел и я  и лептоспира?

1. М орф ология м икоплазм , риккетсий, хл ам и ди й  и  м етоды  и х  изу ­
чения.

2. У л ьтр астр у к ту р а  вирусов человека, ж и вотн ы х , растен ий  и  бак­
терий  (ф агов) и  м етоды  ее  и зучен и я .

Т ем а. 5. М ОРФ ОЛОГИЯ М ПКОПЛАЗМ , РИ К К ЕТ С И И  
Х Л А М И Д И Й  И  ВИРУСОВ

П р ограм м а за н я ти я

Рис. 26. Морфологиче­
ские типы риккетсий. 
Кокковидные, палочко-' 
видные и мицелллрные 
формы.



М икоплазмы принадлеж ат к 
(классу) M ollicutes, порядку Мусо- 
plasm ataie's. Это полиморфные ми^ 
кроорганизмы, представляю щ ие 
собой ш аровидные, нитевидные и 
мельчайш ие зернистые образова­

н н ы е имеют размеры 
JQ,15— 10 мкм) Они не имеют плот­
ной клеточной стенки и окруж е­
ны трехслойной липоппотеидной 
цитоплазматической мембраной: 
содержат Д Н К  и РН К .

Риккетсии принадлеж ат к  по­
рядку "  K ic k e tts ia le s^  семейству 
R ic k e t t s i a c e a e T Они занимаю т 
промежуточное полож ение между 
бактериям и и вирусами. П ред­
ставляют собой мелкие грамотри- 
цательные микроорганизмы, раз- 
ж р ы -^ к о т о р ы х  не превыш ают

(^ 1 ,5  мкмГ)Отличаготся вы раж енны м 
полиморфизмом, образуя кокко­
видные, палочковидные, нитевид­
ные формы (рис. 2 6 ). Спор и кап ­
сул не образую т. Электронно-ми­
кроскопические данны е указы ва­
ют на наличие у риккетсий дву­
слойной наруж ной мембраны, зер­
нистой цитоплазмы  и располо­
женного в ней нуклеоида, кото­
рый имеет фибриллярную  струк­
туру и спиралевидную или оваль­
ную форму (рис. 27).

Хламидии относятся к  поряд­
ку  C hlam ydiales. семейству Chla- 
m ydiaceae. Имеют различную  фор- 
му (ш аровидную, овоидную, палоч­
ковидную ), довольно крупны е раз­
меры (це проходят через бактерп- 
альные ф ильтры ). П еред делением 
ч'аетяцы хламидий обволакивают­
ся  образованием, напоминаю щ им 
капсулу. Размеры  хламидий со­
ставляю т 0 ,3—0,5 мкм.

Р и с. 27. Р н к к е т си я  Проваче^ 
к а . Э лектронная  м икроско­
п и я . X 108 ООО. В идны  м и к­
р окап сула , к л ето ч н ая  стен­
к а , п р ед став л ен н ая  трех- 
слойной м ем браной, гр ан и ­
ч а щ ей  с цитоплазматиче» 
ско й  м ем браной. Я дервов 
вещ ество  содер ж и тся  среди 
гран у л яр н о го  ком понента 
цитоплазм ы .



Рис. 28. В ирус  табачной 
м озаики.
а — модель вируса табач­
ной мозаики. Изображен 
фрагмент вирусного кап- 
сида, построенного из оди­
наково спирально располо­
ж енных белковых субъ­
единиц. М ежду субъедини- 
иамн помещ ается полари- 
бонуклеотидная депочка 
РНК, конфигурация кото­
рой целиком определяется 
их спиральным располо­
жением. Н а модели часть 
спирали РН К  условно по­
казана свободной; б — ви- 
рионы вируса табачной мо- 
ааики. Электронная микро­
скопия.



Вирусы представляю т собой отдельное «царство» — V ira. 
Они отличаю тся от других микроорганизмов своей струк­
турной организацией п наличием только одного типа нукле­
иновой кислоты — Д Н К  пли Р И К . Разм еры  вирусов колеб­
лю тся от 15—20 до 300—500 ммкм. Они имеют палочко­
видную или цилиндрическую форму (вирус табачной 
мозаики и многие другие вирусы растений), нитевидную  
форму в виде изгибаю щ ихся тонких нитей ш ириной около 
1 0  ммкм п длиной до 1  мкм (вирусы растений и некоторы е 
ф аги ), сферическую форму, напоминающ ую многогранники 
(пикорнавирусы, аденовирусы и др.), кубовидную  ф орму 
(поксвирусы) и  булавовидную пли сперматозоидную форму 
(вирусы бактерий — ф аги ).

Вирионы состоят из белковой оболочки — к а п с и д а ,  
внутри которого содерж ится нуклеиновая кислота. Это по­
зволило охарактеризовать вирдон в морфологическом отно­
шении как  н у к л е о к а п с п д ,  а в химическом — к ак  ну- 
клеопротеид. К апсид состоит из отдельных структурны х 
субъединиц, представляю щ их собой одну или несколько 
полипептидных цепей. Симметричные объединения (груп ­
пы ) структурны х несимметричвых субъединиц назы ваю тся 
морфологическими единицами, или к а п  с о м е р а м и, кото­
рые вы являю тся при электронной микроскопии.

Д ля капспдов вириоиов характерны  два типа симмет­
ричной укладки субъединиц: с п и р а л ь н а я  симметрия со 
спиральной структурой и к у б и ч е с к а я  симметрия со 
структурой капсида, близкой к  сфероиду. С помощью 
рентгеноструктурного анализа показано, что вирионы со 
спиральным типом симметрии характеризую тся укладкой 
структурны х субъединиц (белковых глобул) в форме спи­
рали вокруг оси (рис. 28). К  ним относятся вирусы  табач­
ной мозаики, некоторые арбовпрусы, миксовирусы.

С пом ощ ью  рентгеноструктурного  а н ал и за  бы ло доказано , что 
истинное число субъеди ппц  у  р азн ы х  вирусов равн о  60 и л и  кратно  
данной величине (наприм ер, 420 у  вируса подиом ы , 540 у  реоворуса , 
960 у  вируса герпеса, 1500 у  аден овируса) (рис. 29).

В отличие от стр у к ту р н ы х  субъединиц, общ ее число кап сом еров 
не кратно  60. Р азл и ч и я  м еж ду  структурны м и субъеди н и ц ам и  и кап со- 
м ерам и состоят в  том, что  последние представляю т собой объединения 
из 2, 3 пли  5 структурн ы х  субъединиц , непосредственно р асп олож ен ­
ны х на осях  сим м етрии 2-го, 3-го и  5-го порядков  соответственно. П рп 
этом число  капсом еров равн о  30, 20 или  12. В ирионы  со слож н ы м  
капсидом , построенны м  более чем  и з 60 стр у к ту р н ы х  субъеди ниц , 
содерж ат гр у п п ы  из п я ти  или  ш ести  капсом еров (пентам еры  или 
гексам еры ).



Ри с. 29. А деновирус человека . Э лектронная м икроскопия. X  600 ООО. 
В идны  капсомерьт, образую щ ие гр ан и  и верш ины  икосаэдра.

Н екоторые сложноустроенпые вириопы имеют внешнюю 
оболочку, назы ваемую  с у п е р к а п с н д о м ,  или п е п л о -  
с о м. О на состоит из липопротеидов и во многих случаях 
содерж ит некоторые компоненты клетки  хозяина и вирус- 
специфические белки, состоящ ие аналогично капсомерам из 
полипептидны х цепей (рис. 30). Д ля фагов, имею щих спер- 
матозоидпую форму, характерен смеш анный тип симметрии, 
так  к ак  и х  головка имеет кубический тип симметрии, 
а отросток— спиральны й (рис. 31).

Д ем онстрация

Э лектронно-м икроскопические ф отограф ии м икоплазм , риккетсий, 
хл ам и ди й  и  некоторы х вирусов человека, ж ивотпы х, растен ий  и  бак­
терий  (ф агов).

З а д а н и е  студентам  
д л я  вы п о л н ен и я  лабораторной работы

1. И зу чи ть  м орф ологию  риккетсий  в препарате, окраш енном  по 
Р ом ановском у — Гимзе.

2. И зу ч и ть  м орф ологию  в и р у са  осповакци ны  в  преп ар ате , о к р а ­
ш енном п о  М орозову.



а

Рис. 30. В ирус оспы, 
а — строение вириона оспы (схе­
м а): 1 — фрагмент цитоплазма­
тической оболочки, захваченной 
вирионом при выходе из инфици­
рованной им клетки; г— прост­
ранство м еж ду этой оболочкой и 
поверхностью вириона; 3 — внеш­
н я я  осмиофильная мембрана обо­
лочки вириояа; 4 — средняя ос- 
миофобная мембрана оболочки ви­
риона; 5 — внутренняя мембрана 
оболочки вибриона; 6 — боковое 
(латеральное) тело; 7 — фрагмент 
клеточной оболочки, адсорбиро­
ванной на поверхности вириона; 
S — внутривирусная гранула; 9 — 
локальное втяжение оболочки; 
Ю — тяж , связываю щ ий компо­
нент нуклеоида с оболочкой; 11— 
вирусоплазма; 12  — внеш няя ос­
миофильная мембрана оболочки 
нуклеоида; 13 — средняя осмио- 
фобная мембрана оболочки нук­
леоида; 14 — внутренняя осмио­
фильная мембрана оболочки нук­
леоида; 15 — нуклеоидоплазмы; 
16 — осмиофобный компонент 
S-образной структуры; 1 7 — коль­
цо-срез спиральной укладки ДНК 
(гипотеза); 18 — центр этого коль­
ца; 19 — внутренний компонент 
S-образной структуры нуклеоида; 
20 — центральный компонент 
S-образной структуры нуклеои­
да; б — вирион натуральной 
оспы. Электронная микроскопия 
Х 230 ООО. Видна S-образяая струк­
тура нуклеоида,



Рпс. 31. Фаги.
а — фаг Tj. Электронная микроскопия; хЮОООО. Видны гексагональная голов­
ка, отросток с фибриллами, базальная пластинка; б — адсорбция фага Ts на 
клетках Б. coll в сканирующем электронном микроскопе.



М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

О краска риккетсий по методу Здродовского. 1. О краш и­
вают мазок разведенным фуксином Ц иля (10— 15 кап ель 
на 10 мл дистиллированной воды) в течение 5 мин.

2. Промывают водой.
3. Обрабатывают мазок 0,5%  раствором лимонной к и ­

слоты или 0 ,0 1 % раствором соляной кислоты.
4. Промывают водой.
5. Окраш иваю т метиленовым синим в течение 1 мин.
6 . Промывают водой, высуш иваю т препарат.
Р иккетсии по методу Здродовского окраш иваю тся в

красный цвет; цитоплазм а клеток, в которых они п арази ­
тирую т,—в голубой, ядра — в синий.

Метод серебрения по Морозову. Д л я  окраски по Моро­
зову необходимы следую щие растворы:

Р а с т в о р  1. Л ед ян ая  уксусн ая кислота 1 мл. Ф ормалин 
40%  2 мл. Д истиллированная вода 100 мл.

Р а с т в о р  2. Т анин 5 г. Ж и дкая  карболовая кислота 
1 мл. Д истиллированная вода 100 мл.

Р а с т в о р  3. П риготавливаю т путем  добавления к  5%  
раствору нитрата серебра раствора ам м иака, (по кап лям ) 
до легкой опалесценции.

Т е х н и к а  о к р а с к и :  1) высуш енный мазок ф иксиру­
ют раствором 1  в течение 1  мин, затем  раствор сливаю т и 
мазок промывают водой; 2 ) протравливаю т раствором 2  в 
течение 1 — 2  мин при подогревании до появления паров, 
после чего промывают водой; 3) окраш иваю т м азок раство­
ром 3 при подогревании до появления темно-коричневого 
цвета; промывают водой, высуш ивают и микроскопируют.

Вирусы окраш иваю тся в черный цвет.

Контрольные вопросы

1. Каковы особенности м орф ологии  микоплазм? С чем  связан а их 
полиморфность?

2. Что представляю т собой стабильные и нестабильные L-ф о р м ы  
бактерий?

3. К акое полож ение в систематике м икроорганизм ов заним аю т 
риккетсии и хламидии? Их строение и химический состав.

4. О сновны е принципы соврем енной классификации вирусов.
5. П очему вирусы вы делены  в о собое  «царство» — V ira? Ч ем  они 

принципиально отличаются от других микроорганизм ов?
6. Структура и химический состав вириона.
7. Сравнительная характеристика структуры вирусных капсидов с 

кубическим и спиральным типами симметрии.
8. Что понимают под внутриклеточными вирусными вклю чениями?

4 Заказ N1 118?



Ф И ЗИ О Л О Г И Я  М И КРО О РГА Н И ЗМ О В

В данном  разделе студенты преж де всего знаком ятся 
с основными методами микробиологического исследования: 
приготовлением  питательны х сред, стерилизацией, техникой 
посевов и  пересевов, способами культивирования микроор­
ганизмов в лабораторны х условиях и выделением чистых 
культур.

И зучение физиологии микроорганизмов, т. е. процессов 
пластического и энергетического метаболизма заклю чается 
в исследовании ферментов питания и ды хания, а такж е раз­
м нож ения микробных клеток. Н аличие общих закономер­
ностей в метаболизме разны х микроорганизмов сочетается 
с сущ ественны ми различиям и в п утях  и способах превра­
щ ен ия вещ еств и  энергии. Н а этом основано их диф ферен­
цирование и  идентиф икация — важ нейш ие этапы в микро­
биологической диагностике инфекционны х заболеваний.

Н ар яду  с прикладны м  значением  изучение метаболизма 
у  бактерий открыло ш ирокие перспективы  для познания 
биохимических и  генетических механизмов, ответственных 
за  наследственную  информацию  и способы ее реализации, 
систему регуляц ии синтеза белка и другие процессы, про­
текаю щ ие в микробной клетке.

Т ем а 6. С ТЕРИ Л И ЗА Ц И Я  

П рограм м а за н я ти я

1. М етоды  стерилизации .
2.. А п п ар ату р а , и сп о л ьзу ем ая  д л я  стерилизации .
3. М етоды  о п р едел ен и я  эф ф ективности  стерилизации  и действия 

д ези н ф и ц и р у ю щ и х  вещ еств.

С терилизация — это полное уничтож ение вегетативных 
форм микроорганизмов и их спор в различны х материалах.

Стерилизацию  проводят физическими методами, главным 
образом путем  воздействия высокой температуры  и ультра­
фиолетового облучения, механическим путем  — ф ильтра­
цией ж идкостей через бактериальны е фильтры. С помощью 
химических соединений — антисептических веществ осу­
щ ествляю т дезинфекцию  — уничтож ение патогенных мик­
роорганизмов при обеззараж ивании различны х материалов,



Ф изическое методы стерилизация

1. П рокаливание производится в пламени спиртовки или 
газовой горелки. Этим способом стерилизую т бактериоло­
гические петли, препаровальны е иглы, пинцеты  и некоторые 
другие инструменты.

2. К ипячение применяю т для стерилизации ш прицев, 
мелкого хирургического инструментария, предметных и п о­
кровных стекол и т. п. Стерилизацию проводят в стерили­
заторах, в которые наливаю т воду и с помощью нагрева 
доводят ее до кипения. Д ля  устранения жесткости и повы ­
ш ения температуры ки пени я к  воде добавляю т 1 — 2 % би­
карбоната натрия. И нструменты ки пятят обычно в течение 
30 мин. Д анны й метод не обеспечивает полной стерилиза­
ции, так  как  споры бактерий при этом не погибают.

3. С терилизация сухим ж аром  производится в суш иль­
ном ш каф у (печи П астера) — см. с. 9 — при температуре 
165—170° С в течение 45 мин. П ри более высокой тем пера­
туре начинается обугливание ватны х пробок, бумаги, в ко­
торую завернута посуда, а  при более низкой температуре 
требуется больший срок стерилизации. Сухим ж аром  сте­
рилизуют стеклянную  посуду — пробирки, чаш ки Петри, 
пипетки и  пр.

4. Стерилизация паром под давлением. Это один из на- 
иболее эффективных методов стерилизации, основанный на 
сильном гидролизующ ем действии насыщ енного пара. П ро­
водится в автоклаве (см. рис. 2 ) . Работа с автоклавом тре­
бует точного вы полнения специальной инструкции и правил 
безопасности.

П р а в и л а  р а б о т ы  с  а в т о к л а в о м

1. П еред началом  работы  пр о вер и ть  и справность всех частей  а в ­
токлава (м аном етра, у п ругость  резиновой прокладки , креп лени е 
кры ш ки  и др .).

2. Н ал и ть  через воронку  воду в котел до вер х н ей  отм етки  я а  во­
дом ерной трубке  и зак р ы ть  кран .

3. З агр у зи ть  м атер и ал  в  стерилизацион ную  кам ер у  и  плотно за ­
кры ть к р ы ш к у  автоклава.

4. В клю чить н агревательную  систем у авто к л ава  п р и  откры том  
вы пускном  кране.

5. Закр ы ть  вы пускн ой  к р а п  после того, к а к  п ар  вы тесн ит и з па» 
ровой кам еры  весь воздух  и  конденсат. П ризнаком  полного вы хода 
конденсата служ ит появление непреры вной  стр у и  насы щ енного  «су­
хого» пара.

6. После дости ж ен и я  в паровой  кам ере  рабочего давл ен и я  стери­
ли зовать  м атериал  в  течени е определенного врем ени  (табл. 4).



1. Окончив стерилизацию, выключить электрический подогрев и 
закрыть кран на патрубке между котлом и паровой камерой.

8. О ткры ть  вы пускн ой  к р а н  и  постепенно вы пустить пар  из п а ­
ровой к ам ер ы  в  сосуд с водой.

9. П осле с н и ж ен и я  д ав л ен и я  в  паровой кам ер е  до п у л я  — отметки 
м ан ом етра, о ткр ы ть  к р ы ш к у  автоклава  п  п р и сту п и ть  к  его разгрузке: 
п р и  о ткр ы ти и  к р ы ш ки  ранее  указан н ого  срока стер и л и зу ем ая  ж и д­
к о сть  в ск и п ае т  и  м ож ет вы толкнуть пробки  из сосудов вследствие 
бы строго п а д е н и я  давлени я.

М погие питательны е среды, перевязочны й материал, 
белье стерилизую т прп давлении 1 атм в течение 15— 
20 мин, питательны е среды с углеводами — при 0,5 атм в 
течение 15 мин, а обеззараж ивание инфицированного ма­
териала проводят при 1,5—2 атм в течение 20—25 мин.

Т а б л и ц а  4
С оотнош ение м еж д у  тем пературой , д авл еп и ем  и  врем енем  

стер и л и зац и и  в  авто к л аве

Давление п ар а , атм Температура, °С врем я стерилизации, мин

0 100 3 0 - 6 0
0 ,5 ш 20— 30
1 121 1 5 - 2 0
1 ,5 127 1 5 - 2 0
2 133 15

К о н т р о л ь  р а б о т ы  а в т о к л а в а

М акси м альн ую  тем п ер ату р у  п ара  удобнее всего изм ерить м акси­
м ал ьн ы м  терм ом етром , которы й  пом ещ аю т в автоклаве  вместе со 
стер и л и зу ем ы м  м атериалом . В некоторы х с л у ч ая х  использую т хим и­
чески е  вещ ества  с  определенной  тем пературой  п лавлен и я: бензонаф ­
тол  110® С, б ен зо й н ая  кислота  120° С и др.

5. С терилизация текучим паром — при температуре 
100° С прим еняется в тех случаях, когда материал не вы­
держ ивает более высокой температуры  (например, питатель­
ны е среды с витаминами, углеводами, желатином п др.)- 
Стерилизацию  текучим паром проводят в автоклаве при 
откры том  выпускном кране и незавинченной крыш ке или 
в апп арате Коха.

Д л я  полного обесплож ивания применяю т принцип 
д р о б н о й  с т е р и л и з а ц и и ,  т. е. стерилизую т материал 
при 100° С (или 80—90° С) в течение 20—30 мин в течение



3 дней подряд. При этом вегетативные формы погибают, 
а споры сохраняю тся и  в течение суток прорастаю т при 
комнатной температуре. Последующее двукратное прогре­
вание обеспечивает достаточно надежную  стерильность ма­
териала.

6 . Тнндализация — это дробная стерилизация материа- 
лов при 56—58й С в течение часа 5 —6 дней подряд. П ри­
м еняется для стерилизации легко разруш аю щ ихся 
при высокой температуре веществ (сыворотки, витамины 
и пр .).

7. П астеризация — нагревание м атериала до 50—65° С 
в течение 15—30 мин или 70—8 0 ° С —5 — 10 мин для унич­
тож ения неспоровых микроорганизмов. П рим еняется для 
стерилизации пищ евых продуктов (вино, пиво, молоко, соки 
и п р .).

8 . С терилизация ультрафиолетовыми лучам и прим еня­
ется для  стерилизации воздуха в микробиологических ла­
бораториях, боксах, операционны х и т. д. Д ля  этого исполь­
зуют бактерицидные лампы различной мощности (БУ В -15, 
БУ В -30 и др.).

М еханическая стерилизация (ф ильтрование)

Ф ильтрование проводят с помощью мелкопористых 
фильтров разны х типов, задерж иваю щ их только клеточные 
формы микробов и их споры.

Ф и л ь т р ы  Ш а м б е р л а н а  изготовлены из каолина с 
примесью песка и кварца и имеют вид свечей, полых внут­
ри, с различными размерами пор и условно обозначены 
Li, L 2, L3 и т. д. Ф ильтры L 5 — L 13 бактерий не пропускаю т.

Ф и л ь т р ы  Б е р к е ф е л ь д а  сделаны из инфузорной 
земли в виде свечи. Разм еры  пор в порядке увеличения 
обозначены буквами W , N, V.

Ф и л ь т р  З е й т ц а  состоит из асбестовой пластинки, 
которая монтируется в специальную металлическую  ворон­
ку, вставленную  через резиновую пробку в колбу Б ун зена. 
Ф ильтрование проводят под вакуумом. П еред ф ильтрова­
нием всю систему стерилизую т в автоклаве (рис. 32).

М ембранные фильтры приготовляют и з нитроклетчатки, 
В зависимости от размеров пор эти фильтры имеют номера 
1—5 (размеры  пор соответственно равны 350— 1200 м м км ).

Ф ильтрованием стерилизую т жидкие материалы , не вы ­
держ иваю щ ие нагревания (сыворотку крови, антибиотики



Н ртутному 
манометру

Рис. 32. У стан овка  д л я  ф и л ьтр о ван и я  в  у сло в и ях  вакуум а.
1 — ф ильтр Зейтца; г — колба Б унзена (для сбора ф ильтра); з — переход­
ная трубка с  ватным фильтром; 4, 5 — вакуумны е краны; 6 — ловушка.

и д р .). Ф ильтрование такж е используют для получения 
бактериальны х токсинов, фагов и разны х продуктов ж изне­
деятельности бактерий.

Дезинф екция

П од дезинф екцией понимают о б е з з а р а ж и в а н и е  
м а т е р и а л о в  с п о м о щ ь ю  х и м и ч е с к и х  в е щ е с т в .  
В лабораторной практике чащ е всего используют растворы 
карболовой кислоты  или  фенола (3—5 % ), лизола (1—3 % ). 
форм алина ( 4 %) ,  хлорной извести (10—2 0 % ), хлорамина 
( 1 —5 % )  и  др. Н екоторые вещества (борную кислоту, мер- 
тиолят, глицерин, фенол и др.) применяю т к ак  консерванты  
при приготовлении лечебны х п диагностических сывороток, 
вакцин и других препаратов.

Д ем онстрация

А п п ар ату р а  (автоклав , суш ильны й  ш каф , ф и л ьтр ац и о н н ая  у ста ­
н о в к а ), и сп о л ьзу ем ая  д л я  стерилизации .

З а д а н и е  студентам  
д л я  вы п о л н ен и я  лабораторной работы

1. У честь р езу л ьтаты  опытов, поставлен ны х  с бактериальны м и 
тест-объектам и  д л я  ко н тр о л я  эф ф ективности  стерилизации , прове­
денной п у тем  к и п я ч ен и я  и  авто клавпрования . С делать заклю чение.

2. У честь р езу л ьтат  о п ы та, поставленного д л я  определения эф ф ек­
тивности  д ей ств и я  дезин ф ици рую щ и х вещ еств  н а  бесспоровую  и  спо­
рообразую щ ую  ку л ьту р ы . С делать заклю чение.



М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактериологический контроль стерилизации. Т ри  про­
бирки с мясо-пептонным бульоном засеять ш елковы ми н и ­
тями, смоченными смесью споровой и неспоровой культур. 
Первую пробирку подвергнуть автоклавированию , вторую — 
кипячению , третью (контрольную ) — не подвергать никако­
м у воздействию. П осевы вы держ ать в термостате при  37° С 
в течение 24 ч. Отметить результат поставленного опы та и 
сделать заключение.

Определение эффективности действия дезинфицирую щ их 
веществ. Приготовить два вида бактериальны х тест-объек- 
тов: 1) ш елковые нити, смоченные культурой Е. coli, 2) 
ш елковые нити, смоченные спорообразующ ей культурой 
(с большим содерж анием спор). Нити поместить в растворы 
фенола ( 5 %) ,  лизола (5 % ), хлорной извести (1 0 % ) на 
5 и  60 мин, после чего отмыть от дезинфицирую щ их в е ­
щ еств, засеять в мясо-пептонный бульон и поместить в 
термостат до следующего дня. Контрольные тесты  не под­
вергать действию дезинфицирую щ их вещ еств. О тметить 
результат поставленного опыта и сделать заклю чение.

Контрольные вопросы

1. Дать о п ределен и е понятиям: асептика, антисептика, стерилиза­
ция, дезинф екция.

2. Какие существуют м етоды  стерилизации? П еречислите методы , 
с помощ ью  которых достигается полная или частичная стерилизация 
материала.

3. В каких аппаратах использую т стерилизую щ ий эф ф ект  нагретого 
воздуха и нагретого пара? Особенности их бактерицидного действия.

4. Какие материалы  стерилизую тся паром  под давлением , текучим 
паром? Как проконтролировать эф фективность стерилизации в авто­
клаве?

5. Что такое тиндализация и пастеризация? Какие м атериалы  обра* 
батываю т этими методами?

6. Что такое механическая стерилизация? Какие м атериалы  стери­
лизую т этим методом?

7. В каких случаях для стерилизации использую т УФ-лучи?
8. Где стерилизую т стеклянную  посуду?

Т ем а 7. П И Т А Т Е Л Ь Н Ы Е  С РЕ Д Ы

П рограм м а за н я ти я

1. Знаком ство  с работой  отделен и я  д л я  п ри готовлен и я  п и тател ь­
н ы х  сред.

2. П итательны е среды  п  ингредиенты , используем ы е д л я  и х  при­
готовления.

Т ехни ка  при готовления пи тател ьн ы х  сред  и  определени е pH.



П итательны е среды ш ироко применяю тся в микробио­
логической практике для вы ращ ивания разны х микроорга­
низмов с исследовательской целью, для диагностики инфек­
ционны х заболеваний, для  получения из микробов различ­
ны х продуктов ж изнедеятельности (токсинов, антибиотиков, 
и др.) и  т. д.

Л ю бая  питательная среда долж на отвечать следующим 
требованиям : содерж ать все необходимые для роста и разм­
н ож ения данного микроба вещ ества в легко усвояемой 
форме, быть изотоничной, иметь оптимальную  влажность, 
вязкость, pH , оптимальный окислительно-восстановитель­
ны й потенциал, быть стерильной и, по возможности, прозрач­
ной.

П итательны е среды готовят из естественных продуктов 
ж ивотного и растительного происхождения (мяса, молока, 
яиц , сыворотки крови, овощей, дрож ж ей, казеина и др.) 
или из искусственно полученны х из этих продуктов ве­
щ еств (пептона, аминопептида, дрожжевого экстракта, ку ­
курузного экстракта и  д р .) , или из химически чистых сое­
динений с точно известны м составом (аминокислот, угле­
водов, витаминов, минеральны х солей ).

Больш ое значение имеет наличие в составе питательных 
сред ростовых факторов, играю щ их роль катализаторов 
м етаболических процессов, и  компонентов клеточных бел­
ков и нуклеиновы х кислот, которые бактерии не способны 
синтезировать. К  ним  относятся витамины  (никотиновая 
кислота или ее амиды, пантотеновая кислота, витамин Bj, 
рибофлавин п др .), пуриновые и пиримидиновые основания, 
аминокислоты  (глю таминовая, триптофан, метионин и др.).

В бактериологической практике чащ е всего используют 
питательны е среды комбинированного состава, включающие 
мясную воду с добавлением пептона, натрия хлорида, а в 
некоторы х случаях  — набора органических и минеральных 
соединений; углеводов, крови и других веществ, обеспечи­
ваю щ их интенсивны й рост гетеротрофных бактерий. Многие 
питательны е среды вы пускаю тся в виде порош ка. Д ля при­
готовления питательной среды его растворяю т в кипящ ей 
воде.

По целевому назначению  питательные среды можно раз­
делить на основные, дифференциально-диагностические и 
элективные.

К  основным относятся мясо-пептонный бульон и агар, 
которые применяю тся для вы ращ ивания многих патогенных 
и непатогенны х гетеротрофных бактерий. При приготовде-



нии элективны х сред ставится задача создать максимально 
благоприятные условия для роста микроба одного вида.

Целевое назначение дифференциально-диагностических 
сред (Гисса, Эндо, П лоскирева и др.) состоит в возможнос­
ти распознавания отдельных видов бактерий по и х  ф ер­
ментативным свойствам. Н аличие у бактерий ферментов к 
субстрату, входящ ему в состав питательной среды, приводит 
к  образованию разны х метаболических продуктов.

Все большее значение приобретают синтетические пи ­
тательны е среды, приготовленные из растворов химически 
чистых органических и неорганических соединений.

По консистенции питательны е среды могут быть ж и д ­
к и м и ,  п л о т н ы м и  и п о л у ж и д к и м и .  Д ля  получения 
плотных и полуж идких сред к  ним добавляю т агар-агар. 
П оследний представляет собой продукт переработки особого 
вида морских водорослей и в застывш ем состоянии придает 
среде плотность. А гар-агар плавится при температуре 80— 
8 6 ° С, а затвердевает при комнатной температуре. Д ля  при­
готовления плотных сред добавляют 2 —2,5%  агар-агара, а 
для  получения полуж идких 0,15—0,7% . В некоторы х слу­
чаях  для получения плотных питательны х сред использую т 
ж елатин  (10— 1 5 % ). Т акие среды, как  свернутая  сыворот­
ка  крови, свернутый яичный белок, сами по себе являю тся 
плотными.

Д ем онстрация

1. И нгредиенты , используем ы е д л я  при готовления пи тательны х 
сред.

2. Э тапы  при готовления м ясн ой  воды, зшсо-пеггтонного бульона 
и м ясо-пептонного агар а .

3. О пределение pH  м ясо-пептонного бульона.
4. П и тательны е среды : основны е, диф ф еренц иально-ди агностиче­

ские, элективны е, синтетические. С ухие пи тательн ы е среды.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Основные среды — мясо-пептонный бульон и  мясо-пеп- 
тонный агар приготавливаю т из мясной воды.

Д л я  при готовления м я с н о й  в о д ы  определенное количество 
свеж его  м яса  (говядины ), освобож денного от  костей , ж и р а  и сухо­
ж илий , п роп ускаю т через м ясорубку . П олученны й ф ар ш  заливаю т 
холодной водопроводной водой в двойном  объем е, хорош о р азм еш ива­
ю т и  оставляю т на сутки  в прохладном  м есте и л и  на 2 ч при  тем пе­
ратуре  37* С. Затем  м ясо  отж им аю т через м арлю  п л и  полотно и м яс­
ной н астой  к и п я т я т  д л я  свер ты ван и я  белков, даю т осты ть, ф ильтрую т



Через ватн ы й  ф и л ьтр  и  доливаю т водой до первоначального  объема. 
П ри готовленную  м ясн ую  воду  р азли ваю т во ф лаконы , колбы  или  бу­
ты л и  и  стери ли зую т в авто к л ав е  при  120е С в  течение 20—30 мин.

М ясная вода представляет собой прозрачную  ж елтова­
тую ж идкость слабокислой реакции (pH  6 ,2), лиш енную 
белков. В ней содерж атся в небольших количествах амино­
кислоты, соли, углеводы, факторы роста и др.

П ри приготовлении мясо-пептонного бульона к  мясной 
воде добавляю т 0,5%  натри я  хлорида и  1% пептона. Затем  
устанавливаю т pH  среды, после чего ее ки пятят для 
вы падения осадка, охлаждаю т, фильтрую т через бу­
м аж ны й фильтр, доливаю т водой до первоначального объе­
ма. Д л я  приготовления мясо-пептонного агара к  мясо-пеп- 
тонному бульону добавляю т 2—2,5%  сухого агара, который 
растворяю т в бульоне при кипячении. М ясо-пептонные сре­
ды  разливаю т в колбы и пробирки и стерилизую т в автокла­
ве при  120° С.

К ровяны е, сывороточпые и асцитические среды. Эти сре­
ды  готовят ex tem pore. К  расплавленному и остуженному 
до 40—50° С мясо-пептопному агару  стерильно добавляют 
дефибринированную  кровь (5—10% ) или в таком ж е коли­
честве сыворотку крови, или 25% асцитической жидкости, 
хорошо перемеш иваю т путем  взбалты вания ц  сразу ж е раз­
ливаю т в  чаш ки П етри, пробирки или другую лабораторную 
посуду. П ри приготовлении жидкой среды к  мясо-пептон- 
ному бульону добавляю т такие ж е количества сыворотки 
или асцитической ж и д к о с т и .

С вернутая сыворотка. Л ош адиную  или бычью сыворот­
ку  крови разливаю т в пробирки и в наклонном полрж ении 
свертываю т и  одновременно стерилизую т в свертывателе 
при  80° С, по 1,5 ч  в три  д н я  подряд.

Среды с углеводами. К  мясо-пептонному агару  или буль­
ону добавляю т 0 ,5— 1% глюкозы или другого углевода. 
С терилизацию  производят текучим паром или паром при 
давлении 0,5 атм.

Среды Гисса. К  1% пептонной воде добавляют 0,5%  
определенного углевода (глюкозы, лактозы , мальтозы , ман- 
н к та  и  др.) и  индикатор Андреде ( к и с л ы й  ф уксин в 1 н. 
растворе N aO H ). Среды Гисса разливаю т по пробиркам, в 
которые помещ ают поплавок (трубку длиной около 3 см, 
один из концов которой запаян) для  улавливания газооб­
разны х продуктов, образую щ ихся при разлож ении углево­
дов. П ри стерилизации, которую проводят текучим паром 
или паром под давлением  в 0,5 атм, поплавок заполняется



питательной средой. Среда при pH  7,2—7,4 бесцветна. При 
разлож ении углевода среда приобретает красны й цвет.

Среда Эндо вы пускается в виде порош ка, который состо­
ит из высушенного мясо-пептонного агара с 1 % лактозы  
и  индикатора — основного фуксина, обесцвеченного суль­
фитом натрия.

Среда Л евина вы пускается в виде порош ка и состоит из 
высушенного мясо-пептонного агара с лактозой, К 2Н РО 4, 
метиленовым синим и эозином. Среда темно-фиолетового 
цвета. Л актозополож ительны е бактерии образуют колонии 
насыщенного синего цвета, лактозоотрицательны е — бес­
цветные колонии.

Среда П лоскирева (бактоагар Ж ) такж е вы пускается в 
сухом виде и содерж ит мясо-пептонный агар с лактозой, 
бриллиантовым зеленым, солями ж елчны х кислот, мине­
ральны ми солями и индикатором (нейтральная красн ая  
кр аска). Эта среда является  не только дифференциально­
диагностической, но и селективной, так  к ак  она подавляет 
рост многих микробов (киш ечной палочки и др.) и  способ­
ствует лучш ему росту некоторых болезнетворных бактерий 
(возбудителей брюшного тифа, паратиф ов, дизентерии). 
Лактозоотрицательны е бактерии образуют на этой среде 
бесцветные колонии, а лактозоположительны е — красны е.

И з сред, вы п у скаем ы х  в  вы су ш ен ао м  виде, пер ед  употреблением  
делаю т навеску, которую  вносят в  ко л бу  с определенны м  количеством  
дистиллированной воды  и  подвергаю т ки п яч ен п ю  п р и  периодическом  
пом еш ивании до полного растворени я. Затем  р азл и ваю т  в  чаш ки 
Петри.

Среда Вильсона — Б лера (ж елезосульфитны й агар) для  
культивирования анаэробов приготавливается из мясо-пеп­
тонного агара, к которому добавляют глюкозу, N a 2S0 3 , F eC b  
(хлорид ж ел еза ). Анаэробные микробы (Cl. perfringens) 
образуют на этой среде колонии черного цвета за  счет 
восстановления N a 2S 0 3  в N a2S (сульфид н атр и я ), который, 
соединяясь с хлоридом ж елеза, дает осадок сульф ата ж еле­
за (FeS) черного цвета.

Среда К итта — Тароцци д ля  культивирования анаэробов 
состоит из мясо-пептонного бульона, 0,5%  глюкозы и ку ­
сочков печени или мясного ф арш а для адсорбции воэдуха. 
П еред посевом среду прогревают на кипящ ей водяной бане 
10— 15 мин для удален ия воздуха. До посева или после по­
сева, для  изоляции от атмосферного воздуха, среду залива­
ют небольшим слоем вазелинового масла.



Контрольные вопросы

1. Классификация питательных ср ед  и их применение в м икробио­
логической практике. Какие требования предъявляю т к питательным 
средам ?

2. О сновны е ингредиенты для приготовления ср ед . Какие вещ е­
ства использую т для приготовления плотных питательных сред?

3. Какие значения pH являю тся оптимальными для выращивания 
бактерий на средах? М етоды определени я pH.

4. О сновны е питательные среды  и м етоды  их приготовления.
5. Какие среды  относят к элективным и для чего их применяют^ 

Привести примеры .
6. Какие известны диф ф еренциально-диагностические среды? Их 

ц ел ев о е  назначение.

Т ем а 8. М ЕТО ДЫ  В Ы Д Е Л Е Н И Я , К У Л ЬТИ В И РО В А Н И Я  
П  И Д ЕН ТИ Ф И К А Ц И И  ЧИ С ТЫ Х  К У Л ЬТ У Р 
А ЭРО БН Ы Х  И  А Н А Э РО БН Ы Х  Б А К Т Е РИ И

П рограм м а двух  за н я ти й  1

1. П олучени е чисты х к у л ьту р  аэробн ы х и анаэробны х  бактерий.
2. М етоды и д ен ти ф и кац и и  бактерий , используем ы е д л я  определе- 

в и я  и х  родовой, видовой и  типовой принадлеж ности .

В и д  — это совокупность микроорганизмов, имеющих 
единое происхож дение и  генотип, сходное строение и ф унк­
циональны е признаки. Видимый рост микробных клеток 
одного вида, вы ращ енны х на плотной или ж идкой средах, 
назы ваю т ч и с т о й  к у л ь т у р о й .  К ультуры  микробов 
одного вида, выделенные из разны х источников или из од­
ного источника, назы ваю т ш т а м м а м и .  Многие виды мик­
роорганизмов вклю чаю т различные разновидности, отлича­
ю щ иеся друг от друга одним или несколькими признаками. 
Эти разновидности в микробиологии назы ваю т т и п а м и ,  
или биотипами. Типы мпкробов могут различаться по био­
химическим признакам , чащ е всего по способности фермен­
тировать определенные сахара (биохимические илп ф ер­
ментативны е типы ), по чувствительности к  специфическим 
ф агам  (ф аготипы ), по антигенным признакам  (серотипы ).

К ультура, полученная в результате разм нож ения одной 
клетки , изолированной с помощью микроманипулятора или 
другим путем, назы вается к л о н о м .  Последний содержит 
генетически однородные клетки. Такого рода культуры  ис­
пользую т главным образом в научно-исследовательских и 
производственных целях.

1 Д л я  окономпп врем ени  посев бактериальной  см еси реком енду­
е тс я  п рои звести  в а  преды дущ ем  занятии .



Б актери и одного вида, выросшие в результате разм но­
ж ен и я  одной или нескольких клеток в виде изолированного 
скопления на плотной питательной среде, составляю т к о ­
л о н и ю .

Ч исты е культуры  микроорганизмов необходимы для и зу ­
чения свойств отдельных видов и типов бактерий, опреде­
ления их родовой, видовой и типовой принадлеж ности, т. е. 
для идентификации, приготовления диагностических, ле­
чебных п профилактических препаратов, получения в про­
изводственных условиях антибиотиков, ферментов, витами­
нов, органических кислот и др.

П ринадлежность микробной культуры  к  определенной 
систематической группе: семейству, роду, виду и типу уста­
навливаю т путем изучения ее морфологических, тинктори- 
альны х, культуральны х, биохимических, антигенны х и дру­
гих признаков (схема 1). П еречисленные признаки полу­
чили название таксономических.

М о р ф о л о г и ч е с к и е  и т и н к т о р и а л ь н ы е  п ри з­
наки  бактерий изучаю т при микроскопическом исследова­
нии окраш енны х разными методами мазков и нативных 
препаратов.

К у л ь т у р а л ь н ы е  с в о й с т в а ,  характеризую щ ие рост 
бактерий на плотной и ж идкой средах, устанавливаю тся по 
морфологии колоний и особенностям роста культуры.

Б и о х и м и ч е с к и е  признаки бактерий обусловлены 
набором конститутивных и  индуцибельных ферментов, п ри ­
сущ их определенному роду, виду, типу микробов, которые 
могут быть изучены качественными и количественными ме­
тодами. В бактериологической практике таксономическое 
значение имеют в основном сахаролитические и протеоли- 
тические признаки бактерий, которые определяю т на диф ­
ференциально-диагностических средах.

Существенное значение для идентификации бактерий 
имеют п и г м е н т ы ,  окраш иваю щие колонии и культуры  
в самые разнообразные цвета. Н апример, красны й пигмент, 
образуемый Serra tia  m arcescens (палочкой чудесной крови ); 
белый пигмент — Staphylococcus albus (белым стафилокок­
ком ); золотистый пигмент — Staphylococcus aureus (золо­
тистым стаф илококком); сине-зеленый пигмент — Pseudo­
m onas aeruginosa (палочкой сине-зеленого гноя) и др.

Д ем онстрация

1. Т ех н и к а  посева петлей, пппеткой, иглой, ш пателем .
2. Х ар ак тер  роста р азн ы х  бактернальны х  к у л ьту р  на плотны х в
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ЖйдКйх среДа£, разлйчйМ е типы  колоний, «пестрые» р яды  бактерий  
с разной  ф ерм ен тативн ой  активностью .

3. А п п ар ату р а, испо л ьзу ем ая  д л я  к у л ьти ви р о ван и я  аэробн ы х и 
анаэробны х бактерий.

4. М етоды Ц ейсслера п В ейнберга д л я  вы д елен и я  чистой  к у л ьту ­
ры  анаэробны х бактерий.

З ад ан и е  студентам  
д л я  вы полнения  лабораторной  работы

1. В ы делить чистую  к у л ьту р у  аэробны х б ак тер и й  и з исследуем ого 
м атериала.

2. И д ентиф ицировать вы деленную  ку л ьту р у  по м орф ологическим , 
тинкториальны м , к у л ьту р ал ьн ы м  и  биохим ическим  свойствам .

С оставить протокол по проведенны м  и сследованиям  (таб л и ц а  1, 
см. с. 34).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я  

Техника посевов п пересевов
У ниверсальным инструментом для производства посевов 

является  бактериальная петля. Кроме петли, д ля  посева 
уколом используют препаровальную  иглу, а для посевов на 
среды в чаш ках П етри — металлические или стеклянны е 
ш патели. Д ля  посевов ж идких материалов, кроме петли, ис­
пользуют пастеровские и градуированны е пипетки. У  пасте­
ровских и градуированны х пипеток ш ирокии конец закры ­
вают ватой, после чего их помещ ают в специальны е пеналы  
или обертывают бумагой и стерилизую т.

При перепеве бактериальной культуры  в левую руку 
берут пробирку,'вы ним аю т и з нее ватную  пробку, набира­
ют петлей посевной материал, после чего быстро закры ваю т 
пробирку пробкой, как  это 'описано на с. 30. Затем  в про­
бирку со скош енным мясо-пептонным агаром вносят петлю 
с посевным материалом, опуская ее до конденсата в ниж ней 
части среды, и  делаю т посев ш т р и х о м  — распределяя 
материал зигзагообразным движением по скош енной по­
верхности агара. Вынув петлю, обжигают край  пробирки и 
закры ваю т ее пробкой. Петлю стерилизую т в плам ени го­
релки и ставят в ш татив. Пробирки с посевами сейчас ж е 
надписываю т, у казы вая  дату посева и характер  посевного 
материала (номер исследования или название культуры ).

П ри работе с пипеткой преж де всего ее освобождают от 
бумаги или вынимаю т из пенала, быстрым движ ением  про­
водят через плам я горелки и вводят в пробирку. Затем  на­
бирают в пипетку посевной материал и, соблю дая описан­
ные выш е правила, переносят в пробирку или другую  л а ­
бораторную посуду. М икробную культуру всасываю т с



помощью резиновой трубки или груш и. О тработанную йй- 
п етку  опускают в банку с дезинфицирующ им раствором. 
Т аки м  ж е образом производят посевы пастеровскими пипет­
кам и, предварительно обламывая запаянны й конец.

М етоды вы деления чистой культуры 
аэробных бактерий

В ы деление микроорганизмов (бактерий) в чистых культу­
р ах  и з исследуемого м атериала, содержащ его смесь микро­
бов, явл яется  одним из основных этапов любого микро­
биологического исследования, проводимого с самыми раз­
нообразными целям и: диагностики заболеваний, определения 
микробной обсемененности внеш ней среды и др. Д ля  выде­
лен и я  чистой культуры  применяю т методы, основанные на 
механическом разобщ ении бактериальны х клеток на по­
верхности плотной питательной среды.

Наиболее стары м является  метод Коха, который заклю ­
чается  в приготовлении ряда разведений м атериала в 
стерильном изотоническом растворе хлорида натрия и вне­
сении одной капли  (петли) каж дого разведения в пробирки 
с расплавленны м  и остуж енны м до 40° С агаром. После 
тщ ательного перем еш ивания содержимое каж дой пробирки 
вы ливаю т в стерильную  чаш ку Петри.

В настоящ ее врем я применяю т метод Дригальского, ко- 
торы й состоит в том, что материал петлей или пипеткой 
наносится на поверхность агара в чаш ку Петри и равно­
мерно распределяется стерильным ш пателем. Затем  этим 
ж е ш пателем  (не п рож и гая  его в плам ени горелки) мате­
риал растираю т по поверхности агара во второй и третьей 
чаш ках.

Посев материала в некоторых случаях делаю т бактери­
альной петлей. Д л я  этого в верхней части чаш ки густо за­
ш триховываю т петлей небольшой участок агаровой среды, 
освободив таким  образом петлю от излиш него материала. 
Затем  наносят параллельно ш трихи по оставш ейся части 
среды. — ----------

К аж ды й из перечисленны х методов приводит к  разобще­
нию бактериальны х клеток, которые после инкубации об­
разую т изолированны е колонии.

П е р в ы й  д е н ь .  Исследуемый материал разводят в про­
бирке с изотоническим раствором хлорида натрия. Одну 
петлю приготовленного разведения наносят на поверхность 
мясо-пептонного агара в чаш ку П етри и тщ ательно втирают



ш пателем в среду на одной половине чаш ки. Этим ж е ш па­
телем оставш ийся на нем материал втираю т в агаровую 
среду на второй половине чаш ки, затем ш патель погруж аю т 
в дезинфицирующ ий раствор.

После посева чаш ку переворачиваю т дном кверху, под­
писывают и помещают в термостат при 37° С на 18—24 ч.

В т о р о й  д е н ь .  Просматривают чаш ки и изучаю т изо­
лированные колонии, обращ ая внимание на их форму, 
величину, консистенцию и другие признаки , описанные 
на с. 67. Д ля  определения морфологии клеток и их тинк- 
ториальных свойств из части исследуемой колонии при­
готавливаю т мазок, окраш иваю т по Грам у п микроскопи- 
руют.

Д ля  выделения и накопления чистой культуры  одну 
изолированную колонию или несколько различны х изоли­
рованных колоний пересевают в отдельные пробирки со 
скош енным мясо-пептонным агаром или какой-либо другой 
питательной средой. Д ля  этого часть колонии снимаю т 
петлей, стараясь не задеть окруж аю щ ие к о л о н и и .

Т р е т и й  д е н ь .  Отмечают характер роста выделенной 
ч и с т о й  культуры . Д ля проверки ее однородности (чистоты) 
приготавливаю т мазок, окраш иваю т и микроскопируют. 
В том случае, если в м азке обнаруж иваю т однородные 
микробные клетки, вы деленная культура является  чистой.

Выделение чистой культуры  анаэробных бактерии

П е р в ы й  д е н ь .  Исследуемый матщшал— за с е в а е т  для 
обогащ ения в пробирку со сред«#Г*1\итта — Тарппттд. зПрртту 
необходимо перед посевом п р о гр е т ь 'н а  ки пящ ей водяной 
бане в течение 1 0 — 2 0  мин для удаления растворенного в 
ней кислорода воздуха, а затем  охладить до 30—37° С. При 
выделении споровых форм анаэробов засеянную  среду 
вновь прогреваю т на водяной бане при 80° С в течение 
2 0  мин для уничтож ения неспоровых Форм бактерий, затем  
инкубирую т в термостате при 37° ( I

В т о р о й  д е н ь .  П росматривают посевы, приготавли­
вают м азки  и окраш иваю т по Граму. В положительном 
случае обнаруживаю т помутнение и пузы рьки  газа в среде 
и  крупны е споровые грамположительные палочки в 
мазках.

Д л я  выделения чистой культуры  по методу Цейс- 
слера петлю материала из среды К итта — Тароцци наносят 
на кровяной сахарный агар в первую чаш ку  П етри и  рас-
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Рис. 33. С хема вы делен и я  чи стой  к у л ьту р ы  анаэробны х  бактерий.

пределяю т ш пателем  по поверхности среды, затем  этим же 
ш пателем  втираю т м атериал в среду второй и третьей 
чаш ек д ля  получения изолированны х колоний.

По методу Вейнберга одну или две петли материала из 
среды К итта — Тароцци вносят в пробирку с бульоном для 
разведения м атериала. Затем  пастеровской пипеткой с за­
паянны м  концом переносят материал последовательно в
3 —5 узких пробирок с предварительно прокипяченным 
(около 20 мин) остуж енны м до 50° С сахарны м мясо-пептон- 
ным агаром, п огруж ая  кап илляр пипетки в расплавленный 
агяр~до"' самого дна пробирки. Засеянны е пробирки быстро 
охлаж даю т под струей водопроводной воды, при этом агар 
застывает и  ф иксирует разобщ енное полож ение отдельных 
микробных клеток в глубине столбика агара.

Т р е т и й  д е н ь .  Выросшие на чаш ках  или в глубине 
агара в узких пробирках колонии изучаю т с помощью лу­
пы. Н а месте отобранной для вы деления чистой культуры 
колонии делаю т распил пробирки, колонию отсасыва­
ют пастеровской пипеткой и переносят в пробирку со 
средой К и тта  — Тароцци, которую помещ ают в термостат 
(рис. 33).



И дентиф икация бактериальной культуры

И дентификацию  выделенных бактериальны х культур 
проводят путем изучения морфологии бактерий, их куль­
туральны х, биохимических и других признаков.

И зучение культуральны х признаков. Колонию  х ар акте­
ризую т по величине, форме, ц вету, консистенции, к онтуру 
крдя, структуре И у р р я к т а р у  ттгтр р ти ги у гст  Григ. 34).

По в е л и ч и н е  колонии могут быть крупного (диаметр 
болар_.4—5 м м ), среднего (диаметр 2 —4 м м р и м а л о г о  (диа­
метр 1 *=-2 мы) размера. По ф о р м е  — круслы е, розетко­
образные, многолопастные, в форме "листа и  т. д. Ц в е т  
колонии зависит от выработки определенного пигмента: 
белого, желтого, красного и др. Колонии беспигментных 
бактерий бесцветны. По к о н с и с т е н ц и и  различаю т су­
хие, влаж ны е, сочные или слизистые колонии. П о в е р х ­
н о с т ь  колонии бывает гладкой, морщ инистой, исчерчен­
ной, плоской, плоско-выпуклой, вдавленной. К р а й  колонии 
может быть ровным, волнистым, бахромчатым или волно­
образным. Колонии могут иметь аморфную , зернистую , во­
локнистую внутреннюю с т р у к т у р у .

Рост чистой культуры  на скош енном питательном  агаре 
мож ет быть сухим, вл аж н ы м , ползучим, складчаты м, пиг­
ментированным; на ж идкой питательной среде — ди ф ф уз­
ным. придонным, пристеночным, а такж е сопровож даться 
образованием пленки или осадка.

Изучение ф ерментативных признаков. Д ля  определения 
способности микроорганизмов ферментировать углеводы 
используют короткий и длинный «пестрый» р я д. Первый 
вклю чает в себя среды Гисса с моно- и  ^ и с а х ар и д а м и : глю ­
козой, лактозой, сахарозой, мальтозой и с ш естиатомным 
спиртом — маннитом. В длинный «пестрый» ряд  вводят до­
полнительно среды с моносахаридами (арабинозой, ксило­
зой, рамнозой, галактозой и др .), полисахаридами (инули­
ном, крахмалом, гликогеном и  др.) и спиртам и {глицерином, 
дульцитом, инозитом п др .). В качестве индикатора во все 
среды добавляют р р я к т и в  Ангтрртте_ и ™  ттругАЙ— индикатор, 
(см. с. 58).

Чистую  культуру исследуемых бактерий засеваю т п ет­
лей на среды «пестрого» ряда. П осевы инкубирую т npir 
37M3 в течение 18—24 ч. В том случае, если бактерии 
ферментирую т углевод до образования кислы х продуктов." 
н З б й ю т т а Е т л я  изменение пвета спелы: п р и  разлож ении угле- 
вода до к и с л о ш  и газообразных продуктов наряду с изме-





1Л
сбнением цвета появляется пу 

зы рек газа в доплавке. П ри *
отсутствии ферментации цвет ®
средь1_не_меяяет£я^ Посколь- 0

к у  бактерий ферментирую т *
не все, а только некоторые 
углеводы, входящ ие в со­
став сред Гисса, то наблюда- 
ется довольно пестрая карти- р
на. Поэтому набор сред с уг- £
леводами и цветным индика- к*
тором был назван «пестрым» в
рядом (рис. 35). *

ч'  ■Д:,П Г^пределения протео- 
литических ферментов произ­
водят посев культуры  бакте­
рий уколом в столбик 1 0 —
2 0 ^п ж елатина, в мясп-деп- 
тбнный бульон или пептон- в
ную_врду. Посевы в ж елати- ©
не инкубируют при 20—22°С 2

в течение нескольких дней. |
При наличии соответствую­
щ их " '  "ферментов бактерии s
разж иж аю т ж елатин, пциЧЕм *X 

©
нающий формуС воронки, ^ £

^блоч^и, гв о зд е  Посевом в ‘ ©
'^Тяс6 -пеЪтевпЬ1Й бульоет или §

притонную воду определяю т а.
продукты расщ епления пеп- *
тона после инкубирования в'- g
течение 2 —3 сут при 37° С. %
Д ля этого ставят реакции на Э
наличие аммиака, индола, |
сероводорода ацДр. £

1. Р еакц и я  на а м м и а к .
Узкую полоску лакмусовой 
бумаги укрепляю т под проб- • 
кой так, чтобы она не сопри­
касалась с питательной сре­
дой. Посинение бумаги сви­
детельствует о наличии ам­
миака.
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2. Р еак ц и я  на п н  д о л .  Способ Эрлиха: в пробирку с 
культурой  бактерий на мясо-пептонном бульоне прибавля­
ют 2—3 мл эф и ра, содержимое энергично перемеш ивают и 
добавляю т н есколько кап ель реактива Эрлиха (спиртового 
раствора иарадиметаламидобензЗльдегида ^ х о л д н о й  кисло­
той ) ;  в присутстаШ Г'тшцола нзблгодаеттр PoaoBfffi QgfranHk
'вание, при  осторож ном н аслаивании Jnffpssj^Cfl^K>o30Boe^
.KTCTbtftV

<<^^@fwco6 Мореля. П олоски фильтровальной бумаги, про­
питанны е щ авелевой кислотой, укрепляю т под пробкой 
вместе с лакмусовой полоской. П ри обра.зоватпте индола 
н и ж н яя  часть бум аж ки окраш ивается в р озовый п в е £

3. Р еакц и я  на с е р о в о д о р о д .  Под Тфобкой укрепляю т 
полоску ф ильтровальной бумаги, пропитанную  апетатом 
свинца: в присутствии сероводорода н и ж н яя  часть бумаги 
чернеет вследствие образования сульфита свинца.

4. О бнаруж ение фе^метгга^р а т а л  а з ы. Н а предметное 
стекло нановят к а п л * ^ 1 —3% ^раствора перекиси вптюрпдц 
и  вносят в нее петлю ойктериальной культуры . К аталаза 
разлагает  перекись водорода на НгО и  0$. Выделение пу­
зы рьков кислорода свидетельствует о наличии у  данного 
вида бактерий фермента каталазы .

Результаты  работ по идентификации выделенной куль­
туры  реком ендуется протоколировать согласно табл. 5.

Контрольные вопросы

1. Д айте о п р едел ен и е  вида, ш тамма и клона бактерий. Что такое 
колония и чистая культура м икроорганизм ов?

2. П еречислите оптимальные условия культивирования бактерий.
3. М етоды вы деления чистых культур аэробных бактерий. От чего 

зависит вы бор  определенн ого  метода?
4. Как создать бескислородны е условия, необходим ы е для вы ра­

щ ивания анаэробны х бактерий?
5. Какие м етоды  и питательные среды  применяю т для  выделения 

чистых культур анаэробны х бактерий и их культивирования?
6. М етоды идентификации бактерий.
7. Из каких процессов склады вается м етаболизм  бактерий?
8. О сновны е м еханизм ы  питания бактерий, Каким о б р азо м  пита­

тельны е вещ ества поступают в бактериальную  клетку?
9. К лассификация бактерий по типу питания. Какие бактерии назы­

ваю т прототроф ны мм и ауксотрофными?
10. О сновны е группы ф ерм ентов бактерий. Какие ф ерм енты  отно­

сят к конститутивным и индуцибельным?
11. Ростовые ф акторы  бактерий и их р о л ь  в м етаболизм е.
12. П еречислите ф ерм енты  бактерий, имею щ ие значение для их 

диф ф еренц ирован ия и идентификации.



Т ем а 9. КУ Л ЬТИ В И РО В А Н И Е РИ К К Е Т С И Й , 
ХЛ АМ ИДИ И И  ВИРУСОВ

П рограм м а 1-го за н я ти я

1. М етоды ку л ьти ви р о ван и я  риккетсий, хл ам и ди й  и вирусов  в 
тканевы х  к у л ьту р ах , курином  эм брионе и в  о р ган и зм е  л аб о р ат о р и я х  
ж ивотны х.

2. М етоды вы явл ен и я  вирусов  в  ткан евой  к у л ьту р е  и  курином  
эмбрионе.

Риккетсии и  хламидии являю тся облигатными внутри­
клеточными паразитами. В отличие от вирусов разм нож а­
ются простым делением и содерж ат оба типа нуклеиновой 
кислоты (Д Н К  и Р Н К ) и  многие ф ерменты , необходимые 
для энергетического и пластического метаболизма. По типу 
ды хания риккетсии относятся к  аэробным микроорганизмам, 
но в отличие от последних активно окисляю т глю таминовую 
кислоту и индифферентны  к  глюкозе. Н аличие у  риккетсий 
высокопроницаемой оболочки позволяет им получать из кле­
ток, в которых они размнож аю тся, необходимые ферменты 
и метаболиты.

Х ламидии являю тся энергетическими паразитам и клет­
ки-хозяина, так  к ак  у  них отсутствуют собственные энер­
годающие ферментные системы. Вследствие этого искусст­
венные питательны е среды даж е самого сложного состава 
не могут удовлетворить потребности риккетсий и хламидий. 
Д ля  их разм нож ения необходимы ж ивы е, метаболирую щ ие 
клетки.

Д ля  вы деления и  культивирования риккетсий и  хла­
мидий применяю тся тканевы е культуры , курины е эмбрионы 
и восприимчивые лабораторные животные.

Вирусы выделены в отдельное «царство» — V ira. Они 
содержат только один тип нуклеиновой кислоты, не имеют 
клеточной структуры, не имеют самостоятельного обмена 
веществ, являясь  внутриклеточными паразитам и, репродук­
ци я вирусов осущ ествляется дисъю нктивным (разобщ ен­
ным) способом.

Тканевые культуры , используемые
для культивирования риккетсий, хлам идий и вирусов

Все тканевы е культуры  подразделяю тся на первичные, 
перевиваемые и полуперевиваемые, которые приготавлива­
ют из тканей ж ивотны х или человека. П еревиваемы е куль-



Рис. 36. К у л ьт у р а  ткани .
о — неизмененны е клетки; б — цитопатические ирмеиения в клетках (Ц П Д).

ту р й  в отличие от первичны х адаптированы к условиям 
постоянного сущ ествования in  vitro.

П риготовление п е р в и ч н о й  культуры  клеток склады­
вается из нескольких ^последовательных этапов: измельче­
ни я ткани , разъединения клеток путем трипсинизацип, 
отм ы вания полученной однородной суспензии изолирован­
ных клеток от трипсина с последующим суспендированием 
клеток в питательной среде, обеспечивающей пх размнож е­
ние, паприм ер в среде 199 с добавлением телячьей сыво­
ротки крови. К летки  ткани  легко и довольно прочно п р и ­
крепляю тся к  стенке пробирки или ф лакона, на которой 
растут и распространяю тся в виде пласта, состоящего из 
одного слоя клеток — монослоя.

П е р е в и в а е м ы е  однослойные тканевы е культуры 
приготовляю т из линий клеток, обладающих свойством 
длительно пассироваться в течение многих лет in  v itro  в 
определенных условиях. К  ним относятся ш тамм L (из куль­
туры мыш иных фибробластов), ш тамм HeLa (из карциномы 
ш ейки м атки ), ш тамм Н ер-З (из лимфоидной карцином ы ),



ш таммы клеток амниона 
человека, почек обезьяны 
и др.

К  п о л у п е р е в и -  
в а е м ы м культура м от­
носятся диплоидные клет­
ки  человека. Они пред­
ставляют собой клеточную 
систему, сохраняю щ ую  в 
процессе 50 пассаж ей (до 
года) диплоидный набор 
хромосом, типичный для 
соматических клеток ис­
пользуемой ткани. Д ипло­
идные клетки человека не 
претерпеваю т злокачест­
венного перерож дения и 
выгодно отличаю тся от 
опухолевых и других пе­
ревиваемых клеточных ли- рис 3 7  А дсорбция эри троци тов на
ний, которые могут быть поверхности  клеток, зар аж ен н ы х  ви-
загрязнены  латентными русом (гем адсорбция).
вирусами и м икоплаз­
мами.

После внесения вируса в тканевую  культуру он прони­
кает в клетки, в которых интенсивно репродуцируется. При 
этом происходит повреж дение клеток, сопровож даю щ ееся
морфологическими изменениями, изучаемы ми под микро­
скопом.

Ч асть клеток погибает и отслаивается от поверхности 
стекла. Подобное действие вируса на культуру ткани  ха­
рактеризуется как  ц и т о п а т  и  ч е с к о е  (цитопатогенное)
действие (Ц П Д ). Его оценивают в динамике, и зу ч ая  тка­
невую культуру под микроскопом в разны е сроки после за ­
раж ения вирусом. В ы явление Ц П Д  является  однпм из м е­
тодов обнаруж ения и идентификации вирусов, поскольку 
характер цитопатических изменений, вы званны х разными 
вирусами, может бы ть неодинаков (рис. 36, а, б).

Н екоторые вирусы можно обнаруж ить по выявлению  
в к л ю ч е н и й  в ядре или цитоплазме зараж енны х клеток. 
Эти вклю чения имеют различную  форму и размеры  от 0,25 
до 25 ммк. Они представляю т собой скопления вирусных 
частиц или реакцию клетки на присутствие в ней вируса. 
В клю чения могут быть выявлены в препаратах, приготов­



Рис. 38. К олонии  (б л яш ки ) вирусов
н а  к у л ьту р е  ткани .
а  — бляш ки вируса ньюкаслской болез­
ни ; б — б ляш ки  вируса Коксаки.

ленны х из ткани  и окра­
ш енных краской Романов­
ского — Гимзы  или флюо- 
рохромами.

П риобретение инфици­
рованной культурой кле­
ток способности к г е м а д- 
с о р б ц и и .  При этом на 
пораж енны х вирусами 
клетках наблю дается хо­
рошо видим ая под микро­
скопом адсорбция эритро­
цитов (рис. 37).

К оличественным мето­
дом учета отдельных ви­
русных частиц является 
м е т о д  б л я ш е к  (рис. 
38). М етод бляш ек осно­
ван  на появлении в моно- 
слое клеток, зараж енны х 
вирусом, под агаровым 
покрытием светлы х участ­

ков, состоящ их из дегенерированных клеток. Эти участки, 
получивш ие название бляш ек, соответствуют местам р аз­
м нож ения вируса, причем к аж д ая  бляш ка образуется при 
разм нож ении одной вирусной частицы. П одстег бляш ек про­
изводят на светлом фоне.

Разм еры , морфология и сроки появления бляш ек отли­
чаю тся не только у  разны х видов вирусов, но и у  отдель­
ны х ш таммов одного и тото ж е вида, что используется для 
селекции ш таммов и  получения «чистых линий» вирусов.

К ультивирование риккетсий, хламидий и вирусов 
в курины х эмбрионах

К урин ы е эмбрионы имеют значительны е преимущ ества 
по сравнению  с тканевы м и культурами и  подопытными ж и ­
вотными, поскольку они свободны от вирусов и  других 
микроорганизмов и  обладают большой жизнеспособностью 
и устойчивостью к разны м  воздействиям. Обычно исполь­
зую т эмбрионы в возрасте 8 — 12 дней. Д анны й метод ш иро­
ко  прим еняется для вы деления риккетсий и хламидий, 
массового их накопления для приготовления риккетсиозных 
препаратов (вакцин, диагностических антигенов). Д ля  куль-



тивированая риккетсий курины е эмбрионы зараж аю т в по­
лость желточного мешка.

Р яд  вирусов (гриппа, оспы и др.) культивирую т такж е 
в курином эмбрионе. Об их репродукции судят по морфо­
логическим изменениям, обнаруженным в эмбрионе и  его 
оболочках (см. рис. 4 1 ), а такж е с помощью реакции гем­
агглю тинации (см. с. 77).

Вы деление риккетсий, хламидий и вирусов 
путем  зараж ени я лабораторных ж ивотны х

Н аряду с культивированием в культурах  клеток и ку ­
риных эмбрионах ш ироко используют и  метод зараж ен и я  
лабораторных животных. В ряде случаев ж ивотны е бывают 
чувствительны к  вирусам  только в первы е дни  ж и зни  (н а ­
пример, мыши-сосунки — к  вирусам К о к сак и ). П рименяю т 
подкож ный, интраназальны й, внутримыш ечный,* внутри- 
брюшинный, субдуральный и другие методы зараж ен и я  
лабораторных животных. Ж ивотны х с клиническим и симп­
томами заболевания и часть незаболевш их забиваю т на 
8 — 1 0 -й день и полученны й от них м атериал использую т 
для проведения пассаж ей на свеж их ж ивотны х. После 4 — 
5 пассаж ей выделенный возбудитель изучаю т по биологи­
ческим и серологическим тестам для идентификации.

Д ем онстрация

1. Э тапы  п ри готовлен и я  однослойной к у л ьту р ы  ткал и .
2. Ц итопатические и зм ен ен и я  к л ето к  к у л ьту р ы  ткан и , вы зван ны е 

репродукцией  вируса.
3. Т ех н и к а  за р аж е н и я  вирусом  и  вскры тие кур и н о го  эм бриона.

З а д а н и е  студентам  
д л я  вы полнения  лабораторной  работы

1. О пределить репродукцию  вируса: а )  с о  цнтопатическом у 
действию  в к у л ьту р е  ткан и , б) с помощ ью  р е ак ц и и  гем агглю тин ац ии  
в курином  эмбрионе.

М е т о д и ч е с к о е  у к а з а н и я

М етодика изучения цнтопатического действия вирусов.
Д ля  исследования монослоя клеток пробирку с тканевой 
культурой помещ ают н а  предметный столик микроскопа 
так, чтобы монослой находился сверху. Д ля  удобства опре­
деления полож ения монослоя на противополож ной стороне 
пробирки проводят черту, которая долж на быть обращ ена 
вниз. П ридерж ивая пробирку левой рукой, изучаю т морфо-



Уорионаплонтоисная мембрана

Аллантоисная 
полость

Воздушный 
мешок

Ймниотичес^ао 
полость

Скорлупа

'ПОН

желточный мешок

Рис. 39. С пособы за р а ж е н и я  куриного эмбриона.
1 — в амнион; г  — в аллантоисную  полость; з  — в желточный ме­
шок.

логию клеток тканевой культуры  с помощью объектива 8  

при опущ енном конденсоре и прикрытой диафрагме.
При сравнении клеточного монослоя, инфицированного 

вирусом, с незараж еины м и клетками в контрольной про­
бирке, отмечают полное или островковое разруш ение пласта 
клеток, которое характерно для цитопатического действия 
различны х вирусов.

М етодика зар аж ен и я  курины х эмбрионов. Существует 
несколько способов зараж ен и я  куриного эмбриона. Чащ е 
всего материал вводят в аллантоисную и амниотическую 
полости, на хорионаллантоисную  оболочку и в желточный 
меш ок (рис. 39).

П еред зараж ением  скорлупу яй ц а над воздушной камерой 
обрабатываю т 70%  спиртом, обжигают на пламени, смазы ­
вают 2 % йодной настойкой, вторично протираю т спиртом 
и обжигают.

П ри зараж ении в аллантоисную  полость в скорлупе 
над воздуш ной камерой (границы которой заранее обводят 
карандаш ом при просвечивании яйца в овоскопе) проделы­
вают небольшое отверстие с помощью нож ниц или скаль­
пеля. Туберкулиновы м ш прицем вводят 0 ,1—0,2 мл вирус­
содерж ащ его м атериала на глубину 2 —3 мм ниже гра­
ницы воздуш ной камеры . Прокол в скорлупе заливаю т 
расплавленны м парафином.



Рис. 40. В скры тие куриного  эмбриона.

Вскрытие зараж енн ы х эмбрионов производят в сроки 
максимального накопления вируса (через 4 8 —72 ч ин ку­
бации при 3 7 °С ). П еред вскрытием эмбрионы оставляю т 
на ночь при 4° С. После обработки скорлупы спиртом и 2% 
раствором йода ее рассекаю т и сбрасывают, снимают осто­
рожно подскорлупную оболочку и рассматриваю т хорион- 
аллантоисную оболочку вокруг места зараж ен и я  на нали­
чие очагов пораж ений (геморрагий, белесоватых очагов 
пораж ен ий). Затем  (пастеровской пипеткой) прокалы ваю т 
аллантоисную оболочку в участке, свободном от сосудов, 
отсасывают аллантоисную  жидкость (рис. 40). После этого 
извлекаю т хорионаллантоисную оболочку, которую дваж ды  
промывают изотоническим раствором хлорида натрия, по­
мещают в чаш ку П етри и рассматриваю т на черном фоне 
специфические пораж ения (рис. 41).

П остановка реакции гемагглютинации (Р Г А ). Д ля  по­
становки РГА  курины е эмбрионы вскрывают, аллантоисную 
жидкость отсасывают и разливаю т в пробирки или лунки 
плексигласовой пластины  двухкратные возрастаю щ ие разве­
дения в объеме 0,5 мл (для контроля берут 0,5 мл такой ж е 
ж идкости незараж енного эмбриона). Затем  добавляю т по 
0,5 мл 1 % суспензии отмытых куриных эритроцитов и 
выдерж ивают при комнатной температуре. Р езультаты



Ри с. 41. П ораж ени я  на хорионаллаптоисной  оболочке ку р и ­
ного эм бриона, зараж ен н ого  вирусом  оспы.

реакции учиты ваю т через 40 мин после оседания эритро­
цитов в контроле. Наличие гемагглю тинации в опытных 
пробирках при ее отсутствии в контрольны х указы вает на 
содерж ание вируса в исследуемой жидкости. Тип вируса 
диф ференцирую т в Р Т Г А  (см. с. 269).

П рограм м а 2-го за н я ти я

1. О сновны е м етоды  и зу ч е н и я  фагов.
2. В ы деление, титрование и  и н д и к ац и я  ф агов  во внеш ней  среде.

Вирусы  бактерий или бактериофаги ш ироко распростра­
нены  во внеш ней среде: водоемах, почве. Там  ж е встреча­
ю тся и актинофаги, хозяевами которых являю тся актино- 
мицеты. Д изентерийны е, брюшнотифозные п другие фаги 
вы деляю тся и з сточных вод и испраж нений. Стафилофаги 
обнаруж иваю тся в слизи из носоглотки, на кож е и в ран е­
вом отделяемом, ф аги анаэробных бактерий — в раневом 
отделяемом, почве. Наличие фага в среде указы вает на 
присутствие в ней чувствительных к  нему бактерий.

Сущ ествую т в и р у л е н т н ы е  и у м е р е н н ы е  ф а г и .  
П ри зараж ени и  бактериальны х клеток каж ды й из них и н ъ ­
ецирует внутрь клетки  только свою нуклеиновую  кислоту,



а белковая оболочка остается снаруж и. Вирулентные фаги 
вызываю т инфекцию, заканчиваю щ ую ся лизисом бактери­
альны х клеток и синтезом новых фаговых частиц. У м ерен­
ные ф аги не лизируют зараж енны е ими клетки. Д Н К  этих 
фагов вклю чается в хромосому бактерий и передается при 
их делении неограниченному числу потомков.

Репродукция вирулентного ф ага в бульонной бактери­
альной культуре сопровож дается лизисом бактерий и про­
светлением среды. П ри действии на чувствительны е бакте­
рии, вы ращ енные на агаровой среде в чаш ке П етри, ф аги 
образуют зоны очагового или сплошного лизиса, что зависит 
от их концентрации и других факторов. Зоны  очагового 
лизиса получили название негативны х колоний ф ага, или 
стерильных пятен. Они имеют морфологию, характерную  
д ля  различны х фагов, и  образую тся из одной фаговой ч а ­
стицы при ее внедрении и последующ ей репродукции в 
бактериальной клетке.

В практической работе ф аги применяю т: 1) д ля  фаго-
типирования бактерий (определения ф аготип а), т. е. чув­
ствительности разны х штаммов бактерий одного и того ж е 
вида к  набору тсгпоспецифическнх фагов; 2 ) фагодиагнос­
тики — косвенной диагностики инфекционны х заболеваний, 
заклю чаю щ ейся в выделении ф ага из организма больного, 
например, из испраж нений; 3) индикации возбудителей 
инфекционных заболеваний во внеш ней среде и в испраж ­
нениях больных с помощью реакции нарастания титра 
ф ага (Р Н Т Ф ); 4) ф агопрофилактики — предупреж дения 
некоторых заболеваний (например, дизентерии) среди лиц, 
находящ ихся в очаге; 5) фаготерапии заболеваний, вы зван­
ных шигеллами, протеем, стафилококком, палочкой сине- 
зеленого гноя и др.

Д ем онстрация

1. М етодика вы делен и я  ф ага  и з  внеш ней  среды .
2. М етодика об н ар у ж ен и я  л изоген ны х  бактерий .

З ад ан и е  студентам  
д л я  вы полнения  лабораторной работы

По р езу л ьтатам  поставлен ны х  опы тов: а )  рассчи тать  титр  ф ага  
по м етоду  Г рац па; б) определить сп ектр  лвт кческого  д е й с тв и я  поли­
валентного ф ага; в) определить ф аготип  стаф илококковы х  культур , 
вы деленны х  при  пищ евом  отравлении; г) у честь  р езу л ьтаты  РН Т Ф  и 
сдел ать  соответствую щ ее заклю чение.



М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Вы деление ф ага из объектов внеш ней среды. Д ля полу­
чения вирулентного ф ага  приготавливаю т фильтрат исход­
ного м атериала (воды, суспензии ф екалий п  т. д .), про­
пуская  его через бактериальны й фильтр. Ф ильтрат вместе 
с соответствующ ей бактериальной культурой засевают на 
бульон, инкубирую т при 37° С в течение 18—-24 ч. После 
лизпса культуры  оставш иеся бактериальны е клетки удаля­
ют центрифугированием  или ф ильтрацией через бактери­
альный фильтр, В других случаях предварительно инкуби­
руют исходный материал с культурой бактерии-хозяина, а 
затем  уж е центрифугирую т или фильтрую т через бактери­
альны й ф ильтр. Н аличие ф ага в ф ильтрате определяют 
качественны ми и количественными методами.

К а ч е с т в е н н ы й  м е т о д  о п р е д е л е н и я  ф а г о в .  
Ч аш ку  П етри с мясо-пептонным агаром засевают суточной 
бульонной культурой киш ечной палочки «газоном». Д ля 
этого всю поверхность агара тщ ательно протираю т тампо­
ном, смоченным в бульонной культуре киш ечной палочки, 
и  подсуш иваю т 10— 15 мин при 37°С. Затем  на поверхность 
«газона» наносят каплю  фага и наклоняю т чаш ку так, 
чтобы к ап л я  стекла к противоположному краю . После су­
точной инкубации в термостате просматриваю т чаш ку и 
отмечают наличие зоны лизиса на месте стекапия капли 
ф ага.

К о л и ч е с т в е н н ы й  м е т о д  о п р е д е л е н и я  т и т р а  
ф а г а  п о  Г р а ц и а .  П риготавливаю т десятикратны е разве­
ден ия исследуемой суспензии ф ага ( 1 0 " 2 — 1 0 - 7  в зависи­
мости от предполагаемого ти тра). Затем  по 0,5 мл из 2—3 
последних разведений смешивают с суточной бульонной 
культурой чувствительны х к  ф агу бактерий в таком же 
объеме и с 3 —4 мл 0,5%  агара, охлажденного до 45° С. 
Смеси вы ливаю т на поверхность питательного агара в 2—3 
чаш ки  П етри, где ощи застываю т в виде тонкого слоя, в 
котором неподвиж но фиксированы бактерии. Н езараж енны е 
бактерии, разм нож аясь, образуют сплошной рост на поверх­
ности агара.

В результате лизиса инфицированны х фагом клеток на 
сплошном бактериальном «газоне» появляю тся четко очер­
ченные очаги — стерильные пятна (рис. 42). Число этих 
пятен соответствует количеству жизнеспособных (инфекци­
онных) фаговых частиц в засеянной смеси. Исходя из него, 
можно вычислить количество пятнообразую щ их единиц на



Рис. 42. Н егативны е колонии  (стерильны е п я тн а ) бактериоф агов. 
а  — пятна фагов Т(; б — пятна фага Т2.

единицу объема исходной суспензии ф ага. Эта величина, 
характеризую щ ая концентрацию  суспензии ф ага, назы вает­
ся т и т р о м  бактериофага (табл. 6 ).

Т а б л и ц а  6 
Р езу л ьтаты  титр о ван и я  ф ага  по м етоду Г р ац и а

Номер иссле­
дуемых проб

Число стерильных пятен ф ага, полученных 
при посевах проб в разведениях

Число фаговых 
частиц в 1 мл

10—5 10—8 10—7

1 370 42 3 8,6X 10-
2 463 50 6 1.0Х 105
3 37 4 0 7.7ХЮ6

Определение спектра литичеекого действия ф ага. Ч аш ку  
с мясо-пептонным агаром делят на квадраты  по числу ис­
пытуемых бактериальны х культур. Н а каж ды й квадрат 
петлей наносят каплю  соответствующей бульонной культу­
ры и  распределяю т ее по агару. Затем на каж ды й квадрат 
наносят по одной капле испытуемого ф ага петлей или 
пастеровской пипеткой.

После суточной инкубации в термостате просматриваю т 
чаш ку, отмечая те квадраты , где имеется сплош ной лизнс 
бактерий или стерильные пятна на бактериальном «газоне».



Ф аготипирование бактерий. Испытуемую суточную буль­
онную культуру  бактерий в количестве 0,5 мл вносят в про­
бирку с расплавленны м  и охлажденны м до 4 5 ° С 0,7%  мясо- 
пептонны м агаром, перемеш иваю т п равномерно распреде­
ляю т по поверхности 2 % мясо-пептонного агара в чаш ке 
П етри. После засты ван ия агара чаш ку слегка подсушивают 
в термостате, затем  делят на квадраты , на которые пастеров­
ской пипеткой наносят по одной капле различны х фагов. 
После суточной инкубации просматривают чаш ку, отмечая 
те квадраты , в которы х имеется лизис бактерий. Ф аготип 
бактериальной культуры  определяется тем типом фага, 
которы й вы зы вает ее лизпс.

О пределение лизогении. Исследуемую бульонную куль­
туру  центрифугирую т для отделения ф ага от бактерий. 
В том случае, если бактерии спонтанно продуцирую т фаг, 
он будет содерж аться в надосадочной жидкости. Д ля  вы яв­
ления ф ага  надосадочную  жидкость засеваю т на «газон» 
индикаторной (чувствительной) бактериальной культуры, 
на котором образую тся очаги лизиса — стерильные пятна.

Во многих случаях  исследуемую бактериальную  культу­
ру предварительно подвергаю т ультраф иолетовому облуче­
нию д л я  индукции содерж ащ егося в ней профага.

Контрольные вопросы

1. М етоды культивирования и обнаруж ения риккетсий и хламидий. 
П очем у риккетсии и хламидии не растут на искусственных питательных 
средах?

2. Стадии и типы взаимодействия вируса с клеткой хозяина и их 
основны е особенности.

3. Пути проникновения вируса в клетку хозяина. Как происходит 
дезинтеграция («раздевание») вируса в клетке хозяина и какие ф ер м ен ­
ты участвуют в этом процессе?

4. Как доказать инфекциозность вирусной нуклеиновой кислоты?
5. О собенности биосинтеза нуклеиновых кислот и белков у РНК- и 

Д Н К -содерж ащ их вирусов?
6. Как происходит выход разных вирусов из клетки хозяина?
7. Какие ф ер м ен ты  со держ ат  некоторы е вирусы? Их происхож де­

ние и р о л ь  в пр о ц ессе  взаимодействия с клеткой хозяина.
8. Что такое вирогения? Приведите при м ер  вирусов, способных к 

вирогении. Чем  вирогения отличается от латентного вирусоноситель- 
ства?

9. М етоды  культивирования вирусов. Какова причина облигатного 
паразитизм а вирусов? От чего зависит вы бор того или иного м етода 
культивирования вируса?

10. С троение куриного эм бриона и способы  его зараж ения. В чем 
состоят преим ущ ества и недостатки м етода культивирования вирусов 
в курином  эмбрионе?

ег



11. Классификация тканевых культур и основны е этапы их получе­
ния. В чем  преимущ ества и недостатки различных тканевых культур, 
применяем ы х в вирусологической практике?

12. Преимущ ества и недостатки м етода культивирования вирусов 
в органи зм е лабораторны х животных.

13. М етоды индикации вирусов при культивировании в тканевых 
культурах, в курином эм брионе, в организм е лабораторны х животных.

14. М еханизм и прим енение реакций гемагглютинации и гем ад- 
сорбции.

15. Структура фагов.
16. Основные стадии  взаим одействия ф ага  с клеткой хозяина.
17. Типы взаимодействия ф ага  с бактериальной клеткой. Какие 

фаги называются ум еренны м и и вирулентными?
18. Какие бактерии называю тся лизогенными? Их свойства и м етоды  

обнаруж ения.
19. Что такое ф аговая (лизогенная) конверсия?
20. Почему фаги бы ли избраны  в качестве м одели  для изучения 

различных вопросов м олекулярной генетики и общ ей  вирусологии?
21. М етоды вы деления и титрования ф агов из объектов внеш ней 

среды  и организм а человека.
22. Д ля чего использую т фаги в медицинской практике?

I



М икроорганизмы распространены повсюду: в воздухе, во­
де, почве, на поверхности кож и и слизистых, в ротовой поло­
сти и киш ечнике людей и ж ивотных. Болезнетворны е микро­
бы, обитаю щ ие в организме, могут попасть во внешнюю среду 
и циркулировать там в течение некоторого времени, а затем 
вновь попадаю т в организмы животны х или человека, вызы­
вая  инфекционны е заболевания. Однако такие микроорганиз­
мы составляют ничтожное меньш инство по сравнению с по­
лезны м и сапрофитами, которые участвую т в круговороте ве­
щ еств в природе.

Под воздействием самых разнообразных факторов внешней 
среды микроорганизмы  погибают или могут изм енять свои 
свойства. П ри этом в зависимости от конкретны х условий 
среды, полож ительны е наследственно закрепленны е измене­
н и я  могут привести к  вы ж иванию  вида, а отрицательные — 
к  его вымиранию.

В данном разделе студенты знаком ятся с микрофлорой 
и с основными методами бактериологического исследования 
воздуха, воды, почвы и организма людей, а так ж е  с методами 
определения чувствительности бактерий к  антибиотикам и 
генетического анализа бактерий.

Т ем а 10. С А Н И ТА РН О -БА К ТЕРИ О Л О ГИ ЧЕС К И Е 
ИССЛЕДОВА НИЯ

П рограм м а д ву х  зан яти й

1. М и кроф лора внеш ней  среды  и  м етоды  санитарно-бактериологи­
ческого и сследован и я  воздуха, воды  и  почвы.

2. М икроф лора о рган и зм а человека.

М икрофлора воздуха, воды и почвы

Количественное содерж ание микроорганизмов в воздухе и 
их состав могут колебаться в зависимости от степени загряз­
ненности воздуха частицами пыли или капелькам и жидкости. 
Эти мелкие частицы, содерж ащ ие микроорганизмы и взве- 
пшнные в газовой среде, формируют разны е ф азы  микробного 
аэрозоля. Видовой состав микрофлоры открытого воздушного



бассейна в определенной степени отраж ает почвенную микро­
флору, а воздух закры ты х помещений — микрофлору орга­
низмов людей и животных, находящ ихся в этих помещ ениях. 
Некоторые микроорганизмы могут находиться в воздухе в те­
чение более или менее длительного времени, сохраняя ж и зн е­
способность.

Наиболее постоянно в открытом воздушном бассейне при­
сутствуют пигментные бактерии (ж елтая сардина, палочка 
чудесной крови и  др .), споры бактерий и  грибов, которые 
наиболее устойчивы к  действию прямого солнечного света и 
высуш ивания. В воздухе закры ты х помещ ений обнаруж иваю т­
ся  гемолитические стрептококки, иногда и другие патогенны е 
бактерии (микобактерии туберкулеза, диф терийная палоч­
ка, стрептококк, палочка коклюш а и д р .), вирусы (возбуди­
тели гриппа и д р .) .

О микробном загрязнении воздуха судят по мпкробному 
числу — количеству микробов, содерж ащ ихся в 1 м3 воздуха.

При санитарно-бактериологической оценке воздуха закр ы ­
тых помещений особое внимание обращают на содерж ание в 
1  м3 воздуха а- и  {5-гемолитическпх стрептококков, которые 
являю тся показателям и загрязнения воздуха микрофлорой 
верхних ды хательны х путей человека.

Х отя официальных стандартов чистоты воздуха не р азр а­
ботано, у  нас в стране приняты  примерные показатели, исхо­
дя из которых оценивают степень микробного загрязнения 
воздуха ж илы х помещ ений (табл. 7).

Т а б л и ц а  7
К ритери и  д л я  оценки  во здуха  ж и л ы х  пом ещ ений  

(число м икроорганизм ов в  1 м 3 воздуха, по А. II. Ш аф иру)

Летний режим Зимин 1 режим

Оценка воздуха всего микро­
организмов

зеленящий 
и гемолити­

ческий 
стрептококки

'всего микро­
организмов

зеленящий и 
гемолити­
ческий 

стрептококки

Ч исты й
Загр язн ен н ы й

< 1  500 
> 2 5 0 0

< 1 6
> 3 6

< 4  500 
> 7  000

< 3 6
> 1 2 4

Почва — основной резервуар микроорганизмов в природе. 
Постоянными обитателями почвы являю тся азотфиксирую - 
щие, нитрифицирую ищ е, денитрифицирующ ие, гнилостные 
бактерии, актиномицеты, грибы, дрожжи, водоросли и про­



стейш ие. М аксимальное количество микроорганизмов содер­
ж и тся  в почве на глубине 5 —20 см (около 10 млрд. на 1 г 
п о ч вы ).

Д л я  патогенны х бактерий почва не является  средой оби­
тания, поскольку они быстро погибают в результате воздей­
ствия неблагоприятны х факторов внеш ней среды и микро- 
бов-антагонистов. Однако споры возбудителей сибирской 
язвы , столбняка, газовой гангрены, ботулизма и  других могут 
сохраняться в почве годами. Неспоровые бактерии сохраняют 
свою ж изнеспособность в почве около 5 мес. По наличию в 
почве Е . coli и  Cl. p erfrin g en s — постоянны х обитателей ки ­
ш ечни ка человека и ж ивотны х судят о ее ф екальном загряз­
нении и продолж ительности этого процесса.

В воде содерж атся флюоресцирующие, пигментные, серо- 
и  ж елезобактерии, спорообразующие бактерии, грибы, водные 
вибрионы и спириллы. В водоемах, загрязненны х испраж не­
ниям и лю дей и ж ивотны х, могут содерж аться киш ечная па­
лочка, протей, гноеродные кокки, возбудители киш ечны х ин­
ф екций, а  такж е сибиреязвенные бациллы, туляремийны е 
бактерии, лептосдиры, энтеровирусы.

По наличию  в воде Е. coli судят о ее загрязненности 
испраж нениям и. Выбор киш ечной палочки в качестве сани­
тарно-показательного микроорганизма обусловлен: 1 ) посто­
янны м  присутствием ее в киш ечнике человека и  животных, 
2 ) неспособностью разм нож аться в воде и почве, 3) совпаде­
нием сроков вы ж ивания во внеш ней среде киш ечной палочки 
и возбудителей брюшного тифа и дизентерии. Т аким  образом 
присутствие и количество киш ечной палочки в воде харак­
теризую т степень загрязненности ее ф екалиями.

Д л я  общ ей количественной оценки микрофлоры почвы и 
воды определяю т м и к р о б н о е  ч и с л о  — количество микро­
бов, содерж ащ ихся в 1  г  почвы или в 1 мл воды.

Д л я  санитарно-бактериологической оценки воды опреде­
ляю т ее к о л и - т и т р  — то наименьш ее по объему количество 
воды, в котором обнаруж ивается присутствие киш ечной па­
лочки. Другим показателем  загрязнения воды фекалиями 
является  к о л и - п н д е к с ,  указы ваю щ ий на количество ки ­
ш ечных палочек в 1 л  воды. По сущ ествующ ему санитарному 
законодательству для питьевой воды колп-титр долж ен быть 
не менее 300 мл, коли-индекс — не более 3, микробное число 
не должно превы ш ать 1 0 0 , а  для питьевой воды крупны х го­
родов коли-гитр долж ен бы ть не менее 500 мл.

Д ля  санитарно-бактериологической оценки почвы опреде­
ляю т ее коли-титр и  перфрннгенс-титр — наименьш ее весо­



вое количество почвы, в котором обнаруживаю тся киш ечны е 
палочки или Cl. perfringens."

Официальные нормативы для санитарной оценки почвы по 
микробным показателям  отсутствуют. Н а практике пользую т­
ся схемами, разработанными в И нституте общей и ком м уналь­
ной гигиены АМ Н СССР (табл. 8 , 9 ).

Т а б л и ц а  8

С хема оценки сани тарного  со сто ян и я  подзолисты х почв

Микробное число, млн.

В е д ы  п о ч в в незагрязненных 
почвах

в загрязненных 
почвах

К анали зован ны х  дом овладений < 2 > 2
Н екап ализованн ы х  дом овладений < 2 > 2
Садов и  парков
Т ерриторий  пром ы ш ленны х пред­

< 5 > 5

п р и яти и < 2 >?П олей < 1 ,5 > 1 ,5

Т а б л и ц а  9

С хем *!санитарн ой  оценки  почвы  по к о л и -ти гр у  и  п ерф рин генс-титру

Оценка почв
Титр кишечной 

палочки
Титр клостридиум 

перфрингенс

Н езагр язн ен н ая 1 г  и  вы ш е 0,1 г  и  вы ш е
С лабозагрязн ен ная 0,1—0,01 0 ,0 1 -0 ,0 0 1
У м еренно загр я зн ен н ая 0 ,001-0 ,001 0 .001-0 ,0001
Сильно загр я зн ен н ая 0,001 и ни ж е 0,0001 и  ни ж е

Одновременное обнаруж ение в почве Е. coli и Cl. p e rfr in ­
gens свидетельствует о свежем, эпидемиологически опасном 
ф екальном загрязнении.

М икрофлора организма человека

М икрофлора организма человека довольно разнообразна. 
О на вклю чает бактерии, спирохеты, микоплазмы, вирусы, 
грибы, дрож ж и и  другие микроорганизмы.

К оличественный и качественны й состав микрофлоры ко­
ж и, слизистых и полостей человеческого организма являю тся



Рис. 43. М икроф лора зубно­
го налета.
1 — T^eptotrix; 2 — В. m axim us 
buccalis; 3 — Borrelia buc- 
ca’is; 4 — Treponem a m icro- 
dentium ; 5 — Diplostreptococ- 
c j s ; 6 — Diplococcus; 7 — 
B. fasiforme.

характерны м и и относительно стабильными, хотя наблюдают 
ся колебания в зависимости от возраста, условий труда и 
быта.

Н а кож е открытых частей тела часто встречаю тся микро­
организмы, отражаю щ ие микрофлору воздуха и тех предме­
тов, с которыми человек соприкасается. Н а кож е находятся 
различны е кокки (стафилококки, стрептококки, сарцин ы ), 
дифтероиды, споровые бациллы. Обильна микрофлора ротовой 
полости, где имею тся благоприятные условия для ее развития 
(наличие питательны х веществ, постоянная температура, 
влаж ность и т. д .): грамполож ительные L epto thrix  buccalis 
(длинны е тонкие ни ти ), Ъ. m axim us buccalis (толстые палоч­
к и ), диплококки, стрептококки, а такж е грамотрицательные 
бактерии, вибрионы и спирохеты, как  B orrelia  buccalis 
(грубая, круп н ая) и Treponem a m icrodentium  (более тонкая 
и изящ ная, напоминаю щ ая возбудителя сиф илиса), а  такж е 
м икоплазмы, вирусы, грибы и дрожжи. Значительное количе­
ство микроорганизмов, в том числе патогенных, содержится в 
кариозны х зубах (рис. 4 3 ).

М икрофлора разны х отделов желудочно-киш ечного трак­
та неодинакова в качественном и количественном отношении. 
В ж елудке и тонком киш ечнике встречаю тся лиш ь отдельные, 
случайны е микроорганизмы. Наиболее богата микрофлора 
толстого киш ечника. У  грудных детей она представлена мо­
лочнокислыми бактериями. У  взрослых наиболее многочис­
ленными обитателями толстого киш ечника являю тся анаэро­
бы: бактероиды-неспоровые грамотрицательные палочки
(B acteroides fragilis и  др.) и  споровые грамположительные



палочки {Cl. perfringens, Cl. pu trificns, Cl. sporogenes), осущ е­
ствляющие гнилостные процессы. Постоянным, но не самым 
многочисленным обитателем киш ечника является  ки ш ечная 
палочка. В киш ечнике здоровых людей содерж атся такж е 
энтерококки, иногда встречаю тся энтеровирусы, аденовирусы, 
а такж е фаги.

В верхних дыхательных путях  обитают разны е кокки 
(дипло- и стрептококки), дифтероиды, а такж е могут быть 
обнаружены аденовирусы, микоплазмы; в 50%  случаев в но­
соглотке здоровых людей встречается гемолитический стаф и­
лококк.

Н аруж ны е мочеполовые органы  такж е содерж ат микробы, 
среди которых чащ е всего встречаются ацидоф ильная, грам- 
полож ительная палочка Дедерлейна на слизистой влагалищ а 
и кислотоупорная M ycobacterium  sm egm atis.

Д ем онстрация

1. М икроф лора воздуха, воды и почвы  (чаш ки  с ко л о н и ям и ).
2. М етоды определени я м икробного числа и коли-титра  воды.
3. У скоренны й м етод о п ределени я  коли-индекса воды.
4. О пределение м икробного числа во здуха  п р и  пом ощ и прибора 

К ротова и методом  о саж ден и я  по Коху.
5. М етоды определени я перф рин генс-титра  и  к о ли-титра  почвы .

З ад ан и е  студентам  
д л я  вы п о л н ен и я  лабораторпой  работы

1. П роизвести  оц ен ку  сапитарно-бактериологического  со сто ян и я  
воздуха, воды, почвы  по р езу л ьтатам  следую щ их опы тов:

а) определение микробного числа воздуха;
б) определение м икробного чи сла  водопроводпой воды  и воды  

откры ты х водоемов; в) определени я бродильного ти тр а  и коли-ин дек­
са  воды ; г )  определени я м икробного числа, п ерф ри н ген с-ти тра  и ко- 
ли -титра  почвы.

2. О пределить состав м икроф лоры  организм а человека: а )  зубного 
налета, слизистой  зева, ф ек ал и й  (при  использовании  ориентировочно­
го бактериоскопического м етода и сследован и я), б) к о ж и  ли ц а , р у к  
(при и спользовани и  бактериологического  м етода и ссл ед о ван и я).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я  

Определение микробного числа воздуха

Количественные микробиологические методы исследова­
ния воздуха основаны на принципах осаж дения (седимента­
ци и ), аспирации или фильтрации.

а. М е т о д  К о х а  используется для  ориентировочного 
определения микробного числа воздуха. Ч аш ку П етри с мясо-



Ри с. 44. А п п арат  К ротова для  бактериологического ис­
сл ед о в ан и я  воздуха.

пептонным агаром оставляю т открытой в течение 5— 10 мин. 
Затем  ее закры ваю т и инкубируют при 37°С в течение 2 сут. 
Р езультаты  учитываю т путем  подсчета числа выросших коло­
ний, исходя из того, что на площ адь чаш ки 100 см2 в течение 
5 мин оседаю т микробы, содерж ащ иеся в 10 л воздуха. Опре­
деление микробного числа воздуха производят по формуле 
Омелянского:

а •100•I000•5

где х — количество микробов в 1 м3 воздуха; а — количество 
колоний на питательном агаре в чаш ке П етри; b — площ адь 
чаш ки  П етри (яг2) ; t  — время, в течение которого чаш ка бы­
л а  откры та, в мин; 5 — время по расчету Омелянского; 
10 — объем воздуха, из которого происходит оседание микро­
бов; 100 — площ адь см2, на которую происходит оседание 
микробов; 1000 — искомый объем воздуха в л.

б. М е т о д  К р о т о в а  является более точным количест­
венным методом определения микробного числа воздуха с по­
мощью специального прибора (рис. 44).



Расчет микробного числа производят по формуле:
а-1000

х = --------- ,
V

где а — количество микробных колоний, выросш их н а  чаш ке 
П етри; V  — объем пропущенного через прибор воздуха в л; 
1000 — искомый объем воздуха в л.

П ри определении общего микробного числа воздуха ис­
пользую т мясо-пептонный агар; для  вы деления зеленящ его 
стрептококка — кровяной агар с добавлением генцианового 
фиолетового (среду Г ар р о ); для  обнаруж ения в воздухе пато­
генных микробов — соответствующие элективные пи татель­
ны е среды.

Определение микробного числа воды

Водопроводную воду засеваю т в объеме 1 мл, воду откры ­
ты х водоемов — в объемах 1, 0,1, 0,01 мл. Все пробы вносят 
в стерильные чаш ки П етри, после чего их заливаю т расп лав­
ленным и остуженным до 45°С мясо-пептонным агаром и  тщ а­
тельно размеш ивают, вращ ая на столе. Посевы инкубирую т 
при 37°С в течение 1—2 сут, а затем  подсчитываю т количе­
ство выросших на поверхности и  в глубине среды колоний и 
вычисляю т микробное число воды.

Определение коли-титра и  коли-индекса воды

П ри ориентировочном исследовании ограничиваю тся опре­
делением б р о д и  л ь н о г о  титра воды (наименьш его объема 
воды, при засеве которого происходит сбраж ивание углевода), 
полагая, что он соответствует коли-титру.

Воду открытых водоемов в объемах 100, 10, 1 и  0.1 мл за ­
севают в среду Эйкмана (1%  пептонная вода с 0,5%  N aC l 
индикатор Андреде 0,5%  глюкозы и поплавок) . Д л я  посевов 
больших количеств воды (100 и  10 мл) использую т концен­
трированную среду Эйкмана, содержащую десятикратны е кон­
центрации указанны х веществ, так  как в очень разбавленной 
среде киш ечная палочка не вырастет.

Д ля  исследования водопроводной воды сеют 4 пробы по 
100 мл и 10 проб по 10 мл в конпентрированную среду Эйкма- 
на. П осевы инкубируют в течепие суток при 37°С. О преде­
ление бродильного титра производят по наличию пузы рьков 
газа в поплавке; П ри исследовании водопроводной и  вообще



питьевы х вод из забродивш их или помутневш их проб делак*г 
высев па среду Эндо с последующей бактериоскопией и вто­
ричной проверкой способности к  газообразованию  при 37°С 
при пересеве из колонии на среду Эйкмана. П ри полож итель­
ны х результатах  определяю т коли-титр и вычисляю т коли-ин- 
декс. Н апример, при коли-титре воды 100 коли-индекс будет 
равен  10 (1 0 0 0 : 100 =  10).

Д ля  прямого определения коли-индекса пользую тся мето­
дом м е м б р а н н ы х  ф и л ь т р о в .  Д ля  этого используют во­
ронку Зейтца с мембранным фильтром (см. с. 53 ), вмонтиро­
ванную  в колбу Б унзена, которая присоединяется к  вакуум- 
насосу (см. рис. 32). М ембранные ф ильтры  стерилизуют 
кипячением  в дистиллированной воде. Строго определенный 
объем исследуемой воды фильтрую т через мембранный 
фильтр, который затем  помещают на поверхность среды Эндо 
в ч аш ку  П етри. Посевы инкубируют при 37°С в течение суток 
(рис. 4 5 ). Затем  из 2 —3 колоний красного цвета (типичных 
для киш ечной палочки) приготовляют мазки, окраш иваю т по 
Грам у и микроскопирую т; остатки этих колоний засевают в 
пробирку со средой Эйкмана, инкубируют при 37°С в течение 
суток. П ри наличии газообразования подсчитывают количе­
ство красны х колоний на фильтре и определяю т коли-индекс, 
из зпачеп и я  которого вычисляю т колл-титр. Н апример, если 
коли-индекс равен  5, то коли-титр будет равен 200 (1000 : 5 =  
=  200).

Определение микробного числа почвы

П очву берут стерильным ножом на глубине 10— 15 см и 
помещ аю т в стерильную банку. В лаборатории делаю т навес­
к у  почвы, из которой вначале готовят водную суспензию, а 
затем  ее разведения 10_3, 10-4, 10-5. И з двух последних р аз­
ведений по 0,1 мл смешивают с 4  мл 0,7%  расплавленного и 
остуж енного до 45°С мясо-пептонного агара и выливаю т на 
чаш ки  П етри с 2% мясо-пептонным агаром. Посевы инкуби­
руют при 37°С. Затем  подсчитывают количество выросших 
колоний и вы числяю т микробное число.

О пределение коли-титра и  перфрингенс-титра почвы

Различны е разведения почвенной суспензии засевают в 
пробирки со средой Кесслера (1%  пептонная вода с добавле­
нием 5%  ж елчи, 0,25%  лактозы  и генцпанового фиолетового 
для подавления роста грамположительных б актери й ). Посевы



инкубируют при 37°С в течение суток. Колп-титр обычно 
определяют по забродившей пробе в пробирке с посевом м ак­
симального разведения почвенной суспензии.

Д ля определения перфрингенс-титра различны е разведе­
ния почвенной суспензии засевают в пробирку со стериль­
ным обезжиренным молоком или ж елезосульфитной средой 
Вильсона — Блера, которую предварительно расплавляю т и 
остужаю т до 45°С. Посевы инкубируют при 37°С в течение 
24—48 ч, после чего учитываю т результаты  по свертыванию 
молока или по образованию черны х колоний Cl. perfringens в 
агаровом столбике среды Вильсона — Б лера. И з колоний де­
лают мазки, окраш иваю т их по Граму, микроскоппруют и вы ­
числяю т перфрингенс-титр.

И зучение микрофлоры организма человека

Д ля изучения состава микрофлоры приготовляют м азки из 
зубного налета, со слизистой зева, окраш иваю т их по Грам у 
и микроскопируют. С кож и лица и рук делаю т смывы сте­
рильным ватным тампоном, смоченным в изотоническом р а ­
створе хлорида натрия. Этим ж е тампоном делаю т посев на 
мясо-пептонный агар в чаш ках  Петри. Кроме того, отдель­
ный тампон после смыва с кож и рук помещ аю т в среду Эйк- 
мана для обнаружения Е. coli. Ориентировочную идентиф ика­
цию микроорганизмов проводят по характеру  выросших ко­
лоний п морфологии клеток в мазках, окраш енны х по Граму. 
Отмечают характер роста в среде Эйкмана, обращ ая внимание 
на газообразование.

Контрольные вопросы

1. М икроф лора полости рта, респираторного тракта, ж елудочно- 
киш ечного тракта, кожи, конъюнктивы глаза, урогениталий.

2. Какое значение им еет нормальная м и к р о ф л о р а  для м акроорга- 
ниэма?

3. Что такое дисбактериоз и причины его возникновения?
4. М икроф лора воздуха, воды, почвы,
5. Какой м икроб является санитарно-показательны м  для воздуш ной 

среды ? Почему?
6. М етоды санитарно-бактериологического исследования воздуха.
7. Какой микроб является санитарно-показательны м для воды? 

Почему?
8. М етоды санитарно-бактериологического исследования воды. 

О п ределение коли-титра и коли-индекса воды.
9. Какие микробы являются санитарно-показательны ми для почвы? 

Почему?
10. М етоды определения коли-титра и перфрингенс-титра почвы.



Т ем а И . Д ЕЙ С ТВ И Е Ф И ЗИ Ч ЕС К И Х  П ХИМ ИЧЕСКИХ 
Ф АКТОРОВ Н А  М И КРО О РГА Н И ЗМ Ы

П р ограм м а за н я ти я

1. А н ти б актер и ал ьн о е  действие  вы сокой тем пературы , лучистой 
эн ергии , вы су ш и в ан и я  и  д р у ги х  ф изически х  ф акторов.

2. А н ти б актер и ал ьн о е  дей стви е  хим ических  вещ еств.

М икроорганизмы, находящ иеся во внеш ней среде, под­
вергаю тся воздействию самы х разнообразных физических и 
химических факторов.

К  ф изическим ф акторам, оказываю щ им губительное дей­
ствие на микробы, относятся высокие температуры (см. 
с. 5 1 ), лучи стая  энергия, ультразвук, вы суш ивание и  др.

Л уч и стая  энергия в виде электромагнитных волн различ­
ной длины  вы зы вает разнообразные ф изические и биохими­
ческие эффекты. Губительное действие на микроорганизмы 
оказы ваю т ультрафиолетовы е лучи с длиной волны 230— 
280 нм, ионизирую щ ая радиация (особенно отрицательно 
заряж енн ы е ионы в концентрации 5 Х 1 0 4 в 1 см3 воздуха).

В ы суш ивание оказы вает губительное действие на многие 
микроорганизмы. Однако споры, а такж е вегетативны е формы 
некоторы х бактерий довольно устойчивы к  высушиванию и 
легко могут переноситься в воздушном аэрозоле с частицами 
пыли. Высуш ивание используют для сохранения мяса, рыбы, 
овощей, фруктов. Высуш ивание быстрозамороженных микроб­
ны х взвесей в вакуум е (метод л и о ф и л ь н о й  суш ки) яв­
л яется  надеж ны м  методом сохранения жизнеспособности 
микроорганизмов и ш ироко применяется для их консервации 
в лабораторны х условиях.

Н екоторы е химические соединения оказываю т губительное 
действие на подавляю щ ее большинство микроорганизмов. 
Этиловый спирт (70°С) вы зы вает коагуляцию  белков; фено­
лы , крезолы , нейтральны е мыла, вещ ества, понижаю щ ие по­
верхностное натяж ение (детергенты ), наруш аю т регулирую­
щую функцию  цитоплазматической мембраны; соли тяж елых 
металлов (меди, серебра, ртути и др.) в низких концентраци­
ях  действую т как  сильные ферментные яды, вы зы вая олиго- 
динамическое действие.

П еречисленные соединения использую тся в медицинской 
практике в качестве антисептиков для дезинф екции разны х 
материалов, помещ ений и  т. д. К  наиболее распространенным 
антисептикам  относятся галогены и их производные (7% 
спиртовой раствор йода, 0 ,5—5% водные растворы хлорной 
извести, 3 —5%  растворы хлорам ина); соли тяж елы х метал­



лов (0,1% растворы сулемы, 1% раствор AgNOs, растворы 
медного купороса), 3 —5%  растворы фенола или карболовой 
кислоты; этиловый спирт (70°), 1% раствор формалина; 1— 
2%  раствор лизола. Выбор антисептика и  его концентраций 
зависит от материала, подлежащ его дезинфекции.

З ад ан и е  студентам  
д л я  вы полнения  лабораторной работы

1. О пределить по готовы м  посевам  анти бактер и ал ьн о е  действие 
У Ф -лучей в отнош ении  стаф и л о ко кка  п киш ечной  палочки .

2. О пределить по готовы м  посевам  ан ти бактер и ал ьн о е  действие 
ф енола, п ер м ан ган ата  к ал и я , хлорам и на и  др у ги х  ан ти сеп ти ко в  в 
отнош ении стаф илококка  и  ки ш еч н о й  палочки.

С делать соответствую щ ие заклю чения.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

И зучение антибактериального действия У Ф -лучей. Су­
спензию стафилококка или киш ечной палочки в изотониче­
ском растворе хлорида натрия в объеме 1 мл помещают в сте­
рильное часовое стекло и  облучают лампой БУ В -30 в течение 
15 мин на расстоянии 10—20 см от центра лампы. Облучен­
ную и необлученную (контрольную ) суспензии бактерий за­
севают на мясо-пептонный бульон и инкубирую т при 37°С в 
течение 16—24 ч, после чего отмечают отсутствие помутнения 
среды, связанное с гибелью облученной культуры  бактерий, 
при наличии роста (помутнения) в контроле.

Д ля  изучения антибактериального действия химических 
веществ (антисептиков) диски из ф ильтровальной бумаги 
смачивают растворами исследуемых вещ еств и помещ ают на 
поверхность мясо-пептонного агара в чаш ке П етри, засеянной 
(«газоном») культурой стафилококка или киш ечной палочки. 
Ч аш ки  инкубируют в течение суток при 37°С. Об антибакте­
риальном действии исследуемых веществ судят по зонам за­
держ ки роста бактерий, образующ ихся вокруг ф ильтроваль­
ны х бумажек.

К онтрольные вопросы

1. М еханизм антибактериального действия УФ-лучей.
2. Какие вещ ества относят к детергентам? М еханизм их антибакте­

риального действия.
3. В чем  заклю чается м етод  лиофильной сушки и его  практическое 

применение?
4. Для чего применяю т УФ -облучение, ф о р м ал ьдеги д  и д етер ­

генты?
5. Какое действие оказы вает тем пература на м икроорганизм ы ? 

П одразделение м икробов по их отношению к тем пературе.
6. Действие физических и химических ф акторов на вирусы.



Т ем а 12. СИМ БИОЗ И  АНТАГОНИЗМ  М ИКРОБОВ. 
А Н ТИ БИ О ТИ К И . БА К ТЕРИ О Ц П И О ГЕН И Я

П рограм м а двух зан яти й

1. С им биотические и антагонистические взаим оотн ош ения м еж ду 
м икрооргани зм ам и .

2. А нтибиотики  и м етоды  определения их антибактериального 
д ей стви я .

3. Б актер и о ц н н о ген п я  и м етоды  ее изучения.

Во внеш ней среде различны е микроорганизмы обитают в 
ассоциациях (биоценозах). В этих условиях взаимоотнош ения 
м еж ду ними могут проявляться в разпы х формах. Антагони­
стические взаимоотнош ения между микробами проявляю тся 
в угнетении роста одного микроба другим, что в конечном 
счете мож ет привести к  его гибели. М икробы-антагонисты 
ш ироко распространены  в природе. К  ним принадлеж ат мно­
гие бактерии, грибы, актиномпцеты.

О бнаруж ить мпкробы-аитагонисты можно по образованию 
вокруг их колоний зон угнетения роста чувствительных бак­
терий. П ри этом диаметр зоны отраж ает степень активности 
м икроба-антагониста.

А нтагонистические свойства микроорганизмов могут быть 
обусловлены разны м и механизмами: высокой интенсивностью 
разм нож ения, способностью резко изм енять pH среды, выде­
лением  токсических продуктов метаболизма, протеолитиче- 
ских ферментов, образованием антибиотических веществ, бак- 
териоцинов и др.

А нтибиотиками назы ваю тся вещества микробного или ж и ­
вотного происхож дения, избирательно подавляю щ ие ж изне­
способность микроорганизмов. А нтимикробные вещества, 
образуемые растениями, назы ваю т фитонцидами. Среди мик­
роорганизмов продуцентами антибиотиков являю тся актпно- 
мицеты, грибы и бактерии.

А нтибиотики в основном обладают бактериостатическим 
действием, препятствуя размножению микроорганизмов, что 
нередко приводит и к  бактерицидному эф ф екту (табл. 10).

А ктивность аптибиотиков выражаю т в единицах действия 
(Е Д ). Д ля  определения активности разны х антибиотиков ис­
пользую т соответствующие эталонные ш таммы бактерий оп­
ределенны х видов: Staphylococcus aureus, Вас. sub tilis , Е. coli, 
Вас. cereus и  др. П рактически у многих антибиотиков биоло­
гическая  активность 1 м кг сухого вещества соответствует 
1 Е Д  (стрептомицин, тетрациклин, канамицип, эритромицин 
и  д р .); 1 мг нистатина содержит около 2500 ЕД ; для пеницил­



лина 1 ЕД равняется 0,6 мкг. В настоящ ее врем я общ еприня­
то вы раж ать активность многих антибиотиков количеством 
единиц активного вещ ества в 1 мг препарата.

Эффективность антибиотикотерапии определяется глав­
ным образом степенью чувствительности бактерий к  приме­
няемому антибиотику. У величиваю щ аяся с каж ды м  годом 
циркуляция антибиотикорезистентных форм бактерии в зн а­
чительной мере сниж ает ее возможности. Резистентность бак­
териальных клеток к  антибиотическим препаратам  контроли­
руется генами, локализованными на хромосоме или чащ е всего 
в R -плазмидах (эписом ах), ответственных за  множ ествен­
ную устойчивость бактерий к  антибиотикам и сульфанилам и­
дам. R -плазмиды содерж атся в цитоплазме антибиотикорези­
стентных бактерий и сравнительно легко передаю тся к  чув­
ствительным бактериям, принадлеж ащ им  к  разны м видам и 
родам (например, R-плазмиды Е. coli при  конъю гации — 
шигеллам и сальмонеллам).

Резистентность бактерий к  антибиотикам обусловлена 
различными механизмами. Она часто связан а с их способно-* 
стью синтезировать ферменты, разруш аю щ ие определенные 
антибиотические вещества. Т ак , у  больш инства пеницш глтго- 
резистентных форм стафилококков обнаруж ена пенициллина- 
за  (0 -лактам аза), которая расщ епляет р-лактампое кольцо в 
молекуле пенициллина, в результате чего образуется неактив­
н ая  непициллановая кислота. А миноглю козидные антибиоти­
ки  (стрептомицин, пеомицип, канамицин и д р .), левомицетия 
такж е инактивирую тся соответствующими ферментами, обра­
зование которых контролируется R -плазмидами.

Часто антибиотики играю т роль селективного ф актора 
при воздействии на бактериальную  популяцию , состоящую из 
чувствительных и  резистентны х клеток. П ри этом, задерж и­
вая  размнож ение чувствительны х клеток, они способствуют 
накоплению резистентных клеток в популяции бактерий, что 
приводит к  рецидивам и другим ослож нениям при антибиоти- 
котераппи различны х заболеваний.

Бактериоциногенией назы вается способность бактериаль­
ны х клеток продуцировать специфические антибактериаль­
ные вещ ества — бактериоцдны, подавляю щ ие ж изнедеятель­
ность бактериальных клеток других ш таммов того ж е вида 
или филогенетически родственных видов. Эта способность 
определяется специальной плазмидой — бактериоциноген- 
ным фактором, который локализуется в цитоплазме. Б ак- 
териоцины продуцируются отдельными клеткам и данной 
популяции, которые при этом погибают. О стальные клетки



Наименование
антибиотика Продуцент Химическая природа

П ениц иллин

Ц и клосерип

С трептом ицин

П еом ищ га, моно- 
м идин, кан ам и- 
цин, ген там и ц и н

Л евом иц етпн
(хлорам ф ени кол)

Т етрац и кли н ы : 
х лортетрац и кли н , 
м орф оциклин  
и др.

Э ритром ицин,
олеадом ицин

Н и статин , лево- 
р и н

P e n ic illiu m  chry- 
so g en u m , P en ic il­
l iu m  n o ta tu m  и др.

S trep to n iy ces la- 
v e n a u la e

S trep to m y ces gri- 
seu s '

S trep to m y ces fra- 
d iae , A ctinom yces 
c irc u la tu s , S trep ­
tom yces kanam y- 
ce tiu s

S trep to m y ces
n ezu e lae

ve-

S trep to m y ces aure- 
faciens, S trep to m y ­
ces п т о э -а э  и  др.

S trep to m y ces ery- 
th rae u s , S trep to m y ­
ces an tib io ticu s

S trep to m y ces nour- 
sei, A ctinom yces 
levoris

ir'

Г етероциклические сое­
ди н ен и я  слож ного со­
става  с р-лактам овы м  п 
тиазалидиновы м  коль­
цами

П роизводное D-4-амино- 
3-изоксазолидинола

А м ииоглю козидное сое­
динение основного х а ­
рактера

А м иноглю козидное
динение

сое-

D-Tpeo-1- (n -нитро фе­
н и л ) -2-дихлорацетила- 
м«но-1,3-пропандиол

Т етрабензолы  с различ­
ны м и р адикалам и

М акролнды . Состоят из 
м акроциклического лак- 
тонного к ольца , с вя зан ­
ного с одним и л л  не­
скольким и углеводны м и 
остаткам и

Полиеновые соединения 
ациклического  строения



ны х антибиотиков

Чувствительные микроор­
ганизмы Механизм нротивомякробного действия

Гноеродные кокки , гр ам ­
полож ительны е бакте­
рии, трепонем ы , борре- 
лнп, хлам идии  (возбуди­
тель орнитоза)

Г рам полож ительны е и 
кислотоупорны е бакте­
рии, риккетсии , хлам и- 
дии
Т уберкулезны е м икобак­
терии, грам отрицатель­
ны е (в том  числе воз­
будители  чум ы , бруцел­
л еза ) и грам полож и- 
тельпы е бактерии

Г рам полож ительны е в 
м ногие грам отрицатель­
ны е бактерии  и  некото­
ры е простейш ие

Грам полож ительны е и 
некоторы е грам отрица­
тельны е бактерии , рик­
кетсии , хлам и дии

Г рам полож ительны е и 
м ногие грам отрицатель­
ны е бактерии , лептоепп- 
ры , р иккетсии , хлам и­
дии, м икоплазм ы

Г рам полож ительны е и 
некоторы е грам отрица­
тельн ы е бактерии

Д рож ж еподобны е грибы  
рода C andida, простей­
ш ие (ам ебы , лейш м а- 
нии, трихом онас)

Б локирую т ф ерм ен ты  (тр ансдептп- 
д азу  м уреина п  |3-аланин-карбок- 
сп  п еп ти д азу ), которы е связы ваю т  
м еж ду  собой пептидны м и м о сти к а­
ми углеводны е цепи в гликопептид- 
ном (м уреиновом ) слое клеточной  
стенки

Д ействую т н а  ф ерм ен ты  алани на, 
что приводит к  наруш ению  образо­
в ан и я  пеп ти дн ы х  м остиков в  глико- 
пептидном  слое клеточной  стен ки

Ф икси руясь на 30S субъеди ницах  
рибосом, и зм ен яет  и х  конф орм ацию , 
что приводит к  н еп р ави л ьн о м у  счи ­
ты ванию  кодонов иР Н К  анти кодо­
н ам и  тРН К  и  наруш ен и ю  си н теза  
полппептидной  цепи

Р еагирую т с 30S субъеди н и ц ам и  р и ­
босом, н а р у ш а я  образование ко м п ­
л ек са  рибосома — аш гноац нл-тР Н К - 
иРН К , в р езу л ьтате  чего п р е к р ащ а ­
ется  синтез полпп еп тидной  цеп и

Реагирую т с 50S субъеди н и ц ам и  р и ­
босом, п р е п я т ст в у я  и х  связы ван и ю  
с N-концевы м и у частк ам и  амиио- 
ацил-тРН К , что ин гибирует образо­
вание пептидной  связи  м еж д у  ам и ­
нокислотам и в полипептидной  цепи

Ф икси руясь н а  50S субъеди ницах  
рибосом, п р и п ятству ю т  вклю чению  
в н и х  ам и воаци л-тР Н К , что пр и во ­
дит к  наруш ению  синтеза  п оли п еп ­
тида

Ф икси руясь н а  50S су бъ еди ц ах  р и ­
босом, блокирую т перенос ам и но­
кислот от тР Н К  к  рибосоме, в  ре­
зу л ьтате  чего п р е к р ащ ае тся  н а р а ­
щ и ван и е полипептидной  цепи

Реагирую т с эргостеринам и ци то­
плазм атической  м ем браны  грибов, 
н ар у ш ая  и х  м орф ологическую  стр у к ­
ту р у  и ф ункц иональны е свойства



этой популяции являю тся устойчивыми к  действию гомологич­
ны х бактериоцинов. Обычно синтез бзктерпоцпнов затормо­
ж ен  (репрессирован), однако под воздействием некоторых 
индуцирую щ их агентов (УФ -облучение и др.) он может быть 
дерепрессирован. М еханизм дротнвобактериальной активно­
сти бактериоцинов, по-видимому, связан с их первоначаль­
ным действием  на цитоплазматическую  мембрану клеток.

Бактериоцины  продуцируют самые разнообразные бак­
терии.

Колпцпны , продуцируемые разны ми типами киш ечной п а­
лочки, отличаю тся друг от друга по спектру чувствительных 
к ним бактерий. Колициногенные факторы, детерминирующ ие 
синтез различны х колицинов, обозначают буквами латинского 
алф ави та  (col A, col В и т .  д .) . О пределение типа колицино- 
генного ф актора бактерий (т. е. колициногенотипирование 
бактерий) позволяет маркировать бактерии одного и  того ж е 
вида (серотипа), что мож ет иметь эпидемиологическое зна­
чение при установлении источника инфекции.

Д ем онстрация

1. М етод о п ределени я  антагонистической  активности  м икробны х 
к у л ьту р .

З а д а н и е  студентам  
д л я  вы п о л н ен и я  лабораторной  работы

1. П р овести  исследование по определению  чувствительности  ста ­
ф и л о к о к к а  к  р азл и чн ы м  анти биотикам  (методом дисков).

2. По р е зу л ьтатам  поставленны х опы тов определить: а) бактерио- 
стати чеокую  дозу  п ен и ц и л л и н а  д л я  р азл и чн ы х  бактер и ал ьн ы х  к у л ь­
ту р  (м етодом  серий ны х р азвед ен и й ); б) наличи е  со1-факторов у  р а з­
л и ч н ы х  ш там м о в  Е. coli; в ) колицвноген оти п  исследуем ой к у л ьту р ы  
Е. coli.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

О пределение антагонистических свойств микробов. И ссле­
дуемый микроб-антагонист засевают в центре чаш ки П етри 
на мясо-пептонном агаре в виде узкой полоски, перпендику­
лярно к  которой наносят различны е бактериальны е культуры . 
П осевы инкубирую т в термостате, после чего учитываю т ре­
зультаты  по отсутствию роста бактерий в непосредственной 
близости от микроба-антагониста.

Антагонистические свойства медленно растущ их грибов и 
актиномицетов устанавливаю т после их вы ращ ивания в те­
чение нескольких суток на одной половине мясо-пептояного 
агара в чаш ке П етри, затем  вторую половину чаш ки  залива­



ют расплавленной и остуженной агаровой средой, элективной 
для тест-бактерий, которые засеваю т в виде полоски вплот­
ную к  краю колонии гриба. Р езультаты  опытов учитываю т 
так  ж е, как  и в предыдущ ем случае.

Качественный метод определения чувствительности бак­
терий к  антибиотикам (метод дисков). Бум аж ны е диски, про­
питанные определенными антибиотиками, помещают на по­
верхность мясо-пептонного агара в чаш ки Петри, предвари­
тельно засеянного «газоном» исследуемой бактериальной 
культуры. Посевы инкубируют в течение 16—24 ч, после чего 
учитываю т результаты  опы та по образованию светлых зон 
задерж ки роста бактерий. По диаметру этих зон ориентиро­
вочно судят о чувствительности бактерий к аптибиотикам. 
Т ак, зоны диаметром до 15 мм указы ваю т на слабую, до 
25 мм — на среднюю и более 25 мм — на сравнительно высо­
кую чувствительность исследуемого микроорганизма к  анти­
биотику (рис. 46).

Количественный метод определения чувствительности бак­
терий к  антибиотикам. Д анны й метод считается наиболее точ­
ным для количественного определения чувствительности бак­
терий к антибиотикам. Основной раствор антибиотика, содер­
ж ащ ий, например, 100 Е Д /м л, приготовляют с помощью бу­
ферного раствора или специального растворителя. Серийные 
разведения препарата готовят в пробирках, содерж ащ их 1 мл 
мясо-пептонпого бульона. В 1-ю пробирку вносят 1 мл исход­
ного раствора препарата, после чего готовят серию (ряд) 
последовательных разведений препарата от 50 до 0,1 Е Д /м л 
в равных объемах питательной среды. Затем в каж дую  про­
бирку вносят 0,1 мл испытуемой бактериальной суспензии, 
густотой 1 млрд/мл по оптическому стандарту. Одновременно 
ставят контроли — бактерий (1 мл мясо-пептонного бульона +  
+  0,1 мл суспензии бактерий) и  антибиотика (мясо-пептон­
ный бульон +  антибиотпк). П осевы инкубирую т в течение 
18—24 ч, после чего отмечают результаты  — отсутствие по­
мутнения среды свидетельствует о задерж ке роста бактерий 
в присутствии данной концентрации препарата (табл. 11). 
Б а к т е р и о с т а т и ч е с к о й  дозой назы вается наименьш ая 
концентрация антибиотика, в присутствии которой угнетает­
ся  видимый рост бактерий.

Д ля  определения бактерицидного действия препарата до­
полнительно производят высевы петлей из пробирок при от­
сутствии видимого роста бактерий на чаш ки П етри с плотной 
питательной средой, не содерж ащ ей антибиотика. Н аим ень­
ш ая  концентрация антибиотика, вы зы ваю щ ая полную гибель
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Испытуемых бактерий, назы вается б а к т е р и ц и д н о й  
дозой.

Определение колициногенных факторов. Исследуемые бак­
териальны е культуры  киш ечны х палочек засеваю т уколом в 
мясо-пептонный агар на чаш ках Петри (по 7 —8 посевов на 
одну ч аш ку ). Посевы инкубируют при 37°С в течение 24— 
48 ч. Затем бактерии убивают парами хлороформа. После 
этого по поверхности агара распределяю т 3 мл расплавлен­
ного и остуженного до 45°С 0,7%  мясо-пептонного агара, сме­
шанного с 0,1 мл 4-часовой бульонной индикаторной культу­
рой. Ч ерез 18—24 ч после инкубирования посевов при 37°С 
вокруг колоний исследуемых культур, обладающ их бактерио- 
дпногенной активностью , появляю тся зоны подавления роста 
индикаторного штамма.

М етодика определения колициногенотипа. В мясо-пепгон- 
пыа агар  в чаш ке Петры уколом засевают ш таммы  эталонны х 
бактерий с известным колициногенотипом. П осевы инкуби­
руют прп 37°С в течение 24—48 ч, затем бактерии убивают 
парам и хлороформа. После удаления хлороформа по поверх­
ности агара распределяю т 3 мл расплавленного и охлаж ден­
ного до 45°С 0,7%  мясо-пептонного агара, смешанного с 0,1 мл
4-часовой бульонной исследуемой культуры  Е. coli. Ч ерез 
18—24 ч после инкубирования посевов при 37°С отмечают 
результаты  опыта по наличию или отсутствию роста иссле­
дуемой культуры  вокруг эталонных ш таммов. И сследуемая 
культура даст рост лиш ь в том случае, если ее колициногено- 
тип совпадает с колициногенотипом эталонной культуры , в 
другом случае рост будет подавлен.

Контрольные вопросы

1. Антагонизм среди  м икробов и м еханизм  этого явления. Какие 
м етоды  выявления м икробного антагонизма известны?

2. Классификация антибиотиков по их происхож дению , механизм у 
действия и спектру действия.

3. Назовите антибиотики, действую щ ие на синтез клеточной стенки, 
синтез белка, синтез нуклеиновых кислот, на цитоплазматическую  
м ем брану.

4. О собенности ингибирования в бактериальных клетках синтеза 
бел ка  стрептомицином, тетрациклином, левомицетином.

5. О сновны е механизмы ф орм ирования антибиотикоустойчивых 
ф о р м  бактерий и роль антибиотиков в этом процессе.

6. О сновны е механизмы резистентности бактерий к антибиотикам.
7. Какие генетические элементы  контролирую т устойчивость бакте­

рий к антибиотикам? В чем различие плазмидной и хром осом ной устой­
чивости бактерий к антибиотикам?

8. С пособы  передачи лекарственной устойчивости от резистентных 
бактерий к чувствительным.



9. Как определить антибактериальный спектр действия антибио­
тика? П риведите прим еры  антибиотиков ш ирокого и узкого спектре 
действия.

10. М етоды определени я чувствительности бактерий к антибио­
тикам.

11. Что принято за  единицу активности антибиотиков?
12. Понятие о химиотерапевтическом индексе. М еханизм действия 

сульф анилам идов, препаратов гидразид-изоникотиновой кислоты 
(ГИНК), препаратов мышьяка?

13. Что такое бактериоцины . Их химический состав и механизм  
действия.

14. В ч ем  заклю чается м ето д  колициногенотипирования бактерий и 
его  практическое применение?

Т ем а 13. ГЕН ЕТ И К А  МИКРООРГАНИЗМ ОВ

С равнительная простота, доступность и  высокие аналити­
ческие возможности микробиологических методов изучения 
изменчивости и механизмов передачи наследственной инфор­
м ации сделали бактерии и  вирусы прекрасной моделью для 
решения" кардинальны х проблем общей и молекулярной ге­
нетики.

И зменчивость микроорганизмов мож ет быть обусловлена 
модификациями, мутациями и рекомбинациями.

М одификация — это не наследуемые фенотипические из­
менения, которы е возникаю т при воздействии на бактериаль­
ную культуру различны х факторов. М одификации в отличие 
от м утаций затрагиваю т большое число клеток бактериальной 
популяции, у  которых появляю тся однотипные изменения. 
В некоторы х случаях приобретенный признак может насле­
доваться в течение некоторого времени после окончания дей­
ствия фактора, вы звавш его его образование. Однако в конеч­
ном итоге он утрачивается в потомстве.

К  м одификациям  относятся нестабильные L-формы бакте­
рий, некоторые лекарственно-устойчивые бактерии и  др. Мо­
диф икации возникаю т и  у  вирусов. В этом случае они контро­
лирую тся клеткой хозяина, зараж енной вирусом.

М утации характеризую тся структурными изменениями в 
генотипе, затрагиваю щ ими один ген  или группу генов. Ч ащ е 
всего мутации являю тся редкими событиями, которые прояв­
ляю тся в единичных бактериальны х клетках  среди миллио­
нов других представителей той ж е популяции бактерий. В ре­
зультате мутаций могут изменяться самые разнообразные 
признаки  микроорганизмов. Эти изменения касаю тся: 1) мор­
фологических структур бактериальной клетки — утраты  спо­
собности к  образованию капсулы, ж гутиков, клеточной стен­



ки (у стабильных L-ф орм); 2) сочетаппых изменений формы 
колоний, антигенных, вирулентны х и других признаков при
S -^ R  мутациях; 3) биохимических признаков у  ауксотроф- 
ны х мутантов, связанны х с наруш ениям и в метаболических 
путях синтеза отдельных аминокислот, ростовых факторов и 
других ж изненно важ ны х соединений; 4) приобретения бак­
териями лекарственной устойчивости, устойчивости к  фагам  
и т. д.

М утации являю тся наследуемыми изменениями, которые 
в ходе отбора приводят к  накоплению  наиболее приспособлен­
ных к данным условиям форм или к  наруш ению  слаженности 
работы отдельных генов и гибели клеток.

Рекомбинациями назы ваю тся процессы обмена генетиче­
ским материалом меж ду двумя бактериальны ми клетками. 
П оскольку клетка реципиента воспринимает большее или 
меньшее количество генов донора, рекомбинантные клетки  не 
являю тся полноценными зиготами, а представляю т собой ме- 
розиготы, содержащ ие хромосому реципиента, в которую 
вклю чаю тся лиш ь отдельные фрагменты хромосомы донора. 
Рекомбинации у  бактерий могут происходить в результате: 
а) т р а н с ф о р м а ц и и  — проникновения отдельных фраг­
ментов хромосомы (Д Н К ) донора в клетку  реципиента без 
непосредственного контакта меж ду бактериальны ми клетка­
ми; б) т р  а н е  д у  к ц и и  — переноса фрагментов хромосомы 
донора в клетку реципиента с помощью умеренного фага; 
в) к о н ъ ю г а ц и и  — переноса части хромосомы донора в 
клетку  реципиента при непосредственном контакте между 
двумя бактериальпыми клетками.

Рекомбинации меж ду вирусами возможны в том случае, 
когда две родственные вирусные частицы инфицирую т одну 
и ту ж е клетку хозяина.

П рограм м а двух  зан яти й

1. М одификации у  бактер и й  и м етодика и х  вы явления.
2. М утации у  бактер и й  и  м етодика и х  вы явления.
3. И зучение г ен е т и ч е ск и х '  реком бинаций  у  бактер и й  в  опы тах 

трансф орм ации , трансдукци и  и  конъю гации .

Д ем онстрация 

S- и R-форм ы  колоний Е. coli и др у ги х  бактерий.

З а д а н и е  студентам  
для  вы полнения  лабораторной  работы

1. О пределить подви ж н ость P ro te u s  v u lg a r is  после воздействия 
ф енола  и  сделать заклю чение о м еханизм е вы явленны х  изм енений .



2. О пределить м ехани зм  о бразования  стрептом ицинорезистентны х 
ф орм  (S tr r) к у л ьту р ы  Е. coli по данны м  ф лю ктуаци ониого  опы та Лу- 
р и а  и  Д ельбрю ка.

3. О пределить часто ту  о бр азования  трансф орм антов  (реком бинан­
тов) п о  данны м  опы та трансф орм ации  п р и зн ак а  S tr r (резистентности  
к  стрептом и цин у) у  Вас. su b tilis .

4. О пределить частоту  о бразования  трансдуктан тов  Е. coli 1ас+ 
по д ан н ы м  опы та тр ан сду кц и п  Р-галактозидазиого  оперона фагом 
X d gal.

5. О пределить частоту  обр азо ван и я  реком бинантов Е. coli. К  12 
le u 4-, S tr f по даппы м  опы та конъю гации .

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

П остановка опы та для вы яснения м еханизма действия 
ф енола на подвиж ность бактерий. К ультуру P ro teu s vulgaris 
засеваю т в две пробирки с мясо-пептонным бульоном, в одну 
из которых был предварительно внесен 1% раствор фенола. 
После суточной инкубации при 37°С определяют подвижность 
протея в препаратах, приготовленных из обеих пробирок. 
Н еподвиж ную  культуру протея из пробирки со средой с фе­
нолом пересевают в пробирку с мясо-пептопным бульоном и 
инкубирую т в течение 18—20 ч. Н а следующем занятии опре­
деляю т реверсию утраченного признака (подвижности) и де­
лаю т заклю чение о модификационном характере изменчи­
вости.

П остановка флю ктуациониого опыта Л уриа и Дельбрюка.
Ф лю ктуацпонны й опыт (тест) прим еняется для выявления 
частоты  спонтанпых мутаций, которые могут появиться в бак­
териальной популяции без предварительного воздействия ка­
ких-либо агентов (фагов, антибиотиков и т. д .). Д ля опреде­
лен и я  числа стрептомициноустойчивых (S trr) мутантов в 
культуре Е. coli ее засеваю т одновременно в одну пробирку 
с 10 мл мясо-пептоппого бульона и в 10 пробирок по 1 мл 
мясо-пептонного бульона так, чтобы в каж дой пробирке со­
держ алось примерно 100— 1000 клеток. После суточной ппку- 
бации посевов из каж дой пробы делают высевы на чаш ки с 
мясо-пептонным агаром, содержащим 100 Е Д  стрептомицина. 
Пробы из 1-й пробирки («общей» культуры ) в объеме по 
0,1 мл сеют на 10 чаш ек, пробы из 10 пробирок («независи­
мых» культур) — я а  отдельную  чаш ку каж дую . Таким обра­
зом, всего засеваю т 20 чаш ек, которые инкубируют в течение 
суток (рис. 47).

Н а агаре могут вы расти колонии только из тех бактериаль­
ных клеток, которые резистентны я  100 ЕД стрептомицина,
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Рис. 47. С еем а постановки  опыта ф л ю кту ац и и  Л у р и а  и  Д ельбрю ка. 
Ц и ф рам и  обозначено количество стрептом пципоустойчивы х колоний 
на чаш ках.

В том случае, если бы стрептомицинорезистентные бактерии 
образовались в течение суточного контакта с антибиотиком, 
то  число колоний на всех чаш ках было бы примерно одина­
ковым. Тогда следовало бы сделать вывод об адаптационном 
м еханизме устойчивости исследуемой культуры  к  стрептоми­
цину.

Если ж е число колоний на чаш ках, выросш их при высеве 
каж дой из 10 «независимых» культур, значительно отличает­
ся  друг от друга, то это свидетельствует не о возникновении, 
а  о предсуществовании мутантных клеток в исследуемой по­
пуляции бактерий. Д анны й вывод подтверж дается тем, что 
мутации являю тся редким событием и могут проявиться толь­
ко в некоторых (а  не во всех) «независимых» культурах. 
Значительны е колебания (флю ктуации) числа мутантных 
клеток в разны х «независимых» культурах обусловлены вре­
менем возникновения мутаций. К ультура, в которой м утация 

^произошла задолго до высева на чаш ки, будет содерж ать 
i большое число устойчивых клеток и наоборот. П ри высевах 
:из «общей» культуры  такие флю ктуации не смогут проявить­
с я ,  так к ак  мутанты, независимо от момента их возникнове­
н и я ,  будут равномерно распределены во всей популяцих. 
».бульонной культуры.



П остановка опы та трансформации. Реципиент: Вас. subti- 
lis  S tr s (чувствительная к  стрептомицину). Донор: раствор 
Д Н К , вы деленны й из сенной палочки S tr r (резистентной к 
стрептомицину). С елективная среда: мясо-пептонный агар, 
содерж ащ ий 100 Е Д /м л  стрептомицина.

К  1 мл предварительно выращ енной на мясо-пептонном 
бульоне культуры  сенной палочки добавляют 1 мкг Д Н К  до­
нора в 1 мл раствора. Смесь инкубируют прп 37°С в течение 
30 мин. Затем  в пробирку вносят 0,1 мг/мл раствора Д Н К -азы  
в 0,5 М растворе хлорида м агния для разруш ения Д Н К , не 
проникш ей в бактериальны е клетки. После 5-минутной инку­
бации 0,2 мл смеси вы севаю т на селективную среду со стреп­
томицином в чаш ки Петри. Д ля  определения концентрации 
клеток реципиентного ш там м а высевают культуру реципиен­
та на среду без стрептомицина (рис. 48), а в качестве контро­
л я  ее сеют на среду со стрептомицином. Посевы инкубируют 
прп 37°С и на следую щ ий депь учитываю т результаты  опыта 
по числу выросших колоний на разны х средах. После подсче­
та  числа колоний вы числяю т частоту трансформации по от­
нош ению числа рекомбинантов (трансформантов) к  числу 
клеток реципиентного ш тамма. Например, при высеве 0,2 мл 
смеси культуры  реципиента с  Д Н К  на среду со стрептомици­
ном выросло 130 колоний. П ри высеве 0,2 мл культуры  реци­
пиентного ш тамма, разведенного 10-5, на среду без стрепто­
мицина выросло 170 колоний. При этом подразумевается, что 
каж д ая  колония образована одной клеткой. Ч астота транс­
формации в данном случае будет равна:

6 . 5 Х  102
1 ^ ; = 0 ' 76Х1(Г5-

П остановка опы та специфической трансдукции. Р ец и ­
пиент: культура Е. coli la c - . Ф аг ламбда-Я dgal, несущ ий 0-га- 
лактозидазны й оперон (g a l) , контролирующ ий ферментацию 
лактозы . П оскольку данны й оперон замещ ает в геноме ф ага Я 
часть его собственных генов, ф аг становится дефектным и 
обозначается буквой d. В качестве селективной среды исполь­
зуется среда Эндо.

Д л я  постановки опы та к  1 мл 3-часовой бульонной куль- 
туры  реципиента добавляю т 1 мл ф ага X dgal в концентрации 
10е— 107 частиц/мл. Смесь инкубируют при 37°С в течение 
60 мин, после чего высевают по 0,1 мл на чаш ки со средой 
Эндо н равномерно распределяю т ш пателем по поверхности 
агара. В качестве контроля реципиентную культуру такж е



высевают на среду Эндо. Посевы инкубируют до следующего 
дня (рис. 49).

После подсчета числа колоний на чаш ках определяю т час­
тоту трансдукции по отношению числа клеток трансдуктан- 
тов, обнаруж енны х на всех чаш ках, к  числу клеток реци­
пиентного штамма.

Например, после посева 0,1 мл смеси в разведении 10-6 
на чаш ках выросло 138, 170, 160 бесцветных колоний рецп- 
пиентпого ш тамма. Н а первой и последней чаш ках обнару­
ж ены  пять и одна колонии трансдуктантов красного цвета 
(см. рис. 49). Следовательно отнош ение числа выросш их ко­
лоний трансдуктантов к  числу колоний реципиентного ш там­
ма будет равпо:

Постановка опыта конъю гации. Донор: культура Е. coli 
К 12 H fr, leu +, S trs. Реципиент: культура Е . coli К 12 F~ leu“ , 
S tr r. Селективпая среда для выделения рекомбинантов: син­
тетическая миним альная среда (содерж ащ ая К Н 2РО 4 — 6,8 г, 
M gS 04 -  0,1 г, (N H 4) 2S 0 4 -  1 г, C a (N 0 3) 2 -  0,001 г, F e S 0 4 -  
0,0005 г, глюкозу — 2 г, стрептомицин — 200 Е Д /м л и дистил­
лированную воду — 1 л ) .

Д ля постановки опыта: к  2 мл 3-часовой бульонной куль­
туры  реципиента добавляют 1 мл бульонной культуры  доно­
ра. Посевы инкубирую т при 37°С в течение 30 мин. Затем 
приготовляют разведения смеси 10—2— 10—3 и высевают по 
0,1 мл на селективную плотную среду в чаш ки  П етри, па ко­
торой могут вы расти только колонии рекомбинантов. В к а ­
честве контролен на ту ж е среду засеваю т культуры  донора 
и реципиента, которые не будут расти на данной среде, так 
как первая чувствительна к  стрептомицину, а вторая ауксо- 
трофна по лейцину (рис. 50).

Кроме того, культуру донорского ш там м а высевают на 
селективную среду без стрептомицина, а культуру  реципиент­
ного ш тамма — на полную среду (мясо-пептонный бульон) 
со стрептомицином для определения числа жизнеспособных 
клеток. Все посевы инкубируют до последующего л н я  при 
37°С.

После подсчета числа выросших колоний определяю т час­
тоту рекомбинаций, исходя из отнош ения количества реком­
бинантов к  числу реципиентных клеток. Н апример, после по­
сева 0,1 мл смеси в разведении 10-2 выросло 150 колоний, а



после посева 0,1 мл культуры  реципиента выросло ?5/коло- 
ш ш . Следовательно, частота рекомбинации будет равна:

1 ,5  X  105
~  = 2 X 1 0 -4

7 ,5  X  108 

К онтрольные вопросы

1. Д айте о п ределен и е  понятиям: генотип и фенотип м икроорганиз­
м ов. Что представляю т собой генетические детерминанты  бактерий и 
вирусов?

2. Какой ф рагм ент ДНК называю т кодоном? Почему генетический 
код называю т триплетным и вырожденным?

3. Что представляю т собой процессы  транскрипции и трансляции? 
Какова функция оперона и гена регулятора?

4. Каким о б р а зо м  регулирую тся функции структурных генов у бак­
терий?

5. Чем отличается бактериальная хром осом а от хром осом  живот­
ных и растительных клеток?

6. Д айте о п ределен и е мутациям. Чем отличаются мутации от дру­
гих ф о р м  изменчивости м икроорганизм ов?

7. Классификация мутаций по происхождению , м олекулярны м  м е­
ханизм ам  и последствиям  для бактериальной клетки.

8. Какие мутации называю т прямыми, обратными, супрессорны ми 
и м еханизм  их возникновения? Какие мутации приводят к наибольшим 
и наименьш им по протяженности изменениям  в ДНК?

9. Всегда ли мутация проявляется в фенотипе? Каков м еханизм  
спонтанных мутаций?

10. Как происходят процессы  репарации в бактериальной клетке? 
К каким последствиям приводят ошибки в этом процессе?

11. Д айте характеристику модификационной изменчивости у бак­
терий. Какие признаки бактерий подвергаю тся модификациям?

12. Что такое плазмиды  (эписомы) бактерий? Их локализация, хи­
мический состав и функциональная роль. Какие известны плазмиды?

13. Что такое рекомбинации? Какие ф о р м ы  реком бинации извест­
ны у бактерий?

14. Основные этапы трансф орм ации у бактерий. Что такое состоя­
ние компетентности клеток реципиентов?

15. О сновны е этапы трансдукции, В чем  отличие трансдукции общ е­
го типа от специф ической трансдукции?

16. О сновны е этапы конъюгации. Какие клетки называю т F - , F+  и
Hfr?



П РА К Т И Ч Е С К О Е  П Р И М Е Н Е Н И Е  
У Ч Е Н И Я  ОБ И Н Ф Е К Ц И И  И  И М М У Н И ТЕТЕ

В данном разделе описаны сложные процессы взаимодей­
ствия микроба-паразита с организмом хозяина, характер ко­
торых определяется биологическими свойствами возбудителя, 
состоянием и реактивностью  макроорганпзма и той средой, в 
которой происходит контакт между ними.

При изучении иммунитета основное внимание обращено 
на ознакомление студентов с иммунологическими (серологи­
ческими) реакциями, применяющ имися при лабораторной 
диагностике инфекционных и неинфекционных заболеваний, 
и с методами приготовления специфических диагностических, 
лечебных и  профилактических препаратов. И зучение вопро­
сов инфекции и иммунитета заклады вает базу для  понима­
ния студентами патогенеза инфекционных заболеваний.

И Н Ф Е К Ц И Я

И нф екция — это совокупность всех биологических явле­
ний и процессов, возникаю щ их и развиваю щ ихся в организ­
ме при внедрении и размнож ении в нем микробов, способных 
вы звать наруш ение постоянства внутренней среды организ­
ма, его нормальных физиологических ф ун кц и й -(В . Д. Тима- 
ков, 1973). М икроорганизмы, способные проникать, разм но­
ж аться  в тканях  макроорганизма и вы зы вать заболевание, 
назы ваю тся патогенными. П а т о г е н н о с т ь  — это потен­
циальная, генетически детерминированная способность м ик­
робов вы зы вать инфекционный процесс в организме хозяина. 
Д ля  каж дого вида патогенных микробов характерны  опреде­
ленные факторы патогенности, обеспечивающие его зарази ­
тельность и пнвазивность, распространение в тканях , вы ж и­
ваемость и размнож ение, а такж е повреж даю щ ее действие на 
макроорганизм. К  ним относятся структурны е элементы ми­
кробной клетки (например, капсула, клеточная стен ка), ф ер­
ментные системы, наруш аю щ ие целостность некоторых 
тканей макроорганизма (гиалуронидаза, лецитовителлаза, кол- 
лагеназа, плазмокоагулаза, нейраминидаза п  д р .), бактериаль­
ные эндо- и экзотоксины. Степень вы раж енности факторов 
патогенности у конкретаы х штаммов обусловливает их ви-



рулептность, у  бактерий, продуцирующих экзотоксин, — ток­
сигенность. В и р у л е н т н о с т ь  — это количественная харак­
теристика степени патогенности данного ш там м а микроорга­
низма в отнош ении животны х определенного вида при 
стандартны х условиях зараж ения. Е е  можно рассматривать 
к ак  фенотипическое проявление генотипа патогенного микро­
организма.

Т ем а 14. ПАТО ГЕНН ОСТЬ II  ВИ РУ ЛЕН ТН О СТЬ МИКРОБОВ.
ТО КСИ Н Ы

П рограм м а д ву х  зан яти й

1. М етоды эксперим ен тального  за р аж е н и я  и им м уни зац ии  ж и ­
вотны х.

2. Б актериологи ческое  исследование трупов п ав ш и х  ж ивотны х.
3. И зу чен и е  ф акторов  патогенности  и  вирулентности  микробов.
4. М етоды  о п ределени я  силы  токсина.

З а д а н и е  студентам  
д л я  вы полнения  лабораторной  работы

З а н я т и е  1-е

1. З а р ази ть  белую  м ы ш ь подкож но суточной бульонной  культурой  
и сп ы ту ем ы х  бактерии.

2. П о сеять  к у л ьту р у  стаф и л о к о к к а  н а  среды  д л я  и зу ч ен и я  ф ак ­
торов патогенности .

3. П оставить дерм опекротическую  пробу.
4. О пределить силу  экзо то кси н а  в  опы те п а  белы х  м ы ш ах.
5. П ровести  внутривен но  им м упизацпю  кролика  убитой  вакциной  

д л я  п о л у ч ен и я  им м унной  сы воротки  (первое введение ан ти ген а).

3  а  н я  т и е 2-е

1. П рои звести  бактериологическое исследование трупов белы х 
м ы ш ей, п ав ш и х  после за р аж е н и я . О пределить п р и сутствие  возбуди­
т е л я  в  о р ган ах  и ткан ях , отм етить наличи е кап сулообразования. Сде­
л ат ь  заклю чение о форм е и н ф екц и и  и  возм ож ны х п ри чин ах  гибели 
ж ивотного.

2. О тм етить р езу л ьтаты  посева  стаф илококка  па пп тательп ы е сре­
ды  и сделать соответствую щ ее заклю чение.

3. О тм етить р езу л ьтаты  дерм онекротической  пробы  па кролике.
4. П ровести  им м уни зац ию  кр о л и ка  убитой вакц иной  — второе вве­

дение анти гена .

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Экспериментальное зараж ение животных. Инфекционный 
процесс может быть искусственно воспроизведен путем экспе­
риментального зараж ени я лабораторных животных: кроли­
ков, морских свинок, белых мышей, белых крыс п др.



Экспериментальное зараж ение животных производится с 
различными целями: 1) изучения патогенности и вирулент­
ности микроорганизмов; 2) выделения чистой культуры  воз­
будителя из различны х материалов; 3) испы тания лечебного 
действия химиотерапевтических препаратов; 4) воспроизве­
дения экспериментальной инфекции и др.

Зараж аю т ж ивотны х яакож но, внутрикож но, подкож но, 
впутримыш ечпо, внутривенно, перорально, иптраназально, 
внутритрахеалы ю , интрацеребрально и внутрибрюш инно. П е­
ред началом опыта животны х отбирают, взвеш иваю т и м ар­
кируют. При зараж ении мыш ь берут за  хвост, опускаю т на 
стол, туловище быстро прижимаю т к  столу двумя пальцами 
и, скользя ими по спине, захватываю т кож у над головой; 
мышь фиксируют в левой руке в растянутом  состоянии. 
Взвесь микробов в изотоническом растворе хлорида натрия 
определенной густоты пабираю т в ш приц через иглу. Ш приц 
держ ат, как  ппсчее перо, в правой руке.

П рп подкожном зараж ении иглу вводят в кож ную  складку 
на спине или у корпя хвоста и медленно вводят содержимое 
ш прица под кож у. Затем  иглу быстро извлекаю т, прикры в 
место инъекции ватой, смоченной спиртом.

П ри внутрибрюшинном зараж ении животное фиксирую т 
головой вниз, чтобы киш ечник переместился к  диафрагме. 
В левой ниж ней трети ж ивота делают прокол кож и, держ а 
иглу под острым углом, затем переводят ш приц в полож ение, 
перпендикулярное брюшной стенке, толчкообразным движ е­
нием прокалываю т брюшину п  вводят содержимое ш прица 
(рис. 51).



И нструменты  до зараж епп я и после него стерилизуют ки­
пячением.

Бактериологическое исследование трупов животных (бе­
лы х м ы ш ей ). Целью бактериологического исследования тру­
па явл яется  обнаруж ение микроба, вызвавш его гибель ж и ­
вотного, определение места его локализации в организме и 
вы деление чистой культуры  возбудителя. Вскрытие произво­
дят сразу  после гибели животного, соблюдая правила асепти­
ки, чтобы избеж ать загрязнения посторонними микробами. 
М ыш ь помещ ают брюшком кверху на марлю, смоченную де­
зинфицирую щ им раствором, поверх резиновой прокладки, и 
прикрепляю т булавкам и за  лапки. Тщ ательно обрабатывают 
кож у дезинфицирую щ им раствором. Вскрытие производят 
стерильны ми инструментами. Н ачиная с продольного разреза 
кож и по прямой линии от ниж ней челю сти до лобка, ее осто­
рожно отсепаровываю т в стороны, делая разрезы  к  лапкам. 
Отмечают состояние подкожной клетчатки и лимфатических 
узлов, при необходимости делаю т из них мазки-отпечатки и 
посевы. Д л я  вскры тия грудной полости делаю т поперечный 
разрез под мечевидным отростком и два продольных разреза 
через ребра параллельно грудине. Откидывают вырезанный 
лоскут и  осматриваю т органы  грудной полости, отмечая в 
протоколе наличие экссудата (рис. 52).

Д л я  посева крови из сердца участок его поверхности при­
ж игаю т раскаленны м  кончиком пинцета и  вводят капилляр 
стерильной пастеровской пипетки в полость сердца. Затем 
каплю  крови из пипетки выдувают в пробирку со средой и на 
предметное стекло для приготовления м азка. И з ткани  лег­
ких приготовляю т мазки-отпечатки и делаю т посевы. Брю ш ­
ную полость вскрываю т продольным разрезом брюшины нож ­
ницами, стараясь не задеть киш ечник. Осматривают органы 
брюшной полости, отмечая в протоколе наличие экссудата, 
величину, цвет и консистенцию печени, селезенки, надпочеч­
ников, мезентериальны х лимфатических узлов. П ри необхо­
димости делаю т посевы из тех ж е органов па питательные 
среды. Д л я  приготовления мазков-отпечатков вырезают из 
печени, селезенки, почек небольшие кусочки ткани, берут их 
пинцетом и прикасаю тся к  предметному стеклу поверхностью 
разреза. М азки-отпечатки фиксирую т в жидком фиксаторе и 
окраш иваю т метиленовым синим. П ри микроскопии отмеча­
ют присутствие микроба-возбудителя в различны х органах и 
тканях.

Результаты  посевов учитываю т на следующий день после 
инкубации в термостате. Д анны е вскры тия трупа протоколи-

m
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Рис. 52. В скры тие мыш и.
1 — дезинфекция, разрезы  кожи; 2 — отслаивание кож п от под­
кожной клетчатки и мускулатуры ; 8 — вскрытие брюшной по­
лости; 4 — вскрытие грудной полости.

руются. Т руп животного после вскры тия подлеж ит уничто­
жению.

Определение ферментов патогенных микробов. П атоген­
ные свойства микробов можно определить по обнаружению 
вырабатываемых микробами экзоферментов — факторов пато­



генности: плазмокоагу- 
лазы, гиалуронидазы 
п др. Д ля  вы явления 
п л а з м о к  о а г у- 
л а з ы  испытуемую 
культуру засевают в 0 , 2  

мл стерильной цитрат- 
ной кроличьей или че­
ловеческой плазмы и 
инкубируют при 37°С в 
течение 2 —5 ч. В слу­
чае выработки плазмо- 
коагулазы  происходит 
свертывание плазмы, в 
контроле плазма оста­
ется жидкой.

Определение г н а- 
л у р о н и д а з ы  основа­
но на способности гид­
ролизовать ш алуроно- 
вую кислоту, после че­
го последняя теряет 
способность давать с 
уксусной к и с л о т о й  сгус­
ток муцина. В пробир-

Рис. 53. Д ерм онекротическан  проба. * и  С с Уб с т Р а т о м > с °Д е Р‘
а — отрицательная реакция; б — положи* Ж ЭЩ ИМ ГИалурОНОВую 
тельн ая. кислоту, засеваю т су­

точную испытуемую 
культуру  и инкубирую т 15 мин при 37°С. Затем  добавляют 
2 —3 капли  крепкой уксуспой кислоты. В пробирках, где 
вы деляется  гиалуронидаза, не происходит образования плот­
ного комочка слизи.

В ы явление гемолитической активности бактерий опреде­
ляю т путем посева испытуемой культуры  в чаш ку Петрц с 
кровяны м  агаром. Посев производится таким  образом, чтобы 
получить рост изолированны х колоний. Ч аш ки  инкубируют в 
термостате при 37°С в течение суток. В полож ительном слу­
чае вокруг колоний образую тся зопы гемолиза.

Дермонекротическая проба производится путем внутри- 
кожного введения кролику 0 , 2  мл бульонной испытуемой 
культуры  при помощи туберкулинового ш прица с тонкой иг­
лой (рис. 5 3 ). Ч ерез 2—3 сут на месте введения образуются 
очаги некроза.



Определение силы токсина. Силу токсина или  самого воз­
будителя вы раж аю т величиной летальных доз, т. е. наимень­
шими дозами возбудителя или токсина, вызываю щ ими гибель 
95%  (dosis le ta lis m in im a — D im ), 100% (dosis certae  le ta- 
lis — Del) или 50% ( L D 5 0 )  экспериментальны х животных. 
П ринято считать наиболее точным определение 50%  леталь­
ной (L D 5 0 )  или 50%  инфицирую щ ей ( ID 5 0 )  доз. Все условия 
определения вирулентности (LD5 0 ) в лабораторной практике 
строго стандартизирую т: вид, пол, вое ж ивотны х, условия со­
держ ания, полноценность питания и др.

Р яд  десятикратны х разведений токсина (или культуры  
бактерий) вводят нескольким группам животных. Ч ерез опре­
деленный срок отмечают количество погибш их ж ивотны х в 
каж дой группе (табл. 1 2 ) и производят расчет LD 50 по фор­
муле Кербера:

Ig LD60 =  lg D N —  S (£Lj — 0,5),

где S — логарифм отнош ения каж дой последую щ ей дозы  к 
предыдущ ей; Li — отношение числа животных, погибш их от 
данной дозы, к  общему числу животных в группе; 2 L i — сум­
м а значений Li, найденны х для всех испы танны х доз; N  — об­
щее число испытанны х доз (разведен ий); D n — максим аль­
ная  из пспытанпы х доз.

Т а б л и ц а  12

О пределение силы  токсин а в  опы те на ж и в о тн ы х  (прим ер)

Доза токсина, ил 10~* io—* 10—• ю—• 10” » 10—•

П огибло (из 6 ж ивотн ы х  па 6 6 6 6 4 2
Дозу)

1 ,0 0 1, 00 1,00 1,00 0 ,6 7 0 ,3 3

Расчет: 2Li*=4,0; Dn ^ I O " 3; I^D k == —3; кратность р азв ед ен и я  =  10, от­
сю да S = l g i0 —1.

По ф орм уле: lgLDso = —3—1,0х (4,0—0,5) = —6,5 
L D ^ = a n ti  lg  (—6,5) = 3  X 10-7 .

П ри проведении цикла иммунизации кролика убитой вак­
циной для получения иммунной сыворотки взвесь убитых 
бактерий ( 1  млрд. микробных тел в 1 мл) вводят в краевую 
вену уха кролика 3 раза  с интервалами в 6  дней. Через



1  дней после последнего введения антигена у кролика берут 
кровь, из которой готовят сыворотку и титруют для вы явле­
ни я в ней антител.

Контрольные вопросы

1. Что такое инфекция и инфекционное заболевание?
2. Д айте о п р едел ен и е  понятиям: патогенность н вирулентность

м икробов.
3. М етоды о п ределени я  вирулентности м икробов. Каким о бр азо м  

м ож но изменить вирулентность?
4. Инвазивность и агрессивность м икробов. Какими ф акторам и 

обеспечиваю тся эти признаки? П еречислите ф акторы  (признаки, тесты) 
патогенности м икробов ф ерм ентативной природы .

5. Какие виды м икробов продуцирую т экзотоксины? Их химиче­
ская природа, основны е свойства и определени е  активности. Получе­
ние анатоксинов.

6. Какие виды м икробов образую т эндотоксины? Их химическая 
^природа, основны е свойства.

7. Дайте о п р едел ен и е  смеш анной, вторичной инфекции, суперин- 
<фекции, реинф екции , рецидива. Приведите примеры .

8. Д айте о п р едел ен и е  латентной инфекции, бактрионосительства, 
.аутоинфекции. П риведите примеры .

9. Что такое бактерием ия, септицемия, сепсис, септикопиемия, 
токсинемия? Как м ож но отличить бактерием ию  от септицемии при бак­
териологическом  исследовании трупа?

10. М етоды, способы  и цели экспериментального зараж ения жи­
вотных.

И М М У Н И Т Е Т

И ммунитет — это совокупность процессов и мвханизмшг,- 
обеспечивающих охрану постоянства внутренней среды орга­
низма от всех генетически чужеродных элементов экзогенного 
или эндогенного происхождения: микроорганизмов, белков, 
чуж еродны х клеток и тканей, аутоантигенов и других в те­
чение ж изни индивидуума. Иммунологическую функцию вы ­
полняет специализированная система клеток, тканей и орга­
нов — «иммунная система организма». Ф ункцией иммунной 
системы является  распознавание генетически чужеродных 
субстанций (антигенов) и специфическое реагирование на 
них, т. е. обеспечение «иммунного ответа» («иммунологиче­
ской реактивности»). Этим определяется специфический при* 
•обретенный иммунитет.

Сопротивляемость организма инфекциям, его защ ита от 
■микроорганизмов зависят не только от способности развивать 
■иммунный ответ, но и от физиологических неспецифнческих 
•факторов иммунитета, к которым относятся непроницаемость 
нож ны х и слизистых покровов, бактерицидность секретов



различны х ж елез, кислотность желудочного сока, присутствие 
в крови и  других ж идкостях организма таких белковых и ф ер­
ментных систем, к ак  лизоцим, комплемент, пропердин, коли­
чество и активность фагоцитирующ их клеток в крови и 
тканях. Ф агоцитоз — это комплекс процессов, которые позво­
ляю т клеткам  захваты вать и переваривать (разруш ать) чуж е­
родные частицы, в том числе микроорганизмы. Ф агоцитарной 
способностью обладают микрофаги-гранулоциты крови и клет­
ки манонуклеарной фагоцитарной системы: моноциты крови 
и тканевые макрофаги.

Фагоцитоз в иммунном организме усиливается специфи­
ческими антителами — о п с о н и н а м и ,  которые сенсибилизи­
руют микробов, подготавливая их к  фагоцитозу. Усиление 
фагоцитоза возбудителя в присутствии иммунной сыворотки 
(или сыворотки больного) настолько закономерно, что легло 
в оенову диагностической опсоно-фагоцитарной реакции.

Т ем а 15. Ф АГОЦИТОЗ

Программа занятия
1. И зучение стадий  ф агоц итоза  и ф агоц ити рую щ и х к л ето к  в опы ­

те ф агоцитоза in  vivo (в органи зм е подопы тного ж ивотного).
2. О пределение ф аго ц и тар н ы х  п о к азател ей  л  опсоничесного и н ­

декса  в опы те in  v itro  (в исследуем ой крови  чел о века).

Д ем онстрация

П репарат, при готовленны й и з тканевой  к у л ьту р ы  м акроф агов  с  
ф агоцитированны м и бактериям и .

З ад ан и е  студентам  
для  вы полнения  лабораторной работы

1. У честь р езультаты  посева из трупа  белой м ы ш и, сделанного 
на прош лом  занятии , и дать  соответствую щ ее заклю чение.

2. З ар ази ть  белую  м ы ш ь внутрибрю ш иино взвесью  стаф илококка  
д л я  и зу ч ен и я  я в л ен и я  ф агоцитоза in  vivo.

П роанализировать защ и тн ую  роль ф агоцитоза in  vivo.
3. О пределить опсонический  индекс на основании подсчета ф аго ­

цитарны х  п о к азател ей  в готовы х м азках , приготовленны х ранее  при 
постановке опсоно-ф агоцитарпой реакци и  in  v itro .

4. П ровести  им м унизацию  кролика  убитой вакц иной  (третье вве­
дение ан ти ген а).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

П остановка опыта фагоцитоза на белых мыш ах. З а  2 —4 ч
до постановки опыта белым мышам вводят внутрибрюшинно 
ро 2—3 мл стерильного мясо-пептонного бульона. Этим дости­



гается скопление в брюшной полости микро- и  макрофагов, 
которое является  результатом  асептического воспаления и 
полож ительного хемотаксиса фагоцитов к  пептону. Затем мы­
ш и вводят внутрибрюш инно 1  мл 2 -миллиардной взвеси куль­
туры белого стафилококка. Ч ерез 10 мин и через 30 мин пос­
ле зараж еп и я  брюшную стенку мыши прокалываю т концом 
тонко оттянутого капилляра пастеровской пипетки и быстро 
набираю т в пипетку несколько капель экссудата. И з него при­
готовляю т тонкие м азки на предметных стеклах, высушивают 
на воздухе, фиксируют в жидком фиксаторе и окрашиваю т 
раствором метиленового синего в течение 3—4 мин.

П рп микроскопии мазков отмечают наличие микрофагов 
(полиморфноядерных клеток) и макрофагов (мононуклеаров) 
с поглощ енными стафилококками, окраш енны ми в интенсив­
но синий цвет на фоне светло-голубой цитоплазмы  фагоцитов 
(рис. 54). Отмечают в препарате отдельные стадии фагоци­
тарного процесса (прилипание, поглощение, частичное пере­
варивание).

О псоно-ф агоцитарная реакция. П ринцип метода основыва­
ется на сравнении интенсивности фагоцитоза микробов лей­
коцитами в присутствии нормальной и  иммунной сывороток. 
В качестве тест-микроба при постановке опсоио-фагоцитар- 
ной реакции используют культуру возбудителя соответствую­
щ ей инфекции.

В небольш их пробирках приготовляют две смеси, каж дая  
из которых содерж ит по три ингредиента: микроорганизмы, 
лейкоциты  и  сыворотку (испытуемую или контрольную ). 
Смеси инкубирую т в термостате при 37°С 15—30 мин, затем 
делаю т мазки, фиксирую т в жидком ф иксаторе и окраш ива­
ют по Романовскому — Гимзе.

П рп микроскопии мазок передвигают в одном направле­
нии, подсчиты вая число фагоцитированных бактерий не ме­
нее чем в 50 лейкоцитах и определяют среднее количество 
фагоцитированных бактерий на одип лейкоцит — фагоцитар­
ны й показатель. После подсчета фагоцитарных показателей 
для испытуемой сыворотки больного и для нормальной (конт­
рольной) сыворотки здорового определяют их отношение, ко­
торое характеризует величину опсонического индекса.

Контрольные вопросы

1. Дайте о п ределен и е  понятия «иммунитет». Какие известны виды 
иммунитета?

2. П еречислите ф акторы  и механизмы неспецифического иммуни­
тета.



3. П еречислите защитные механизмы, с кйтбрыми встречается пато­
генный м икроб на пути своего проникновения в организм .

4. Какие существуют гуморальны е ф акторы  неспецифического 
иммунитета? Что такое лизоцим, каков м еханизм  его  антибактериаль­
ного действия?

5. Дайте о п ределен и е понятия «фагоцитоз». Какие клетки о бл ада­
ют фагоцитарной способностью? Стадии ф агоцитарного процесса. Что 
такое незаверш енны й фагоцитоз?

6. Как определяю тся ф агоцитарны е показатели? Что такое опсо- 
нины? Реакция опсонизации. О п ределение опсоничес.кого индекса.

7. О сновны е механизмы неспецифического противовирусного им­
мунитета.

Т ем а 16. П РИ О Б РЕ Т Е Н Н Ы Й  ИМ М УНИТЕТ.
РЕ А К Ц И И  ИМ М УНИТЕТА (С ЕРО Л О ГИ ЧЕСКИ Е РЕ А К Ц И И )

Приобретенный, специфический иммунитет — это рези­
стентность организма к  определенным инфекционным аген­
там или их токсинам, приобретенная индивидуумом в тече­
ние ж изни. П риобретенный иммунитет формируется в резуль­
тате иммунологической перестройки организма в ответ па 
попадание или введедие антигена при инфекционном заболе­
вании, искусственной иммунизации вакцинами или апатокси- 
нами или при  введении иммунны х сывороток.

А нтигены —это вещ ества, несущ ие признаки генетически 
чужеродной информации, способные вы зы вать в организме 
специфические иммунологические реакции: выработку спе­
цифических антител, формирование клеточной гиперчувстви ' 
тельности, иммунологической памяти или иммунологической 
толерантности.

Другим основным свойством антигенов является  их спо­
собность специфически реагировать с образовавш имися анти­
телами in  vivo и in  vitro.

А нтитела — это специфические иммуноглобулины, синте­
зируемые иммунокомпетентными клеткам и лимфоидной тка ­
ни в ответ н а  введение в организм антигена и  обладающие 
способностью специфически взаимодействовать с данны м ан­
тигеном. А нтитела накапливаю тся в сыворотке крови в ре­
зультате перенесенной инфекции или искусственной иммуни­
зации. Т акая  сыворотка назы вается и м м у н н о й  сывороткой. 
П рисутствие антител в сыворотке крови легко может быть 
выявлено при помощи иммунологических (серологических) 
реакций in  vitro , основанных на способности антител специ­
фически взаимодействовать с антигеном, индуцировавш им их 
образование. С этим связано широкое диагностическое при­
менение серологических реакций.



1. Способы при готовления убиты х вакцин.
2. П олучени е агглю тин ирую щ и х и лечебно-проф и лактически х  

им м у н н ы х  сывороток.
3. М етоды постановки  и оценки  кож но-аллергических  проб.

В акцинам и назы ваю т препараты , которые служ ат для 
создания искусственного активного иммунитета, и делят на 
ж ивы е, убитые и химические. Ж и в ы е  вакцины  — это микро­
организмы  с ослабленной вирулентностью, например, вакци­
на Б Ц Ж , бруцеллезная, туляремийная, чумная, нолиомие- 
литная, оспенная, антирабическая и  др. У б и т ы е  вакцины 
содерж ат микроорганизмы, инактивированны е температурой 
(гретая  вакц и н а), химическими вещ ествами (формалином, 
спиртом, фенолом) или другими способами. Примерами уби­
тых вакц ин являю тся вакцины  против киш ечны х инфекций. 
Убитую аутовакцину приготавливаю т из ш тамма возбудите­
ля , выделенного непосредственно от больного. Х и м и ч е ­
с к и е  вакцины  содерж ат в своем составе антигены, экстра­
гированны е из микробных клеток трихлоруксусной кислотой, 
кислотны м гидролизом и другими методами. К  химическим 
вакцинам  относится брю ш нотифозная вакцина, которая со­
стоит из полных антигенов бактерий.

А натоксины  получают, добавляя к  нативному экзотоксину 
0 ,3—0,5%  ф ормалина и вы держ ивая смесь в термостате в те­
чение 3 —4 нед при 38—40°С. Анатоксины применяю т для 
создания активного антитоксического иммунитета.

В зависимости от числа видов микроорганизмов (или ан­
тигенов), входящ их в состав вакцины, различаю т м о н о - ,  
д и -, т р и - ,  и  т е т р а в а к ц и н ы .  Вакцины, содержащие 
компоненты против нескольких инфекций, назы ваю тся п о ­
л и в а к ц и н а м и ,  или к о м б и н и р о в а н н ы м и  (ассо­
циированны м и) вакцинам и.

Многие вакцинны е препараты  готовят в адсорбирован­
ном виде, используя в качестве адсорбента гидроокись алю­
миния.

И м м унны е сыворотки подразделяют н а  лечебно-профилак­
тические и диагностические. К  последним относятся агглю ти­
нирующ ие, преципитирую щ ие и гемолитические. Д ля  полу­
чения лечебно-профилактических сывороток гипериммунизи- 
руют лошадей. Сывороточные препараты  получают такж е из 
крови иммунизированны х или переболевш их людей. Д и а­
гностические сыворотки получают путем иммуниаации кро­
ликов.



Л ечебно-профилактические сыворотки в настоящ ее время 
подвергаются очистке от балластных белков и концентрации, 
или из них выделяю тся активные фракции, главны м образом 
иммуноглобулины. Сила антитоксических сывороток вы ра­
ж ается  содержанием меж дународных антитоксических еди­
ниц (M E) в 1 мл. 1 M E называю т наименьш ее количество» 
сыворотки, которое нейтрализует определенное количество' 
DLM токсина для животны х данного вида и данной массы.. 
Титрование антитоксических сывороток проводят па ж ивот­
ных (по Эрлиху п Рем еру) или in vitro в реакции ф локкуля­
ции (по Р ам ан у ).

Д ля  повыш ения эффективности им м унизации вакцины  п 
анатоксины  вводятся с а д ъ ю в а н т а м и .  А дъю ванты  — 
группа веществ различного происхождения и разпой химиче­
ской природы, которые при введении в организм совместно с 
антигеном оказываю т неспецифическое стимулирую щ ее дей­
ствие на иммуногепез. К  адъю вантам  относятся гидрат окиси 
алюминия, алюминиево-калиевые квасцы, кальция хлорид, 
минеральные и животные масла, которые способны создавать, 
«депо» антигена в организме.

А ллергены — это вещества, способные вы зы вать и вы яв­
лять состояние аллергии, т. е. повыш енной чувствительности 
(сенсибилизации), в основе которой леж ат реакции иммуни­
тета. П овы ш енная чувствительность (гиперчувствитель­
ность) к  определенному аллергену приобретается в резуль­
тате первичного контакта с ним. В ы является состояние сен­
сибилизации при повторном контакте с тем ж е аллергеном, 
что используется при постановке кож ных аллергических проб 
с диагностической целью. Состояние инфекционной аллергии 
к  тому или иному возбудителю может быть выявлено путем 
введения специфического микробного аллергена накбж но, 
внутрикож но или на слизистую оболочку глаза  (у  ж ивотны х). 
П ри наличии специфической сенсибилизации возникает мест­
н ая  реакция (реакция гиперчувствительности замедленного 
ти п а), которая характеризуется развитием воспаления на 
месте введения антигена (гиперемией, отеком, инфильтраци­
ей кож и) . Б а к т е р и а л ь н ы е  а л л е р г е н ы  представляют 
собой взвесь микробных клеток или извлеченных из них раз­
личных активных фракций.

Демонстрация

Различные в е д ы  вакцин, анатоксинов, иммунных сывороток, ал­
лергенов.



З а д а н и е  студентам  
дли вы полнения  лабораторной работы

1. П риготовить стаф илококковую  аутовакцину.
2. П олучить им м унную  сы воротку  крови  кр о л и ка  после проведен­

ного ц и кл а  им м уни зац ии .
3. О тм етить р езу л ьтаты  кож но-аллергической  пробы , поставленной 

на п р едварительн о  сенсибилизи рованной  м орской свинке.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Этапы приготовления стафилококковой аутовакцины.
1. Посев стаф илококка в пробирку со скош енным мясо- 

пептонным агаром.
2. П роверка чистоты выросш ей культуры  (микроскопия 

м а зк а ) .
3. П олучение маточной взвеси микробных клеток путем 

смыва культуры  5 мл изотонического раствора хлорида нат­
рия.

4. П рогревание микробной взвеси на водяной бане при 
70—80°С в течение часа.

5. К онтроль на стерильность (высев из прогретой взвеси 
н а  питательны е ср еды ).

6 . С тандартизация вакцины  оптическим методом. 1 мл 
прогретой микробной взвеси разводят мерным количеством 
стерильного изотонического раствора хлорида натрия, срав­
ни вая  ее мутность с мутностью оптического стандарта 
(1 м лрд.). О стальной объем микробной взвеси разводят, до­
бавляя соответствующее количество изотонического раствора 
хлорида натрия.

П олучение агглю тинирую щ ей сыворотки. И з уха или серд­
ца кролика на 7-й день после окончания иммунизации берут 
кровь, помещают в термостат при 37°С на 10— 15 мин. После 
сверты вания крови сгусток отслаивают от стенок пробирки 
стеклянной палочкой и вы держ иваю т при 4°С в течение часа 
для лучш ей ретракции сгустка и более полного отделения сы­
воротки. Затем  сыворотку осторожно отсасывают пилот­
кой.

П остановка и оценка кожно-аллергической пробы. Д ля  вы-
явления специфической сенсибилизации при туберкулезе и 
других инфекционны х заболеваниях ставят кож ны е аллерги­
ческие пробы. П ри постановке пробы М аиту с помощью ту­
беркулинового ш прица и специальной тонкой иглы внутри- 
кож но вводят раствор туберкулина определенной концентра­
ции. Реакцию  учитываю т через 24 и 48 ч, определяя степень 
ее выраж енности: гиперем ця и инфильтрат вокруг места



введения размером до 5 мм оцеппвают знаком  « +  », до 1 см — 
знаком « +  +  »; больше 1  см, а такж е при наличии везикулы  и 
лимфангоита — знаком « +  +  +  » (рис. 55).

П рограм м а 2-го зан яти я

1. И зучение реакци и  агглю тинации: м ехани зм , роль отдельны х 
ингредиентов, диагностическое применение д л я  о п р едел ен и я  титра  
спец иф ических  ан ти тел  в  сы воротке крови больны х и и д ен ти ф и к ац и я  
вида м икроорганизм а.

2. Р еак ц и я  пассивной  (непрям ой) гем агглю тин ац ии  (РП ГА ) и 
реак ц и я  торм ож ения пассивной  гем агглю тинацип  (РТ П Г А ).

3. М етод вы явл ен и я  неполны х антител  (проба К ум бса).

Р еакц и я  агглю тинации основана на взаимодействии апти- 
тел с антигенными детерминантами, располож енны ми п а  по­
верхности бактерий и других корпускулярны х частиц  (пер­
вая, специфическая, невидимая ф аза р еак ц и и ), что приводит 
к  их склеиванию и оседанию на дно пробирки в виде хлопьев, 
видимых невооруж енным глазом. Эта вторая видим ая ф аза 
реакции протекает лиш ь в присутствии электролита в среде.

В лабораторной диагностике инфекционны х заболеваний 
очень часто применяю т реакцию  агглю тинации к а к  д ля  иден­
тификации видов и  типов бактерий по известной агглю тини­
рующ ей сыворотке, так и  для  определения присутствия анти­
тел в сыворотке больного по известным антигенам  (диагно- 
стикумам).

Количество агглю тинирую щ их антител в иммунной сыво­
ротке оценивается п о  т и т р у  — наибольш ему разведению  
сыворотки, которое ещ е дает реакцию агглю тинации со 
взвесью микробных клеток.

Кроме специфической агглютинации, может иметь место 
спонтанная или кислотная агглю тинация, которые протекаю т 
в отсутствие иммунной сыворотки. Спонтанную агглю тина­
цию дают R -формы бактерий, не образующие гомогенной взве­
си в изотоническом растворе хлорида натри я  и осаж даю щ ие­
ся в виде клеточных агрегатов. Кислотная агглю тинация н а­
ступает при кислой реакции среды в результате снятия 
одноименного заряда с поверхности микробных клеток, что 
приводит к  их склеиванию.

Реакц и я  агглю тинации внеш не проявляется по-разному в 
зависимости от величипы клеток (бактерий или риккетсий) и 
от вида участвую щ их в реакции антигенов (О или Н ).

При работе с растворимыми, мелкодисперсными антигена­
ми применяю т непрямую  (пассивную) агглю тинацию . А нти­
ген предварительно адсорбируют на инертных частицах или



клетках , напрпмер на эритроцитах. Такие нагруж енны е анти­
геном эритроциты склеиваю тся под действием иммунной сы­
воротки, содерж ащ ей антитела к данному антигену (Р П Г А ). 
О на отличается более высокой чувствительностью и позволяет 
вы являть сравнительно небольшие концентрации антител в 
исследуемых сыворотках.

П ри помощ и реакций прямой и непрямой агглю тинации 
определяю т полные (бивалентные) антитела. Н еполные (мо­
новалентны е, блокирую щ ие) антитела не вы являю тся этими 
методами, так как, соединяясь с антигеном, блокируют его, 
но не могут вы звать агрегации частиц в крупны е конгломе­
раты. Д л я  вы явления неполных, например, антирезуспых 
антител в исследуемой сыворотке используют специальную 
реакцию -пробу с антиглобули'новоп сывороткой, которая 
получила название реакции Кумбса. Р еакц и я  проходит в два 
этапа: 1 ) ф иксация н а  эритроцитах (резус +  ) неполных 
аптиэритроцптарны х антител, содерж ащ ихся в сыворотке 
крови, 2 ) обнаруж ение агглю тинации эритроцитов при добав- 
леш ш  антиглобулиновой сыворотки, которая взаимодействует 
с фиксированны ми на эритроцитах неполными антителами.

З а д а н и е  студентам  
д л я  вы п о л н ен и я  лабораторной работы

1. П оставить м акроскопическую  (развернутую ) реакци ю  агглю ­
ти н ац и и  д л я  о п р едел ен и я  в  сы воротке, полученной  от к р о л и к а  н а  пре­
ды дущ ем  зан я ти и , ти тр а  спец иф ических  антител.

2. П оставить ориентировочную  реакцию  агглю тин аци и  на стекле 
с целью  о п р едел ен и я  вида м икроба. О бъяснить отрицательны е резуль­
таты  в контрольны х  пробах , исходя и з  необходимого со четан и я  и н ­
гредиентов, участву ю щ и х  в реакци и  агглю тинации.

3. О тм етить р езу л ьтаты  РП ГА  и РТПГА. О пределить титр специ­
ф ических  ан ти тел  в  сы воротке крови по р езу л ьтатам  РПГА. О тметить 
присутствие специф ического  анти гена  в исследуем ом  м атер и ал е  от 
больпого по р езу л ьтатам  РТП ГА . О бъяснить необходим ость контролей 
в РП ГА  и РТПГА.

4. О тм етить р езу л ьтаты  реакци и  К умбса. О пределить титр  непол­
ны х ан ти р езу сн ы х  а н ти тел  в сыворотке берем енной ж енщ ин ы . Объ­
яснить, к ак и е  контроли  д о л ж н ы  сопровож дать реакци ю  К умбса.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Титрование агглю тинирую щ ей сыворотки. Техника по­
становки реакции агглю тинации для определения титра анти­
тел у казан а в табл. 13 и  на рис. 56.

Исходное основное разведение исследуемой сыворотки:
1 : 50 приготавливаю т, смеш ивая 0,1 мл сыворотки с 4,9 мл 
изотонического раствора хлорида натрия. 1 мл этого разведе-



Титрование агглютинирующей сыворотки

Пробирки

Ингредиенты
1-Я 2-я 3-я 4*я 5-я

конт­
роль
анти­
гена

конт­
роль

сыво­
ротки

И зотонический рас­
твор хлорида н ат­

! 1 1 1 1 1рия, мл 
И сследуем ая сыво­

ротка в разведении
1 - 1 -> 1 - !-*• 1 11 :5 0 , мл —

Полученное разведе­
ние сыворотки Ы О О i  2 0 0

оо 8ОО 1:1600
Взвесь 6а к \ зрий, к ап ­

ли 2 2 2 2 2 2

И н кубац ия при  37° С в  течение 2 ч с последую щ им  вы держ иванием  
при ком натной  тем пературе до следую щ его дн я

Р езу л ьтаты

П р и м е ч а н и е .  Стрелкой обозначен перенос смеси разведения сыво­
ротки с изотоническим раствором хлорида натрия нз пробирки в пробирку.

ния вносят только в 1 -ю и контрольную (контроль сыворот­
ки) пробирки. И з i -и пробирки после перем еш ивания 1 мл 
переносят во 2-ю и  так  далее до 5-й пробирки, из которой от­
сасывают избыток сыворотки.

После добавления взвеси бактерий все пробирки встряхи­
вают и выдерж ивают при 37°С 2 ч, затем оставляю т при ком­
натной температуре до следующего дня. Учет результатов ре­
акции агглю тинации производят, оценивая последовательно 
каж дую  пробирку, начиная с контрольных при осторожном 
встряхивании.

Интенсивность реакции агглю тинации отмечают следую­
щими знаками: +  4 - +  +  — полная агглю тинация — хорошо 
вы раж енны й осадок и полное просветление жидкости; 
+  +  +  — неполная агглю тинация с хорошо вы раж енны м 
осадком и слабой опалесценцией жидкости; +  Ч частич­
ная агглю тинация с небольшим осадком, надосадочная 
ж идкость м утная; Н очень небольшой осадок, жидкость



Рис. 50. Р е а к ц и я  агглю ти­
нации .
А  — менее вы раж енная агглю­
тинация; Б  — вы раж енная аг­

глю тинация.

непрозрачна; — отсутствие агглю ­
тинации без осадка, жидкость рав­
номерно мутная.

Реакцию  учитываю т как  поло­
жительную при наличии отчетли­
вой агглю тинации (не менее +  +  ) 
в опытной пробирке я  отсутствии 
агглю тинации в обеих контроль­
ных пробирках. За титр сыворотки 
принимают последнее разведение 
сыворотки, в которой! интенсив­
ность агглю тинации оценивается 
н е менее чем +  +  .

Реакцию  агглю тинации на 
стекле ставят с диагностическими 
агглю тинирую щ ими сыворотками 
в разведениях 1 :1 0 , 1 :2 0 . Н а хо­
рошо обезжиренное стекло нано­
сят отдельно каплю  изотоническо­
го раствора хлорида натрия для 
контроля. Затем  в каж дой кап ле 
размешивают небольшое количест­
во культуры  до получения гомо­
генной взвеси. Ч ерез 2 —4 мин в 
капле с сывороткой появляю тся

Рпс. 57. Р е а к ц и я  агглю тин аци и  на стекле, 
а  — наличие агглю тинации; б — отсутствие агглю ти­
нации.

хлопья, контрольная кап ля  остается равномерно мутной 
(рис. 57).

Р еакц и я  пассивной гемагглютинации. Реакцию  ставят для  
вы явления специфических антител в сыворотке больного 
(рис. 5 8 ). Ч еловеческие эритроциты 0-группы, предваритель-



Рис. 58. Р еак ц и я  пассивной  гем агглю тин ац ии  (схем а). 
Эр — эритроциты; А г  — антиген; Ат — антитело.

но обработанные раствором танина в разведении 1 :  20 ООО и 
нагруж енны е (сенсибилизированные) антигеном, вносят в 
лунки плексигласовой панели, в которых приготовлены р аз­
ведения сыворотки больного. Результаты  учиты ваю т через 2 ч 
инкубации при 37°С. П ри отрицательном результате Р П Г А  
эритроциты оседают в виде компактной точки или  толстого 
кольца, при положительном — оседают в виде ровного слоя 
клеток со складчаты м или зазубренным краем  (в виде зонти­
к а ). Контроли ингредиентов реакции: сенсибилизированные 
эритроциты с нормальной сывороткой или буферным раство­
ром, неоепсибилизированные эритроциты с исследуемой сы­
вороткой. Кроме того, проводится контрольное титрование 
известной стандартной сыворотки к  данному антигену.

Р еакц и я  торможения пассивной гемагглю тинации ставит­
ся для вы явления антигена в исследуемом материале на ос­
новании реакции с заведомо известной иммунной сывороткой. 
П остановка Р Т П Г А  производится в два этапа: 1) обработка 
заведомо известной иммунной сыворотки, взятой  в рабочем 
разведении, исследуемым материалом с целью ее специфиче­
ского истощ ения; 2 ) добавление эритроцитов, нагруж енны х 
гомологичным антигеном.

Отсутствие (торможение) гемагглютинации свидетельст­
вует о наличии антигена в исследуемом материале (полож и­
тельная Р Т П Г А ).

Реакцию  Кумбса ставят для вы явления неполных антител, 
в частности, к  резус-антигену эритроцитов в сыворотке бере­
менной ж енщ ины  (такпе аптитела появляю тся при беремен-



+

Неполные йт 
анти Rh

Рис. 59. Р е а к ц и я  К ум бса (сх ем а).

постп резус-отрицательной матери резус-положительным пло­
дом). Р еакц и я  (рис. 59) ставится в два этапа: I —к двукратным 
разведениям  испытуемой сыворотки добавляю т эритроци­
ты, содерж ащ ие резус-антиген, и  выдерживаю т при 37°С в 
течение 1— I V2 ч. I I  — к тщ ательно отмытым после первого 
этапа эритроцитам с фиксированными на них антителами 
добавляю т кроличью античеловеческую антиглобулиновуго 
сыворотку (в заранее оттитрованном рабочем разведении). 
После инкубации в течение 30 мин при 37°С результаты  
реакции оценивают по наличию гемагглю тинации (полож и­
тельная р еакц и я). Контроли ингредиентов реакции: 1) анти- 
глобулиновая сыворотка +  заведомо сенсибилизированные э р и - ' 
троциты; 2 ) норм альная сыворотка +  эритроциты +  антиглобу- 
линовая сыворотка; 3) исследуемая сыворотка +  эритроциты, 
не содерж ащ ие резус-антигена + ан ти глобулиновая сыво­
ротка.



Рис. 60. И м м уноф лю оресцентны й метод К у н са  (схем а), 
а — прямой метод; б — непрямой метод; А г — антиген; А т — 
антитело, А Г С — антиглобулиновая сыворотка.

П рограм м а 3-го за н я ти я

1. Р е а к ц и я  прецип итаци и ; м ехани зм , в ар и ан ты  постановки  (коль- 
цепрецип птация, п рец и п и тац и я  в  геле, им м уноэлектроф орез) и диаг-> 
ностическое прим енение.

2. Р е а к ц и я  ней тр ал и зац и и  токси н а  антитоксином : м еханизм , в а ­
рианты  постановки  р еак ц и и  in  v ivo  и  in  v itro  (р е ак ц и я  ф л о кку л яц и и ) 
и диагностическое прим енение.

3. И м м уноф лю оресцентны й м етод К унса.

Р еакц и я  преципитации характеризуется осаждением спе­
цифических комплексов мелкодисперсных антигенов специ­
фическими антителами в присутствии электролита. В ы паде­
ние нерастворимого комплекса антиген — антитело в виде 
осадка наблю дается лиш ь при эквивалентны х соотношениях 
ингредиентов. Образовавш ийся комплекс может раствориться 
в избытке антигена или антител. А нтиген долж ен иметь ха­
рактер прозрачного коллоидного раствора.

В лабораторной диаш остике инфекционны х заболеваний 
реакц ия преципитации служ ит главным образом для вы явле­
ния или идентификации антигена-преципитиногена — по и з­
вестной преципитирую щ ей сыворотке, содерж ащ ей антитела- 
преципитизы .

И ммунофлюоресцентный метод. О бнаружение бактериаль­
ных и вирусных антигенов в инфицированных м атериалах, 
тканях ж ивотны х и культурах ткани при помощ и флю оресци­
рующих антител (сывороток) получило ш ирокое применение 
в диагностической практике. Иммунофлюоресцентный метод 
является методом экспресс-диагностики, не уступая другим



Рис. 61. И м м уноф лю оресценти ы й м етод К унса. В ы явлени е вируса к о ­
ри в  к л е т к а х  ин ф и ц и р о ван н о й  им  ткан евой  ку л ьту р ы .

серологическим реакциям  по чувствительности и специфич­
ности (рис. 60).

П риготовление флю оресцирую щ их сывороток основано па 
способности некоторых флюорохромов (например, изотиоциа- 
пата флю оресцеина) вступать в химическую связь с сыворо­
точными белками без наруш ения их иммунологической спе­
цифичности.

П ри п р я м о м  иммунофлюоресцентном методе Кунса 
специфические флюоресцирующие антитела, связавш иеся с 
микробными антигенами, образуют комплексы, которые све­
тятся  при люминесцентной микроскопии препаратов (рис. 61). 
Недостаток прямого метода К унса состоит в необходимости 
приготовления широкого набора флюоресцирующих специфи­
ческих сывороток против каж дого изучаемого антигена.

Н е п р я м о й  метод предусматривает использование одной 
флю оресцирую щей сыворотки — аптиглобулиновой, содержа­
щ ей антитела против кроличьих глобулинов. К ак  правило, 
специфические иммунные сыворотки, используемые для иден­
тиф икации возбудителей, являю тся кроличьими. Поэтому 
флю оресцирую щ ая ацтиглобулпповая сыворотка реагирует с



любыми специфическими антителами (кроличьими глобули­
н ам и), которые при этом играю т роль антигенов. О днако эти 
ж е кроличьи глобулины — специфические антитела — связы ­
ваются только с гомологичными антигенами, на образовав­
ш ихся комплексах фиксирую тся флюоресцирующие антигло- 
булиновые антитела, делая их светящ имися при лю минесцент­
ной микроскопии.

Д ем онстрация

1. И м м уноф лю оресцентиы й м етод К унса.
2. И м м уноэлектроф ореграм м ы .
3. П репараты : токсины , анатокси ны , анти токсически е  сы воротки.

Задан и е  студентам  
для  вы полнения лабораторной  работы

1. О тм етить резу л ьтаты  ти тр о ван и я  сы воротки, проведенного на 
преды дущ ем  занятии , определить ти тр  анти тел  п  о бъ ясн и ть  отрица> 
тельны е р езультаты  в контрольны х пробах, исходя из необходимого 
сочетания  ингредиентов, у частвую щ и х в реак ц и и  агглю тин аци и .

2. П оставить реакци ю  ко льцепрецип итаци и  д л я  о п ределени я  п р и ­
роды  ан ти ген а  (гап тен а) в  исследуем ом  м атериале. О бъяснить отри­
цательн ы е р езультаты  в  контрольны х пробирках.

3. О тм етить р езу л ьтаты  р еак ц и и  п р ецип итаци и  в  геле, п о ставл ен ­
ной с целью  определени я токсигенностп  ди ф терийн ой  пал о чки  с по­
мощ ью  анти токсической  сыворотки.

4. О тм етить резу л ьтаты  р еак ц и и  ней тр ал и зац и и  токсин а а н ти то к ­
сином  (реакц и и  ф л о к к у л яц и и ), поставленной  д л я  о п р едел ен и я  силы  
испы туем ой  анти токсической  сы воротки  по и звестн ом у  токсину. Р а с ­
считать силу  анти токсической  сы воротки, и сх о дя  и з р езу л ьтато в  ре­
акции.

М е т о д п ч е с к п е  у к а з а н и я

Р еакц и я  преципитации проводится с антигеном, извле­
ченным из исследуемых бактерий по методу Буавена.

А нтиген (по Б уавену) получают путем  обработки отмы­
тых микробных клеток трихлоруксусной кислотой с последую­
щим осаждением антигена из ж идкой фракции спиртом. В нем 
содерж атся липополисахариды и протеиды бактериальной 
клеточной стенки. Отцентрифугированньгй и  профильтрован­
ный прозрачный антиген перед постановкой реакции разво­
дят изотоническим раствором хлорида я а тр и я  не менее чем 
1 : 1000.

П реципитпрую щие сыворотки изготовляются производст­
венными институтами путем гипериммунизации животных 
соответствующими антигенами.

Реакцию  кольцепреципитации ставят в узких пробирках 
(диаметр 0,5 см),  в которые разливаю т сыроротки (но 0,1 м л).



Р е а к ц и я  прецппптацпп

Пробирка

Ингредиенты, ял
1-Я 2-я 3-* 4-я

С ы воротка против  S. ty p h i  
С ы воротка против  Sh. dysen-

0 ,1 — — —

te ria e — 0,1 — —
Н о р м ал ьн ая  сы воротка 
И зотони ческий  раствор  хло­

—■ — 0,1 —

р и д а  н а тр и я — — — 0,1
И сследуем ы й  антп ген 0,1 0,1 0,1 0,1

Р езу л ь таты

Затем  пастеровской пипеткой медленно по стенке, держ а про­
бирку в наклонном положении, наслаиваю т по каплям  раствор 
антигена (0,1 м л). П робирки осторожно ставят в вертикаль­
ное полож ение (табл. 14).

1 г  з  *  j  ff

+  +

Рис. 62. Р е а к ц и я  прецип итаци и .
1 — преципитирую щ ая сыворотка +  исследуемый антиген; 2 — преципитирую* 
щ ая  сы воротка+известны й специфический антиген; з— преципитирующ ая 
сыворотка +  контрольный экстракт без антигена; 4 — преципитирующ ая сьг- 
воротка +  изотонический раствор хлорида натрия; 5 — нормальная сыворот­
ка +  исследуемый антиген; в — нормальная сыворотка +  контрольный экст­
р ак т  без антигена.



У чет реакции произво­
дят через 1—2 мин. В слу­
чае положительной реак­
ции в первой пробирке на 
границе меж ду сывороткой 
и исследуемым антигеном 
появляется преципитат в 
виде белого кольца. В ос­
тальных (контрольных) 
пробирках преципитата пе 
образуется (рис. 62).

Р еакц и я  преципита­
ции в геле (агар е). Ч аш ­
ки заливаю т просветлен­
ным агаром, в котором 
вырезают несколько лу­
нок на равном расстоянии 
друг от друга. В цент­
ральную лунку вносят 
сыворотку, содержащую 
антитела, в остальные — 
различные испытуемые антигены или один и тот ж е анти­
ген в различны х разведениях. Реагеяты  диф фундирую т в 
агар, в зонах оптимальных соотношений на месте встречи 
антигена п антител образуются мутные полосы (дуги) пре­
ципитации (рис. 63).

В случае постановки реакции преципитации с различны ми 
разведениямп антигена можно установить т и т р  п р е ц и п п *  
т и р у ю щ е й  с ы в о р о т к и  — максимальное разведение ан ­
тигена, которое дает преципитацию с данной сывороткой.

Одна из разновидностей реакции преципитации в геле 
позволяет определять токсигенность дифтерийной палочки с 
помощью антитоксической сыворотки. Д л я  этого в чаш ку 
П етри на мясо-пептонный агар (к  которому добавляется ло­
ш адиная сыворотка, мальтоза, цистеин, необходимые д ля  рос­
та дифтерийной палочки) помещают полоску фильтровальной 
бумаги, пропитанную антитоксической противодифтерийной 
сывороткой, подсушивают и затем  засеваю т испытуемыми 
культурами в виде ш трихов, перпендикулярны х к  полоске бу­
маги, на расстоянии 0 ,6—0,8 см от ее края. В качестве контро­
л я  используют заведомо токспгенную культуру. Ч аш ки  ин ку­
бируют при 37°С в течение суток. При наличии токсигенной 
культуры  в месте взаимодействия токсипа с антитоксином 
образуются «усы», т. е. линии преципитации (рис. 64).

Рис. 63. Р е а к ц и я  п рец и п и тац и и  в ге­
ле по О ухтерлояи .



И ммуноэлектрофорез. Ис­
следование проводится в два 
этапа: I )  электрофоретиче­
ское разделение исследуемо­
го м атериала в геле; 2) им­
мунологический анализ. В 
геле параллельно оси мигра­
ции электрофоретических 
фракций вы резаю т траншеи, 
в которые вносят иммунную 
сыворотку, содерж ащ ую ан­
титела к  исследуемым анти­
генам. В случае реакции 
между антигенами и диф­
фундирующ ими в гель анти­
телами формируется преци­
питат в виде дискретных 

дуг, соответствующ их индивидуальным системам антиген — 
антитело (см. рис. 63).

Т ехни ка иммунофлюоресцентного метода. Н а предметном 
стекле приготавливаю т м азок из испраж нений больного коли- 
энтеритом, фиксирую т его на пламени и обрабатываю т спе­
цифической иммунной сывороткой. Д ля  образования комплек­

са антиген — антитело препарат помещают во влаж ной каме­
ре в термостат при  37°С на 15 мин, после чего тщ ательно 
отмываю т изотоническим раствором хлорида натри я  от не 
связавш ихся с антигеном антител.

Затем  на препарат наносят флюоресцирующую антиглобу- 
линовую сыворотку на 15 мин при 37°С. В результате связы ­
вани я с ф иксированны ми на антигене специфическими анти­
телами образую тся светящ иеся комплексы антиген — антите­
ло, которые обнаруж иваю тся прп помощи люминесцентного 
микроскопа M JI-2 (см. с. 17).

Р еакц и я  ф локкуляции. В результате взаимодействия ток­
сина (или анатоксина) и антитоксической сыворотки наблю­
дается вы падение хлопьев флоккулята. Наиболее интенсив­
н ая  и р ан н яя  « и н и ц и а л ь н а я »  ф локкуляция происходит в 
пробирке, где антиген и антитело встречаются в эквивалент­
ных соотношениях. Р еакц и я  склады вается из двух этапов:

1. По стандартной сыворотке устанавливаю т количество Lf 
(Lim es flocculationis) в 1 мл токсина. Lf токсина определяет­
ся его количеством, которое дает «инициальную» ф локкуля­
цию с 1 M E сыворотки. Установив силу токсппа, приступают 
к  определению силы сыворотки.

Рис. 64. О пределение токсиген- 
ности  ди ф тер и й н ы х  б ак тер и й  в 
р еак ц и и  п рец и п и тац и и  в геле.



Р е а к ц и я  ф локкуляции

Пробирки

Ингредиенты, мл
1-я 2-я 3-я 4-я 5-я 6-я 7Я-

Т оксин (содерж ащ ий 
20 Lf в 1 мл) 

И сследуем ая сы воротка
2
0 ,2

2
0 ,3

2
0 ,4

2
0 ,5

2
0 ,6

2
0 ,6

И н кубац ия при  45° С в течение 30 м ин

Р езу л ь таты  по иници­
альной  ф л о кку л яц и и

2. Известной силы токсин и испытуемую антитоксическую 
сыворотку разливаю т в пробирки в определенном объеме, как  
это показано в табл. 15.

Пробирки выдерживаю т в водяной бане при 45°С в тече­
ние 30 мин до вы падения хлопьев в одной из них. И нициаль­
н ая  ф локкуляция проявляется в той пробирке, где количество 
Lf-токсина соответствует количеству меж дународны х единиц 
сыворотки. Н апример, если ф локкуляция произош ла в 3-й 
пробирке, значит в 0,4 мл сыворотки содерж ится 40 M E. Сле­
довательно, в 1 мл сыворотки содерж ится 4 0 :  0 ,4 = 1 0 0  ME.

П рограм м а 4-го зан яти я

1. Р еак ц и я  лп зи са , гем олиза .
2. Р еак ц и я  с вязы в ан и я  ком плем ента (ГС К ): м ехани зм , роль от­

дельны х ингредиентов, тех н и ка  постановки и диагностическое п р и ­
менение.

В основе реакций лизиса, гемолиза, бактериолиза леж ит 
взаимодействие трех компонентов: корпускулярного антиге­
на (эритроцитов, микробных или других клеток), специфи­
ческих антител иммунной сыворотки (гемолизинов, бактерио­
лизинов), вызываю щ их сенсибилизацию антигена, и компле­
мента, который адсорбируется на комплексе антиген — 
антитело, вследствие чего наступает активация компонентов 
комплемента, которая приводит к  лизису клеток.

К о м п л е м е н т  — неспецпфпческая ф ерментная система, 
вклю чаю щ ая 9 различны х протеиновых ф ракций сыворотки 
крови. Он содерж ится в любой свежей сыворотке крови, но в



положительной
РОИ

 _  РСК
отрицательная

Гемолиз

Ри с. 65. Р е а к ц и я  с в я зы в а н и я  ком плем ента (схем а).
А г  — антиген; Ат — антитело; Эр — эритроцит; Гем. сыв. — гемоли­
тическая сыворотка.

наибольш ем количестве его обнаруживаю т в сыворотке мор­
ских свинок, которую и используют для постановки иммуно­
логических реакций. Комплемент термолабилен, полностью 
инактивируется при прогревании сыворотки в течение 30 мин 
прп 56°С. Комплемент адсорбируется (ф иксируется) на ком­
плексе антиген — антитело. В одних случаях  это проявляется 
реакцией  лизиса, в других — не сопровож дается никакими 
видимыми проявлениям и. П оследняя реакц ия назы вается ре­
акцией связы вания комплемента (Р С К ). Д ля установления 
результатов реакции вводят вспомогательную (индикаторную) 
гемолитическую систему, которая состоит из взвеси эритро­
цитов барана в изотоническом растворе хлорида натрия и  ге­
молитической сыворотки. П ри наличии свободного компле­
мента происходит гемолиз эритроцитов. Отсутствие гемолиза 
свидетельствует о положительной РС К  (рис. 65).

Р С К  отличается высокой чувствительностью п специфич­
ностью и прим еняется д ля  серодиагностики многих инфекци­
онных заболеваний и идентификации бактерий, вирусов и дру­
гих антигенов. Д ля  постановки РС К  необходимо точное опре­
деление количественны х соотношений всех ингредиентов:



исследуемой сыворотки, антигена, комплемента, гемолитиче­
ской сыворотки и  эритроцитов барана. П оэтому постановке 
основного опыта предшествуют: титрование гемолитической 
сыворотки и выбор ее рабочего разведения, титрование ком­
племента и  выбор его рабочей дозы.

З ад ан и е  студентам  
для  вы полнения лабораторной  работы

1. О тм етить резу л ьтаты  титрования ком плем ента  и р ассчитать 
рабочую  дозу.

2. О тм етить р езу л ьтаты  ти трован и я  гем олитической  сы воротки  и 
рассчитать рабочее разведени е для  п ри готовлен и я  гем олитической  
системы.

3. П оставить РС К  (первую  и  вторую  ф азы ) д л я  о п р едел ен и я  п р и ­
су тстви я  спец иф ических  анти тел  в  испы туем ой  сы воротке по извест­
ному анти гену . О бъяснить р езультаты  кон тр о л ьн ы х  проб и  необходи­
м ость и х  постановки , и сх о дя  и з м ехани зм а РСК.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

П риготовление и  титрование ингредиентов для РС К . 
К о м п л е м е н т .  Д ля  определения титра и рабочей дозы про­
изводят титрование комплемента с помощью реакции гемо­
лиза. Д ля этого свежую сыворотку морской свинки разводят 
изотоническим раствором хлорида натрия от 1 : 10 до 1 :4 0 , 
к ак  показано в табл. 16. К  0,2 мл каждого разведен ия компле­
мента добавляют по 0,4 мл гемолитической системы (смесь 
равных объемов 3%  суспензии эритроцитов в изотоническом 
растворе хлорида натрия и гемолитической сыворотки в раз­
ведении, соответствующем ее тройному титру, после 30-минут­
ной инкубации).

Пробирки вы держ иваю т при 37°С п через 30 мин опреде­
ляют результаты  титрования, отмечая то наибольш ее разве­
дение комплемента, которое вызывает полны й лизис эритро­
цитов в присутствии гемолитической сыворотки, — т и т р  
к о м п л е м е н т а .  Р а б о ч у ю  д о з у  комплемента рассчи­
тывают, исходя из титра комплемента, которая выш е татра 
на 25% . Т ак, например, прп титре комплемента 1:20 в каче­
стве рабочей дозы берут его предыдущ ее разведенце 1 :1 5 .

А н т и г е н ы  изготовляются производственными институ­
тами из взвесей убитых микробов, лизатов микробов, полных 
антигенов, гаптенов, экстрактов тканевы х липидов.

В з в е с ь  э р и т р о ц и т о в  барана получаю т из дефибрп- 
нированной крови барана, отмывая эритроциты изотоническим



Т и трован и е ком плем ента

Пробирки

Ингредиенты, мл
1-Я 2-я 3-я 4-я 5-Я 6-я 7-я 8-я

К ом п лем ен т  в 
р азв ед еш ш  1:50 0 ,3 0 ,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0 ,1

И зотони ческий  
р аство р  хл о р и ­
д а  н а тр и я 0 ,3 0 ,4 0 ,3 0 ,4 0 ,5 0 ,6 0 .7 0 ,2

К оличество  смеси, 
у д ал яем о е  из 
пробирок 0 ,4 0 ,4 0 ,2 0 ,3 0 ,4 0 ,5 0 ,6

П олучаем ы е р а з­
вед ен и я  ком п­
л ем ента 1 : 10 Ь  15 1 :20 11 25 1 130 1 1 35 1 : 4 0

Г ем о л и ти ч еская
систем а 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4

И н ку б ац и я  п р и  37° С в теч ен и е  30 мин

Р езу л ь таты

раствором хлорпда натри я  до полной прозрачности надосадоч- 
пой ж идкости. П риготовляю т 3% взвесь эритроцитов в изото­
ническом растворе хлорида натрия.

Г е м о л и т и ч е с к а я  с ы в о р о т к а  приготавливается в 
производственных институтах путем 3 —4-кратной внутривен­
ной иммунизации кроликов 50%  взвесью бараньих эритроци­
тов. Полученную сыворотку инактивирую т нагреванием при 
56°С. Н а этикетке ампулы  обозначен титр сыворотки — ее 
максимальное разведение, которое обеспечивает полный лизис 
3%  взвеси эритроцитов в присутствии комплемента при 37°С 
в течение часа. Титр сыворотки долж ен быть не ниж е 1 : 1200 
(рис. 66). Д л я  РС К  в качестве рабочей дозы берут гемолити­
ческую сыворотку в тройном титре.

П остановка основного опыта. После установления титра и 
рабочих доз всех ингредиентов производят постановку основ­
ного опы та РС К  (см. табл. 17). Испытуемую и контрольные 
сыворотки предварительно инактивирую т (нагреванием при 
56°С в течение 30 м и н ) .

С тандартная схема постановки РСК предусматривает про­
ведение первой ф азы  при 37°С в течение 30 мин. При поста-



Т а б л и ц а  1? 
Основной опы т р еак ц и и  связы ван и я  ком плем ента

Пробирки

Ингредиенты, мл
i-Я 2-я 3-я 4-я 5-я 6-я 7-я

И спы туем ая сы ­
воротка в  р аз­
ведении 1:5 0,2 0,2

П олож ительн ая
сыворотка _ 0,2

О трицательн ая
сы воротка _ 0,2 _ _ _ —

А нтиген 0,2 0,2 0,2 — 0,2 — —
И зотонический 

раствор хлори­
да н атр и я 0,2 0,2 0,4 0,6

К ом плем ент (в 
рабочей дозе) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 —

И н кубац ия  на холоде при  0—4° С в течение 18—20 ч пли  при  37° С 
в течение 30 мин

Г ем олитическая
система 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4

И н кубац ия  при  37° С в течени е  20—30 мин

Р езу л ьтаты

новке РС К  «на холоде» эту ф азу  проводят при 0 —4°С в тече­
ние суток, при этом специфичность и чувствительность реак­
ции значительно повы ш ается. После добавления в каж дую  
пробирку по 0,4 мл гемолитической системы пробирки встря­
хивают и вы держ иваю т 20—30 мин при 37°С. Результаты  опы­
та оценивают, отмечая наличие или отсутствие гемолиза во 
всех пробирках. Результат Р С К  учитываю т по 1-й пробирке: 
реакцию считают полож ительной прп полной задерж ке гемо­
лиза, когда жидкость в пробирке бесцветна и эритроциты осе­
дают на дно; отрицательной (— ) — при полном лизисе эри­
троцитов, когда жидкость интенсивно окраш ена («лаковая 
кровь»). Степень задерж ки гемолиза оценивается +  +  +  + ,



- f +  + ,  + +  или 4- в зависимости от интенсивности окраски 
ж идкости и величины осадка эритроцитов на дне.

В качестве контролей во 2-й и  3-й пробирках учитывают 
реакцию  с заведомо положительной и с заведомо отрицатель­
ной сыворотками; 4-я и  5-я пробирки служ ат для проверки 
антикомплементарности сыворотки и антигена; в 6-й и 7-й 
пробирках контролируется качество комплемента и гемоли­
тической системы.

Контрольные вопросы

1. Д айте определени е понятию антиген и перечислите основные 
свойства антигенов. Что такое гаптен и чем  он отличается от полно­
го антигена? Что такое детерминантная группа и валентность анти­
гена?

2. Какие известны антигены бактерий? Какими антигенами облада­
ют вирусы?

3. Дайте о п ределен и е  понятию антитело. С оврем енны е представ­
ления о  химической при роде  и структуре антител. Что такое активный 
центр антитела?

4. Классы иммуноглобулинов и их характеристики.
5. В каких органах, тканях и клетках организм а образую тся анти­

тела? Что такое  Т- и В-клетки, каковы их функции и ф орм ы  взаим одей­
ствия в пр о ц ессе  иммуногенеза?

6. Какие м едиаторы  клеточного иммунитета (лимфокины) продуци­
рую тся и вы деляю тся Т-клетками и в каких реакциях они выявляются?

7. В чем  заклю чаю тся общ ие полож ения соврем енны х теорий 
им м уногенеза?

8. А утоагрессивны е состояния. Их профилактика и лечение. Что 
такое аутоантигены? Приведите примеры.

9. И ммунологическая толерантность, способы е е  индукции и зна­
чение.

10. Каковы механизмы антимикробного иммунитета? По каким 
п о казателям  оцениваю т антимикробный иммунитет?

11. М еханизм  и ф азы  реакции антиген — антитело.
12. Какие реакции называю тся серологическим и и для чего  они 

применяю тся?
13. М еханизм, м етодические варианты, техника постановки и прак* 

тическое применение реакции бактериальной агглютинации.
14. М еханизм , техника постановки и практическое использование 

реакции пассивной гемагглютинации (РПГА) и реакции торм ож ения пас­
сивной гемагглютинации (РТПГА).

15. Как узнать, являю тся ли антитела в сы воротке крови следствием  
перен есен ного  заболевания, вакцинации или диагностическим призна­
ком  текущ ей инфекции?

16. Что такое неполны е антитела? Каковы м етоды  их выявления?
17. М еханизм, техника постановки и диагностические возмож ности 

пробы  Кумбса.
18. Резус-конфликт новорож денны х и его  ранняя диагностика.
19. М еханизм, техника постановки и диагностическое применение 

реакции преципитации.



20. С какими целями используют реакцию  преципитации в судеб­
ной медицине, санитарной бактериологии и других дисциплинах?

21. В чем  заклю чается прямой и непрям ой им м уноф лю оресцент- 
ный м етод Кунса и возм ож ности его  диагностического применения?

22. М еханизм антитоксического иммунитета. П риведите прим еры  
заболеваний, для которых характерен антитоксический иммунитет.

23. М еханизм  реакций Ш ика и Д ика и их применение.
24. Как получают антитоксические сыворотки? М етоды титрования 

и единицы изм ерения их активности.
25. М еханизмы, техника постановки и практическое применение 

реакции флоккуляции.
26. М еханизм и диагностическое значение реакции связывания 

ком племента (РСК).
27. М еханизм и м етодические варианты постановки реакции бакте­

риолиза in v itro  и in  vivo (ф еном ен  Исаева—П ф ейф ера).
28. Виды вакцинных препаратов. Как приготовляю т аутовакцины 

и в каких случаях их применяют?
29. Как получают иммунные диагностические сыворотки и для чего 

их применяют?
30. Как получают анатоксины, в каких единицах их дози рую т и для 

чего применяют?
31. Что такое адъюванты? Какие вещ ества могут быть использова­

ны в качестве адъю вантов? М еханизмы их действия.
32. Что такое гамма-глобулин? Какие гамма-глобулины использую т 

для профилактики и лечения инфекционных заболеваний? Принципы 
их получения.

33. Дайте определени е  понятию «аллергия». Типы аллергии и их 
характеристика. В чем  проявляется сенсибилизация и десенсибилизация 
организма?

34. М еханизмы и проявления аллергических реакций нем едленного 
и зам едленного  типа.

35. К ож но-аллергические пробы  и их диагностическое значение.
36. С ы вороточная болезнь и м етоды  е е  профилактики. Как преду­

предить анафилактический шок при повторном  введении чуж еродной 
сыворотки?



Ч А С Т Н А Я  М И К Р О Б И О Л О Г И Я
я

В данном разделе студенты изучаю т основные методы 
микробиологической диагностики важ нейш их инфекционных 
заболеваний человека.

1. М икроскопический метод исследования патологического 
м атериала прим еняется в случае возможности непосредствен­
но обнаруж ить возбудителя. Достоверность микроскопическо­
го исследования в значительной мере повы ш ается при исполь­
зовании нммунофлюоресцентного метода, который обуслов­
ливает специфичность и высокую чувствительность.

2. Бактериологический метод, т. е. выделение чистой куль­
туры  возбудителя и  его последую щ ая идентиф икация по 
морфологическим, тинкториальным, культуральны м, биохими­
ческим и  антигенны м свойствам. Тш гарование бактерий осуще­
ствляется на основании их способности реагировать с опреде­
ленны ми монорецепторньш и сыворотками (серотипирование), 
их чувствительности к специфическим ф агам  (фаготипирова- 
н и е ). Бактериологическое исследование является наиболее 
достоверным. Однако оно не может быть успеш но применено 
для диагностики всех инфекциопны х заболеваний и требует 
затраты  сравнительно большого количества времени.

3. Серологический метод исследования — обнаружение 
специфических антител в сыворотке крови больного и изуче­
ние динамики аптител в процессе болезни и в период рекон- 
валесценции. Серологический метод широко примепяется для 
диагностики заболеваний п особое значение приобретает при 
впрусных инф екциях в связи  с большими трудностями, воз­
никаю щ ими при выделении и идентификации вирусов.

4. Метод биологических проб — зараж епие патологическим 
материалом чувствительны х к  предполагаемому микроорга­
низм у лабораторных животны х для выделения чистой куль­
туры возбудителя (главным образом бактерий и вирусов).



5. Метод кож ны х аллергических проб прим еняется для 
определения гиперчувствительности людей к  различного рода 
антигенам (аллергенам) к ак  микробной, так  и немикробной 
природы.

П рп изучении частной медицинской микробиологии сту­
денты  прежде всего долж ны  использовать приобретенные зн а­
н и я для оценки роли определенных микроорганизмов в этио- 
патогенезе соответствующих заболеваний.

Перечень и краткая  характеристика диагностических пре­
паратов, вакцин, иммуноглобулинов, химиотерапевтических 
препаратов, приведенные в конце темы, знакомят студентов с 
имеющимися специфическими средствами, которые могут 
быть использованы для диагностики, профилактики и  лече­
ния соответствующих инфекций.



М И К РО Б И О Л О Г И Ч Е С К И Е  И С С Л ЕД О В А Н И Я  
П Р И  Б А К Т Е Р И А Л Ь Н Ы Х  И Н Ф Е К Ц И Я Х

П ри микробиологической диагностике бактериальны х пн- 
ф екций могут быть использованы все указан ны е методы ис­
следования или часть из них. Выбор того или иного метода 
зависит от биологических особенностей возбудителя, его 
локализац ии  в организме человека, периода заболевания и 
других факторов. Однако в любом случае наиболее достовер­
ным явл яется  бактериологический метод, с помощью кото­
рого проводится выделение чистой культуры  возбудителя и ее 
идентиф икация. Одновременное обнаруж ение антител к  вы ­
деленном у микроорганизму, установленное с помощью серо­
логического исследования, подтверж дает бактериологический 
диагноз.

О днако далеко не при всех бактериальны х инф екциях уда­
ется  в  приемлемы е сроки поставить бактериологический и 
серологический диагноз. Поэтому при некоторых заболевани­
ях  нередко ограничиваю тся применением только бактериоско- 
пического метода (гонорея, туберкулез и  др.) или серологи­
ческих реакций, иногда сочетая последние с постановкой 
кож но-аллергической пробы (бруцеллез, тулярем ия и ДР-)-

Т ем а 17. М И К РО БИ О Л О ГИ ЧЕС К А Я  ДИАГНОСТИКА 
ЗА Б О Л ЕВ А Н И Й , В Ы ЗЫ В А Е М Ы Х  ГН О ЕРО Д Н Ы М И  КОККАМ И

К  ш оеродны м  (пиогенным) коккам  относятся стафилокок­
ки, стрептококки, пневмококки, менингококки, гонококки. 
Эти микроорганизмы  вызывают воспалительные процессы 
различны х тканей и органов, сопровож даю щ иеся образова­
нием гноя.

П рограм м а трех за п я ти й

1. И зучен и е  схем  м икробиологических исследований  при  стаф и ­
л ококковы х  и  стрептококковы х  ин ф екци ях , пневм онии , цереброспи­
нальном  м ен ингите  и  гонорее.

2. Б ак тер и о ско п и ческая , бактериологическая  п  серологическая  
ди агн о сти к а  заболевани й , вы зы ваем ы х гноеродны м и коккам и.

3. Д иагностические  и лечебно-проф илактические препараты , при­
м ен яем ы е при  к о кко вы х  инф екциях .



1. М азки и з чисты х к у л ьту р  стаф илококков и стрептококков.
2. С таф илококки  и  стрептококки  в  м азк ах  из гноя.
3. Забор  тампоном м атер и ал а  и з зева и посев  н а  ч а ш к у  с кровя- 

аы м  агаром.
4. Э тапы  бактериологического псследоваиия п р и  сепсисе.
5. М азки и з  чистой к у л ьту р ы  пн евм ококка п  и з м окроты  больного 

крупозн ой  пневм онией.
6. Рост  к у л ьту р ы  пн евм ококка  на кровяном  м ясо-пептонном  агаре.
7. Т есты  ди ф ф ер ен ц и р о ван и я  к у л ьту р  п н евм ококка  от  а-гем оли- 

тического (зеленящ его) стрептококка.
8. М азки из чистой к у л ьту р ы  м енингококка и  а з  спинном озговой 

ж идкости  больного.
9. Т ам пон  д л я  в зя т и я  м атер и ал а  и з  вы соких отделов носоглотки.
10. Рост  к у л ьту р ы  м енингококка на сы вороточном  агаре.
11. М азки и з чистой к у л ьту р ы  гонококка и  из гн о я  больного го­

нореей.
12. М еж дународны й набор стаф илококковы х  ф агов, стаф илокок­

к о вая  аутовакц ина, стаф илококковы й  анатоксин , токсин  Д и ка , типо-> 
спец иф ические  пневм ококковы е сыворотки, гонококковы й  антиген, 
го н ококковая  вакцина.

З ад ан и е  студентам  
д ля  вы полнения лабораторной  работы

3  а  н  я  т и  е 1-е

1. М икробиологическое исследование гн о я  п р и  подозрен ии  на 
стаф илококковую  п л и  стрептококковую  инф екцию . М атериал  — гной 
и з абсцесса и  м азки , в зяты е  там поном  и з зева больного.

Б актериоскопическое исследование: приготовить, окр аси ть  по
Г рам у и  м икроскопировать м азк и  и з гноя и отделяем ого  зева. С делать 
заклю чение по полученны м  данны м .

2. Б актериологическое исследование: отм етить р езу л ьтаты  готовы х 
посевов гн о я  и  м азков и з эева н а  ч аш ки  с кр о вян ы м  м ясо-пептонны м  
агаром :

а) опи сать колонии, обрати ть вним ание на нал и чи е  или  отсутст­
вие гем олиза;

б) приготовить, окрасить но Г р ам у  и  м икроскопировать м азк и  из 
колоний;

в) п ересеять  одну  и з подозрительны х колоний  н а  скош енны й 
м ясо-пептонны п агар  и  в  сах ар н ы й  м ясо-пептонны й бульон.

Н ам етпть х од  дальнейш его  исследования д л я  у стан о в л ен и я  вато- 
генности  вы деленны х культур.

З а н я т и е  2-е

1. П родолж ение м икробиологического и сследован и я  гн о я  п р и  по­
дозрении  н а  стаф илококковую  п л и  стрептококковую  инф екцию :

а) отм етить х ар ак тер  роста к ультур , вы деленны х  п а  сахарном  
м ясо-пептонном  бульоне и  м ясо-пептонном  агаре.

б) приготовить, окрасить по Г рам у и м икроскопировать м а з к а  из 
вы деленны х  культур;

в ) определить нал и чи е  ф ерм ен та  д л азм окоагулазы ;
г) определить чувствительность стаф илококка  к  анти биотикам  по 

готовы м посевам .



С делать окончательное  заклю ченье  о виде вы деленной  культуры , 
ее  п атогенности  и  чувствительности  к  анти биотикам  на основании 
всех п р о веденны х  исследований.

З а н я т и е  3-е
1. М икробиологическое исследование п р и  подозрении на крупоЗ’ 

пую  пневм онию :
а )  вскры ть  белую  м ы ш ь, предварительно  зараж ен н у ю  мокротой 

больного; сдел ать  м азкп -отп ечаткп  и з оргапов, окрасить п микроско- 
пировать;

б) сдел ать  посев  кр о ви  и з  сердца на кровяной  мясо-пептонны й 
агар.

С делать заклю чение по м икроскопическом у исследованию  и  де­
м онстрации .

2. С ерологическое исследование п р и  подозрении  н а  эпидем ический 
ц ер еб росп инальны й  м енингит. М атериал — спинном озговая  ж идкость 
(ликвор).

П оставить реакци ю  п р ец и п и тац и и  д л я  определени я менингокок- 
кового ан ти ген а  в л и к во р е  больного.

С делать заклю чение н а  основании полученн ы х данны х.
3. М икробиологические исследования п р и  подозрении  на гонорею.
1) Б актери о ско п и ческо е  исследование. М атериал — гной и з у рет­

ры . М икроскопия готовы х и  окраш енны х м азков  (по Г рам у и  м ети­
леновы м  синим ). Д ать  .заклю чени е. 2) С ерологическая диагностика. 
М атериал  — сы воротка  кр о ви  больного. Р еги стр ац и я  результатов  ре­
а к ц и и  с в я зы в а н и я  к ом п лем ен та  Борде — Ж ангу . Д ать заклю чение.

М икробиологическая диагностика стафилококковых 
инфекций

С тафилококки относятся к  семейству Micrococcaceae, ро­
ду S taphylococcus, которы й вклю чает три  вида: Staphylococcus 
au reus, S taphylococcus epiderm idis, S taphylococcus saprophyti- 
cus. П одавляю щ ее большинство патогенных стафилококков 
принадлеж ит к  виду Staphylococcus au reus. Однако они встре­
чаю тся и среди двух других видов: S taphylococcus epiderm idis 
п Staphylococcus saprophyticus.

С тафилококки являю тся возбудителями пнойных воспа­
лительны х процессов и осложнений при соматических и хи­
рургических заболеваниях, к  которым следует отнести ф урун­
кулы , карбункулы , абсцессы, флегмоны, панарицпп, гидра- 
денит, пневмонию, остеомиелит, сепсис и др. Стафилококки, 
образую щ ие энтеротоксин в пищ евых продуктах (сливках, 
кремах, кондитерских изделиях и др .), могут вызывать пи­
щевую интоксикацию .

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я
Бактериоскопическое исследование (схема 2 ) . М азки для 

бактериоскопии готовят из гноя, экссудата или другого пато­
логического м атериала и окрашиваю т по Граму. Наличие



Схема м икробиологического исследования при  стаф илококковы х  
ин ф екци ях

М атериал

i- ii  этап

2-й этап

3-й этап

Гной, экссудат , м окрота, слизь 
из зева, носа п др.

К ровь (при сепсисе)

Б актсрпоскоп иче- 
ское исследование

I
М азок, о к р аск а  по 

Г рам у

Ответ

I  I
Бактериологическое

вание
IV

Посев на кр о ­
вяной  мясо- 
пептонны й 
агар

псследо-

\

Х арактер  п  ц вет  коло-, 
пий

М азок, о к р аск а  по Гра-. 
му

П осев на са­
х ар н ы й  мясо- 
п ептонны й  
бульон

М азок, о к р ас к а  по Г р а­
му

-► Гемолиз

П осев на скош енны й мясо-ггептон- 
н ы й  а га р  (чи стая  ку л ьту р а)

4
П осев па «пест­
рый» р я д  (с глю ­
козой  п  маннптом 
в ан аэр о бн ы х  ус-* 
л о ви ях )

Ф аготпп ирован ие -*

i
О пределение плаз- 
м око агу л азы  » 
др у ги х  тестов  па- 
тогенпостн

О пределение чувствительности  
антибиотикам

О кончат ельны й ответ

грам полож ителы ш х кокков (размерами 0,8— 1 м км ), распо­
лагаю щ ихся группами, попарно или в виде коротких цепо­
чек, позволяет поставить предварительный диагноз (рпс. 67).

Бактериологическое исследование. И сследуемый материал 
засевают на кровяной агар или мясо-пептонный агар в чаш ки 
Петри. Н а 2-й день исследуют выросшие колонии, делаю т из 
них мазки и окраш иваю т по Граму. Колонии стафилококков 
имеют правильную  вы пуклую  форму, гомогенную или мелко­
зернистую структуру. Н а кровяном агаре колонпи гемолити­
ческих ш таммов окруж ены  зоной гемолиза (рис. 68). Д ля 
получения чистой культуры  одну из них пересевают на ско­
ш енны й мясо-пептонный агар. Н а нем Staphylococcus aureus



образует золотистый пигмент, a Staphylococcus epiderm i- 
dis — белый пигмент.

К ровь от больного сепсисом засевают в сахарны й бульон 
и посевы инкубирую т при 37°С в течение 1—3 сут. Затем 
производят пересев на кровяной агар для вы деления ч и с т о й  
культуры  и ее идентификации.

О пределение вида стафилококка проводят по ряду призна­
ков (табл. 18).

Т а б л и ц а  18

О тличи тельны е п р и зн ак и  видов рода S taphy lococcus

Вид

Признаки
St. aureus St. epidermidis St. stprophy* 

ticus

О бразование пл азм о ко агу л азы + _
» ф осф атазы + — —

Ф ер м ен тац и я  глю козы + + —
» м ан нита  в  а н а ­

эробны х усло ви ях + _ +
(\льф а-токсян + — —

О б о з н а ч е н и я ;  +  наличие признака, — отсутствие признака.

Д л я  идентиф икации патогенных штаммов стафилококков 
от сапрофитических чащ е всего определяю т их способность 
образовывать плазмокоагулазу, вызывать гемолиз, ферменти­
ровать м аинит в анаэробных условиях и вы зы вать некроз на 
кож е кролика при дермонекротической пробе. В некоторых 
случаях  определяю т способность исследуемых штаммов про­
дуцировать лецитовителлазу, гиалуронидазу, фибринолитпче- 
ский фермент.

Биологическая проба. При подозрении на пищевую 
интоксикацию  стафилококковой природы необходимо опреде­
лить наличие стафилококкового э н т е р о т о к с и н а  в иссле­
дуемом м атериале. Д ля  этого энтеротоксин экстрагирую т изо­
тоническим раствором хлорида натрия и энтерально зараж а­
ют котят-сосунков. Ч ерез 30—60 мин у ж ивотны х начинается 
рвота, появляется понос и иногда наступает летальны й исход. 
В ряде случаев показано проведение бактериологического ис­
следования для вы деления чистой культуры  стафилококка из 
остатков пищ евы х продуктов, рвогаы х масс больного, посколь­
ку  в указан ны х материалах наряду с энтеротоксином могут 
присутствовать жизнеспособные стафилококки. Д ля  этого ис-



следуемый материал засеваю т на желточно-солевой агар. В его 
состав входит мясо-пептонный агар с 10% N aC l и  10—20% 
желточной взвеси. П реимущ ество данной среды перед мясо- 
пептонным агаром состоит в том, что на ней подавляется рост 
другой микрофлоры высокими концентрациям и хлорида н ат­
рия. После инкубации посевов при 37°С в течение 20 ч про­
сматривают выросшие колонии. К  подозрительным относят 
те из них, которые окруж ены  мутным венчиком, указы ваю ­
щим на образование бактериям и лецитовителлазы . И з этих 
колоний получаю т чистые культуры  и проверяю т и х  способ­
ность образовывать энтеротоксип.

Д ля эпидемиологического анализа массовых стаф илокок­
ковых заболеваний (внутрибольничных инфекций, пищ евых 
отравлений) проводят фаготипированне вы деленны х из р а з­
ных источников стафилококков и по идентичности фаготипов 
устанавливаю т источник инфекции. Один ш тамм патогенного 
стафилококка может лизироваться несколькими типами ф а­
гов, поэтому все типовые ф аги (24) и  ш таммы  патогенны х 
стафилококков объединены в 4 группы. П ри фаготипировании 
используют критическое разведение фага, т. е. наивысш ее 
разведение, лизирующ ее соответствующий ш тамм стафило­
кокка.

Выделенные от больных патогенные ш таммы  стафилокок­
к а  обязательно проверяю тся н а  чувствительность к  антибио­
тикам (ом. с. 101).

М икробиологическая диагностика стрептококковых 
инфекций

Патогенные стрептококки — Streptococcus pyogenes отно­
сятся к  семейству Streptococcaceae, роду Streptococcus. Они 
являю тся возбудителями ангин, сепсиса, хрониосепсиса, под- 
острого септического эндокардита, рож истого воспаления, 
скарлатины и других различны х гнойных процессов. Р яд  за­
болеваний, вызываемых стрептококками, характеризую тся 
хроническим течением, склонностью к  рецидивам  и  с трудом 
излечиваю тся (ревматизм, эндокардиты ц д р .). Кроме того, 
имеются непатогенные стрептококки, которые сапрофитирую т 
в полости рта и в киш ечнике человека (энтерококки).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактериоскопическое исследование. М азки д ля  первичной 
бактериоскопии готовят из патологического материала и окра­
шивают по Граму. Н аличие грамполож ительных кокков (0 ,6—



1 м к ) , располагаю щ ихся в виде коротких цепочек, позволяет 
поставить предварительны й диагноз.

Бактериологическое исследование. М атериал засевают на 
кровяной мясо-пептонный агар. Н а следующий день изучают 
характер  колоний и  гемолиза, приготовляют м азки из коло­
ний и окраш иваю т их по Граму. Д ля  получения чистой куль­
туры  изолированную  колонию пересевают в пробирку с са­
харны м  мясо-лептопным бульоном.

М ногие стрептококки образуют па кровяном агаре мелкие, 
диаметром 0,5— 1 мм, мутные серовато-беловатого цвета ко­
лонии, окруж енны е зоной гемолиза. По характеру гемолиза 
стрептококки делят на: р-гемолитические стрептококки (Str. 
haem o ly ticu s), формирующ ие мелкие колонии с большой, 
полностью прозрачной зоной гемолиза; а-гемолитичоские 
зеленящ ие стрептококки (S tr. v irid an s), образующие зону 
частичного гемолиза с зеленоватым окраш иванием вокруг 
колопии. К  третьей группе относятся у-стреитококки, не вы­
зы ваю щ ие гемолиза на кровяном агаре.

Н аиболее патогенны  {3-гемолитические — Str. pyogenes, 
являю щ иеся возбудителями больш инства стрептококковых 
пнфекций.

Д л я  более детальной характеристики их патогенных 
свойств определяю т продукцию гиалуронидазы , фибрпнолпзи- 
на и  другие тесты патогенности.

Н а ж идких средах стрептококки в отличие от стафило­
кокков даю т придонно-пристеночный рост в виде хлопьев пли 
зерен, оставляя всю среду прозрачной. Особенности роста 
стрептококков на средах являю тся одним из дифференциаль­
ных признаков (схема 3 ).

И сследование к  р о в п  при подозрении на стрептококковый 
сепсис производят следующим образом: стерильно взятую 
кровь и з вены  в количестве 10 мл засеваю т на 100 мл сахар­
ного или сывороточного бульона, а  такж е на среду К итта — 
Тароцци. Посевы в течение 3 —4 нед инкубируют при 37°С и 
периодически делаю т высевы на чаш ки с кровяным агаром 
для вы деления чистой культуры . Заклю чительны м этапом 
бактериологического исследования является идентификация 
выделенной культуры  по биохимическим и антигенным свой­
ствам.

П о аптигенной структуре все стрептококки делят на 17 се­
рологических групп (А, В, С, D  S ) . Групповую принад­
леж ность стрептококков определяют в реакции преципитации 
с полисахаридны м прецштптиногеном, выделенным из ис­
следуемой культуры. Обычно пользую тся сыворотками наибо-



Схема м икробиологического исследования п р и  стрептококковы х  
и н ф е к ц и я х 1

М атериал

1-й этап

3-й этап

С лизь и з зева 
мокрота и др.

Б ак тер и о ско ­
пическое ис­
следование

М азок, окра­
ска  по Г р а­
му

и  носа, моча, С ы воротка к р о в а

I

Ответ

Б ак тер и о л о ги ­
ческое иссле­
дование 

I
П осев на
кровяной
м ясо-пеп-
гонлы й
агар

С еродиагностика

I
О пределе­
ние стреп­
тококково­
го анти гена

2-й этап  Х ар ак тер  колоний •

М азок, окраска- 
по Грам у

i
О пределе­
ни е  аптп- 
стрептоди- 
зи нов  п  ан- 
тиги алуро- 
н и д азы

•Гемолиз Ответ

Посев н а  сах ар н ы й  мясо-пеп- 
тонны й бульон (чи стая  ку л ь­
тура)

I
Посев н а  «пест­
рый» ряд
С еротипирование .  
культуры

О пределение гиа- 
луропидазы , фиб- 
ринолизипа

О кончат ельны й ответ

' Бактериологическое исследование крови при сепсисе описано в тексте.

лее распространенных групп А, В, С, D. Больш инство пато­
генных для человека ^-гемолитических стрептококков отно­
сится к  группе А. По содержанию типоспецифических анти­
генов протеиновой природы ^-гемолитические стрептококки 
разделяю тся на серотипы, из которых 47 типов относятся к 
группе А. Серологический тип стрептококков определяю т в 
реакции агглютинации.

Серологическое исследование. П ри разны х нозологических 
формах стрептококковой инфекции с помощью РС К  или р еак ­
ции преципитации определяю т наличие специфических анти­
генов в крови (иногда в моче) больного. А нтитела (анти-О- 
стрептолизины, антигиалуронидаза) к  соответствующим 
стрептококковым антигенам определяют главны м образом 
для подтверж дения диагноза ревматизма. А нтистрептолизи-



новая реакц ия основана на нейтрализации способности 
О -стрептолвзина растворять эритроциты при наличии в кро­
ви больного соответствующих антител. Реакцию  ставят со 
стандартны м  сухим О-стрептолизином.

Р еак ц и я  Д ика прим еняется для  определения антитокси­
ческого им мунитета против эритрогенного токсина скарлати­
нозного стрептококка. С тавится с токсином Д ика, представ­
ляю щ им собой экзотоксин скарлатинозного стрептококка.

М икробиологическая диагностика пневмококковых 
инфекций

П невм ококки — Streptococcus pneum oniae — относятся к 
семейству Streptococcaceae, роду Streptococcus. Они являю тся 
возбудителями крупозиой пневмонии, ползучей язвы  рогови­
цы, а такж е могут вы зы вать сепсис, ринит, отит, менингит и 
другие гнойно-воспалительные процессы.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактериоскопическое исследование. М азки для первичной 
бактериоскопии готовят из патологического м атериала (мок­
рота, гной, спинномозговая ж идкость). Н аличие в них грам- 
полож ительяы х, несколько удлиненных, ланцетовидных дип­
лококков (0 ,5— 1,25 м км ), окруж енны х капсулой, позволяет 
поставить предварителыный диагноз (рис. 69).

Бактериологическое исследование. М атериал засевают на 
кровяной агар и.одновременно на сахарны й бульон (лучш е с 
добавлением сыворотки или асцитической ж идкости). Коло­
нии пневмококков напоминают рост а-гемолитпческих зеле­
нящ их стрептококков: мелкие, неж ны е, окруж енны е зелено­
ватой зоной и небольш им гемолизом. И з колоний делают м аз­
ки, окраш иваю т их по Грам у и пересевают н а  кровяной агар 
или сывороточный бульон для вы деления чистой культуры  
(схема 4 ) . Д л я  отличия от стрептококка проверяют отнош е­
ние вы деленной культуры  к  ж елчи, оптохину, а такж е ф ер­
ментацию ин ули на (табл. 19).

П ри необходимости тип пневмококка устанавливаю т в 
реакции агглю тинации с типоспецифическимп сыворотками 
(из 80 известны х типов в патологии человека основную роль 
играют пневмококки 1-го, 2-го и  3-го типов). Быстрым мето­
дом типирования пневмококков является  реакц ия Нейфельда. 
Метод основан на феномене набухания капсул пневмококков 
под влиянием  типоспецифических сывороток: реакцию  ставят



Схема м икробиологического исследования при  пн евм ококковы х 
и н ф ек ц и ях

М атериал  М окрота, отделяем ое носоглотки, гной, экссу д ат  и  др-

1-3 этап

2-9 этап
4

3-й этап

Б актериоско- 
пическое ис­
следование

I
Мазок, окраска 
по Граму

4
Б актер и о л о ги ­
ческое исследо­
ван ие

Ответ

4
Б иоп роба

З а р аж е н и е  белы х 
м ы ш ей

4
П осевы  н а  к р о ­
вян о й  мясо- 
п ептонны й 
агар

Х арактер  
лоний

М азок, окрас-- 
к а  по Г рам у

Гемолиз

4
В зятие 
экссудата 
и постанов­
ка р еак ц п и  
агглю тина­
ции с типо- 
специф пче- 
ским и сы ­
вороткам и

4
М азки-от­
п е ч а тк и  и з 
органов, 
о к р аск а  по 
Г р ам у

Ответ

П ересев п а  кр о ­
вян о й  мясо-пеп- 
тонны й  а га р  пли
сах ар н ы й  
пептонны й 
он (чи стая  
ту р а)

4
П осев на «пестрый» ряд

С еротш ш рованпе куль- •» 
туры  в реакци и  агглю ти­
н ац и и

мясо-
буль-
куль-

4
Ч увстви тельность к  ж ел ­
чи

• О пределение чувстви ­
тельности  к  антибиоти-

О кончат елъны й ответ

непосредственно с патологическим материалом без вы деления 
культуры пневмококка, учиты вая результаты  в препаратах 
«висячая капля» под микроскопом.

Биологическая проба. Внутрибрюшпнно зараж аю т белых 
мышей, высокочувствительных к  пневмококковой инфекции.



Д и ф ф ер ен ц и альн ы е  при знаки  п н евм ококков  п  зелен ящ их  
стрептококков

Признак

Вид ферментация
инулина

растворяющее 
действие 10—4094 
раствора желчи

ингибирующее 
действие раство­

ра  ото х и н а  
1 :500 ООО

П н евм ококки
С трептококки

+ + +

О б о з н а ч е н и я т е  ж е, что и в табл. 18.

П невм ококк обнаруживаю т в м азках-отпечатках из орга 
нов. Д елаю т посевы крови, вы деляю т и идентифицирую! 
культуру.

М икробиологическая диагностика цереброспинального 
менингита

М енингококки — N eisseria m ening itid is относятся к семей 
ству N eisseriaceae, роду N eisseria. Они являю тся возбудителя 
ми эпидемического цереброспинального менингита, а такж< 
вы зы ваю т назоф арингиты  и мш ингококцемии.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактериоскопическое исследование. М атериал из высоки; 
отделов носоглотки берут специальным тампоном. И з спин 
номозговой ж идкости непосредственно приготавливаю т мазкг 
которы е окраш иваю т по Граму. В полож ительном случае 
м азках  из патологического материала обнаруживаю т грамот 
рицательны е диплококки бобовидной формы (0,6— 1 мкм) 
обращ енны е вогнутой стороной друг к  другу.

Бактериологическое исследование. Д ля  получения чисто: 
культуры  материал засеваю т петлей на поверхность сыворс 
точного мясо-пептонного агара. Колонии вырастают на 2- 
день инкубации. В отличие от колоний стафилококков 
стрептококков они являю тся более прозрачны ми (схема 5)

К ром е сы вороточного м ясо-пептонного агар а , п р и  диагностик 
м ен ингита  и  обследовании на м еииигококковое бактерпоносительств 
проводится  в и сев  н а  сывороточную  среду  с антибиотиком  ристом ищ



Схема м икробиологического исследования при  м енпнгококковой
ин ф екци и

М атериал Л иквор  сли зь пз зева  и  носа, кровь, гной, экс­
судат

1-й этап

2-п этап

З-й этап

\
Б актериоско- 
ппческое ис­
следование 

1
М азок, окрас- 
к а  по Грам у

Ответ

[
Б актериологи ­
ческое иссле­
дование

I
П осев на сы­
вороточны й 
м ясо-пеитон- 
н ы й  агар

Х арактер  колоний  ■

Мазок. окраска- 
по Граму

i ,
С ерологическое
исследование

4
Р е а к ц и я  прецип и­
таци и  д л я  обна­
р у ж ен и я  антиге- 
на  в  лпкворе

Ответ

П ересев н а  сыворо- 
-► точны й м ясо-пептоп- 

ны й а га р  (чи стая  
ку л ьту р а)

П осев на «пест-, 
рый» ряд

С еротнпированне - 
к у л ьту р ы

О пределение ч у в ­
ствительности  к 
анти биотикам

О кончат ельны й ответ

' Ликвор разделяю т на две часта: одну центрифугирую т и  исследую т осадок, 
другую предварительно выдерживаю т при 37° С.

ном (125—150 Е Д /м л), которы й  у гн етает  рост грам полож ительн ы х  
к окков  и  тем  сам ы м  облегчает вы деление  м ен ингококка  и з  исследу­
емого м атериала.

Подозрительные колонии пересевают на скош енные среды, 
выделяю т и идентифицируют культуру со  «пестрому» ряду. 
М епингококкп ферментирую т только глю козу и м альтозу с 
образованием кислоты. Типирую т менингококки в реакции 
агглю тинации с типослецифическими сыворотками (А, В, С, 
D ). В СССР в основном встречаю тся серотипы А и В.

Серологическое исследование. И спользуется реакция пре­
ципитации для обнаруж ения менингококкового антигена в 
спинномозговой жидкости больного. Реакц ия ставится с эта­
лонными типоспеццфическими сыворотками.

М икробиологическая диагностика гонореи

Гонококки — N eisseria gonorrhoeae относятся к  семейству 
N eisseriaceae, роду N eisseria и являю тся розбудителями го­
нореи ц бленнореи,



Бактериоскопическое исследование. В положительном слу­
чае в м азках  из уретрального гноя обнаруживаю т грамотри- 
ц ательны е диплококки бобовидной формы (0 ,6—1 м км ). 
В остром периоде болезни они располагаю тся большими скоп­
лениям и внутри лейкоцитов — незаверш енны й фагоцитоз 
(рис. 70).

Бактериологическое исследование. М атериал петлей сеют 
на чаш ки  с сывороточным мясо-пептапным агаром или средой 
Б ей ли  (приготовляется из экстракта бычьих сердец с добав­
лением  пептона и агар а). Посевы инкубируют в течение 1 — 
3 сут. Колонии правильной формы, прозрачные, напоминают 
капли  росы. И з подозрительных колоний готовят мазки и пе­
ресевают па скош енные асцитические среды для получения 
чистой культуры . В м азках из культур гонококки располага­
ю тся нетипично.

Выделенную культуру идентифицируют по характеру рос­
та и  биохимическим свойствам. Гонококк ферментирует толь­
ко глю козу до образования кислоты. Выделение чистой куль­
туры  проводят в сомнительных случаях при неясной картине 
бактериоскопии (схема 6 ).

С х е м а  6
С хема м икробиологического исследования прп  гонорее и бленнорее

М атер и ал  Г пой и з мочеполовых, органов, гной 
и з ко н ъ ю н к ти вы  глаза  прп  бленно­

рее
I i

Б актер п о ско - Бактериологиче- 
пическое пс- ское исследование 
следование  I

|  Посев на сыворо-
М азок, окрас- точны й мясо-пеп- 
ка  по Г рам у тонны й агар  в 

чаш ку  П етри

1-Й этап

2-й этап

3-й этап

С ы воротка
кровц

I
С еродиагнос­
тика

I
i

РСК

Ответ

Ответ 1
ко-Х арактер  

лоний
М азок, окрас­
к а  по Г рам у

П осев на 
р ы т  ряд

I
П ересев на сы воро­
точны й мясо-пептон- 
пы й ага р  (чистая 
ку л ьту р а) 
i J

«пест- О пределение чув­
ствительности  к 
антибиотикам

О кончат ельны й ответ



Серологическое исследование. Ставят реакцию  связы вания 
комплемента Борде — Ж ап гу  (см. с. 137) с гонококковым ан­
тигеном, представляю щ им собой убитую взвесь гонококков. 
П оложительные результаты  наблюдаются главны м образом 
при хронической форме заболевания.

Диагностические, профилактические и  лечебные 
препараты

Очищенный адсорбированный стафилококковый анато­
ксин. Получают из нативного анатоксина путем  осаж дения 
его трихлоруксусной кислотой с дополнительной очисткой 
этиловым спиртом и адсорбцией гидроокисью алюминия. 
П репарат обладает высокими иммуногеннымп свойствами. 
П рименяется для активной иммунизации против стаф илокок­
ковых заболеваний.

Стафилококковая вакцина. Взвесь коагулазополож итель- 
ны х стафилококков, инактивированны х нагреванием . П ри­
м еняется для специфического лечения больных, страдаю щ их 
хронической формой стафилококковой инфекции.

Стафилококковый аитифагин. Экстракт из культур пато­
генных стафилококков, прогретых при 100°С и профильтро­
ванных через бактериальны е фильтры. В препарате содер­
ж атся  термостабильные стафилококковые антигены, обла­
дающие способностью стимулировать защ итны е реакции 
организма. П рименяется для  специфической иммунотерапии 
стафилококковых инфекций.

Иммуноглобулин человеческий противостафилококковый. 
Гамма-глобулиновая ф ракция сыворотки крови, содерж ащ ая 
стафилококковый антитоксин. Приготовляют из крови людей, 
иммунизированных стафилококковым адсорбированным а н а ­
токсином. П рименяется для специфического лечения стаф и­
лококковых ипфекцпй.

Стафилококковый бактериофаг (ж и дк и й ). Ф ильтрат фаго- 
лизата стафилококков. П рименяется наруж но, а такж е под­
кожно, внутрикож во или внутримыш ечно для лечения и 
профилактики стафилококковых инфекций.

Стафилококковые бактериофаги (международный набор) 
применяю тся для ф аготиппрования стафилококков с целью 
установления источника инфекции и путей передачи.

Токсин Д ика. Высокоочпщ енный эритрогенный токсин ге­
молитического стрептококка. Активность препарата изм еряет­
ся в кож ны х дозах. П рим еняется для постановки внутрикож -



ной пробы Д ика для определения антитоксического иммуни­
тета у  детей.

Стрептококковы й бактериофаг (ж и дки й ). Ф ильтрат фаго- 
лизата  стрептококков. П рименяется наруж но или подкожно, 
внутрикож но и внутримыш ечно для лечения и профилактики 
стрептококковы х инфекций.

Сыворотки (противопневмококковые типоспецифические I, 
I I ,  I I I  типа) применяю тся для типирования пневмококков.

Гонококковы й антиген. Взвесь убитой культуры  гонокок­
ка. П рим еняется для постановки РСК.

Г онококковая вакцина. Взвесь гонококков, убитых нагре­
ванием. П рим еняется для  вакцинотерапии хронической гоно­
реи, а такж е  для «провокации» при диагностике этого забо­
левания.

А нтибиотики и химиотерапевтические препараты : пени­
циллин, бициллин, хлортетрациклин, окситетрациклин, нео- 
мпцин, метициллин, оксациллин, сульфаниламиды.

М икробиологическая диагностика гнойных заболеваний, 
вы званны х другими бактериями

Возбудителями гнойных воспалительных процессов н аря­
ду с гноеродными коккам и могут быть Pseudom onas aeru ­
g inosa, синегнойная палочка, и представители семейства ки­
ш ечны х бактерий — Е. coli и Proteus.

С инегнойная палочка относится к  семейству Pseudom ona- 
daceae. О на встречается в киш ечнике людей и животных, мо­
ж ет  быть вы делена с поверхности кож ны х и  слизистых покро­
вов, а такж е из почвы, сточной и озерной воды и  т. п. В иру­
лентны е ш таммы  спнегпойной палочки вы зы ваю т гнойные 
заболевания (отиты, пневмонии, менингоэнцефалиты, абсцес­
с ы ), преимущ ественно у ослабленных людей.

М икробиологическая диагностика заболеваний, вы зван­
ных P s. aeruginosa, проводится путем вы деления чистой 
культуры  этого микроба на мясо-пептонном агаре. В мазках 
из культуры  видны мелкие грамотрицательные палочки. Они 
не образуют спор и окруж ены  тонкой слизистой капсулой, 
подвиж ны. Наиболее характерны м диагностическим призна­
ком явл яется  их способность образовывать сине-зеленый пиг­
мент, диффундирую щ ий в агар и окраш иваю щ ий его в сине- 
зелены й цвет.

Бактериологическая диагностика гнойных заболеваний, 
вы званны х Е. coli и  P ro teus, осущ ествляется путем выделе-



Рис. 70. Гонококк в гное йз 
уретры . О краска по Г рам у 
( к  стр. 158).
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Рис. 74. Рост бактерий  се­
м ейства E n te ro b ac teriaceae  
н а  диф ф еренциально-диа- 
гиостическпх  средах  ( к  стр. 
181).
а —  колонии Е. coli и S. typhi 
на среде Эндо; б — колонии 
Е. coli и Sh. flexneri на среде 
Плоскирева.

б





Рис. 78. Рост коринебактсрий  ди ф те­
р и и  иа теллуритовой  среде ( к  стр. 
213).

Рис. 79. Рост м икобактерий  ту бер ку ­
леза  н а  среде Л евенш тейна — И енсе­
н а  (к  стр. 225).



Рдс. 82. Боррелии  возврат­
ного ти ф а  в крови  больно­
го. О краска  по Ром ановско­
м у — Г им зе (к  стр. 230).



f
Рпс. 83. Б л ед н ая  треп он ем а (к  стр. 
231).
а — темнопольная микроскопия; б — 
окраска по Романовскому—Гимзе.



Рис. 85. Р и ккетси и  Му- 
зе р а  в к л етк ах  в л ага ­
лищ ной оболочки яи ч ка  
свинки. О краска карбо­
ловы м  ф уксином  и мети­
леновы м  синим  ( к  стр.
240).

Рис. 89. Т итрование ви­
р у са  полиом иелита мето­
дом цветной  пробы . Р а з ­
вед ен ия  вируса  (от 10-1 
до 10-10) и  суспензию  
клеток  соединяю т в  рав ­
ны х  о бъ ем ах  в  пробир­
ках . Ч ер ез  несколько 
дн ей  наблю даю т ступен­
чатую  ш к а л у  окр аш и ва­
н и я  среды  от красной  до 
ж елтой  ( к  стр. 257).



Рис. 92. Т итрование  вируса  гриппа в  р еак ц и и  гем агглю тинации  
ку р и н ы х  эри троци тов (к  стр. 267).

Рис. 93. Т ельц а  Б абош а — И егри в 
нейронах  ам м оиова рога н а  срезе рр- 
ловпого м озга человека. О краска по 
Р ом ановском у — Гим зе (к  стр. 271).



в и я  чистых культур бактерий на среде Эндо и  мясо-пептон- 
ном агаре соответственно и их последующей идентификации 
(с. 189).

Контрольны е вопросы

1. Назовите м икроорганизмы , вы зы ваю щ ие гнойные инфекции.
2. Каким о бр азо м  проводится за б о р  патологического м атериала 

для микробиологических исследований при гнойных инфекциях и как 
он доставляется в лабораторию ?

3. В чем  заклю чаю тся принципы м икробиологической диагностики 
гнойных инфекций?

4. Роль стафилококков в патологии человека. О собенности пато* 
генеза и иммунитета при стафилококковы х инфекциях.

5. Биологические признаки стаф илококков. Какие из них использу­
ются для идентификации стафилококков?

6. Какие токсические вещ ества образую т стафилококки?
7. Дайте характеристику м етодам , прим еняем ы м  для м икробиоло­

гической диагностики стаф илококковой инфекции, и тестам, используе­
мы м для определения патогенности стафилококков.

8. Каким о б р азо м  определяю т источник инфекции при внутриболь- 
ничных вспышках стаф илококковой инфекции и при стафилококковых 
пищевых отравлениях?

9. Как проводят микробиологическую  диагностику пищевых о трав­
лений, вызываемых стафилококками?

10. Биологические признаки стрептококков и их отличия от других 
гноеродны х кокков.

11. Классификация стрептококков. С пом ощ ью  каких реакций м о ж ­
но определить групповую и типовую принадлеж ность стрептококков?

12. Д айте характеристику м етодам , прим еняем ы м  для м икробио­
логической диагностики стрептококковых инфекций.

13. Какие исследования проводят  при подозрении на сепсис, вы­
званный стафилококками или стрептококками?

14. Патогенетические особенности и характер иммунитета при 
стрептококковой инфекции.

15. Какой тип стрептококка образует  экзотоксин? Как получают и 
с какой целью  применяю т токсин Дика?

16. Биологические признаки пневмококков.
17. Какие кокки напоминают по своим признакам  пневмококк и по 

каким тестам проводится их диф ф еренцировка?
18. М етоды выделения из патологического м атериала и идентифи­

кация культуры пневмококка. Какие реакции использую тся для  их 
типирования?

19. В каких случаях использую т биологический м етод  вы деления 
пневмококка и в чем он заклю чается?

20. Биологические признаки менингококков и их отличие от гоно­
кокков.

21. Какие м атериалы  исследую т при подозрении на заболевание 
эпидем ическим  цереброспинальны м  менингитом и при носительстве 
менингококков?

22. В чем  заклю чается серологическое исследование при менин­
гите?

23. Патогенетические особенности и характер иммунитета при м е ­
нингите.



24. биологические признаки гонококке!.
25. Какой м етод преимущ ественно прим еняется для м икробиоло­

гической диагностики гонореи и его оценка?
26. Как и в каких случаях проводится серодиагностика гонореи?
27. П атогенетические особенности и характер иммунитета при 

гонорее .
28. Какие препараты использую т для профилактики и лечения ин­

ф екций, вызванных патогенными кокками?
29. П рофилактика бленнореи  у новорож денных.
30. П олучение и применение гоновакцины.

Т ем а i8 . М И К РО БИ О Л О ГИ Ч ЕС К А Я  ДИАГНОСТИКА 
ЗОО Н О ЗН Ы Х  И Н Ф Е К Ц И И

Возбудители зоонозных инфекций — чумы, туляремии, 
бруцеллеза, сибирской язвы  и других заболеваний — переда­
ю тся человеку от ж ивотны х и отличаю тся чрезвычайно вы ­
сокой контагиозностью. Поэтому их выделили в группу воз­
будителей особо опасных инфекций, работа с которыми про­
водится с обязательны м соблюдением реж им а безопасности 
в специальны х лабораториях. Б актери и чумы, туляремии и 
бруцеллеза относятся к  различны м семействам.

О сновные методы, применяемые д л я  микробиологической 
диагностики зоонозных инфекций, приведены  в табл. 20 и 
н а схем ах 7, 8, 9, 10.

П рограм м а з а п я т а я

1. И зу чен и е  схем  м икробиологической  ди агностики  чумы, ту ляр е­
мии, бр у ц ел л еза , сибирской  язвы .

2. Б актери ологи чески е  и  серологические исследования п р и  зоо­
нозны х ин ф ек ц и ях .

3. Д иагностические, п роф и лакти чески е  и лечебны е препараты , 
п ри м еняем ы е п р п  зоонозны х ин ф екци ях .

Д ем онстрация

1. М азки, приготовленны е и з органов зар аж ен н ы х  ж ивотн ы х  и 
чисты х к у л ьту р  I. pestis , F r. tu la ren s is , Вг. m e liten s is , Вас. a n th ra c is .

2. Р о ст  Вас. a n th ra c is  н а  п и тател ьн ы х  средах.
3. Р е а к ц и я  Х еддльсона д л я  серодиагностики  бруцеллеза.
4. Б р у ц ел л езн ы й  и  ту ляр ем и й н ы й  ди агностикум ы , преципитирую - 

щ ая  с и б и р ея зв ен н ая  сы воротка, сибиреязвенны е бактериоф аги , бру- 
целлин, ту л яр и н , ан тр ак си н , ч у м н ая  ж и в а я  с у х а я  вакц ина, туляре- 
м и й н ая  ж и в а я  с у х ая  н а к о ж н а я  вакц ина, бруцеллезны е вакцины , 
си б и р еязв ен н ая  ж и в а я  с у х а я  вакц и н а  (С ТИ ), противосибиреязвенны й 
глобулин, антибиотики .

З ад ан и е  студентам  
д л я  вы п о л н ен и я  лабораторной  работы

1. М икробиологическое исследование п р и  чум е. М атериал д л я  ис­
следования  — гной  пз бубона, органы  гр ы зу н о в  с подозрением  на 
чум ную  инф екцию . М икроскопировать готовы е м азки ; поставить



п редварительн ы й  диагноз. Н ам етить ход дальнейш его  исследования 
с учетом  и спользовани я  тестов д л я  д и ф ф ерен ц и рован и я  возбудителя 
чум ы  от бактер и й  псевдотуберкулеза  гры зунов.

2. С ерологическая ди агностика  тулярем ии.
М атериал д л я  исследования — сы воротка кр о ви  больного с подо­

зрением  на тулярем ию . П ровести  учет  р езультатов  р еак ц и и  агглю ­
ти нации  с  п арн ы м и  сы вороткам и. С делать заклю чение.

3. С ерологическая диагностика бруцеллеза.
М атериал д л я  исследования — сы воротка кр о ви  больного с подо­

зр ен и ем  на бруцеллез. П ровести у ч ет  р езультатов  р еак ц и и  а г г л к т ь  
нации  Р айта. С делать заклю чение.

4. М икробиологическое исследование при  сибирской  язве .
М атериал д л я  исследования — экссудат и з  кож ного  кар б у н ку л а,

ш ерсть  ж ивотного.
а )  М икроскопировать готовы й п р еп арат ; по стави ть  п р едвар и тел ь­

н ы й  диагноз. Н ам етить ход бактериологического  исследования.
б) О пределить наличи е сибиреязвенного  а н ти ген а  в  исследуем ой 

ш ерсти.

Возбудитель чумы — Iers in ia  pest д ер ж и тся  в есте­
ственных условиях у  грызунов и нередки вы зы вает у  них 
смертельную инфекцию.

И склю чительное значение приобретает выделение куль­
тур чумных бактерий от больных людей, так  к ак  первы е слу­
чаи  заболевания нуж даю тся в бактериологическом подтверж ­
дении для своевременного принятия эф ф ективны х противо­
эпидемических мер (схема 7 ).

Бактериоскопичсское исследование. В м азках  из органов 
ж ивотны х и патологического м атериала чум н ая палочка 
(0,5 X 1 ,7  мкм) имеет овоидную форму, окруж ена неж ной кап ­
сулой, грамотрицательна, окраш ивается биполярно, поли­
морфна (рис. 71).

Бактериологическое исследование. И сследуемый материал 
засеваю т на чаш ки с питательны м агаром. П осевы инкубиру­
ют при 25—28°С. Первичное изучение посевов производят 
через 10— 12 ч. К  этому сроку могут появиться колонии в ви­
де «батистового платочка», которые образуют вирулентные 
R -формы микроба. М аловирулентные и авирулеятны е бакте­
рии формируют S-формы колоний.

1 Ie rs in ia  p e s tis  относится к  сем ейству  E n te ro b ac te riaceae , роду 
Ie rs in ia , в которы й вклю чена гр у п п а  бактерии  гем оррагических  сеп­
тицем ий, вы зы ваю щ их забо л еван и я  у  разл и чн ы х  ж ивотны х.

М икробиологическая диагностика чумы

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я
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И дентификацию  чистой культуры  проводят по морфоло­
гии бактериальны х клеток, характеру  роста, антигенным и 
биохимическим свойствам, чувствительности к  специфическо­
му бактериофагу и  биопробе.

Н а бульоне бактерии чум ы  образуют пленку  со спускаю ­
щ имися нитями, напоминающ ими сталактиты . Они разлагаю т 
глюкозу, галактозу, арабинозу, мальтозу, ксилозу, м аннит до 
кислоты. Индола не образуют, ж елатину не разж иж аю т.

В случае исследования м атериала, взятого от погибших 
грызунов, проводится диф ф еренциальная диагностика с па­
лочкой ложного туберкулеза грызунов Ie rs in ia  pseudotuber­
culosis (табл. 20).

Т а б л и ц а  20

Д и ф ф еренц иально-ди агностические п р и зн ак и  возбудителей  чум ы  
и  п севдотуберкулсза

Признаки I. pestls I. pseudotu­
berculosis

П одвиж ность . +  при 20°С
Рост на голодном (без пептона)

3%  агаре -- +
Ф ибринолптпческие свойства + —
Ф ерм ентаци я:

рамнозы — +
адонита — +

У р еазн ая  активность — 4-
Л и зи с  фагом:

чум ны м + —
псевдотуберкулезны м — +

Н аличие бактерпоциногенпы х (пес-
тицнногенны х) ф акторов +

О б о з н а ч е н и я  те ж е, что и в табл. 18.

Биопроба. Проводится для выделения чистой культуры  из 
материала, загрязненного посторонней микрофлорой. Наибо­
лее чувствительными лабораторными ж ивотны ми являю тся 
морские свинки, которым материал вводят подкожно. Внутри- 
брюшинно материал вводят в том случае, если он не загряз­
нен другими бактериями. Загнивш ий материал втирают мор­
ской свинке в выбритый участок кож и в области живота. 
После гибели животных (на 3 —7-й день, в зависимости от 
способа введения) делаю т вскрытие, описывают патологиче­
ские изменения в органах и производят бактериологическое 
исследование (см. схему 7).



У скоренны е методы лаборагорпой диагностики. 1. Методы 
ускоренного обнаруж ения возбудителя чумы  с помощью спе­
цифического бактериофага, основанные на свойстве чумного 
ф ага  быстро (в течение 30—40 мин) разм нож аться в присут­
ствии возбудителя чумы.

2. И ммунофлюоресцентный метод позволяет обнаружить 
присутствие возбудителя в патологическом материале, роде, 
пищ евы х продуктах, эктопаразитах. Д ля  обнаруж ения и иден­
тиф икации возбудителя в препаратах из исследуемого мате­
ри ала используют: люминесцирующие впдоспецифические
противочумны е антитела или люминесцирующие противокап- 
сульны е и противосоматические антитела.

3. Р еакц и я  тормож ения пассивной гемагглютинации 
(Р Т П Г А ) используется д ля  обнаруж ения антигенов бакте­
рий  чумы  в исследуемом материале с помощью стандартной 
противочумной сыворотки.

М икробиологическая диагностика туляремии

Возбудитель тулярем ии — F. tu la ren sis  относится к  роду 
F ran c ise lla . В естественны х условиях встречается у  гры зу­
нов, вы зы вая у  них смертельную инфекцию . Д ля диагности­
к и  тулярем ии у  людей обычно применяю т кож но-аллергиче- 
скую  пробу и  серологические реакции.

М икробиологическая диагностика проводится в специаль­
ны х лабораториях путем  зараж ен и я  лабораторны х животных, 
т а к  к а к  непосредственное выделение возбудителя на пита­
тельны х средах из крови или другого м атериала, взятого у 
больных людей, удается крайне редко (схема 8 ).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактериоскопическое исследование. Б актери и  туляремии 
представляю т собой очень мелкие (0,3—0,5 мкм) кокко-бакте- 
риальны е формы. В м азках  из органов преобладают палочко­
видны е формы. Спор не образуют, имеют небольшую капсулу, 
неподвиж ны , грамотрицательны, иногда вы раж ена биполяр­
н ая  окраска, полиморфны (рис. 72).

Биологическая проба и бактериологическое исследование. 
Д анны й метод прим еняется для вы деления чистой культуры 
бактерий туляремии. Наиболее чувствительными животными 
являю тся белые мыши и  морские свинки, которые заболева­
ют со смертельным исходом даж е при подкожном введении
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единичных бактерий. Выделение бактерий туляремии прови­
дят на свернутой яичпо-ж елточной среде, глюкозо-цистино- 
вом кровяном агаре. Вирулентные ш таммы образуют S -формы 
колоний — мелкие, гладкие, беловатого цвета с голубоватым 
оттенком.

И дентификацию  чистой культуры  проводят по морфоло­
гии бактериальны х клеток, характеру  роста, биохимическим 
и антигенны м  свойствам. Бактерии тулярем ии в отличие от 
бруцелл разлагаю т глюкозу, мальтозу и маннозу до кислоты. 
Биохим ические свойства этих бактерий вы являю тся на 
специальной плотной среде с ограниченным содержанием 
белка.

Серологическая диагностика. С тавится реакция агглюти­
нации с туляремийны м диагностикумом по типу реакции Ви­
д ал я  {см. с. 188). Относительно позднее появление агглюти­
нинов в крови (на 2-й неделе болезни) затрудняет примене­
ние этой реакции для ранней диагностики, однако их 
длительное сохранение делает возможным ретроспективную 
диагностику. Д иагностический титр реакции равен 1 : 100. 
О бязательно прослеж ивается нарастание титра антител (в 
парны х сы воротках).

Н аиболее чувствительны м методом серологической диагно­
стики тулярем ии явл яется  РП ГА , которая бывает полож и­
тельной в конце 1-й — начале 2-й недели заболевания. Титр 
сывороток в разгаре заболевания достигает разведений 
1 :1 2 8 0 — 1 : 2560 и выш е. Д л я  ускоренной диагностики ш иро­
ко прим еняется кровяно-капельная реакция с тем же туляре­
мийным диагностикумом. К ровь из пальца больного наносят 
на обезжиренное предметное стекло, добавляют каплю дистил­
лированной воды (для лизиса эритроцитов) и затем вносят 
каплю  дпагносгикума, смешивают стеклянной палочкой.

К ож но-аллергическая проба. В ы пускается два вида туля- 
рина: один для внутрикож ной пробы, другой для накожной.

П роба высокоспецифична и дает полож ительные резуль­
таты  у  больных людей, переболевш их и  вакцинированных. 
П оэтому учет реакции долж ен проводиться с осторожностью.

М икробиологическая диагностика бруцеллеза

Возбудители бруцеллеза — бактерии рода бруцелла (B ru ­
cella) . По происхождению и  некоторым биологическим осо­
бенностям различаю т следующие виды: Вг. m elitensis — 
возбудитель бруцеллеза мелкого рогатого скота, Вг. abortus — 
возбудитель бруцеллеза крупного рогатого скота, Вг. suis —



возбудитель бруцеллеза у  свиней. Все три вида пато­
генны  д ля  человека. Однако наиболее вирулентны м я в ­
ляется  первый вид; Br. su is вы зы вает спорадические случаи 
заболеваний.

М икробиологическая диагностика обычно проводится п у­
тем серологических исследований (реакция Р ай та  и  Х еддль- 
со н а). К  выделению культур бруцелл прибегают сравнитель­
но редко (схема 9 ).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактериологическое исследование. П олучение гемокульту­
ры является  основным методом бактериологической диагно­
стики бруцеллеза. Д ля этого 5— 10 мл крови, взятой  из локте­
вой вены больного, засевают в два ф лакона с 50— 100 мл пе- 
ченочпого бульона. Один из них, для вы деления культур 
Вг. m elitensis, инкубируют в обычных аэробных условиях, 
другой — для вы деления первичной культуры  Вг. abo rtu s  — 
в атмосфере с 10% СОг. В первых генерациях бруцеллы рас­
тут очеиь медленно, поэтому посевы вы держ иваю т в термо­
стате не менее месяца. Л абораторные культуры  вы растаю т 
через 1—2 сут.

Н а агаре бруцеллы образуют бесцветные с перламутровым 
блеском колонии, в бульоне — помутнение и  слизистый оса­
док. Прп этом в мазках, окраш енны х по Граму, обнаруж ива­
ются мелкие (от 0,3—0,5 до 1,5 мкм) грамотрицательны е кок- 
ко-бактериальные пли более удлиненные формы. Они непо­
движны, спор не имеют, в определенных условиях образуют 
видимую капсулу.

Больш ое значение для быстрой идентиф икации бруцелл 
имеет постановка реакции агглю тинации со специфической 
агглю тинирую щ ей сывороткой на стекле и  определение чув­
ствительности к специфическому бактериофагу.

Все виды бруцелл не ферментируют углеводы. И х диффе­
ренцируют по образованию H 2S, чувствительности к  СО2 , 
действию анилиновых красок (основного ф уксина и тионина) 
и  другим признакам.

Серологическая диагностика. Наиболее распространенным 
методом в лабораторной диагностике бруцеллеза является  се­
рологическое исследование. Ч ащ е всего использую т реакцию  
агглю тинации Райта с бруцеллезным диагностикумом, кото­
р ая  ставится по типу реакции Видаля (см. с. 188). Р еакц и я  
достаточно специфична. П оложительные результаты  отмеча­
ются спустя 1—2 пед после начала заболевания и сохраняют-
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Ся многие годы. Д иагностический титр реакции равен 1 :  200. 
Н аличие агглю тинации при разведении сыворотки 1 :  50 счи­
тается сомнительным результатом.

Д ля  ускоренной серодиагностики прим еняется реакц ия 
агглю тинации Хеддльсона, которая ставится с неразведенной 
сывороткой больного и  с концентрированны м антигеном- 
диагностикумом, окраш енным синькой. Обезжиренное квад ­
ратное стекло размером 9 X 1 2  см делят на 5 квадратов, в ко­
торые микропипеткой наносят ингредиенты  (табл. 21). К ап ­
ли смешивают палочкой, начиная с минимальной дозы 
сыворотки. Стекло осторожно подогревают над  пламенем  до 
37°С в течение 2 мин. П ри полож ительной реакции в первы е 
минуты появляю тся ясны е хлопья синего цвета. Р еакц и я  по­
лож ительна при наличии агглю тинации на +  + .

Т а б л и ц а  21

П остановка  пластинчатой  р еак ц и и  агглю тин аци и  Х еддльсона

Квадраты

Ингредиенты, мл
1-Й 2-й 3-й 4-й 5-й

С ы воротка 0,04 0 ,0 2 0 ,0 1 0 ,0 2 -

Д иагностикум
И зотонический  раствор хлорида н а т ­

0 ,03 0 ,0 3 0 ,0 3 0 ,0 3

р и я 0 ,0 3 0 ,0 3

Кроме того, для  серодиагностики бруцеллеза использую т 
РП ГА , реакцию  иммунофлюоресценции, РС К , опсоно-фаго-. 
цитарную  реакцию, определение неполных антител и  др. 
В поздние периоды заболевания процент полож ительны х се­
рологических реакций (агглю тинации, Р П Г А  и РС К ) начи­
нает сниж аться и большее диагностическое значение приоб­
ретаю т кож яо-аллергическая проба и  реакц ия Кумбса.

Биологическая проба применяется д ля  вы деления чистой 
культуры  из материала, загрязненного посторонней микро­
флорой или содержащего небольшое количество бруцелл. М а­
териал вводят морским свинкам или белым мышам подкож ­
но в паховую область.

Кож но-аллергическая проба (реакция Б ю р н е). Н а ладон­
ной поверхности предплечья внутрикожно вводят 0,1 мл бру- 
целлина. П ри наличии аллергии через 6 —8 ч появляется ги­
перемия кож и и болезненная отечность (см. рис, 55).



Р еак ц и я  специфична и появляется не только у  больных й 
переболевш их, но и у  вакцинированны х людей, в связи с чем 
ее диагностическая оценка долж на производиться с осторож­
ностью.

М икробиологическая диагностика сибирской язвы

В озбудитель сибирской язвы  — аэробная спорообразую­
щ ая  палочка Вас. an th rac is  относится к  семейству Bacillaceae, 
роду B acillus. О на вы зы вает заболевание у  людей и ж ивот­
ных. Споры Вас. an th rac is  могут сохраняться в почве в тече­
ние многих лет.

Н аиболее достоверным методом микробиологической диа­
гностики сибирской язвы  является  выделение и идентифика­
ц и я  культуры  возбудителя. Диагностическую  ценность пред­
ставляю т такж е реакц ия термопреципитации по Асколи и 
кож но-аллергическая проба (схема 10).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактериоскопическое исследование. П ервичная бактерио­
скопия дает возможность обнаруж ить сибиреязвенную палоч­
ку  в патологическом материале и поставить ориентировочный 
диагноз. Вас. an th rac is  имеет характерную  морфологию. Она 
представляет собой грамположительную , крупную  (1 —2Х  
Х 6 — 10 м км ), неподвижную  стрептобациллу. К апсулу обра­
зует в организме и  н а  белковой питательной среде (см. 
рис. 19, 7 3 ).

Бактериологическое исследование. М атериал от больного 
засеваю т н а  чаш ку  с мясо-пептонным агаром и чаш ку с кро­
вяны м агаром и  в пробирку с мясо-пептонным бульоном.

В бульоне культура Вас. an th rac is  растет в виде хлопье­
видного осадка; на агаре вирулентные ш таммы образуют 
колонии в R -форме, имею щие под малым увеличением микро­
скопа впд  «львиной гривы» или «головы медузы». Авирулент- 
ные пли  слабовирулентные бактерии образуют S -формы ко­
лоний. С ибиреязвенная палочка обладает сахаролитическимд 
свойствами, не гемолизирует эритроциты, медленно р азж и ж а­
ет ж елати н у  (рост в виде елочки верхуш кой в н и з). Ш ирокое 
распространение для идентиф икации сибиреязвенных бацилл 
наш ла пенициллиновая проба, позволяю щ ая обнаружить ш а­
ры — «жемчуж ины», которые представляю т собой сферопла- 
сты, образовавш иеся из стрептобацилл под действием пени­
циллина.
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Ёиологцчсская проба. Исследуемый материал вводят Й6Д- 
кож но лабораторным животным (белым мышам, морским 
свинкам  или  кроликам ) одновременно с посевом на питатель­
ные среды. Ж ивотны е находятся под наблюдением в течение 
10 дней. П авш их ж ивотны х вскрываю т, приготавливаю т маз­
ки  и з крови и внутренних органов и делаю т посевы для выде­
лен и я  чистой культуры  возбудителя.

Д л я  вы явлен ия капсульны х палочек в экссудате исполь­
зую т метод пммунофлюоресцеицшт. М азки из экссудата через 
5 — 18 ч после зараж ен и я  обрабатывают капсульной сибире­
язвенной аптпсывороткой и флюоресцирующей антикроличь- 
ей сывороткой, меченной родамином. В препаратах, содер­
ж ащ и х микробные клетки  с капсулой, наблю дается характер­
ное свечение возбудителя.

Серологическое исследование. С тавят реакцию  термопре­
ципитации по А сколи. Антиген (испытуемый термоэкстракт) 
для  реакции приготавливаю т из исследуемого материала 
(ш ерсти, кож и, кусочков органов), которые измельчаю т и ки­
п ятят  в пробирке с изотоническим раствором хлорида натрия 
в течение 10— 15 мин, после чего фильтрую т до полной про­
зрачности. К онтрольны й термоэкстракт готовят из того ж е 
м атериала, взятого у  здорового животного (табл. 22).

Т а б л и ц а  22
П остановка  р еак ц и и  терм опрецппитации

Пробирки контрольные

Ингредиенты, мл
1-Я 2-я 3-я 4-я 5-я

С и б и р еязв ен н ая  пр ещ ш и тп р у ю щ ая 
сы воротка 

Н о р м ал ьн ая  к р о л и ч ья  сы воротка
0 ,3

0 ,3
0 ,3 0 ,3 0 ,3

О сторож но н асл аи в ать  по стен к е  пробирки

И спы туем ы й  терм оэкстракт 0 ,3 0 ,3
С тан д артн ы й  си би реязвен н ы й  анти ­

ген 0 ,3
К о н трольны й  нор м ал ьн ы й  терм оэк­

стр ак т 0 ,3
И зотони ческий  раство р  хлорида 

п атр и я — — — — 0 ,3

Р езу л ь таты



К ож но-аллергическая проба. Н а внутреннюю поверхность 
предплечья внутрикожно вводят 0,1 мл антраксипа. П ри н а­
личии аллергии через 24 ч появляется гиперем ия и инфиль­
трация кожи.

Диагностические, профилактические и  лечебные 
препараты

Бруцеллезны й диагностикум. Взвесь убиты х бруцелл, 
окраш енных анилиновым красителем (метиленовым синим) 
в синий цвет. П рим еняется для серологической диагностики 
бруцеллеза при постановки реакции агглю тинации Р ай та  и 
Хеддльсона.

Туляремнйный диагностикум. Взвесь убиты х бактерий ту­
ляремии. П рименяется с диагностической целью для поста­
новки реакции агглю тинации.

П рецппитнрую щ ая сибиреязвенная сыворотка. Получена 
из крови кроликов, гипериммунизированных культурой сиби­
реязвенны х бацилл. П рим еняется с диагностической целью  в 
реакции термонрецинитации по Асколи для обнаруж ения 
сибиреязвенного антигена в исследуемом материале.

Ч умной бактериофаг прим еняется для идентиф икации воз­
будителя.

Сибиреязвенный бактериофаг прим еняется с диагностиче­
ской целью при дифференцировании возбудителя.

Бруцеллин. Ф ильтрат 3-недельных убитых нагреванием 
бульонных культур Вг. m elitensis, Вг. abortus и  Вг. suis. П ри­
м еняется для  постановки кож но-аллергической пробы Бю рне.

Т улярин. Взвесь туляремийны х бактерий (вакцинного 
ш там м а), убитых нагреванием. П рименяется для  постановки 
кож но-аллергдческой пробы.

А нтраксин. Белково-полисахаридно-нуклеиновый комп­
лекс, извлекаемы й при гидролизе из сибиреязвенны х бацилл. 
П рименяется для постановки кож но-аллергической пробы.

Ч ум ная ж ивая сухая  вакцина. В ы суш енная ж и вая ку л ь­
тура чумных бактерий вакцинного ш тамма EV. П рименяется 
для  активной профилактики.

Т улярем нйная ж и вая  сухая н акож ная вакцина. В ысуш ен­
ная ж и вая  культура вакцинного ш тамма туляремийны х бак­
терий. П рименяется д ля  активной специфической проф илак­
тики туляремии.

Н акож н ая  сухая ж и вая бруцеллезная проф илактическая 
вакцина. Взвесь вакцинного ш тамма Вг. abortus. П рименяется 
для активной специфической проф илактики бруцеллеза.



Б руц еллезн ая  лечебная вакцппа. Взвесь убитых нагрева­
нием  бруцелл. П рим еняется с лечебпой целью, способствует 
десенсибилизации организма при бруцеллезе.

С ибиреязвенная ж и вая  сухая  вакц ина СТИ. Н азвана в 
честь Санитарно-технического института, в котором она была 
впервы е получена. П редставляет собой высушенную взвесь 
ж ивы х спор вакцинного ш тамма сибиреязвенны х бацилл. 
П рим еняется для  активной иммунизации людей.

П ротивосибиреязвенны й глобулин. Гамма-глобулиновая 
ф ракц и я  сыворотки крови лошадей, гппериммунизированных 
ж ивой сибиреязвенной вакциной и вирулентны м штаммом 
возбудителя сибирской язвы . П рименяется с профилактиче­
ской и лечебной целью.

Антибиотики: стрептомицин, хлортетрациклин, окситетра- 
цпклин, левомицетин.

Контрольные вопросы

1. Какие заболевания относятся к зоонозны м  инфекциям? Пути 
их распространения.

2. О сновны е биологические признаки чумных бактерий. Дайте 
характеристику токсину, о б р азу ем о м у  бактериям и чумы.

3. Как происходит зар аж ен и е  чумой? Э пидемиологические и пато­
генетические особенности и характер иммунитета при чуме.

4. Бактериологическая диагностика чумы. На основании каких тес­
тов идентифицирую т культуру чумных бактерий?

5. В каких случаях возникает необходимость диф ф еренцировать 
возбудителя чумы от возбудителя псевдотуберкулеза грызунов? Какие 
тесты использую т для этого?

6. Как и с какой целью  проводится биопроба при чуме и в чем  ее  
преим ущ ества по сравнению  с другими методами?

7. Э кспресс-диагностика чумы.
8. Какие м етоды  использую тся для неспецифической профилакти­

ки чумы?
9. Препараты, прим еняем ы е для химиотерапии, специфической 

проф илактики и лечения чумы.
10. О сновны е признаки бактерий туляремии.
11. Как происходит зар аж ен и е  туляремией? Патогенетические осо­

бенности и характер иммунитета при туляремии.
12. Какие м етоды  использую тся для м икробиологической диагно­

стики тулярем ии у людей? Их общ ая характеристика и сравнительная 
оценка.

13. Как ставится и оценивается аллергическая проба при туляре­
мии? М ож но ли е е  использовать при ранней диагностике заболевания?

14. П репараты , используем ы е для лечения и специфической про­
филактики туляремии.

15. Классификация бруц елл  и их роль в патологии человека.
16. О сновны е биологические признаки бруцелл.
17. Патогенетические особенности и характер иммунитета при бру­

ц ел л езе .
18. Источники зараж ения и основные пути распространения бру­

целлезной  инфекции,



19. Препараты, используем ы е для химиотерапии, специфической 
терапии и профилактики бруц еллеза.

20. Биологические признаки бацилл  с и б и р ск о й  язвы . С как и м и  свой­
ствами связываю т их патогенность?

21. Какие м икроорганизм ы  относятся к антракоидам  и их отличие 
от сибиреязвенны х бацилл?

22. Как происходит зараж ение сибирской язвой? П атогенетические 
особенности и характер иммунитета при сибирской ,язве.

23. М етоды лабораторной диагностики сибирской язвы.
24. Какая серологическая реакция применяется для обнаруж ения 

сибиреязвенного антигена? Как ставится эта реакция?
25. Какой препарат используется для специфической профилакти­

ки сибирской язвы? Его получение и характеристика.

Т ем а 19. М И КРО БИ О Л О ГИ ЧЕС КА Я ДИ АГНОСТИКА 
К И Ш Е Ч Н Ы Х  И Н Ф ЕК Ц И Й

Возбудителями киш ечны х инфекций у  людей являю тся 
киш ечные бактерии (энтеробактерии) — представители се­
мейства E nterobacteriaceae. К  ним относятся энтеропатоген- 
ные киш ечные палочки (эш ерихии), ш игеллы , сальмонеллы, 
протей и другие, вызывающ ие различные по своему патогене­
зу  и  клинической картине инфекционны е заболевания. Энте­
робактерии являю тся обитателями киш ечника и с ф екалиям и 
вы деляю тся во внешнюю среду. Они представляю т собой не­
большие (0 ,5—0,8 X 1 ,5 —-3 мкм) грамотрицательны е палочки, 
н е образующ ие спор п  вы раж енны х капсул, которы е хорошо 
растут на мясо-пептонных средах. Б актери и этого семейства 
отличаю тся по наличию жгутиков, биохимическим свойствам, 
антигенной структуре и ряду  других признаков.

П рограм м а тр ех  за н я ти й

1. И зучение схем  м икробиологической ди агностики  колиэнтеритов, 
пи щ евы х  отравлений , ди зентерии , брю ш ного тиф а, п ар ати ф о зн о й  и н ­
фекции.

2. Б актериологи ческая  и  серологическая  д и агн ости ка  к и ш еч н ы х  
инф екций.

3. Д иагностические, п роф и лактически е  и  лечебны е препараты , 
прим еняем ы е п р и  к иш ечны х  ин ф екци ях .

Д ем онстрация

1. М азки, приготовленны е из чи сты х  к у л ьту р  возбудителей  ки* 
ш ечпы х инф екций: Е. eoli, Sh. f lex n e ri, Sh. sonnei, S. ty p h i, S. p a ra ty p h i 
A, S. sch o ttm u lle ri.

2. «Пестрые» р яд ы  E. coli, Sh. flex n eri, Sh. sonnei, S. ty p h i, S. p a ­
ra ty p h i A, S. sch o ttm u e lle ri.

3. Рост  возбудителей  к иш ечны х  ин ф екци й  н а  ди ф ф ерен ц и альн о ' 
ди агностических  п и тател ьн ы х  средах: Эндо, П лоскпрева, висм ут-суль- 
ф нтной  среде п  др.



4. О сновны е этапы  бактериологического  исследования при  пищ е­
вы х  токси кои н ф екц и ях , вы зван н ы х  сальм он еллам и и  другим и  энте­
робактериям и .

5. А гглю тинирую щ ие сальм он еллезны е, ди зен терийн ы е п ОВ-коли- 
сы воротки , брю ш нотиф озны е м онодпагностикум ы , х им ическая  поли­
вак ц и н а , с п и р то в ая  д и зен тер и й н ая  вак ц и н а , поливален тны е брюшпо- 
тиф озн ы й , сальм овеллезн ы й , дизен терийн ы й  и  коли-протейны й бак­
тери оф аги , ан ти биотики  и  хим иотерапевти ческие  препараты .

З а д а н и е  студентам  
д л я  вы п о л н еп п я  лабораторной  работы

З а н я т и е  1-е

1. Б ак тер и о л о ги ч еск ая  ди агностика  колиэн теркта . М атериал для 
и ссл едо ван и я  — ф ек ал и и  больного ребенка. 1-й этап : п о сеять  ф екалии 
на ч а ш к и  со средой Эндо.

2. Б ак тер и о л о ги ч еск ая  ди агн ости ка  ди зентерии . М атериал  для  
и ссл ед о в ан и я  — ф ек ал и и  больного. 1-й этап : п осеять  ф ек ал и и  на чаш ­
к и  со средой  П лоскирева.

3. Б ак тер и о л о ги ч еск ая  ди агн ости ка  брю ш ного тиф а. А. Выделение 
гем окультуры . М атер и ал  д л я  исследования — кровь больного. 1-й 
этап : исследовать р ан ее  полученную  гем о ку л ьту р у  п а  среде Р а ­
поп орта: а )  отм етить х а р ак т ер  роста, н ал и ч и е  или  отсутствие газо ­
о б р азо ван и я ; б) при готови ть м азки , окрасить по Г рам у и  микроскони- 
р о в ать ; в ) сд ел ать  п ер есевы  в  п робирку  со средой Р ессел я  и  н а  ч а ш ­
к и  со средой  Эндо.

Б . В ы деление ко п р о ку л ьту р ы . М атериал  д л я  и сследован и я  — ф е­
к ал и и  больного. 1-й этап : п осеять  ф ек ал и и  в п робирку  со средой 
М ю ллера или  с селенитовой средой и  п а  ч аш ки  со средой  Эндо.

Н ам ети ть  п л ан  2-го этап а  бактериологического и сследован и я  при 
колиэн терите, д и зен тер и и  и  брю ш ном  тифе.

3  а  н  я  т и  е 2-е

1. П родолж ение бактериологической  ди агностики  колиэнгерита, 
2-й этап : а )  опи сать колонии , вы росш ие на среде Эндо; б) приготовить 
м азк и , окр аси ть  по Г р ам у  и  м икроскопировать; в) провести  сероло­
гическую  и д ентиф и каци ю  вы росш их па среде Эндо колоний в реак­
ц и и  агглю тин аци и  н а  стек ле  с  О В -агглю гинирукицим и сы вороткам и.

С делать закл ю чен и е  по проведенны м  исследованиям  п  нам етить 
х о д  дальнейш его  и ссл едо ван и я  д л я  у стан о в л ен и я  серотипа вы делен­
н о й  культуры .

2. П родолж ение бактериологической  диагностики  дизентерии.
2-й этап : а) опи сать колонии , вы росш ие н а  среде П лоскирева; б) сде­
л ат ь  п ересев  подозрительной  (бесцветной) колонии  со  среды  П лоски­
рева н а  среду  Р есселя.

3. П родолж ение бактериологической  ди агностики  брю ш ного тиф а.
А. В ы деление гем окультуры . 2-й этап : а) отм етить характер

роста гем о ку л ьту р ы  н а  среде Р ессел я  и  н а  чаш ке со средой Эндо; 
б) п ровести  серологическую  идентиф икацию  вы деленной на среде 
Р ессел я  гем о ку л ьту р ы  в  р еак ц и и  агглю тин аци и  с агглю тинирую щ им и 
сы вороткам и. С делать заклю чение по проведенны м  исследованиям .

Б . В ы деление копрокультуры . 2-й этап : а) отм етить хар актер  
роста  н а  ср еде  Эндо и  М ю ллера; б) п ер есея ть  подозрительную  (бес­
цветную ) колонию  со среды  Эндо в п робирку  со средой Ресдедя-



4  С еродиагностика брю ш ного тиф а. У честь р е зу л ь т а т ^  реаКЦй^ 
В идаля. Н а  основании  п олученн ы х  дан н ы х  п о стави ть  серологический 
диагноз а  в  полож ительном  случае  определить п ериод  заболеван и я  
брю ш ны м  тифом.

З а н я т и е  3-е

1. О кончание бактериологической  д и агностики  дизентерии . 3-й 
этап : а )  отм етить х а р ак т ер  роста п а  среде Р ессел я ; б) п ровести  серо­
логическую  идентиф и каци ю  копрокультуры , вы деленной  на среде 
Ресселя, в  р еак ц и и  агглю тин аци и  н а  стекле  с агглю тин ирую щ и м и 
сы вороткам и. С делать окончательное заклю чение.

2. О кончание бактериологического и сследован и я  к опрокультуры  
при  брю ш ном тиф е.

3-й этап : а )  отм етить х а р ак тер  роста  на среде Р ессел я ; б) п р о ­
вести  серологическую  идентиф и каци ю  копрокультуры , вы деленной  
на среде Ресселя, в р еак ц и и  агглю тин аци и  на стекле  с агглю ти н и ру­
ю щ ими сы вороткам и. С делать окончательное заклю чение.

Микробиологическая диагностика колиэятеритов 
и дизентериеподобных заболеваний

Колиэнтериты — острые киш ечные заболевания детей ран ­
него возраста, возбудителями которых являю тся эш ерихии 
разны х серогрупп (026 , 055 , 0111  и д р .), отличаю щ иеся друг

С х е м а  И

С хема бактериологического  исследования 
п р и  к о л и эн тер н тах  и  ди зентериеподобны х заб о л еван и ях

М атериал  И спраж н ен ия
4

1*й этап

2-й этап

3-й этап

П осев н а  ср ед у  Эядо

Х арактер  и  ц вет , 
колоний

М азки, о к р аск а  по_ 
Г рам у

.Р е а к ц и я  агглю тин аци и  
н а  стек ле  с м атериалом  
и з отдельны х колоний 
п см есям и О В-сывороток

Ответ
I

П ересев агглю тнн абельн ы х  колон и й  н а  скош ен­
ны й  м ясо-п елтонны й  а га р  ч и ст ая  к у л ьту р а)

Р еак ц и я  агглю тин аци и , 
на стекле  со смесями 
О В -сы вороток

Р е а к ц и я  агглю тинации^ 
с типоспециф ическпм и 
сы вороткам и

.Р а зв е р н у т а я  р еак ­
ц и я  агглю тинации

•П осев н а  «пест­
ры й» р я д

О кончат ельны й ответ



От друга tto своей антигенной структуре. ДпзентериеподобнШ  
заболевания детей и взрослых вы зываю тся эш ерихиями, при­
надлеж ащ им и к  другим серогрупнам (025 , 0112 , 0 1 2 4  и др.).

М икробиологическая диагностика указанны х инфекций 
производится исклю чительно с помощью бактериологическо­
го исследования (схема 11). Бактериоскоиический и сероло­
гический методы не наш ли при этих заболеваниях практиче­
ского применения.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактериологическое исследование. И спраж нения ребенка 
засеваю т па чаш ки со средой Эндо, которые инкубирую т при 
37°С до следующего дня.

Н а второй день снимают петлей часть выросш ей красной 
колонии киш ечной палочки  и ставят реакцию  агглю тинации 
на стекле со смесью ОВ-сывороток, содерж ащ их антитела про­
тив наиболее распространенны х серологических (антиген­
ны х) групп энтеронатогенны х киш ечны х палочек. Т ак  про­
веряю т на агглю тинабельность не менее 10 колоний с к а ж ­
дой чаш ки . П ри полож ительном результате ставят реакцию 
агглю тинации с типовыми сыворотками (0 2 6  : В6, 0 5 5  : В5, 
0 1 1 1 :  В4, 0124  :В 1 7  и др.) и даю т предварительны й ответ. 
Затем  пересевают несколько агглю тинабельных колоний на 
скош енпы й мяс-о-пептонный агар для  получения чистых 
культур.

Н а 3-й день проверяю т агглю тинабельность чистых куль­
тур в реакции агглю тинации на стекле со смесью ОВ-сыворо- 
ток, а  затем  с отдельными ОВ-сыворотками. П ри полож итель­
ном результате ставят развернутую  реакцию  агглю тинации 
в пробирках с соответствующей ОВ-сывороткои. Д л я  этого 
приготавливаю т два ряда разведений агглю тинирую щ ей ОВ- 
сыворотки. В пробирки 1-го ряда вносят ж ивую  исследуемую 
культуру  Е. coli, 2-го р яда  — эту ж е культуру, предваритель­
но прокипяченную  на водяной бане в течение 2 ч. Использо­
вание в качестве антигена убитых нагреванием бактерий свя­
зано с наличием  у ж и вы х К -антигена, который часто препят­
ствует проявлению  О-агглютинабельности.

М икробиологическая диагностика дизентерия

Возбудителями бактериальной дизентерии является  груп­
па родственных микроорганизмов, относящ ихся к  роду S h i­
gella. Современная классиф икация ш игелл представлена в 
табл. 23.



С оветская и  м еж ду н ар о д н ая  к л асси ф и к ац и я  
бактер и й  рода S higella

Под­
группа Вид Серотвп Подтип

Название видов я  под­
видов по советской клас­

сификации 1962 г.

А Sh. d y se n te riae 1-й

2-й

Sh. g rig o riew ash ig ae  
(Г ригорьева — Ш ига) 
Sh. s tu tze r isch m itz ii 
(Ш тутц ера  — Ш м ит­
ца)
Sh. la rg e -sach s ii 
(Л ар д ж а —С акса)

3— 10-ft
-

В Sh. flex n eri 1-fl

2-й
3-й
4-ft
5-ft

6-Й

l a ,  lb

2 a , 2b 
3 a , 3b, 3c 

4 a , 4b

Sh. fJexneri 
(Ф лексн ера)

Sh. new castle  
(Н ью кастл)

С Sh. boydii 1— 15-ft Sh. b oyd i 
(Б ойда)

D Sh. sonnei Sh. sonnei 
(Зонне)

М икробиологическая диагностика дизентерии проводится 
главным образом бактериологическим методом (схема 12).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я
Бактериологическое исследование. П ри наличии гнойных 

или слизисто-кровянистых комочков в исследуемых исп раж ­
нениях выбирают петлей эти комочки слизи, промываю т в 2 — 
3 пробирках с изотоническим раствором хлорида натрия, пос­
ле чего наносят на поверхность диф ференциально-диагности­
ческой среды П лоскирева в ч аш ку  Петри и  тщ ательно расти­
рают ш пателем  (рис. 74).

Н а 2-й день отбирают прозрачные бесцветные колонии и 
пересевают одну из них па среду Ресселя пли на короткий 
«пестрый» ряд  с лактозой и  глюкозой. О ставш ую ся часть ко­
лонии используют для постановки ориентировочной реакции 
агглю тинации н а  стекле со смесью сывороток Ф лекснера и



С х е м а  12
С хем а м икробиологического исследования при  дизентерии  

М атериал

1-й этап

2-й этап

3-й этап

И сп р аж н ен и я
I

Б актериологи ческое  исследо­
ван ие

1
Посев н а  ди ф ф еренц иальны е 
среды  (П лоскирева и  др.)

I

*
Х арактер  п ц вет  колоний 

М азок, о к р аск а  по Гра-"
му
Р е а к ц и я  агглю тин аци и  
н а  стекле  со смесями 
ди зен тер и й н ы х  сы воро­
ток

Ответ

С ы воротка крови  
\

С еродиагностика
\

Р е а к ц и я  агглю ти­
н ац и и  (по типу 
реакци и  В идаля) 
с дизентерийны м и 
ди агностикум ам и

Ответ

П ересев бесцвет­
ны х  колоний  на 
среду  Р ессел я  или 
тр ех сах ар н у ю  сре- 
ДУ

М азок, о к р ас к а  по 
Г рам у

Р еги стр ац и я  и зм е­
нен и й  ц в ета  сре­
ды

\
Посев на «пестрый» р я д

■ Р е а к ц и я  агглю тинации  
на стекле со смесям и 
ди зен терийн ы х  сы воро­
ток, а затем  с видовы м и 
и  типовы м и сы воротка­
ми

О кончат ельны й ответ

Зонне и смесью сывороток против сальмонелл для исклю че­
ни я брюшного тиф а или сальмонеллеза. Окончательное 
заклю чение дают н а  4-й  день по результатам  изучения ф ер­
м ентативны х свойств и реакции агглютинации. П ри обнару­
ж ении ш игелл Ф лекснера или Бойда обязательно устанавли­
вают серотип в реакции агглю тинации с типовыми адсорби­
рованными сыворотками. Ф ерментативные свойства дизенте­
рийных бактерий определяю т на длинном «пестром» ряде 
(табл. 24).
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К о л и ц п н о г е н о т п п и р о в а п и е .  Ш игеллы Зопне со­
держ ат разн ы е типы кодициногенных факторов, которые 
обнаруж иваю тся с помощью специального набора индикатор­
ны х ш таммов. Колыцпногенотипирование дает достаточно 
стабильны е результаты  н может быть использовано для эпи­
демиологических целей.

Серологическая диагностика применяется для  ретроспек­
тивного обоснования диагноза дизентерии при стертых фор­
мах, а такж е для уточпения вида возбудителя. Ставят реак­
цию агглю тинации по типу реакции В идаля (с. 188).

Д иагностическим титром при дизентерии, вызванной ши- 
геллам и Ф лекснера, считают разведение 1 : 200, а  ш игеллами 
Зонне и Н ью кастл— 1 : 100.

М икробиологическая диагностика брюшного тифа 
и паратифов

Брю ш ной тиф и паратиф ы  вы зываю тся бактериями рода 
Salm onella, которые относятся по своей антигенной структуре 
к  серогруппам  А, В и  D.

М икробиологическая диагностика тифо-паратпфозных за­
болеваний производится путем бактериологического и сероло­
гического исследований. Бактериоскопия первичного м атериа­
ла не н аш ла практического применения, так  к ак  в м азках из 
испраж нений невозможно отличить сальмонеллы от киш еч­
ной палочки, а  в другом материале (крови, ж елчи  и т. д.) воз­
будителей слиш ком мало, чтобы их можно было обнаружить 
прн микроскопии мазков.

Вследствие особенностей патогенеза брюшного тиф а на 
1-й неделе заболевания, в период бактериемии, возбудителя 
выделяю т из крови (получение гем окультуры ); со 2-й недели 
заболевания — из испраж нений (получение коп рокультуры ), 
мочи или ж елчи. А нтитела в сыворотке накапливаю тся при 
брюшном тифе в конце 1-й недели заболевания (схема 13).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактериологическое исследование. П олучепие гемокульту­
ры . В 1 - й  д е н ь у  больного из локтевой вены  ш прицем бе­
рут 5— 10 мл крови и у  постели больного вносят ее в колбу с 
50— 100 мл среды Рапопорт. У казанны е соотношения крови 
и  среды необходимы для подавления бактерицидного действия 
белков крови. Посевы инкубируют при 37°С в течение 18 — 
20 ч.
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Й а 2 - й  д е н ь  при росте тифозных бактерий наблю дается 
помутнение и  изменение цвета среды. При росте паратифоз­
ны х бактерий наряду с указанны м и изменениями появляются 
пузы рьки  газа  в поплавке. Д ля ускорения ответа из среды 
Рапопорт делаю т м азки  и препараты  «висячая» капля. При 
наличии ч и с т о й  культуры  грамотрицательных подвиж ных па­
лочек и изм енения цвета среды (пли наличия газа) дают 
первы й предварительны й ответ.

Затем  культуру из среды Рапопорт пересевают в пробир­
ку  со средой Ресселя или на скош енный мясо-пептонный агар, 
полагая при этом, что из кровн выделена чистая культура и 
можно сразу приступить к  ее идентификации. Одновременно 
со среды Рапопорт делаю т посевы на среду Эндо для полу­
чения изолированны х колоний с целью проверки чистоты вы­
росшей культуры .

С остав с р е д ы  Р е с с е л я :  м ясо-пептонны й агар , 1 % лактозы ,
0,1% глю козы  и  и н ди като р  Андреде. С реду п ри готовляю т в пробирках 
так и м  образом , чтобы  в н и зу  она бы ла в  виде столбика, а  верхн яя 
ч асть  им ела  скош енную  поверхность. П осев исследуем ой культуры  
дел аю т уколом  в  столбик и  н а  поверхность среды . П ри  ферм ентации 
углеводов происходит п окрасн ени е среды ; р азр ы вы  столбика свиде­
тельствую т о газообразовании . П окраспение всей  среды  наблю дается 
при  ф ер м ен тац и и  л акто зы , покрасн ени е только столбика — при  ф ер­
м ен тации  глю козы , т а к  к а к  содерж ание ее в  среде зн ачительно  мень- 
ш е, чем  лактозы .

Н аряду  со средой Ресселя в настоящ ее время при диа­
гностике киш ечны х инфекций получила распространение 
трехсахарная среда (в ее состав входит глюкоза, лактоза, са­
хароза, мочевина, некоторые соли и индикатор — феноловый 
кр асн ы й ).

Н а 3 - й  д е н ь  отмечают ферментацию  глюкозы на среде 
Ресселя и ставят ориентировочную реакцию  агглю тинации на 
стекле. Н а  основании полученных данны х дают второй пред- 
варительны й ответ.

Д ля дальнейш его исследования отбирают несколько бес­
цветны х колоний со среды Эндо и пересеваю т их в среду Рес­
селя или скош енны й мясо-пептонный агар (для контроля по­
лученны х результатов). Чистую культуру, выросшую на сре­
де Ресселя или скош енном мясо-пептонном агаре, пересевают 
на среды «пестрого» р яда  и используют для постановки реак­
ции агглю тинации на стекле со смесью групповы х сывороток, 
адсорбированными О- и  монорецепторными Н-сальмонеллез- 
ными сыворотками.



Т а б л и ц а  25 

Б иохи м ически е  свойства тиф о-паратиф озны х  бактерий

Ферментация углево­
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Действие на лакму­
совое молоко

S. ty p h i — к К _ К + _ К и с л ая  р е а к ц и я '
S. p a ra ty p h i А --- 1U' К1' — к г — — — То ж е
S. sch o ttm u e lle ri К1' к г к г + + Щ елочн ая  р е ак ­

ц и я

О б о з н а ч е н и я :  К  — образование кислоты (без газа)*, К Г —  образование 
кислоты и газа.

О кончательный диагноз устанавливаю т на основании дан­
ных «пестрого» ряда (табл. 25) и  реакции агглю тинации.

По способности р а зл агат ь  к си лозу  и  ар аби н о зу  к у л ьту р ы  бакте­
рий брю ш ного ти ф а  м огут  бы ть разделены  на тр и  ф ерм ен тативн ы х  
типа: 1 — ксилозополож ительны е, араби нозоотрицательн ы е, 2— кси ­
лозоотрицательны е, араби нозоотрицательн ы е, 3— кси лозополож итель­
ны е, арабинозополож ительны е. О пределение кси лозно-арабиноз- 
ного п р и зн ак а  м ож ет б ы ть  использовано  д л я  м ар к и р о ва н и я  бактер и й  
в  эпидем иологических цел ях .

Фаготипирование. С помощью набора стандартны х Vi-ф а- 
гов определяю т до 78 фаготипов S. typhi. П ри этом необходи­
мым условием является  наличие в культуре Vi-антигена. 
К ультуры  S. scho ttm uelleri дифференцирую тся на И  ф аго­
типов и подтипов.

П олучение копрокультуры . И спраж нения сеют на одну из 
дифференциально-диагностических сред (Эндо пли Л еви н а).

Д ля  посева петлю кала вносят в пробирку с изотоническим 
раствором хлорида натри я  и приготовляют суспензию . После 
оседания крупны х комочков петлю тонкой суспензии наносят 
н а поверхность агаровой среды на одну половину чаш ки. М а­
териал тщ ательно растираю т ш пателем по одной, а  затем  по 
другой половине чаш ки  для получения изолированны х коло­
ний. Посевы инкубирую т при 37°С в течение 18—20 ч. Одно­
временно испраж нения сеют на среду обогащ ения М юллера 
или селенитовую среду. Н а  этих средах удается  получить рост 
возбудителя даж е в том случае, когда он в незначительном



количестве содерж ится в псследуемом материале. П осевы ин­
кубирую т при 37°С в течение 18—20 ч.

С р е д а  М ю л л е р а  содерж ит 4,5 г  хим ически  чистого м ела, 90 мл 
м ясо-пептонного  бульона, 2 м л  раствора Л ю голя и 10 м л  50% раствора 
ги п о су л ьф и та  патри я . С реду р азли ваю т по 8—10 мл в пробирки. При 
взаим одействии  йода и  гипосульф ита  о бразуется  тетр ати о н ат  натрия, 
п од авл яю щ и й  рост киш ечной  палочки, но не пр еп ятству ю щ и й  росту 
сальм онелл.

С е л е н и т о в а я  с р е д а  готовится  и з основного раствора, кото­
ры й  содерж ит 0,5% пептона, 0,7% N a2H P04, 0,3%  N aH 2P 0 4, 0,4% лак- 
тозы  и  ди стиллирован ную  воду. К  50 м л  стерильной  основной среды 
добавляю т ex  tem p o re  2 м л  10% раствора кислого  селенистокислого 
н а тр и я  (N aH SeO s) и  р азл и ваю т  приготовленную  среду  по 5—7 м л в 
пробирки . С еленистокислы й н атр и и  стим улирует  рост сальм он елл  и 
п о д ав л яет  сопутствую щ ую  флору.

Н а 2-й день изучаю т характер колоний, выросш их на чаш ­
ках, пересеваю т 2 —3 бесцветные колонии на среду Ресселя 
и  в пробирки со скош енным мясо-пептонным агаром. При 
отсутствии подозрительны х колоний на чаш ках  делаю т высе­
вы  нз среды М ю ллера или селенитовой среды на чаш ки со 
средой Эндо для получения изолированных колоний тифоз­
ны х или паратиф озны х бактерий. Д ля  ускорения ответа ста­
вят ориентировочную реакцию  агглю тинации на стекле с ма­
териалом, взяты м  из бесцветной колонии.

Д алее поступаю т так  ж е , как  и при идентиф икации гемо­
культуры .

Серологическая диагностика. В лабораторной практике 
ш ироко прим еняется реакц ия агглю тинации В идаля. Она ос­
нована на вы явлении в сыворотке крови людей агглютининов, 
которые появляю тся в конце 1-й — начале 2-й недели заболе­
вания, и на изучении динамики нарастания и длительности 
сохранения антител.

Р еакц и я  ставится одновременно с несколькими антигена­
ми — О- н Н -брюш нотифозными, А- и В -паратифозны ми диа- 
гностикумами. Брю ш нотифозные монодиагностикумы приме­
няю тся для установления периода болезни, так  к ак  содержа­
ние О- и Н -антител в разны е периоды болезни неодинаковое. 
О -антитела накапливаю тся в разгар заболевания и исчезают 
к  моменту вы здоровления. Н -антитела появляю тся к  концу 
заболевания и сохраняю тся у  переболевших в течение дли­
тельного времени.

У  людей, вакцинированны х против брюшного тифа п па- 
ратифов, такж е наблю дается полож ительная реакц ия Вида­
ля, причем в довольно высоком титре, поэтому «инфекцион­
ный Видаль» удается отличить от «прививочного» только по



нарастанию  титра агглю тининов у  больных в процессе бо­
лезни.

Реакцию  В идаля ставят в четырех рядах  пробирок по 7 
пробирок в каж дом ряду, нз которых 5 опытных и 2 контроль­
ных. Т ехника приготовления разведений сыворотки излож ена 
на с. 127 в табл. 13. Д ля  контроля каж дого диагностикума в 
пробирки вносят по 1 мл изотонического раствора хлорида 
натрия, в который добавляют 2 —3 капли  диагностикума. 
В контрольной пробирке с 1 мл сывороткп (без диагностику­
ма) не должно быть хлопьев. П ри спонтанной агглю тинации 
реакция не учитывается. Д иагностический титр реакции Ви­
даля равен 1 : 200.

Д ля  серологического обследования реконвалесцентов и вы ­
явления бактерионосителей ш ироко используют реакцию  пас­
сивной Vi-гемагглютинацин, с помощью которой определяю т 
Vi-аптптела в сыворотке крови людей. В качестве антигена 
используют эрлтроцптарный V i-диагностикум, который пред­
ставляет собой взвесь эритроцитов человека I (0) группы, 
обработанных формалином и сенсибилизированных V i-антнге- 
пом брюшпотпфозных микробов. Испытуемую сыворотку р аз­
водят от 1 : 10 до 1 : 1280. П ри полож ительной реакции эри­
троциты покрываю т дно пробирки в виде диска с зазубренны ­
ми краям и, а надосадочная жидкость остается прозрачной. 
При отрицательной реакции так  ж е, как  и  в контроле, эритро­
циты осаждаю тся на дне пробирки и имеют вид диска с ров­
ными краям и («пуговки»). Диагностическое значение имеет 
титр пассивной Vi-гемагглю тпнации начиная с 1 : 40 и выш е. 
Всех лиц, сыворотки которых дают полож ительны й результат 
в Р П Г А  с эритроцитарным V i-антигеном, рассматриваю т как 
подозрительных па носительство брюшнотифозных бактерий 
и подвергают многократному бактериологическому обследова­
нию.

М икробиологическая диагностика пищ евых отравлений 
бактериальной природы

К  пищевым отравлениям относятся токсикоинфекции, па­
тогенез и клиническая картина которых определяю тся нали­
чием в желудочно-кпш ечном тракте больного большого коли­
чества соответствующих бактерий, внесенных с зараж енной 
пищей. После массового разруш ения бактериальны х клеток 
освобождается значительное количество эндотоксина, вы зы ­
вающего отравление организма. Наиболее распространенны ми 
возбудителями пищ евых токсикоинфекции являю тся сальмо­



неллы  — S. ty p h im urium , S. cholerae su is, S. enteritid is, 
S. heidelberg , S. an a tu m , S. derby и др., реж е встречаются 
Е . coli, P ro teus vu lgaris, P ro teus m organi и  др.

П ри пищ евы х токсикоинф екциях освобождение ж елудоч­
но-киш ечного тракта  от возбудителя происходит довольно 
быстро, иногда через несколько часов после заболевания. 
Б актери ем и я при этом, к а к  Правило, не развивается.

Особое значение среди пищ евых отравлений имеют ин­
токсикации, которые вы зы ваю тся экзотоксинами Clostridium  
bo tu linum , Staphylococcus, C lostridium  perfringens. В этих 
случаях  д ля  развития болезни не требуется присутствия в 
организме самого возбудителя.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Х од микробиологического исследования, проводимого при 
пищ евы х токсикоинф екциях, определяется видом микроба, 
подозреваемого в качестве возбудителя. М атериал для иссле­
дования берется от больного {рвотные массы, промывные во­
ды  ж елудка, ф екалии) и  из остатков пищи, которая могла 
явиться  возможным источником инфекции.

Бактериологическая диагностика пищ евы х токсикоинфек- 
ций, вы званны х сальмонеллами, производится путем первич­
ного посева м атериала н а  среды Эндо и М ю ллера для вы ­
деления чистой культуры  (см. схему 13).

И дентификацию  чистой культуры  проводят по биохими­
ческим свойствам на «пестром» ряде, по антигенной структу­
ре в реакции агглю тинации с групповыми и монорецепторны- 
ми диагностическими сыворотками (табл. 2 6 ), а такж е с уче­
том гибели белых мыш ей после перорального зараж ения.

Д ля  доказательства этиологической роли Е. coli при пи­
щ евой токсикоинфекции материал (рвотные массы, фекалии, 
остатки пищ и) сеют на среду Эндо. И золированные колонии 
идентифицируют по схеме И . П ри этом большое значение 
придается одновременному выделению культур  Е. coli из 
остатков пищ и и м атериала от больного.

Д л я  доказательства этиологической роли бактерий рода 
P ro teus первичны й посев производят в конденсационную во­
ду скошенного мясо-пептонного агара (по Ш укевичу) для 
вы явления ползучего роста — наиболее характерного призна­
ка  культуры  P ro teus. И з выделенной культуры  готовят пре­
параты  «висячая» к ап л я  н мазок, который окраш иваю т по 
Граму. Б актери и  рода P ro teus являю тся очень подвижными 
грамотрицательными палочками, ферментирующ ими глюкозу
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й йё разлагаю щ ими лактозу. Важ ны м признаком является  йХ 
способность ферментировать мочевину, в отличие от сальмо­
нелл п ш игелл, которые не обладают подобными свойствами. 
В ыделенные культуры  дифференцируют по биохимическим 
свойствам (табл. 27).

Т а б л и ц а  27

Б и охи м и чески е  тесты  д л я  диф ф еренц ирован ия бактер и й  
рода P ro teu s

П ризнак P. vulgaris P. mlrabi- 
lis

P. morga­
n a P . rettgeri

Ф ер м ен тац и я  м очевины + + + +
» м ан нита — — — +
» м альтозы + — — —
» кси лозы + + — —

Р а зж и ж ен и е  ж ел ати н ы + + — —

О бразование H 2S + + + —

А сси м и л яц и я  ци тр ата  н а тр и я — — — +
О бразование индола + + +

О б о з н а ч е н и я  те же, что и в табл. 26.

При. подозрении н а  этиологическую роль C lostridium  
perfringens в первую  очередь в исследуемом м атериале опре­
деляю т наличие токсина. Д ля  этого его экстрагирую т изотони­
ческим раствором хлорида натрия, а затем  центрифугирую т и 
надосадочную ж идкость вводят впутрибрю ш ш ш о белым мы­
ш ам или внутрикож но морской свинке. Гибель ж ивотны х в 
течение первы х 3 —4 ч или появление некроза на месте вну- 
трикож ны х ин ъекци й свидетельствует о наличии токсина. 
Д ля  вы яснения природы токсина ставят реакцию нейтрали­
зации с антитоксическими сыворотками Cl. perfringens. Вы­
деление культуры  Cl. perfringens проводится редко. В этих 
случаях  использую т методы выделения анаэробных бакте­
рий (см. схему 15).

М икробиологическая диагностика интоксикаций, вы зван­
ны х стафилококковы м энтеротоксином, описана на с. 150, а 
токсином ботулизма — на с. 208.

Д иагностические, профилактические и лечебные препараты

Агглю тинирую щ ие ОВ-сыворотки против энтеропатоген- 
ных типов киш ечной палочки: ОВ-коли-сыворотка 026 , ОВ- 
коли-сыворотка 0 5 5  : В5, ОВ-коли-сыворотка 0 1 1 1 :  В4 и  др.



Получены путем гиперпммунизации кроликов взвесью бак­
терий соответствующей серологической группы  Е. coli. П ри­
меняются для постановки реакции агглю тинации с целью  
определения серологической группы  эш ерихпп.

Адсорбированные агглю тинирую щ ие сыворотки д ля  иден­
тификации шигелл. П оливалентные: 1) Флекс-нера, Н ью кастл 
и Зонне, 2) Бойда, 3) Л ардж а — Сакса, 4) провизорные. В и­
довые: Флекс-нера, Зопие, Бойда, Григорьева — Ш и ш  и Ш тут- 
цера — Ш митца. Типовые: Ф лекснера (рецепторы 1, 2, 3, 4 ,5 , 
6 ), Бойда (1— 15). П олучены из крови кроликов, им м унизи­
рованных определенными видами ш игелл, путем  последова­
тельной адсорбции антител. П рименяю тся д ля  серологической 
идентификации возбудителей дизентерии.

Сальмонеллезные групповые, адсорбированные О- и  моио- 
рецепторныс Н-агглю тинирую щ ие сыворотки. П рименяю тся 
для постановки реакции агглю типации для определения вида 
возбудителя при брюшном тифе и пищ евых токсикоинфек- 
цпях.

Брю ш нотифозные О- и Н -монодиагностикумы. Взвеси 
брюшнотифозных бактерий, убитых нагреванием (О-диагно- 
стикумы) или обработкой формалином (Н -дпагностикум ы ). 
Применяю тся для серологической диагностики брюшного ти­
ф а (реакции В и д ал я).

Наборы фагов для типпрования эптеропатогепных эш ери- 
хий, ш игелл и  сальмонелл.

Х имическая сорбированная тифо-паратифозно-столбняч- 
н ая  вакцина (T A B te). Состоит из полпых антигенов, извле­
ченны х из возбудителей брюшного тифа, паратиф ов А и В, а 
такж е столбнячного анатоксина, адсорбированных на геле 
гидроокиси алюминия. П рим еняется для специфической про­
ф илактики брюшного тиф а и  столбняка.

Спиртовая дизентерийная вакцина. В ы суш енная взвесь 
ш игелл Зонне и Ф лекснера, убитых спиртом. П рименяется 
для  лечения затяж н ы х  и хронических форм дизентерии.

П оливалентный брюшнотифозный сухой бактериофаг с 
кислотоустойчивым покрытием. П рименяется для  специфиче­
ской профилактики брюшного тифа.

Бактериоф аг еальмонеллсзный групп А, В, С, D, Е 
ж идкий. П рименяется для  лечения больпых сальм онеллеза­
ми, вызванными сальмонеллами соответствующих серологи­
ческих групп, а такж е с профилактической целью по эпиде­
миологическим показаниям.

П оливалентный дизентерийный бактериофаг сухой с ки с­
лотоустойчивым покрытнем. А ктивен в отнош енпи возбуди-



телеи дцзептерип Зонне, Ф лекснера, Н ыокастл. Применяется 
с проф илактической целыо и для лечения больных дизенте­
рией.

К олн-протеины н бактериофаг ж идкий. Ф ильтраты  фаголи- 
затов наиболее распространенны х серологических групп энте- 
ропатогенны х киш ечны х бактерий, Рг. m irab ilis  и  Рг. vu lga­
ris. П рим еняется  для  лечения и проф илактики заболеваний, 
вы званны х этими бактериями.

К олибактерпн — сухой препарат, содерж ащ ий живые 
Е. coli ш там м а М-17 с антагонистическими свойствами. П ри­
меняю т при  дисбактериозах и при лечении дизентерии.

Биф идум бактерин — вы суш енная взвесь ж ивы х В. bifi- 
dum , прим еняю т для лечения дизентерии и хронических ки­
ш ечны х инф екций с невыясненной этиологией.

Б и ф и кол  — препарат, состоящий из смеси ж ивы х бакте­
рий Е . coli ш там м а М 17 и В. b ifidum . П оказания к  примене­
нию те ж е.

А нтибиотики и химиотерапевтические препараты : лево- 
мицетин, хлортетрациклин, окситетрацпклин, сульфанилами­
ды и др.

Контрольны е вопросы

1. Какие заболевания относятся к киш ечным инфекциям? О собен­
ности патогенеза и пути их распространения.

2. С оврем енная классификация сем ейства E n terobacteriaceae.
3. Антигены энтеробактерий . Их химическая природа и локализа­

ция в бактериальны х клетках.
4. Какие биохимические признаки использую тся для диф ф еренци* 

рования эш ерихий, шигелл и сальмонелл?
5. Х имическая структура О-антигена и эндотоксина энтеробактерий.
6. Элективны е и диф ф еренциально-диагностические питательные 

среды , при м еняем ы е при диагностике кишечных инфекций. Их состав 
и особенности  применения.

7. Биологические признаки кишечной палочки. Ее экологические 
особенности и роль а патологии человека.

8. Свойства О-, К-, Н-антигенов эш ерихий. По каким признакам 
ди ф ф ерен ц и рую т условно патогенные эш ерихии от энтеропатогенных?

9. Какие заболевания вызываю т энтеропатогенны е эшерихии?
10. Как проводится бактериологическая диагностика заболеваний, 

вызванных энтеропэтогенны м и эшерихиями?
11. Какие серологические группы энтеропатогенных эшерихий ветре* 

чаются при колиэнтеритах детей , дизентериеподобны х и холероподоб- 
иых заболеваниях?

12. Какой генетический ф актор  контролирует о б разован и е эш ери­
хиями холероп одобн ого  энтеротоксина и каковы его свойства?

13. П очем у свеж евы деленны е культуры энтеропатогенных эш ери­
хий не агглю тинируются специфическими антисыворотками? Что нужно 
сделать, чтобы преодолеть их О-инагглютинабельность?

14. П атогенетические особенности и характер иммунитета тифо-па- 
ратиф озны х заболеваний.



15. Какие основные биохимические признаки сальм онелл  учитыва­
ются при их идентификации?

16. Какие принципы полож ены  в основу классификации сальм онелл, 
предлож енной К ауфм аном  и Уайтом?

17. Как проводится ранняя диагностика тифо-паратифозны х заб о ­
леваний?

18. Диагностика тифо-паратиф озны х заболеваний на второй и треть­
ей неделях болезни.

19. С ерологические реакции, используемы е для серодиагностики 
брю ш ного тифа, и техника их постановки.

20. Динамика антителообразования в разны е периоды  заболевания 
брю ш ны м тифом. М ожно ли с пом ощ ью  реакции Видаля определить 
период заболевания брю ш ны м тифом, ранее  перенесенную  инф екцию  
и поствакцинальные серологические сдвиги?

21. О собенности бактерионосительства при брюшном тифе. Какие 
серологические реакции использую тся для подтверж дения хроническо­
го бактерионосительства?

22. Как проводится фаготипирование сальмонелл? П рактическое 
значение этого метода.

23. Назовите препараты, используем ы е для специф ической проф и­
лактики, терапии и химиотерапии тиф о-паратиф озны х заболеваний.

24. С оврем енная м еж дународная классификация шигелл.
25. Патогенетические особенности и характер иммунитета при 

дизентерии.
26. Какие виды шигелл наиболее часто выделяю тся при дизентерии 

в настоящ ее время?
27. Антигены ш игелл. Их химический состав и основны е свойства.
28. Как проводится бактериологическая диагностика дизентерии?
29. В чем  заклю чается колициногенотилирование дизентерийных 

бактерий и практическое значение этого метода?
30. Назовите энтеробактерий —  возбудителей  пищевых токсикоин- 

фекций. В чем  состоит отличие пищевых токсикоинфекции от интокси­
каций? Источники и пути зараж ения.

31. Как проводится бактериологическая диагностика пищевых ток- 
сикоинфекций?

Т ем а 20. М И КРО БИ О Л О ГИ ЧЕС КА Я ДИАГНОСТИКА Х О Л Е РЫ

Возбудителями холеры являю тся холерный вибрион (V ib­
rio cliolcrae) и вибрион Эль-Тор (Vibrio e lto r) ; они относятся 
к семейству V ibrionaceae.

Х олера относится к  острым инфекционным заболевани­
ям, характеризую щ имся общей интоксикацией и острым гаст­
роэнтеритом. Весьма важ ны м является  правильная и бы страя 
лабораторная диагностика холеры, так  как  первы е случаи за ­
болевания требуют бактериологического подтверж дения для 
своевременного принятия эффективных противоэпидемиче­
ских мер.

М икробиологическая диагностика производится путем 
бактерпоекопического и бактериологического исследований 
(схема 14). Трудности диагностики связаны  с дифференциро-



И
о

о
кОов*
Sс.с
пеаюео.к

dн
S
«бt tов
4 -яа
р .
фбн
«в

>а 
я  -  
иоФР
аsо6чЯн
яоI-.очоья
1=1
J
V
4ф
5 -  

3'оо(С
г
о
3
вновь

к
в
вф
и
йя
f t -Uо

5

3
4  оН
ф
г
0J _

* зя
яфо,
о
«о
к»

оо
Xо
?Кр* *-

*"§ *О * '
^  5
н «■и  ч  В осв ои  S

оокоф
V
к
S g

I I
g g
2 5я  о 

Р  Я

й яI 2  «я яЛ О м B S S S4 ftfi ЕBVO 3  Я\о  в  н и
• O B f t f H

5  м ® о 5 5 Ч ь  £  И о  о 5  а й Я

|gg
а  я

В Л ОЕ  5  я

ЕГ5>>
в  «  

« 2 и  “
2  2 

»  >> >> 
ф в

’£  о С  Ч

(н л
* 5& 2

• «  £* g £ w  
§ 2 5О, “  и
e S S

с. >> и s s
О  я  О  
'•rG,K S  C-t S  'А о re a

3 s «

£ 3 |
« S o  
«  Й Я
е = в £
,н я  а. s  Э В*сб О и. а ч я
3 STSСГ« 
Я:Я Я Ао а  я >> 
| S 8 S
J 1» S 5. б э с й

i i

и >»0 S ю я  
а  а. 
SSE-i
1

Я
5

3о
с- 6я
я о я
нg о

о
И

ч 5 Е-оUь.
<

оно
а,
оя

Но  о  аО Н О
в  ВS 6tr х 

Я

Я Ч  Л д
I S
в

; &о я а  г  я  о
Я § !
S 3 \

£  яд о
О  Я 
«  о  о  О >> о  О Н -  5 
°<  Я  9* Я

• e > , 3 s S  С к я

чяя
А

Я
s

>я :Я



л

теа,

и«в
О.: a

и  
о

t  t

в
S d
g  «  
и в

- ф 
Р5 Н  

S.4с» Ч :д и

t - i  53

t

tt«ft
о £ 0 «  
О 3  
“  О.
t

I I
p sО  О
о  и  я Й Л 2 Ч м о в >в< 
Кы
Я  ц -  

Я S  >*

F  к>6<

О I н З
0 .  «  О  s

н  о .  з
В  О  и  н а о

к  2  3  в  
g  ч  V s  н (>Л f" > ] ь О  
И со w
®" и о  к* ®  5  я  а  —п И- В:Я « к а ©  Си <я а х

а  

2  £ 

а  ос См
а  о  
*  3 2  3 
ч  «
Z а(О Z

(б

а  о
£  о2  ч
Ч « , и  tc о  ;■ ь н 2в u S

то°  
К д  о ,

3  к 2 
2 * 3«  U ® «  ' 

Ь В О

И >>
о  S  
53 «  >2 ^  S  Ьа

2  g
• а §в  О 
X * П

ер
ес

ев
 

на
 

ск
ош

ен
ны

й 
щ

ел
оч

н
ой

 
м

яс
о-

пе
пт

он
ны

й 
аг

ар
. 

И
зу

че
ни

е 
вы

­
де

ле
нн

ой
 

чи
ст

ой
 

ку
ль

ту
ры

 
но

 
сх

ем
е 

3—
4-

го
 

эт
ан

а



ванпем  бпотппов холерны х вибрионов от сходных с ними хо­
лероподобных вибрионов (М ечникова, Ф ипклера, Приора, 
светящ ихся вибрионов), широко распространенны х в приро­
де и не патогенны х для человека.

П рограм м а за н я тп я

1. И зу чен и е  схем ы  м икробиологической ди агностики  холеры .
2. Б актер и о л о ги ческо е  исследование п р и  холере.
3. Д и агностические , п роф и лактически е  и  лечебны е препараты , 

п р и м ен яем ы е п р и  холере.

Д ем онстрация

1. М азки , при готовленны е из к у л ьту р ы  холерного вибриона; ок­
р а ск а  по Г рам у.

•2 . Р е а к ц и я  им м оби лизации  вибриона О -противохолерной сыворот­
кой.

•3 . Т есты  д л я  ди ф ф ер ен ц и р о ван и я  хо л ер н ы х  вибрионов.
4. С пециальн ы й  п атр о н  д л я  забора и транспортировки  м атериала 

п р и  холере.
5. П р о ти во х о л ер н ая  агглю тин ирую щ ая сы воротка, холерн ы й бак- 

териоф аг, х о л ер н ая  вак ц и н а , холероген-анатоксин , антибиотики.

З а д а н и е  студентам  
д л я  вы п о л н ен и я  лабораторной  работы

1. Б актер и о л о ги ческо е  исследование.
М атериал  д л я  и ссл едо ван и я  — и сп р аж н ен и я  больного с подозре­

ни ем  п а  хо л ер у : а )  м икроскопировать готовы е м азк и  и з исследуем ой 
к у л ьту р ы ; б) определить подви ж н ость ку л ьту р ы , вы ращ ен ной  на 
щ елочн ой  п еп тонной  воде; в) отм етить р езу л ьтаты  развер н у то й  р еак ­
ц и и  агглю ти н ац и и  с О -противохолерной сы вороткой; г) отм етить н а ­
ли ч и е  п л и  о тсу тстви е  роста исследуем ой к у л ьту р ы  на среде с  поли- 
м иксином  и  р езу л ьтаты  гексам инового теста. Д ать  заклю чение по 
проведенны м  исследованиям .

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактериоскопическое исследование. И з исследуемого ма­
териала (испраж нения, рвотные массы) приготавливаю т маз­
ки , которые окраш иваю т по Граму и водным фуксином. Кро­
ме того, из нативного материала готовят препарат «висячая» 
кап ля , в котором определяю т наличие подвиж ны х вибрионов 
при обычной или фазово-контрастной микроскопии. Обнару­
ж ение в м азках  большого количества грамотрицательных, 
слегка изогнуты х палочек (размерами от 1,5 до 3 мкм в дли­
ну) и активно подвиж ны х вибрионов в препарате «висячая» 
кап ля  позволяет дать первы й предварительный полож итель­
ны й ответ (рис. 75).

Бактериологическое исследование. М атериал сеют на раз­
личны е ж идкие и плотные питательные среды, в частности во



4шакопы со щ елочпой пептонной водой (1%  пептонная вода, 
0,5%  NaCl, 0,01% K N 0 3 и 0,2%  N a2C 0 3; pH  9 ,0 ), на чаш ки 
со щ елочным мясо-пептопным агаром. П осевы на пептонной 
воде инкубируют прп 37°С в течение 5—6 ч, на чаш ках — 
10— 12 ч. И з пленки, образующ ейся на пептонной воде, или 
из поверхностного слоя делаю т мазки и препараты  «раздав­
ленная» и «висячая» кап ля. Этот ж е материал используется 
для  постановки реакции агглю тинации на стекле со специфи­
ческой противохолерной О-сывороткой.

Ч асть пептонной воды переносят в пустую  пробирку для 
постановки питрозоиндоловой пробы. Д ля  этого добавляют 
несколько капель серной кислоты. В полож ительном случае 
появляется розовое окраш ивание вследствие образования 
нитрозоиндола (из индола и нитритов, которые образую тся 
под влиянием холерного вибриона).

Независимо от результатов исследования делаю т пересей 
н а вторую пептонную воду. Н аличие грамотрицательны х виб­
рионов, агглю тинирую щ ихся О-сывороткон, позволяет дать 
второй предварительный ответ.

Независимо от полученны х результатов продолж аю т ис­
следование, как  это показано на схеме 14.

Выделение чистой культуры  и  ее идентификацию  прово­
дят но 5 —6 однотипным колониям, выросшим на щ елочном 
агаре. Д л я  ускорения хода анализа ставят разверйутую  р еак ­
цию агглю тинации с бактериальной суспензией, приготовлен­
ной нз колоний. Д л я  этого агглютинирующую О-сыворотку 
разводят в пробирках до титра пептонной водой (в объеме 
0,5 м л ). Затем в каж дую  пробирку вносят 1—2 капли  суспен­
зии.

Результат реакции агглю тинации учитываю т после 3 — 
4-часовой инкубации при 37°С.

Окончательную идентификацию  культуры  проводят на 
основании определения чувствительности вы деленны х куль­
тур к  холерному фагу, их гемолитических свойств, биохими­
ческой активности и  агглютинабельности противохолерной 
О-сывороткой и типовыми агглютинирую щ ими сыворотками 
И наба и Огава и т. д. (табл. 28).

Т аким  образом, идентификацию культур, особенно впер­
вые выделенных в данной местности, проводят в три этапа: 
1) устанавливаю т их принадлеж ность к  роду V ibrio; 2) диф­
ференцирую т их от холероподобных вибрионов в реакции 
агглю тинации с О-сывороткой по чувствительности к  специ­
фическому фагу и другими тестами; 3) определяю т видовые 
признаки культур (см. табл. 28).



Т а б л и ц а  28 
Т есты  для  диф ф еренц иации  холерн ы х  вибрионов

*  Тес г
Класси­
ческий

холерный
вибрион

Холерный
вибрион
Эль-Тор

Неагглюти-
нирующиеся

вибрионы

А гглю ти н ац и я  О -сы вороткой + + _
А ггл ю ти н ац и я  типовы м и сы ворот­

к ам и  О гайк и  И паба + + —
Л и зи с  ф агам и :

хо л ер н ы й  ф аг С (ф аг IV) + ■— ±
ф аг  Э ль-Тор II — + ±

А ггл ю ти н ац и я  к у р и н ы х  эритроци­
тов — + ±

Г ем олиз эр Л р о ц и то в  бар ан а — ±
Рост  н а  а г^р е  с 50 Е Д  полим пксппа — + ±
Г ексам и но  вы й  тест — + ±
Р е а к ц и я  Ф о^еса—П р о скауэра  (обра­

зо ван и е  ацети л м ети л кар би н о ла) + ±

О б о з н а ч е н и я :  -I- наличие признака; — отсутствие признака; ±  приз­
нак  непостоянный.

О кончательное заклю чение о вы делении и дифференциро­
вани и холерны х вибрионов дают через 36—48 ч на оснований 
комплексного изучения основных биологических признаков 
возбудителя.

Трудности при оценке результатов бактериологического 
исследования встречаю тся при выделении атипичных холер­
ных вибрионов и в первую очередь не агглю тинирующ ихся 
холерной О-сывороткой (Н А Г-вибрионов). НАГ-вибрионы мо­
гут лизироваться одним из специфических холерных фагов 
и обладать другими свойствами, сходными с холерными виб­
рионами.

Ускоренные методы обнаруж ения холерны х вибрионов.
4. И ммобилизация вибрионов холерными сыворотками и ти­
повыми холерными фагами. Капли испраж нений пли мате­
риала с поверхности пептонной воды обрабатывают холерной
О-сывороткой, типовыми сыворотками Огава и  И наба или ти­
повыми холерными фагами. П риготавливают из них препа­
раты  «раздавленная» кап ля, которые исследуют в микроскопе, 
снабж енном темнопольным фазово-контрастным устройством. 
В полож ительном случае через 3—5 мин наблюдают прекра­
щ ение движ ения вибрионов.



2. Иммунофлюоресцентный метод. П репараты  из иссле­
дуемого материала обрабатывают флюоресцирующей проти­
вохолерной сывороткой н исследуют в люминесцентном мик­
роскопе. П оложительным результатом считается обнаруж ение 
в препарате даж е единичных вибрионов с ярким  ж елто-зеле­
ным свечением в виде блестящ его ободка по периферии 
клетки. П оложительный результат можно получить через
1—2 ч после начала исследования при концентрацтуг вибри­
онов ле менее 106 клеток/мл. Поэтому рекомендуется пред­
варительное подращ ивание материала на питательны х 
средах.

Кроме того, для  ускоренного обнаруж ения возбудите­
л я  холеры применяю тся методы развернутой г реакции 
агглю тинации в бульоне, микроагглю тинации нативного м а­
териала, подращ ивание вибрионов на мембранных ф ильтрах 
и др.

Серологическое исследование является вспомогательным 
и применяется для ретроспективной диагностики холеры, вы ­
явления вибриононосителей и оценки напряж енности пост- 
инфекционного и поствакцинального иммунитета. Д ля  этого 
обычно ставят реакцию  агглю тинации или РП ГА , а такж е 
определяют вибриоцидиые антитела в реакции лизиса in  vitro.

Диагностические, профилактические и лечебные 
препараты

Противохолерная агглю тинирую щ ая О-сыворотка, типовые 
сыворотки Огава н И наба. П олучены из крови кроликов, им­
мунизированных холерны ми вибрионами. П рим еняю тся для 
серологической идентификации и типироваппя холерных 
вибрионов в реакции агглютипации.

Холерный фаг. Типовые холерные ф аги прим еняю тся для 
идентификации и типирования холерных вибрионов. П оли­
валентны й холерный бактериофаг используется д ля  лечебно- 
профилактическпх целей.

Х олерная вакцина. Взвесь убитых холерных вибрионов. 
П рименяется для активной иммунизации против холеры. П ри­
готавливаю т из вибрионов Эль-Тор и классических холерных 
вибрионов серотипов И наба и Огава.

Х олероген-анатоксин. Взвесь убитых холерных вибрионов, 
выращ енных на жидкой питательной среде. П репарат очищен 
от балластных веществ, вы пускается в сухом виде. П рим еня­
ется для специфической профилактики холеры.

Антибиотики: тетрациклин, морфоциклин, сигмамициц.



Контрольные вопросы

1. К лассификация возбудителей  холеры.
2. П атогенетические особенности и характер иммунитета при 

холере.
3. О сновны е биологические свойства холерных вибрионов.
4. Какой м атериал  исследую т для вы деления возбудителя холеры? 

О собенности  заб о р а , консервации и транспортировки м атериала в ла­
боратори ю . В какие сроки лаборатория дает предварительный ответ 
и окончательное заклю чение?

5. На основании каких признаков свеж евы деленную  культуру бак­
терий относят к р оду  Vibrio?

6. Как о п р едел яю т  видовую  и типовую принадлеж ность холерных 
и холероподобны х вибрионов?

7. Какие м етоды  использую тся для экспресс-диагностики холеры 
и выявления вибриононосительства?

8. П репараты , прим еняем ы е для профилактики и лечения холеры.

Т ем а 21. М И К РО БИ О Л О ГИ Ч ЕС К А Я  ДИАГНОСТИКА АН АЭРО БНЫ Х 
И Н Ф Е К Ц И Й  (ГАЗОВОЙ ГА Н ГРЕН Ы , СТОЛБНЯКА , БОТУЛИЗМ А)

Возбудители анаэробных инфекций относятся к  семейству 
B acillaceae, роду C lostrid ium  и имеют ряд  общих признаков. 
Все они являю тся  обитателями киш ечника людей и ж ивот­
ны х, с ф екалиям и попадаю т в почву, где могут сохраняться в 
виде спор в течение длительного времени. П редставляю т со­
бой грам полож ительны е палочки, продуцирующ ие экзотокси­
ны, которые играю т ведущ ую роль в патогенезе соответствую­
щ их заболеваний. Д л я  своего роста эти микробы требуют 
анаэробных условий, хотя степень анаэробиоза для  каждого 
из них неодинакова.

Г азовая  гангрена и столбняк относятся к  раневы м инф ек­
циям , поскольку эти заболевания связаны  с ранениями, трав­
мой и  попаданием в рану  земли. Ботулизм  является  пищевой 
интоксикацией, которая возникает при употреблении в пищу 
продуктов, содерж ащ их токсин палочки ботулизма.

П рограм м а за н я ти я

1. И зучен и е  схем  м икробиологических исследований  п р и  анаэроб­
ны х  р а н ев ы х  и н ф ек ц и я х  и  ботулизм е.

2. Б ак тер и о л о ги ч еск ая  диагностика газовой  гангрен ы , столбняка, 
ботулизм а.

3. Э кспресс-м етоды  о б н ар у ж ен и я  перф рипгенс- и  ботулиппческого 
токсина.

4. Л ечебно-проф и лакти ческие  препараты , при м еняем ы е п р и  ра­
невы х и н ф ек ц и я х  и  ботулизм е.

Д ем онстрация

1. М азки, при готовленны е и з  ку л ьту р  Cl. p e rfrin g en s , Cl. te ta n i в  
Cl. b o tu lin u m .



й. А п паратура  и  п и тател ьн ы е  среды  д л я  к у л ьти в и р о в ан и я  кЛОС- 
тридий.

3. «Пестрые» р яды  д л я  ди ф ф ер ен ц и р о ван и я  и иден ти ф и кац и и  
возбудителей газовой  гангрены .

4. Р еак ц и я  пассивной  гем агглю тин ац ии  д л я  о б н ар у ж ен и я  боту- 
ливилеского токсина.

5. «Б ом баж ная» к о н сер в н ая  банка.
6. С толбнячны й анатокси н , противостолбнячная, протнвогангр&< 

аозны е и  противоботулинические сы воротки.

З ад ан и е  студентам  
д л я  вы полнения  лабораторной  работы

1. Б актериоскоп ическое  и  бактериологическое исследование при  
газовой гангрене.

М атериал д л я  и сследован и я  — отделяем ое ран ы  м орской сви нки , 
погибш ей от эксперим ен тальной  газовой  ган гр ен ы : а )  приготовить из 
отделяем ого р ап ы  м азок, окр аси ть  по Г р ам у  и  м икроскопировать; 
б) провести  учет  р езультатов  посева  раневого  отделяем ого н а  среды  
К итта — Т ароцци, В ильсона — Б л ер а  и  молоко.

С делать заклю чение н а  основании  по л у ч ен н ы х  дан н ы х  и нам етить 
ход дальнейш его  исследования.

2, О пределить перф рин геис-токси н  в ран ево м  отделяем ом  с п о ­
мощью лец итови геллазн ой  пробы. С делать заклю чение.

М икробиологическая диагностика 
газовой гангрены

Газовая гангрена — полимикробное заболевание, вы зы вае­
мое ассоциацией анаэробных клостридий, среди которых чащ е 
всего встречаю тся следую щие виды: C lostrid ium  perfringens, 
Cl. oedem atiens, Cl. septicum , Cl. h isto ly ticum , Cl. sordelli.

Н аряду с перечисленными микробами при  газовой ган гре­
не часто встречаю тся стафилококки, грамполож ительны е и 
грамотрицательные аэробные бактерии. П олимикробная фло­
ра вы зы вает тяж елое течение раневой инфекции (схема 15).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактериоскопическое исследование. М азки д л я  первичной 
бактериоскопии готовят из отечной ж идкости или некротизи- 
рованной ткани  и  окраш иваю т по Граму. Н аличие в преп ара­
те крупны х (1 —1,5 на 3 — 10 мкм) грамполож ительны х пало­
чек, часть из которых (Cl. perfringens) образует капсулу, 
служит ориентировочным признаком д ля  подозрения н а  га­
зовую гангрену (рис. 76).

Бактериологическое исследование. И сследуемый материал 
засеваю т в несколько пробирок со средой К итта — Тароцци. 
Д ля ускоренного обнаруж ения наиболее часто встречающего-



6я возбудителя газовой гангрены  Cl. perfringens исследуемый 
м атериал, кроме того, засеваю т на молоко и среду Вильсона — 
Б лера. Ч асть пробирок прогревают 30 мип при 80°С для 
уни чтож ени я вегетативны х форм неспоровых бактерий и 
инкубирую т при 37°С, Cl. perfringens на молоке через 3— 
4 ч дает губкообразный сгусток, содерж ащ ий пузы рьки 
газа; отделивш аяся ж идкость прозрачна. Н а среде Вильсо­
на — Б л ер а  отмечается сильное газообразование и почерне­
ние. Д л я  изучени я морфологии выросш их бактерий приго­
тавливаю т м азки  и окраш иваю т по Граму.

П ри отсутствии характерны х изменений на указанны х 
средах бактериологическое исследование продолжают. Н а 2-й 
день изучаю т посевы на среде К итта — Тароцци, отмечая н а ­
личие пом утнения среды и  газообразование; микроскопируют 
м азки , окраш енны е по Граму. После получения первичного 
роста культуры  производят пересевы на плотные питательные 
с р ед ь г . (сахарны й мясо-пептонпый агар, среду Вильсона — 
Б лера,-кровян ой  сахарны й мясо-пептонный агар) для полу­
чен ия изолированны х колоний. П осевы па чаш ках  с кровя­
ным агаром помещ ают в анаэростат (метод Ц ейсслера). По­
севы на сахарны й агар и среду Вильсона — Блера произ­
водят ' в столбик среды. Д л я  этого можно использовать 
трубки 'В ей н берга  (см. с. 6 6 ). Посевы инкубирую т 24—28 ч 
при  37°С.

Н а  3—4-й день исследования изучаю т выросш ие колонии, 
обращ ая внимание на их размер и  форму, а  н а  кровяном ага­
ре — на наличие гемолиза. Н а среде Вильсона — Блера С1. 
p e rfrin g en s образует колонии черного цвета. Д ля получения 
чистой культуры  отдельные колонии с плотных сред пересе­
ваю т в среду К итта — Тароцци. Чистую культуру идентифи­
цирую т по биохимическим, антигенным и токсигенным свой­
ствам.

О пределение токсигенных свойств Cl. perfringens и  серо­
логическое типирование токсина. Д ля  быстрого обнаружения 
токсина Cl. perfringens в раневом отделяемом определяют его 
лецитовителлазную  активность. П олож ительная реакц ия па 
леццтовителлазу проявляется в виде помутнения жидкости в 
пробирке; при ее нейтрализации соответствующей антпсыво- 
роткой проба будет отрицательной.

О пределение серологического типа токсина проводят в 
реакции нейтрализации путем  зараж ени я лабораторных ж и ­
вотных смесью исследуемого токсина с антитоксическими сы­
воротками Cl. perfringens Л ., Cl. oedem atiens, Cl. septicum , Cl. 
h isto ly ticum , Cl. sordellii. Токсигенные ш таммы возбудителей
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Газовой гангрены  можно выявить в очень короткие сроки  (че­
рез 30 мин — 4 ч  после инъекции) путем их впутрикожяого 
введения морской свинке.

М икробиологическая диагностика 
столбняка

Возбудитель столбняка Cl. te tan i попадает в организм лю­
дей через повреж денны е кож ны е покровы при  разны х трав­
мах и ранениях , у  ж енщ ин — через родовые пути после родов 
или аборта, у  новорожденных — через пупочную рану. Мик­
робиологические исследования, проводимые при столбняке, 
представлепы  на схеме 16.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Б актериоскопическое исследование. М азки из исследуе­
мого м атери ала окраш иваю т до Граму. Н аличие в препарате 
грам полож ительны х бацилл, имеющих характерную  фор­
м у  барабанной палочки, является  ориентировочным приз­
наком загрязн ен и я  материала клостридиями столбняка 
(рис. 77).

Бактериологическое исследование. М атериал засеваю т в 
среду К и тта  — Тароцци и  инкубирую т при 37°С в течение 
3 —4 сут. В полож ительном случае наблю дается придонный 
рост. Затем  делаю т пересев на чаш ку  с кровяны м мясо-пеп- 
тонным агаром п  в столбик сахарного мясо-пептонного агара. 
П осевы ппкубирую т в анаэростате. Cl. te tan i образует зону 
гемолпза на кровяном  агаре п  чечевицеобразные плотные 
колонии (R -ф орма) или пуш истые с плотпым центром 
(S -форма) в глубине агарового столбика. Д ля получе­
ни я чистой культуры  колонию пересевают на среду К итта — 
Тароцци.

Б иологическая проба. Д ля  обнаруж ения экзотоксина ис­
следуемый м атериал экстрагирую т изотоническим раствором 
хлорида натрия. П олученный экстракт фильтрую т через бу­
м аж ны й фильтр и вводят внутримыш ечно белым мыш ам в 
бедро задней лапки . Контрольным мышам вводят смесь экст­
ракта с противостолбнячной сывороткой, при этом заболева­
ние у ж ивотны х не наступает. Д ля  проверки токсигеяности 
культуры  в качестве исходного материала используют центри- 
ф угат культуры , выращ еипой на среде К итта — Тароцци. 
П ервые при знаки  столбняка у  мышей — ригидность мышц 
хвоста и  задних конечностей. П ри постукивании по клетке
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наблюдаетс-я р езкая  реакция у  больных животных, характе­
ризую щ аяся сокращ ением мышц основапия хвоста, в резуль­
тате чего хвост поднимается вверх трубой, развивается 
ригидность мы ш ц спины, наблю дается искривление позво­
ночника. Ч ерез 2 —3 дня наступает паралич и гибель ж и ­
вотных.

М икробиологическая диагностика ботулизма

В озбудитель ботулизма — Cl. bo tu linum  ш ироко распро­
стран ен  в природе. Споры палочки ботулизма из почвы попа­
дают в воду, на различны е растения, овощи, фрукты, рыбу, 
мясо. Заболевание возникает при приеме пищ и (колбасы, 
мясны х, рыбных, фруктовых и овощных консервов), зараж ен­
ной ботулиническим токсином, который образуется вегета­
тивны м и формами Cl. bo tu linum  и мож ет вы зы вать смертель­
ную интоксикацию.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

М атериалом  для исследования служ ат остатки пищи, про­
м ы вны е воды ж елудка, кровь, моча, испраж нения. Микробио­
логическая диагностика направлена н а  обнаруж ение в 
исследуемом м атериале'ботулинического токсина путем по­
становки биологической пробы или в реакции пассивной 
гемагглю тинации.

В ы деление чистой культуры  проводится редко, по специ­
альны м  показаниям . Д ля  этого исследуемый материал засе­
вают в среду К итта — Тароцци и инкубируют при 35°С в те­
чение 18—20 ч. П ри обнаружении в посевах грамположитель- 
ны х палочек, имею щих форму теш ш спы х ракеток, делают 
пересев на чаш ки  с кровяны м и  печеночным мясо-пептопным 
агаром и в столбик сахарного мясо-пептонпого агара для вы ­
деления чистой культуры . Посевы инкубирую т в анаэроста- 
те. П алочка ботулизма на кровяном агаре образует колонии 
неправильной формы, окруж енны е зоной гемолиза; в столби­
ке сахарного агара колонии имеют вид пуш инок или чече- 
виц.

Выделенную чистую культуру идентифицирую т по биохи­
мическим, антигенным и токсигенному признакам .

М етодика обнаруж ения ботулинического токсина. 1. Д ля 
обнаруж ения ботулинического токсина в сыворотке крови 
больного ставят реакцию пассивной гемагглю тинации с эри­
троцитами, нагруж енны ми моновалентными антитоксически­



ми противоботулиническими сыворотками типов А, В, Е , и в 
качестве контроля с нормальной сывороткой.

2. Обнаружение ботулинического токсина в пищ евы х про­
дуктах, а такж е определение токсигенности Cl. bo tu linum  про­
водится в реакции нейтрализации токсина на белых мыш ах. 
Д ля определения типа токсина реакцию нейтрализации ста­
вят с моновалентными противоботулиническими сыворотками 
типов А, В, Е. П ри нейтрализации токсина гомологичной 
сывороткой мыши остаются ж и в ы м и .

П рофилактические и лечебные препараты

Адсорбированный столбнячный анатоксин приготовлен из 
экзотоксина Ci. te tan i путем обезвреж ивания формалином (по 
Рам ону) с последующей очисткой, концентрацией и адсорб­
цией на гидрате окиси алюминия. П рименяется для  проведе­
ни я активной иммунизации против столбняка. Входит 
в состав адсорбированной дифтерийно-столбнячной (А Д С ), 
коклюш но-дифтерийно-столбнячной вакцины  (А К Д С ) и 
брюшнотифозной вакцины  с секстаанатоксином, в которую 
входят О- и  V i-антигены брюшнотифозных бактерий и ан а­
токсины, полученные из экзотоксинов возбудителей ботулиз­
ма типов А, В, Е, столбняка и газовой гангрепы  (перф рин- 
генс типа А и эдем атиенс).

Противостолбнячная сыворотка получена из кровц лош а­
дей, гипериммупизированных столбнячным анатоксином. Сы­
воротку очищают и  концентрирую т методом «Диаферм-3». 
А ктивпость измеряется в международных антитоксических 
единицах. П рименяется для  лечения и проф илактики столб­
няка.

Иммуноглобулин человеческий противостолбнячный —
раствор гамма-глобулиновой фракции крови людей — доноров, 
ревакцпнированных очищенным сорбированным столбнячным 
анатоксином. П рименяется для  пассивной экстренной профи­
лактики  при всех травмах кож ны х покровов (в сочетании с 
анатоксином) и для лечения столбняка.

Противогангренозные сыворотки получены из крови лош а­
дей, гииериммунизированных анатоксинами возбудителей га ­
зовой гангрены. П рименяю тся для лечения и проф илактики 
газовой гангрены.

П ротивоботулш ш ческие сыворотки получены из крови ло­
ш адей, гипериммунизированных ботулиническими апатокси- 
намп; очищены и концентрированы методом «Диаферм-3». 
Д ля  лечебно-профилактических целей готовят противоботули-



ппческие сывороткп против токсинов четырех типов Л, В, Е, 
F , представляю щ их основную опасность для человека.

Антибиотики: стрептомицин, пенициллин, хлортетраци- 
кли п  (для  проф илактики ослож нений).

Контрольные вопросы

1. Какие м икроорганизм ы  являю тся возбудителям и газовой гангре­
ны и каковы их свойства?

2. Н азовите с р ед у  обитания и переж ивания возбудителей газовой 
гангрены и столбняка. При какой локализации в организм е они о б р азу ­
ют экзотоксины?

3. Какие условия необходим ы  для возникновения газовой гангрены?
4. Д айте характеристику токсическим продуктам  Cl. perfringens.
5. Бактериологическая диагностика газовой гангрены и м етод уско­

ренного обнаруж ения токсина Cl. perfringens.
6. Роль м икробных ассоциаций в патогенезе газовой гангрены.
7. Биологические признаки возбудителя столбняка.
8. Как проводится бактериологическая диагностика столбняка?
9. П атогенетические особенности столбняка.
10. Какие группы населения в первую  о ч ер ед ь  нуждаются в ак­

тивной проф илактике столбняка? Как она проводится?
11. Какие биологические препараты  вводят лю дям  при травмах? 

П равила введения и м еханизм  действия.
12. Д ля чего  при травм ах наряду с противостолбнячной сы ворот­

кой вводят столбнячный анатоксин?
13. П олучение противостолбнячной сыворотки и единицы и зм ер е ­

ния е е  активности.
14. Какими свойствами о бладает  столбнячный экзотоксин и в каких 

единицах изм еряю т его  активность?
15. О сновны е признаки возбудителя и особенности патогенеза 

ботулизма.
16. По каким показателям  бракую т консервы  при подозрении на 

'зар аж ен и е  клостридиями ботулизма?
17. Свойства ботулинического токсина и лабораторны е м етоды  его 

обнаруж ения.
18. Какие препараты  использую т с лечебно-профилактической 

целью  при подозрении  на заболевани е ботулизмом?

Т ем а 22. М И КРО БИ О Л О ГИ Ч ЕС К А Я  ДИАГНОСТИКА Д И Ф ТЕРИ И

Д иф терийная палочка — G orynebacterm m  d iphtheriae  от­
носится к  семейству Corynebacteriaceae, роду Corynebacte- 
rium  (от греч. Согупе — булава), включающему ряд  непато­
генны х бактерий, объединенных в группу дифтероидов, и 
лож нодифтерийную  палочку Гоффмана. Все онп являю тся 
грамполож ительны мц палочками, нередко образующими кол­
бовидные утолщ ения, придаю щие им форму булавы, за счет 
зернисты х вклю чений в цитоплазме (зерен волю ти яа). Д иф ­
терийная палочка образует сильный экзотоксин, который 
играет основную роль в патогенезе дифтерии. Бактерии диф-

т



терии по культуральны м и биохимическим свойствам подраз­
деляю тся на типы: g rav is и m itis.

М икробиологическая диагностика диф терии проводится 
путем бактериоскопического и бактериологического исследо­
вания.

П рограм м а за н я ти я
1. И зучение схем ы  м икробиологической д и агностики  диф терии .
2. Б актериоскон ическое и  бактериологическое и сследование при 

диф терии.
3. Д иагностические, п р оф и лакти чески е  л  лечебны е препараты , 

прим еняем ы е п р и  диф терии .

Д ем онстрация

1. М азки из чисты х к у л ьту р  ди ф терийн ы х бактер и й  и диф терои- 
дов, окраш енны х по Н ейссеру  и  по Г рам у.

2. М азок ди ф терийн ы х бактерий , окраш енны й  корпф осф ин ом , в 
лю м инесцентном  м икроскопе.

3. Рост ди ф терийн ы х бактер и й  п  диф тероидов н а  свер н у то й  сы ­
воротке и теллуритовой  среде.

4. П естры е р яды  к у л ьту р  диф терийной  п ал о ч к и  и  дифтероидов. 
Пробы на ц и стп н азу  и  уреазу .

5. О пределение токсиген ности  диф терийн ой  к у л ьту р ы  (в реакци и  
преципитации  в а гар е).

6. У скоренны й м етод ди агностики  диф терии.
7. Т оксин Ш ика, ди ф тер и й н ы й  анатокси н , противоди ф терийн ая  

сы воротка.

З ад ан и е  студентам  
д л я  вы полнения  лабораторной  работы

1. Б актериоскон ическое  исследование.
М атериал — м азк и  и з  зева  больны х с подозрением  н а  диф терию  

или бактерионосительство. М икроскопировать готовы е м азки , опреде­
ли ть  способ окраски  и  д а ть  предварительн ое  заклю чение.

Н ам етить ход дальнейш его  и сследован и я  д л я  п о д твер ж д ен и я  б ак ­
териоскопического ди агноза.

2. Б актериологи ческое  исследование: а )  опи сать рост ку л ьту р ы , 
полученной на свернутой  сы воротке, п  колоний  н а  теллуритовой  
среде; б) отметить р езу л ьтаты  готовы х посевов исследуем ы х к у л ьту р  
на среды  «пестрого» р я д а ; в) в  случае  о бн ар у ж ен и я  С. d ip h th e r ia e  
определить ее токспгенность.

С опоставить данны е бактериоскопического и  бактериологического  
исследований с целью  и д ен ти ф и кац и и  вы деленной  к у л ьту р ы  и  по­
ставить окончательны й м икробиологический  диагноз (схем а 17).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Б актериоскопическая диагностика. Забор м атериала про­
изводят двумя ватны ми стерильными тампонами, один из ко­
торых используют д ля  приготовления мазков, другой — для 
посева.
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М азки окраш иваю т по способу Н ейссера п Грама. Д ля 
дифтерийной палочки характерны  зерна волю тина и  распо­
ложение в виде буквы «V» (см. рис. 20). Дифтероиды  и лож ­
нодифтерийная палочка Гоффмана не имеют зерен волютина 
или содерж ат их не на концах, а по длине палочки. Кроме 
того, сами бактерии располагаю тся в виде «частокола». П ри­
менение люминесцентной микроскопии позволило повысить 
эффективность исследования. При этом можно отличить диф­
терийные палочки от ложнодифтерийных по коричнево-крас­
ному свечению зерен волютина, которое они приобретают пос­
ле окраски флюорохромом — корифосфином. Ц итоплазм а этих 
бактерий дает зеленое или ж елтое свечение.

Бактериологическое исследование. М атериал засеваю т па 
элективные питательные среды — свернутую сыворотку и тел- 
луритовую среду Клауберга (мясо-пептонный агар с теллу- 
ритом натрия, глицерином и дефибринированной кровью) для 
получения чистой культуры . Н а этих средах задерж ивается 
рост кокков и другой микрофлоры зева, что способствует раз­
множению бактерий дифтерии. С. d iph theriae  образует на 
свернутой сыворотке мелкие круглы е колонии с уплотнением 
в центре. П ри сплошном росте поверхность культуры  напо­
минает ш агреневую кож у. Н а теллуритовой среде бактерии 
дифтерии типа gravis формируют колонии серовато-черного 
цвета с радиальной исчерченпостью поверхности, папомилаю- 
щ ей цветок маргаритки, тип m itis — круглые вы пуклы е коло­
нии черного цвета вследствие интенсивного восстановления 
теллура (рис. 78).

Выделенную культуру дифференцирую т от лож нодиф те­
рийной палочки и дифтероидов по морфологическим особен­
ностям, ферментации сахарозы , глюкозы, крахм ала, токспген- 
ности и антигенным признакам  (табл. 29).

Способность бактерии продуцировать токсин устанавлива­
ют в р е а к ц  и  и  п р е ц и п и т а ц и и  в а г а р е. Д ля  этого в 
чаш ку П етри с мясо-пептонным агаром, содерж ащ им 15— 
20%  лошадиной сыворотки, 0,3%  мальтозы  и 0,03%  цистииа, 
помещают полоску фильтровальной бумаги (1 ,5 X 6  см ), про­
питанную антитоксической противодифтерийной сывороткой, 
содерж ащ ей 500 М Е/мл. Ч аш к у  подсушивают при 37°С в те­
чение 30 мпн. Исследуемые культуры  подсевают в виде пер­
пендикулярны х к  бумаж ке ш трихов по 2 —3 с каж дой сторо­
ны на расстоянии 0 ,6—0,8 см от края  бумаж ки. В качестве 
контроля используют заведомо токсигенную культуру. П осе­
вы инкубируют при 37°С до следующего дня. Если культура 
токсигенпа, то в месте соединения токсина с антитоксином в



К иологичсскне свой ства  диф терийной палочки  и  сходны х с ней 
корипебактерин
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Д ц ф тер ш ш ы е п а ­
лочки: 
тип  g ra v is + + + ± + +
тип  m itis + + — + — ± + --1 +

Д иф тороиды ± — + + — — ± ± —

Л о ж н одиф терий-
+и а я  пал о чка ± —

О б о з н а ч е н и я  т е  ж е, что и в табл. 28.

плотной питательной среде образуется преципитат в виде бе­
лы х лини й  («усов») (см. рис. 64).

В случае вы деления нетоксигенной культуры  ставят про­
бы на цистиназу (проба П и зу), уреазу  (проба Закса) и  реак­
цию агглю тинации с агглю тинирую щ ей дифтерийной сыво­
роткой.

Д л я  определения ц и с т и н а з ы  ( п р о б а  П и з у )  в 
столбик мясо-пептонного агара с цистином и ацетатом свин­
ца уколом засеваю т исследуемую культуру. Посевы инкуби­
руют при 37°С до следующего дня. И стинные дифтерийные 
палочки вызываю т почернение среды по ходу посева, вокруг 
которого появляется зона коричневого цвета, а на глубине 
1 см от поверхности в среде появляется коричневое «облачко» 
(в результате образования сульфида сви н ц а).

Д л я  определения у р е  а з ы  ( п р о б а  3 а к  с а) приготав­
ливаю т спиртовой раствор мочевины и раствор индикатора — 
фенолового красного, которые смешивают перед употребле­
нием в соотношении 1 : 9 и  разливаю т по 1—2 мл в агглюти- 
нацпонные пробирки. Затем  одну петлю исследуемых бакте­
рий вносят и  растираю т по стенке пробирки. После 20—30- 
минутной инкубации при 375С происходит расщ епление 
мочевины ферментом уреазой, в результате чего среда при­
обретает красны й цвет.



У с к о р е н н ы й  м е т о д  диагностики дифтерии является  
ориентировочным и проводится путем взяти я  м атериала сте­
рильным ватным тампоном, пропитанным лош адиной сы во­
роткой, свернутой при 80—90°С. После инкубации при 37°С 
в течение 3 —5 ч с тампона готовят мазки, которые окраш ива­
ют по Нейссеру и микроскопируют.

Диагностические, профилактические и лечебные 
препараты

Токсин Ш ика — высокоочищ енный экзотоксин дифтерий­
ных бактерий прим еняется для постановки реакции Ш ика 
для определения напряж енности антитоксического иммуни­
тета против дифтерпп у  детей.

Дифтерийный адсорбированный очищ енный анатоксин 
(А Д ) — дифтерийный экзотоксин, обезвреж енный (по Рам о­
ну) с последующ ей очисткой, концентрацией и адсорбцией на 
гидрате окиси алюминия. П рименяется для проведения актив­
ной иммунизации против дифтерии. Входит в состав адсорби­
рованного дифтерийно-столбнячного анатоксина (АДС) и 
коклюш но-дифтерийно-столбнячной вакцины  (А К Д С ).

П ротиводифтерийная антитоксическая сыворотка получе­
на из крови лошадей, гипериммунизированных дифтерийным 
анатоксином. Сыворотку очищаю т и концентрирую т методом 
«Диаферм-3». А ктивность сыворотки изм еряется в м еж дуна­
родных единицах. П рименяется для  лечения и  проф илактики 
дифтерии.

А гглю тинирую щ ая противодифтерийная сыворотка (поли­
валентная и типовы е). П рименяется для дифференцирования 
бактерий дифтерии от дифтероидов.

Контрольны е вопросы

1. Биологические признаки дифтерийных бактерий.
2. М есто локализации дифтерийных бактерий в организм е и о со ­

бенности патогенеза диф терии.
3. На каких питательных средах  культивируются диф терийны е бак­

терии?
4. Как проводится м икробиологическое исследование при д и ф ­

терии?
5. На основании каких признаков идентифицирую т дифтерийных 

бактерий и проводят ди ф ф еренц ирован ие м еж ду возбудителям и ди ф те­
рии и диф тероидам и?

6. Дайте характеристику токсина дифтерийной палочки.
7. Как определить токсигенность дифтерийных бактерий in  vivo и

in vitro?

Щ



8. О собенности  иммунитета при диф терии и м етоды  его оценки.
9. С какими генетическими детерм инантам и связана токсигенность 

диф терийной палочки?
10. П репараты , прим еняем ы е для активной и пассивной профилак­

тики диф терии . Их получение и показания для применения.
11. Единицы и м етоды  изм ерения активности противодифтерийной 

сыворотки.
12. Какие препараты  применяю тся для санации дифтерийных бак­

терионосителей?
13. М ож но ли на основании одного бактериоскопического иссле­

дования поставить диагноз дифтерии?
14. Всегда ли обнаруж ение дифтерийной палочки в зеве  ребенка 

свидетельствует о  его  заболевании дифтерией?

Т ем а 23. М И К РО БИ О Л О ГИ ЧЕС К А Я  ДИАГНОСТИКА КОКЛЮ Ш А 
II  П А РАКО КЛЮ Ш А

Возбудитель коклю ш а — B ordetella pertussis относится к 
роду B ordetella . К  этому ж е роду относится B ordetella  p ara­
pertu ssis  — возбудитель паракоклю ш а. Основным методом л а ­
бораторной диагностики является  бактериологическое иссле­
дование. Экспресс-диагностика проводится с помощью имму- 
нофлюоресцентного метода. Серологическое исследование 
прим еняется при вы явлении стертых форм болезни и ретро­
спективной диагностики (схема 18).

П рограм м а за н я т и я

1. И зу чен и е  схем ы  м икробиологической ди агностики  коклю ш а 
и п ар ак о к л ю ш а.

2. Б актериологи ческое  и  серологическое исследование при 
коклю ш е. Э кспресс-диагностика коклю ш а с пом ощ ью  нммунофлю- 
оресцентного  метода.

3. Д иагностические, п р оф и лакти чески е  и  лечебны е препараты , 
пр и м ен яем ы е п р и  коклю ш е.

Д ем онстрация

1. М азки  п з  чисты х к у л ьту р  коклю ш ны х и паракоклю ш пы х б ак ­
терий , о к р аш еп п ы е по Граму.

2. П и тател ьн ы е  ср еды  д л я  культи ви р о й ан и я  бордетелл: казеи - 
но-угольны й а га р  (К У А ), среда Борде — Ж ангу , м олочно-кровяной 
агар.

3. Рост коклю ш ны х бактер и й  на казенно-угольном  агаре  и  сре­
де Б орде  — Ж ангу.

4. О пределение у р еазн о й  активности  парако кл ю ш н ы х  бактерий.
5. Р е а к ц и я  свя зы в а н и я  ком плем ента д л я  серологической ди агно­

стики  коклю ш а.
6. В акцина АКДС, им м уноглобулин н орм альны й  человеческий, 

агглю тин ирую щ и е адсорбированны е (ф акторны е) сыворотки.
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З а д а н и е  студента»! 
для  вы полнения  лабораторной  работы

Б актериологи ческое  исследование: а) м икроскопировать готовы е 
м азк и , при готовленны е и з  колоний со среды  казеино-угольиого агара  
н  Б о р де  — Ж ан гу ; б) оп и сать  рост к у л ьту р ы  бордетелл, полученной 
н а  казен но-угольном  агар е  и  среде Б орде  — Ж ангу; обрати ть вним а­
ни е  н а  скорость п о яв л ен и я  роста, оп и сать  х ар ак тер  колоний, наличие 
и л и  о тсу тстви е  изм енений  ц вета  среды ; в) отм етить наличи е и л и  от­
су тстви е  роста  к у л ьту р ы  н а  м ясо-пептонном  агаре; г) отм етить р е ­
зу л ь та ты  пробы  н а  у р еазу ; д) поставить реакц и ю  агглю тинации  па 
стек ле  д л я  серологической иден ти ф и кац и и  к у л ьту р ы  бордетелл.

С опоставить м орфологические, кул ьту р ал ьн ы е, биохим ические и 
серологически е  свойства вы деленной  к у л ьту р ы  д л я  ее идентиф и каци и  
и  п о стави ть  окончательны й  м икробиологический диагноз.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактерпоскопическое исследование. Д ля быстрого обнару­
ж ен и я  п идентиф икации В. pertussis используют иммуно- 
флю оресцентный метод. Забор м атериала производят стериль­
ным ватны м  тампоном из носоглотки больного. Д ля забора 
м атери ала от м аленьких детей тампон вводят через нос. 
В этом случае для приготовления тампона используют тонкую 
п эластичную  проволоку. Сразу ж е после взятия м атериала на 
предметлом  стекле делаю т два м азка, высушивают их на воз­
духе и фиксирую т на пламени. Один мазок обрабатывают 
флю оресцирую щ ей иммунной противококлю шпой сывороткой, 
другой — паракоклю ш ной сывороткой. П репараты  микроско- 
пирую т в люминесцентном микроскопе; просматривают не ме­
нее 50 полей зрения. В положительном случае наблюдают 
специфическую  окраску. В. pertussis — темные клетки с ч ет­
ким светящ им ся венчиком. Диагностическое значение имеет 
обнаруж ение не менее 2 —3 светящ ихся клеток.

Бактериологическое исследование является  основным ме­
тодом лабораторной диагностики коклю ш а. М атериал для по­
сева берут с помощью носоглоточного тампона (см. выше) 
или методом «каш левых пластинок». Д ля  этого в момент по­
явлен и я  каш ля открытую  чаш ку П етри со специальной пита­
тельной средой подносят ко рту ребенка и держ ат несколько 
секунд в течение 6—8 каш левы х толчков. Правильное и ран ­
нее взятие м атериала позволяет выделить коклюш ные микро­
бы в начальном  периоде болезни в 80—90%  случаев. Разм но­
ж ению  коклю ш ных бактерий на питательны х средах препят­
ствуют ингибиторы — жирны е кислоты, образующ иеся в 
процессе роста культуры . Д л я  нейтрализации этих ингибито­
ров прим енят кровь, древесный уголь или ионообмейные смо­



лы. Д ля посевов используют полусинтетическую  ср ед у — казеи- 
но-утольныи агар пли кровяны е среды — картоф ельно-глице­
риновый кровяной агар Борде — Ж ан гу  п молочно-кровяной 
агар. В питательны е среды добавляют пенициллин для угне­
тения роста посторонней микрофлоры.

Колонии В. pertussis на указан ны х средах обычно появ­
ляю тся через 48—72 ч культивирования, у  паракоклю ш ны х 
микробов они появляю тся несколько раньш е — через 24— 
72 ч. Бордетеллы  образуют мелкие, диаметром около 1 мм, 
выпуклые, влаж ны е, блестящ ие колонии. На казеино-угольном 
агаре колонии серовато-кремового цвета, па среде Борде — 
Ж ан гу  они приобретают ж ем чуж ны й или ртутны й блеск. К о­
лонии паракоклю ш ны х бактерий несколько крупнее, чем 
коклюш ных. Н а среде Борде — Ж ан гу  и  молочпо-кровяном 
агаре они образуют нерезко ограниченную зону гемолиза, 
диффузно распространяю щ ую ся в среду.

И з подозрительных колопдй, выросших на чаш ках, при­
готовляют мазки, окраш иваю т их по Граму и  микроскопиру- 
ют. П ри обнаружении в м азках овоидных грамотрицательны х 
палочек ставят с колониями ориентировочную реакцию  аг­
глютинации с коклюш ной и паракоклю ш пой сыворотками.

Затем подозрительные колонии пересевают в пробирки 
для дальнейш его изучения бордетелл, основные дифферен­
циальные признаки которых представлены  в табл. 30.

В отличие от других бордетелл В. pertussis не растет на 
мясо-пептонном агаре и не изм еняет цвета специальны х пи ­
тательны х сред.

Х арактерны м  свойством В. parapertu ssis  является  измене­
ние цвета питательной среды—образование буро-коричневого 
пигмента на казеино-угольном агаре, потемнение карто­
фельно-глицериновой кровяной среды  Борде — Ж ан гу  и мо­
лочно-кровяного агара. Особенно яркие изм енения цвета сре­
ды наблюдаю тся при культивировании В. p a rapertu ssis  на м я ­
со-пептонном агаре с добавлением 0,1%  тирозина.

Д ля определения уреазы  в агглю тинацпонные пробирки 
вносят 0,3 мл 2% раствора мочевины, 0,3 мл густой суспензии 
испытуемой культуры  бордетелл и 2 —3 капли  0.1%  спирто­
вого раствора фенолфталеина. После инкубации в полож и­
тельном случае через 20—30 мин появляется малиновое окра­
ш ивание, указы ваю щ ее на расщ епление мочевины фермен­
том уреазой. Отсутствие каких-либо изменений в течение 2 ч 
инкубации рассматриваю т к ак  отрицательный результат.

Установление серологической специфичности бордетелл, 
дифференциация видов и определение серотипов проводятся



Т а б л и ц а  30 
Б иологические  свойства В. p e r tu s s is  и  В. p a rap e rtu ss is

Признак

Вид

В. pertussis В. parapertussis

М орф ология и тинкториаль- Г рам отрицательн ы е м елкие овоид-
н ы е свойства лы е палочки

К а п су л а + —
Рост  н а  м ясо-пептонном  агаре — +
О бразование  коричневого  пиг­

м ен та  н а  п и тател ьн ы х  сре­
д ах — +

Гем олиз + +■
О бразование  ур еазы — +
Д ер м о н ек р о ти ч еск ая  проба Н екроз Н екроз
Р е а к ц и я  агглю тин аци и  с в и ­

довой  и  типовой  сы воротка­
ми

к  В. p e rtu ss is + —
к  В. p a ra p e rtu ss is — +

в реакции агглю тинации с адсорбированными сыворотками.
Серологическая диагностика. Серологические реакции — 

реакц и я  агглю тинации и  РС К  применяю тся в основном для 
ретроспективного подтверж дения диагноза и  дифференциаль­
ной диагпостики атипичны х форм коклюш а. Агглю тинины в 
крови больных появляю тся на 3 —4-й педеле заболевания в 
титре 1 : 20 и  выше.

Диагностические, профилактические и лечебные 
препараты

В акц ина А КДС — адсорбированная коклюш но-дифтерий- 
но-столбнячная вакцина. Содержит взвесь коклюш ных бакте­
рий, убиты х формалином или мертиолатом, и  очищенные кон­
центрированны е дифтерийный и столбнячный анатоксины, 
адсорбированные на гидрате окиси алюминия. Применяется 
для  вакц инац ии  детей против коклю ш а, дифтерии и столб­
няка.

И ммуноглобулин нормальный человеческий получают из 
плацентарной или венозной крови человека. П репарат содер­
ж и т специфические антитела против возбудителей многих и н ­
фекционны х заболеваний, в том числе и против возбудителя 
коклю ш а. П рим еняется для  пассивной профилактики и лече- 
н и я  коклю ш а.



Агглютинирующие адсорбированные (факторные) сыво­
ротки применяю тся для серологической дифференциации 
коклю ш ных бактерий.

К онтрольные вопросы

1. Биологические признаки коклюшных бактерий.
2. На каких питательных средах  культивирую тся коклюшные  бак­

терии?
3. Какие продукты м етаболизм а коклюшных бактерий препятствуют 

их росту на питательных средах  и какие вещ ества использую тся для 
нейтрализации этих ингибиторов?

4. Особенности патогенеза и иммунитета при коклю ше.
5. Как проводится м икробиологическое исследование при коклюше?
6. На основании каких признаков идентифицирую т В. p e rtu ssis  и 

проводят ди ф ф еренц ирован ие м еж ду бактериям и коклю ш а и пара­
коклюша?

7. Какие реакции применяю тся при серологической диагностике 
коклюша?

8. Препараты, прим еняем ы е для активной и пассивной проф илак­
тики и лечения коклюша. Их получение и применение.

Т ем а 24. М И КРО БИ О Л О ГИ ЧЕС КА Я ДИАГНОСТИКА 
Т У Б Е Р К У Л Е ЗА  И  П РО К А ЗЫ

Возбудители туберкулеза и  дроказы  относятся к  порядку 
A ctinom ycetales, семейству M ycobacteriaceae, роду M ycobac­
terium , который вклю чает патогенны е м икобактерии и  мико- 
бактерии-сапрофиты. Х арактерны м  свойством микобактерий 
является  их кислотоустойчивость (в связи с большим содер­
ж анием  миколовой кислоты и липидов), а такж е устойчивость 
к  щ елочам и спирту.

П рограм м а запятим

1. И зучение схем  м икробиологической д и агностики  тубер ку л еза  
и  проказы .

2. Б актериоскопическое п бактериологическое исследования п р и  
туберкулезе.

3. Д иагностические, п роф и лактически е  н  лечебны е препараты , 
при м еняем ы е п р и  тубер ку л езе  и  проказе.

Д ем онстрация

1. М азок и з чистой  к у л ьту р ы  тубер ку л езн ы х  м икобактерии , о к ­
р аш ен н ы й  по Ц илю  — Н ильсену.

2. П репарат  м икобактерий  ту б еркулеза  в лю м инесцентном  м и к­
роскопе.

3. У скоренны й м етод м икробиологической д и агн о сти ки  ту б ер к у ­
леза.

4. Рост туберкулезны х  м икобактерий  на среде П етраньяни.
5. П итательны е среды  д л я  ку л ьти ви р о ван и я  ту бер ку л езн ы х  м ико­

бактерий.



6. П р еп ар ат  м икобактерий  лепры.
7. Т у беркули н , в ак ц и н а  BCG, антибиотики  и  хим иотерапевтиче­

ские проти во ту б ер ку л езн ы е  п р еп ар аты , лепром ин.

З а д а н и е  студентам  
д л я  вы п о л н ен и я  лабораторной  работы

1. Б актери о ско п и ческо е  исследование п р и  туберкулезе.
М атериал  д л я  и ссл едо ван и я  — м окрота от больны х с подозрением

н а  ту б ер к у л ез легких.
О краси ть при готовленны е м азки  из м окроты  и  провести  м икро­

скоп ическое  исследование.
С делать заклю чение по проведеппом у исследованию  и  нам етить 

х од  д альн ей ш его  и сследован и я  д л я  под тверж д ени я  бактериоскопиче- 
ского ди агноза.

2. Б актериологи ческое  исследование п р н  ту беркулезе : а) отметить 
х а р ак тер  р о ста  исследуем ой к у л ьту р ы  п а  среде Л евенш тейна — И ен- 
сен а ; б) отм етить р езу л ьтаты  пи ациновои пробы; в ) определить чув­
стви тельн ость  ту бер к у л езн ы х  м икобактерий  к анти биотикам  и  хим ио­
тер ап евти ч еск и м  п р еп аратам .

О тм етить нал и чи е  или  отсутствие роста  м икобактерий  па среде 
Л евен ш тей н а  — И енсена с р азн ы м и  ко н ц ен тр ац и ям и  противотуберку­
л езн ы х  п р епаратов . С опоставить полученны е данны е с клиническим и 
гр ан и ц ам и  устойчивости  ту бер к у л езн ы х  м икобактерии  (см. с. 226).

Д ать  окончательное заклю чение по проведенны м  исследованиям .

М икробиологическая диагностика туберкулеза

Возбудители туберкулеза — M ycobacterium  tuberculosis 
и  M ycobacterium  bovis характеризую тся медленным ростом 
на питательны х средах. Зараж ен ие происходит воздушно- 
капельны м  и пылевым путем, иногда — через ж елудочно-ки­
ш ечны й тракт.

О сновные методы, применяемые для микробиологической 
диагностики туберкулеза, приведены в схеме 19.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Бактериоскопическое исследование. М окроту помещают в 
ч аш ку  П етри п ставят на черную  поверхность. Пинцетом вы ­
бирают гнойный комочек, переносят его на предметпое стек­
ло ближе к  одному из концов и, растирая между двумя стек­
лами, приготавливаю т два мазка. Спинномозговую жидкость 
отстаиваю т в холодильнике п приготовляют м азки из нежной 
пленки  фибрина, в которой находятся туберкулезные мико­
бактерии и клеточные элементы. М очу центрифугирую т и де­
лаю т м азки  из осадка. П репараты  из мочи при окраске по ме­
тоду Ц иля — Н ильсена обязательно обесцвечивают не только 
кислотой, но и спиртом д ля  дифференцирования туберкулез-
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пы х бактерий от М. sm egm atis, которые могут находиться б 
моче здоровых людей. В отличие от туберкулезны х микобак­
терий они обесцвечиваю тся спиртом.

М азки окраш иваю т по Цилю — Н ильсену и микроскопи- 
руют до 100 полей зрени я в препарате. Туберкулезны е палоч­
ки  окраш иваю тся в ярко-красны й цвет, располагаясь в пре­
парате поодиночке или небольшими скоплениями (см. 
рис. 18). Единичны е бактерии можно обнаружить в препара­
те, если нх содерж ание но менее 105 в 1 мл мокроты. Поэтому 
при небольшом содерж ании туберкулезпых микобактерий в 
м атериале применяю т методы «обогащения» — гомогениза­
ции и  осаж дения или, чащ е, флотации.

М е т о д  г о м о г е н и з а ц и и  и о с а ж д е н и я .  К  суточ­
ной порции мокроты добавляют равны й объем 1 % раствора 
едкого натра (или антиформина) для гомогенизации, флакон 
плотно закры ваю т пробкой и энергично встряхиваю т 10— 
15 мин. После центрифугирования и нейтрализации кислотой 
из осадка приготавливаю т мазки и  окраш иваю т по Цилю — 
Н ильсену.

М е т о д  ф л о т а ц и и .  М окроту гомогенизируют и прогре­
ваю т при 55°С в течение 30 мин н а  водяной бане. Затем  до­
бавляю т 1—2 мл ксилола (бензола, бензина или петролейного 
эф и р а ), дистиллированную  воду, повторно встряхиваю т в те­
чение 10 мин и отстаиваю т около 20 мин при комнатной тем­
пературе. Н а поверхности образуется пена, которая состоит 
из всплывш их кап елек ксилола с адсорбированными микро­
бами. П ипеткой или петлей из пенообразного слоя приготов­
ляю т мазок, несколько раз наслаивая материал па предметное 
стекло по мере его вы сы хания. М азок обезжиривают эфиром, 
фиксирую т и окраш иваю т по Цилю — Нильсену.

П рименение л ю м и н е с ц е н т н о й  м и к р о с к о п и и  
повы ш ает число находок туберкулезны х палочек в патологи­
ческом материале. П ри этом пользую тся объективом 40 и оку­
ляром 10. П ри окраске аурамином туберкулезны е микобакте­
рии светятся золотисто-зеленым светом, а при окраске акри­
дином — оранж ево-красным.

М икроскопическое исследование является  ориентировоч­
ным и позволяет судить лиш ь о наличии кислотоустойчивых 
бактерий в материале без определения видовой и типовой при­
надлежности.

Бактериологическое исследование. М атериал перед посе­
вом обрабатываю т в течение нескольких минут 10% серной 
кислотой или 4 —6% раствором едкого натра для  освобожде­
ни я от сопутствующ ей микрофлоры. Затем  тщ ательно встря­



хивают, центрифугирую т. Осадок нейтрализую т и засеваю т на 
несколько пробирок со средой П етраньяни или Левенш тей- 
на — Иенсена.

С реда П етраньяни  состоит из суспензии  яиц , м олока, кар то ф ел ь­
ной м уки, картоф еля , глицерина, пептона и  м алахитгрю н а. С реду  
сверты ваю т в наклонном  полож ении  п р и  85° С в течение 2—2'/г  ч. 
С реду Л евенш тейна — И енсена готовят  из су спензии  свеж и х  яиц , 
картоф ельной  м уки, глицерина, аспарагин а, КН2Р 0 4, су льф ата  и  н и т ­
р ата  м агн и я  и  м алахитгрю н а. С реду сверты ваю т в наклонном  п о л о ­
ж ени и  п р и  85° С в течени е 45 мин.

Во избежание вы сы хания ватные пробки пробирок после 
посева заливаю т парафином и посевы инкубирую т при 37°С 
в течение 4 —6 нед и более, так  к ак  туберкулезны е палочки 
очень медленно размнож аю тся, особенно в первы х генераци­
ях. К ультуры  микобактерий туберкулеза имеют вид серова­
того или светло-кремового морщинистого или крош кообраз­
ного сухого налета (рис. 79).

Д ля  ускорения диагностики используют м е т  од м и к р о ­
к у л ь т у р  П р а й с а .  Н а нескольких предметных стеклах 
(ближе к  одному концу) делаю т толстые м азки  из исследуе­
мого материала. М азки высушивают, обрабатываю т несколько 
минут 2 —6% серной кислотой, промывают стерильным изо­
тоническим раствором хлорида натрия. Затем  стекла опуска­
ют во флаконы с гемолизированной ци трагаой  кровью в р аз­
ведении 1 :  4 —1 : 8 (или с жидкой питательной средой) и  ста­
вят в термостат. Ч ерез несколько дней извлекаю т стекла, 
фиксируют препарат, окраш иваю т по Цилю — Н ильсену и 
микроскопируют {рис. 80). Ч ерез 72 ч, 7 или 14 дней виру­
лентные ш таммы образуют микрокультуры, имеющие вид 
ж гутиков или кос (корд-ф актор).

И з биохимических свойств чащ е всего определяю т способ­
ность исследуемой культуры  синтезировать никотиновую кис­
лоту  (ниациновая проба К онно). Это явл яется  одним из при­
знаков, с помощью которого удается отличить туберкулезны е 
палочки человеческого типа, хорошо синтезирую щ их никоти­
новую кислоту, от микобактерий бычьего типа, образующ их 
ее в минимальных количествах.

Д л я  определения н и ац и н а  к  к у л ьту р е  м икобактерий  н а  ж идкой  
пи тательной  среде добавляю т 1 м л  раствора KCN и  1 мл 5%  р аствора  
хлорам ина. П ри н ал и чи и  н и ац и н а  через несколько  м инут п о яв л яется  
яр к о -ж ел тая  окраска. Д л я  обезвреж ивания  KCN после учета  р е зу л ь ­
татов  р еак ц и и  в пробирки  добавляю т 3—5 мл 10% р аствора  NaOH.

Определение чувствительности туберкулезны х микобакте­
рий к  антибиотикам и химиотерапевтическим препаратам



проводят методом серийпы х разведений. С этой целью взвесь 
туберкулезны х микобактерий в количестве 0,1 мл засевают в 
пробирки со средой Л евеиш тейна — Иенсена, содержащие 
различны е концентрации противотуберкулезных препаратов: 
5, 10, 50 Е Д /м л стрептомицина, 5, 10, 50 мкг/мл ПАСК, 1, 5, 
10, 25 мкг/мл тубазида, 30 мкг/мл циклосерипа и этионамида. 
Р езультаты  учитываю т на 12—21-й день инкубации. Границы 
устойчивости туберкулезпы х микобактерий: стрептомицин
5 Е Д /м л; ПАСК 10 Е Д /м л; тубазид 1 мкг/мл, циклосерин и 
этиопамид 30 мкг/мл.

Биологическая проба прим еняется при первичной диагно­
стике, а такж е для определения вирулентности культуры, для 
зараж ен и я  исследуемым материалом с целью вы деления чис­
той культуры . И сследуемый материал обрабатывают серной 
кислотой для освобождения от посторонней микрофлоры и 
вводят подкож но в количестве 2 —3 мл морской свинке с от­
рицательной туберкулиновой реакцией. Ч ерез 4 мес, если 
м орская свинка не погибает, ее забпвают и проводят макро- 
и микроскопическое исследование органов и делаю т посевы. 
М икобактерии человеческого типа являю тся высоко-патоген­
ны ми д ля  морских свинок и малопатогенными для кроликов; 
м икобактерии бычьего типа патогенны для морских свинок и 
кроликов.

Серологическая диагностика проводится ограниченно. 
Обычно ставят РС К  и РП ГА . П оложительные результаты  мо­
гут наблю даться при инфицировании туберкулезными мико­
бактериям и, при вакцинации BCG и при активном туберку­
лезном процессе в организме.

А ллергические реакции проводятся с туберкулином—очи­
щ енной белковой ф ракцией, полученной из туберкулезных 
микобактерий. Туберкулиновы е пробы применяю тся для опре- 
деле-ния состояния аллергии у  людей с целью отбора контин­
гентов для ревакцинации против туберкулеза. Туберкулин 
вводят по П ирке (реакция П ирке) пакож но и по М анту (ре­
акц и я М анту) — внутрпкож по в строго определенной дози­
ровке. Учитывают реакции через 24—48 ч по образованию 
гиперемии и папулы (см. рис. 55).

М икробиологическая диагностика проказы

Возбудитель проказы  М. leprae по морфологическим и 
тинкториальны м свойствам очень сходен с туберкулезными 
микобактериями. Н а питательны х средах не культивируется, 
лабораторные ж ивотяы е не чувствительны к ипфекции. З а ­



раж ение людей происходит воздуш но-капельным пли кон­
тактны м путем, особенно при тесном п длительном общении 
больных со здоровыми лицами.

Бактериоскопическое исследование. И сследую т соскоб 
слизистой оболочки носа, кож ны е лепрозные узлы , пунктат 
лимфатических узлов, мокроту и др. М азки окраш иваю т по 
Цилю — Нильсену. М икобактерии располагаю тся скопления­
ми в виде пачек сигар или наподобие ш аров (рис. 8 1 ). Б ак те ­
риоскопическое исследование является основным методом ла­
бораторной диагностики лепры.

Аллергические реакции. П роводят аллергические кож ны е 
пробы с лепромипом. П ри полож ительной реакции через 24— 
48 ч на месте введепия лепромппа появляется ипфильтрат 
диаметром пе менее 10 мм. А ллергическая реакц ия диагности­
ческого значения пе имеет и  применяется для характеристики 
клинического течения болезни.

Диагностические, проф илактические и лечебные 
препараты

Туберкулин сухой очищенный (Р Р Д ) . Получаю т из 
ф ильтрата бульонной культуры  микобактерий путем  добав­
ления химических веществ, осаждаю щ их белок, с последую­
щ ей очисткой. П рименяется для  постановки кож но-аллерги­
ческих туберкулиновых реакций (пробы П ирке п М анту).

Вакцина BCG. Ж и вая лиофильно вы суш енная культура 
вакцинного ш тамма туберкулезных микобактерий, полученно­
го в 1921 г. ф ранцузскими учеными К альметтом  и Гереном. 
П рименяется внутрикожно для проведения активной специ­
фической профилактики туберкулеза.

Антибиотики и  химиотерапевтические противотуберкулез­
ные препараты , применяемые для лечения туберкулеза. 
К  препаратам  1-го ряда относятся основные противотуберку­
лезны е препараты: стрептомицин, ПАСК (пара-аминосалици- 
ловая кислота) и  производные Г11НК (гидразида изоникоти- 
повой кислоты) — тубазид, фтивазид, метазид и др. П репара­
ты 2-го ряда: циклосерип, канамицин, этионамид и др. При 
лечении больных обычно комбинируют препараты  1-го и 2-го 
рядов с учетом клинической характеристики заболевания и 
чувствительности туберкулезных микобактерий к  лекарствен­
ным препаратам.

Лепромин. Взвесь лепрозного узелка, растертого в ступке 
и инактивированного нагреванием. П рим еняете^ для поста­
новки кож но-аллергической пробы,



К онтрольные вопросы

1. С оврем енная классификация микобактерий.
2. Назовите м икобактерии — сапрофиты и потенциально патоген­

ные. Что такое «атипичные» м икобактерии и какова их роль в патоло­
гии человека?

3. О сновны е биологические признаки м икобактерий туберкулеза.
4. Типы туберкулезны х микобактерий, играю щ ие роль в патологии 

человека, и их биологические особенности.
5. Пути зараж ения и особенности патогенеза туберкулеза.
6. Питательные среды , используем ы е для культивирования тубер­

кулезных микобактерий.
7. Д айте характеристику токсина туберкулезны х микобактерий.
8. Как получают и для чего применяю т туберкулин? Что такое PPD ?
9. Какие м етоды  м икроскопии применяю тся для бактериоекопиче- 

ской диагностики туберкулеза? В чем  заклю чаю тся м етоды  обогащ ения?
10. Как проводится бактериологическое исследование при тубер­

кулезе?
11. Д айте характеристику м етода ускоренной бактериологической 

диагностики туберкулеза.
12. Какие признаки исследую т для идентификации и ди ф ф еренц и­

рования туберкулезны х микобактерий?
13. А ллергические пробы , прим еняем ы е при туберкулезе. Их м е­

ханизм  и техника постановки.
14. М ож но ли на основании положительной туберкулиновой про­

бы  поставить диагноз туберкулеза  или исключить заболевание при 
отрицательной реакции?

15. Какие антибиотики и химиотерапевтические препараты приме­
няются для лечения туберкулеза? О бъясните механизм  их действия.

16. Как определяю т чувствительность туберкулезны х микобактерий 
к противотуберкулезны м  препаратам?

17. О собенности иммунитета при туберкулезе. Назовите факторы  
иммунитета, играю щ ие роль в устойчивости организм а к туберкулезной 
инфекции.

18. Какая вакцина используется для активной профилактики тубер­
кулеза? М етодика е е  приготовления и показания к применению,

19. О сновчы е признаки возбудителя лепры.
20. М етоды лабораторной  диагностики лепры.



М И К РО Б И О Л О ГИ Ч Е С К И Е  И С С Л ЕД О В А Н И Я  
П Р И  С П И РО Х Е Т О ЗН Ы Х  И Н Ф Е К Ц И Я Х

Возбудителями спирохетозов — возвратного тифа, сиф и­
лиса, инфекционной ж елтухи  являю тся спирохеты, которые 
относятся к  семейству Spirochaetaceae и соответственно ро­
дам B orrelia, T reponem a, Leptospira.

По биологическим свойствам спирохеты занимаю т проме­
жуточное полож ение меж ду бактериями и простейш ими, как 
это отмечалось на с. 39. Они так  ж е, к а к  и простейш ие, вы ­
зывают рецидивирующ ие заболевания и плохо растут на ис­
кусственных питательны х средах. Поэтому при микробиоло­
гической диагностике спирохетозов применяю т главны м обра­
зом микроскопические и  серологические методы исследова­
ния.

Т ема 25. М И КРО БИ О Л О ГИ ЧЕС КА Я ДИ АГНОСТИКА 
ВОЗВРАТНОГО ТИФ А , СИФ ИЛИСА И ЛЕПТОСПИРОЗОВ

П рограм м а за н я ти я

1. И зучение схем  м икробиологической д и агностики  возвратного 
тиф а, сиф илиса  и  лептоспирозов.

2. М икроскопическая и  серологическая  ди агностика  спирохетозов.
3. Д иагностические и  лечебно-проф илактические препараты , п р и ­

м еняем ы е при  возвратном  тиф е, сиф илисе и лептоспирозах .

Д ем онстрация

1. П репарат T rep o n em a p a llid u m , окраш енны й  методом  серебрения.
2. К у л ьту р а  лептоспир в  тем нопольном  м икроскопе.
3. П репарат  B o rre lia  re c u rre n tis  в крови  больного возвратны м  тп- 

фом. О краска по Р ом ановском у — Гимзе.
4. А нтигены  д л я  серодиагностики  сиф илиса, леп тоеппрозны й ан­

тиген, лептоспироаная вакц ина.

З ад ан и е  студентам  
д л я  вы полнения лабораторной работы

1. М икроскопическая диагностика возвратного тиф а. М атериал 
д ля  исследования: к р о вь  больного. П риготовить и з  крови  больного 
два  п р епарата: «толстую » кап лю  и м азок. П ервы й окрасить по способу 
Ром ановского — Гимзы , второй ф уксином .

С делать заклю чение по данны м  м икроскопического исследования.
2. С ерологическая диагностика сиф илиса: а) учесть резу л ьтаты  

реакции  В ассерм ана; б) у честь  р езультаты  осадочны х реакций.
П оставить серологический диагноз заболевания, цеходя иа полу­

денны х данны х.



М икробиологическая диагностика 
эпидемического возвратпого тиф а

Возбудитель эпидемического возвратного тиф а — Borrelia 
recu rren tis .

П ереносчики — п латян ая  п головная вошь. Зараж ение 
происходит в результате втирания в кож у гемолимфы раз­
давленны х насекомых.

Возбудитель эндемического возвратного тиф а — Borrelia 
sogd ianum  и др. П ереносчики — клещ и. Зараж ен ие происхо­
дит при укусе клещ ей.

М икробиологическая диагностика проводится путем мик­
роскопического исследования, реж е прибегают к  биопробе 
(схем а 20).

С х е м а  20
С хем а м икробиологического исследования при  возвратном  тиф е 

М атериал  К ровь

-i- v
М икроскопическое Б и ологическая  проба
исследование I

* I I
1-й этап  М азок, о к р аск а  П репарат  «тол- З ар аж ен и е  мор-

водны м  ф укси- стая»  к ап л я , скон  сви н ки
пом  окр аска  по Ро­

м ановском у —
____________________ Гнм зс __

Ответ г
2-й этап  М азок и з  крови, П репарат  «тол-

окраска  ф уксином  стая» к ап л я , окра­
ска  по Ром анов­
ском у  — Гпмзе

О кончат ельны й ответ

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

М икроскопическое исследование является основным ме­
тодом микробиологической диагностики возвратного тифа. 
У  больного во время приступа болезни берут кровь и при­
готавливаю т мазки и препарат «толстой» капли. В мазках, 
окраш енны х фуксином, спирохеты имеют красны й цвет; в 
препарате «толстой» капли , окраш енной по Романовскому— 
Г им зе,— фиолетово-розовый цвет. Боррелии возвратного 
тиф а — тонкие спирохеты длипой 8 — 16 мкм, имеют 4 — 12 
неравномерных завитков (рис, 62),



Биологическая проба. Кровью больных зараж аю т мор­
ских свинок. Ч ерез 5 —6 дней в крови ж ивотны х появля­
ется большое количество спирохет. Этот метод позволяет 
дифференцировать возбудителя эпидемического возвратного 
тифа, который непатогенен для морских свинок, от возбу­
дителя эндемического (клещ евого) возвратного тифа, вы­
зывающего у ж ивотпы х заболевание.

М икробиологическая диагностика сифилиса

Возбудитель сифилиса — T reponem a pallidum . При м и к­
робиологической диагностике сифилиса использую т разны е 
методы с учетом патогенеза заболевания. В 1-м и 2-м пери ­
одах сифилиса применяю т микроскопическое исследование; 
во 2-м, 3-м и 4-м периодах используют серологические реак* 
ции (схема 21).

С х  е м  а  21

Схема микробиологического исследования при сифилисе
М атериал О тделяем ое твердого С ы воротка крови , спин-

ш ан к р а , п у н ктах  лим - ном озговая ж идкость
ф ати чески х  узлов, от- j
деляем ое кож н ы х пора- I
ж е я и й  п р и  вторичном  С ерологическая диагно-
сиф илисе  стп ка

М икроскопическое ис- Р е а к ц и я  Вассер- 
следование м ан а

I
Р е а к ц и я  иммоби­
л и зац и и  трепонем

И м м уноф лю орес-4 О садочные реак-
Н ати вны й  преп ар ат  для  ции  З а к са  — Ви- центное исследо-
м икроскош ш  в темном тебского, К ана  ван не
поле и  др_

Ответ Ответ

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

М икроскопическое исследование. Приготовляю т препарат 
«раздавленная» кап ля, который исследуют в темном поле. 
В полож ительном случае видны тонкие спирохеты  длиной 
6— 14 мкм, имеющие 14— 17 равномерных, мелких завитков 
правильной формы (рис. 83, а, б ). Д ля  бледной трепонемы 
характерно маятникообразное движ ение и сгибание под 
углом. П ри исследовании материала и з ш ан кра, находящ е­
гося в полости рта, известные трудности представляет 
диф ференциация бледной трепонемы от трепонемы ротовой



полости. В этом случае реш аю щ ее значение для диагности­
ки имеет обнаруж ение типичных трепонем в пунктате ре­
гионарных лимф атических узлов.

Серологическая диагностика. Д ля  серологической диаг­
ностики применяю т реакцию  Вассермана (основанную на 
принципе Р С К ), осадочные реакции, реакцию  иммобилиза­
ции трепонем, реакцию  иммунофлюоресценции.

Р е а к ц и я  В а с с е р м а н а  (табл. 31). В отличие от 
других реакций реакцию  Вассермана ставят с тремя анти­
генами: №  1— неспецифический антиген, состоящ ий из 
очищ енных липидов, полученны х из мышцы сердца быка, 
и №  2 и №  3 — специфические, приготовленные из культур 
трепонем.

Т а б л и ц а  31

Р е а к ц и я  В ассерм ана

Пробирки

Ингредиенты, ил
1-я . 2-я 3-я 4-я

(контроль)

И н ак ти в и р о в ан н ая  и сп ы ту ем ая  сы­
воротка 0,1 0,1 0,1 0,1

И зотони ческий  раствор  хлорида 
н атр и я 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,9

А нтиген  серии  №  1, разведенн ы й  
по титру 0 ,5 _ _ _

А нтиген  сер и и  №  2, разведепны й 
по ти тр у _ 0 ,5 _.

А нтиген  сер и и  №  3, разведепн ы й  
по титру , _ 0 ,5 _

К ом плем ент (в рабочей дозе) 0 ,5 0 ,5 0 ,5 0 ,5

В терм остат н а  45 мин

Г ем олитическая  систем а (сенсиби­
ли зи р о ван н ая) 1 1 1

В терм остат на 40—60 м ин в зависим ости  от н асту п л ен и я  гем олиза 
в контролях

Р еги стр ац и я  опы та после н асту п л ен и я  гем олиза в  контроле

Р езультат: +  + + +  +  + +  +  +

О б о з н а ч е н и я :  +  + + + полная задерж ка гемолиаа; — гемолиз. 
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Первый период сифилиса является серонегативны м и 
характеризуется отрицательной реакцией В ассермана. 
У 50%  больных полож ительная реакц ия наблю дается не 
ранее чем через 2—3 нед после появления ш анкра. Во вто­
ром и в третьем периодах сифилиса число полож ительны х 
серологических реакций достигает 75—90%  (серопозитив­
ный сиф илис). После специфического лечения сиф илиса 
реакция В ассермана становится отрицательной.

О с а д о ч н ы е  р е а к ц и и  К а н а  и З а к с а  — В и т е б ­
с к о г о  ( ц и т о х о л е в а я )  (табл. 32, 33) ставят параллель­
но с реакцией В ассермана. По своему механизму они отно­
сятся к  реакции преципитации. Д ля  их постановки исполь­
зуют сыворотку, оставш ую ся от реакции . В ассермана, и 
неспецифические антигены. В цитохолевой реакции в от­
личие от реакции К ан а  прим еняется концентрированны й 
антиген. Это позволяет в более короткий срок провести ре­
гистрацию результатов.

Т а б л и ц а  32

Р е а к ц п я  К ана

Пробирки

опытные с контролямп антигенов
Ингредиенты, мл

1 -я 2-я 3-я 4-я 5-я 6-я

А нтиген 0 ,0 5 0,025 0,0125 0 ,05 0,025 0,0125

И сследуем ая сы воротка 0 ,15 0 ,15 0,15 — — —

И зотонический раствор 
хлорида п атр п я — — — 0,15 0 ,1 5 0 ,15

Т щ ательно  встр ях и вать  в  т ечение  3  мин

И зотонический  раствор
V

хлорида н атр и я 0 ,5 0 ,5 0 ,5 0 ,5 0 ,5 0 ,5

В стр ях и вать  1 мин

Р езу л ьтаты  п р и  полож и­
тельной  реакци и +  +  + +  +  + +  +  +

О б о з н а ч е н и я :  + + + появление преципитата и выпадение хлопьев;
— отсутствие хлопьев.



Р еак ц и я  З ак са  — В итебского

Пробиуки

контрольные

Ингредиенты, мл с антигеном с сывороткой

1-я 2 -я 3-я

И ссл ед у ем ая  сы воротка 0 ,2 _ 0 ,2
А нтиген 0,1 0,1 —
С пирт 95°, р азвед ен н ы й  1:2 
И зотони ческий  раствор  хлори­

—" — 0,1

д а  н а тр и я 0 ,2

В стр ях и вать  1 мин, затем  о ставить н р н  ком натной  тем п ературе  на 
30 м н е

И зотони ческий  раствор  хлори­
1 1 1д а  н а тр и я

Р е зу л ь та ты  п р и  п о лож итель­
ной  р еак ц и и +  +  +

““
О б о з н а ч е н и я  те же ,  что и  в табп- 32.

Р е а к ц и я  и м м о б и л и з а ц и и  т р е п о н е м  (тест 
Нельсона — М айера) является  специфической реакцией для 
диагностики сифилиса. П ринцип реакции заклю чается в 
том, что сы воротка больного сифилисом в присутствии 
комплемента угнетает движение бледных трепонем. П ослед­
них получаю т из яичка кролика, пораж енного специфиче­
ским орхитом. Я ичко размельчаю т в специальной среде, в 
которой трепонемы сохраняют свою подвиж ность. Реакция 
иммобилизации обладает высокой чувствительностью и ос­
тается полож ительной после выздоровления больного.

М икробиологическая диагностика лептоспирозов

Leptospira icterohaem orrag iae вы зы вает ж елтуш ную  фор­
му заболевания; Leptospira grippotyphosa является  возбуди­
телем безж елтуш ны х форм.

Н а 1-й неделе заболевания (обычно до появления ж ел­
тухи) возбудителей можно обнаружить в крови больного, 
при тяж елы х формах с менингеальпыми явлениям и — в спин-
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номозговой жидкости. Со 2-й недели и до 3 мес от начала 
болезни лептоспиры  вы деляю тся с мочой. Антитела появ­
ляю тся в сыворотке крови со 2-й недели заболевания. Ис­
ходя из патогенеза болезни, прибегают к  тем или другим 
методам микробиологической диагностики лептоспирозов 
(схема 22).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

М икроскопическое исследование. И з материала приго­
товляю т препарат «раздавленпая» кап ля  и исследуют в 
микроскопе с темнопольным конденсором или с фазово­
контрастны м устройством. В полож ительном случае видны 
извитые формы размером 6 —9 мкм. Л ептоспиры  имеют 
первичные и вторичные завитки. П ервичные завитки мел­
кие, плотно примы каю т друг к  другу (12— 18 завитков) и 
придаю т лептоспирам  вид ж емчуга или «гирлянды роз». 
Вторичные завитки в виде загнуты х крю чкообразных кон­
цов придаю т лептоспирам  S-образную форму. Ж ивые лепто­
спиры весьм а подвиж ны ; для  них характерно быстрое п р я­
молинейное перемещ ение, движение по кругу  и вращение 
на месте (рис. 84).

М икробиологическое исследование. Д ля  вы деления куль­
тур лептоспир пспользую т специальные питательные среды: 
водно-сывороточную среду, среду Ф ерворта — Вольфа (пеп-

тонная вода с фосфат­
ной буферной смесью и 
инактивированной кро­
личьей сы вороткой). 
М атериал засеваю т в
3 —5 пробирок. Среды 
в пробирках после по­
сева заливаю т вазели­
новым маслом и инку­
бируют при 28° С в те­
чение 3 мес, так  как  
лептоспиры растут 
очень медленно — вре­
м я  развития одной ге ­
нерации лептоспир в 
логарифмической ф азе 
достигает 58—68 ч. При 

Рис. 84. Л еп тоспиры  пнф екционной размнож ении лептоспи- 
ж елтухи . Т ем ноп ольная  м икроскопия, ры не изменяют пита­



тельной среды, которая остается прозрачной в течение 
всего времени наблюдения. Рост контролируют не реж е 
чем через 5 —6 дней путем микроскопии препаратов «раздав­
ленной» капли в темнопольном или фазово-контрастном м и­
кроскопе.

Идентификацию  выделенных культур лептоспир прово­
дят в реакции агглю тинации с типовыми агглю тинирую щ и­
ми сыворотками, а такж е применяют метод адсорбции сы­
вороток.

Биологическая проба. Зараж аю т морских свинок, кро- 
ликов-сосунков или других животных. М орские свинки и 
белые мыши обладают неодинаковой чувствительностью  к 
разным типам лептоспир: они чувствительны к  зараж ению  
L. icterohaem orrag iae и  не чувствительны  к  зараж ению  
L. grippotyphosa п другими возбудителями безж елтуш ны х 
лептоспирозов. В то ж е врем я кролики-сосунки и дикие 
грызуны (золотистые хомяки, суслики, степные пеструш ки) 
чувствительны к  любым возбудителям лептоспирозов. З а р а ­
ж енных ж ивотны х наблюдают до 30 дней (еж едневно 
взвеш ивают, измеряю т температуру) . В случае болезни 
или гибели ж ивотного исследуют преп араты  из крови, 
мочи, секционного м атериала (при микроскопии в темном 
поле) и делают посевы для выделения культуры  лепто­
спир.

Серологическая диагностика. Ставят реакцию  агглюти- 
нации-лизиса с ж ивы ми лабораторными культурам и леп­
тоспир разны х видов и типов. Техника постановки реакции 
общ епринятая, учет результатов проводят в препаратах  
«раздавленной» кап ли  в темном поле или при фазово-конт­
растной микроскопии. Отмечают феномен лизиса п  агглю ­
тинации. Реакц ия агглю тинации сопровож дается, как  п ра­
вило, лизисом лептоспир. В первых разведениях сыворотки 
наблю дается полное растворение лептоспир, частичный 
лизис или зернистое пабуханпе, в последую щ их разведе­
ниях — агглю тинация лептоспир п появление аггломератов 
в виде «паучков». Диагностический титр реакции 1:100. 
М аксимальный титр антител (1:10 ООО— 1:20 000 и вы ш е) 
обнаруживаю т на 15—30-й день от начала болезни. У  части 
переболевш их антитела сохраняю тся длительное время 
(годами и десятками л е т ), поэтому серологическое иссле­
дование имеет зпаченпе и для ретроспективной диагнос­
тики.



Д иагностические, профилактические и лечебные 
препараты

Л ептоспирозны й антиген — ж ивая, 7 — 10-дневная культу­
ра лептоспир. П рим еняется  для  серологической диагностики 
лептоспирозов путем  постановки реакций агглю тинации и 
лизиса.

Специфические сифилитические антигены  для реакции 
В ассерм ана приготавливаю т из культуры  трепонем путем 
вы деления антигенной фракции или обработки ультразву­
ком («озвученны й антиген»).

Н еспецифические антигены  для реакции В ассермана и 
осадочных реакций представляю т собой липоиды нормаль­
ны х тканей , кардиолппиновы й антиген — высокоочихценньш 
экстракт из бычьего сердца с добавлением лецитина и холе­
стерина.

Л ептоспирозная уби тая  вакцина приготовлена из куль­
тур трех типов лептоспир, убитых нагреванием  и консерви­
рованием фенолом. П рим еняется для активной иммуниза­
ции.

Контрольные вопросы

1. Классификация спирохет и их роль в патологии человека.
2. О бщ ие свойства спирохет, их отличия от бактерий и простейших.
3. Биологические признаки бледной трепонем ы  и особенности ее  

культивирования.
4. П атогенетические особенности и характер иммунитета при си­

ф илисе. Что такое ш анкерный иммунитет?
5. Н азовите антибиотики и химиопрепараты, прим еняем ы е для 

лечения сифилиса. М еханизм  их действия.
6. Как проводится м икробиологическая диагностика сифилиса?
7. С ерологические реакции, применяем ы е при диагностике сифи­

лиса. Какие периоды  называю т серонегативны м и серопозитивным?
8. О бъясните м еханизм  реакции Вассермана и осадочны х реакций. 

П очему возм о ж н о  применение неспецифических антигенов в этих 
реакциях?

9. С пециф ические реакции, прим еняем ы е при серологической 
диагностике сифилиса.

10. Биологические признаки возбудителей эпидем ического и энде­
м ического возвратного тифа.

П . Как проводится м икробиологическая диагностика возвратного  
тифа? Д и ф ф ер ен ц и р о ван и е  возбудителей эпидем ического и эндем иче­
ского возвратного  тифа?

12. К лассификация лептоспир и их роль в патологии человека.
13. Как происходит зараж ен и е лептоспирами? Патогенетические 

особенности и характер иммунитета при лептоспирозах?
14. Как проводится м икробиологическое исследование при лепто­

спирозах и о п р едел ен и е  видовой и типовой принадлежности лептоспир?
15. Препараты, прим еняем ы е для специфической профилактики 

лептоспирозов.



М И К РО Б И О Л О ГИ Ч Е С К И Е  И С С Л ЕД О В А Н И Я  
П Р И  ЗА Б О Л Е В А Н И Я Х , В Ы ЗВ А Н Н Ы Х  Р И К К Б Т С И Я М И

Возбудителе риккетсиозов — риккетсии относятся к  по­
рядку R ickettsiales семейству R ickettsiaceae, которое вклю ­
чает два рода: R ickettsia  и Coxiella.

Риккетсии паразитирую т как  на позвоночных, так  и  на 
беспозвоночных (членистоногих). П атогенны е риккетсии 
через кровососущих членистоногих зараж аю т млекопитаю ­
щ их и человека.

По своим морфологическим признакам  и химическому 
составу риккетсии похож и на бактерии, а по своим физио­
логическим свойствам они приближ аю тся к  вирусам. Все 
риккетсии являю тся облигатными внутриклеточны ми па­
разитами и не растут на искусственных питательны х сре­
дах.

Д ля  выделения риккетсий от ж ивотны х и человека ис­
пользую т вирусологические методы (зараж ени е экспери­
ментальны х животных, тканевы х культур  и курины х эмбри­
онов). Наиболее ш ирокое применение при риккетсиозах 
получили серологические методы диагностики.

Т ем а 26. М И КРО БИ О Л О ГИ ЧЕС КА Я ДИАГНОСТИКА 
СЫ ПНОГО ТИ Ф А  И  Д РУ ГИ Х  РИ ККЕТСИ О ЗО В

П рограм м а за н я ти я

1. И зучение схемы  м икробиологической ди агностики  риккетсиозов.
2. М етоды в ы явл ен и я  и  идентиф и каци и  р иккетсий .
3. С ерологическая д и агн ости ка  риккетсиозов.
4. Д иагностические и  п роф и лактически е  п р еп ар аты , при м еняем ы е 

л р я  риккетсиозах .

Д ем онстрация

1. М икропрепараты  р и к к етси й  в  п ораж ен н ы х к л етк ах  п  чистой  
ку л ьту р е  (сы пнотиф озная вак ц и н а ), окраш енны е по м етоду Здродов- 
ского.

2. М етоды вы деления  р и к к етси й  с помощ ью  за р аж е н и я  ж ивотн ы х , 
ку р и н ы х  эмбрионов и  ткан ев ы х  культур .

3. Р п ккетсиозны е диагностические и  проф и лактически е  п р е п а р а ­
ты: аптпгены  корпускулярн ы е, растворим ы е, сы п ноти ф озная  вакц ина, 
вакц ина против К у-лихорадка.



З а д а н н е  студентам  
д л я  вы п о л н ен и я  лабораторной работы

1. У честь резу л ьтаты  р еак ц и и  агглю тин аци и  рш ш етсий  с сыво­
роткам и  больны х эп идем ически м  и  кры си ны м  сы пны м  тиф ом  (схем а 
23). О пределить титр  агглю тининов в  р е ак ц и я х  с анти генам и  и з рик- 
к етси й  П р о вачек а  и  М узера, сопоставить р езу л ьтаты  и  обосновать 
серологически й  диагноз.

2. У честь р езу л ьтаты  РС К  при  ди ф ф еренц ирован ии  первичного 
(эпидем ического) и  повторного сыпного ти ф а  (болезни Б р и л л я  — 
Ц и н ссер а), и сп о л ьзу я  д ан н ы е  табл. 35.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

М икробиологическое исследование. М атериалом для вы­
деления возбудителя при  всех видах риккетсиозов служит 
кровь, взятая  у  больного из вены в возможно раннем  пери­
оде лихорадки. Обычно используют цптратную  кровь или 
взвесь из растертого сгустка свернувш ейся крови. Исследу­
емый м атериал вводят внутрибрю ш инно самцам морских 
свинок, поскольку при большинстве эндемических риккет­
сиозов (в отличие от эпидемического сыпного тиф а) у  них 
развивается специфический периорхит с накоплением рик- 
кетсий в мезотелии влагалищ ны х оболочек яичка. П ри эпи­
демическом сыпном тифе выделение морфологически види­
мых риккетсий обычно не удается и приходится прибегать 
к предварительном у накоплению  риккетсий в кишечнике 
платяны х вш ей, зараж аем ы х кровью сыпнотифозного боль­
ного. Д л я  вы деления риккетсий проводят зараж ение иссле­
дуемым м атериалом  в желточны й меш ок развиваю щ ихся 
курины х эмбрионов или в первично трипсш ш зированны е и 
перевиваемы е тканевы е культуры . Д ля  обнаруж ения рик­
кетсий в переносчиках, органах зараж енны х животных и 
тканевы х культурах  мож ет быть использована микроскопия 
препаратов, окраш енны х по Здродовскому. Д ля  риккетсий, 
в частности, риккетсий П ровачека характерен выраженный 
полиморфизм в зависимости от фазы  инфекции, от парази­
тизм а в различны х ткап ях  и от других условий. Различны е 
морфологические типы риккетсий обнаруж иваю тся в цито­
плазме и ядрах  зараж енн ы х клеток (рис. 85). Эффектив­
ным методом вы явления риккетсий в зараж енны х клетках 
является  пммунофлюоресцентный метод Кунса.

Выделение, культивирование и идентификацию  риккет­
сий проводят в специализированны х лабораториях, а в ус­
ловиях обычных лабораторий применяю т только серологи­
ческие методы и кож но-аллергические пробы.
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П ри серологической диагностике риккетсиозов применя­
ю тся реакции агглю тинации, РП ГА  и РСК (см. схему 23).

Р еакц и я  агглю тинации риккетсий прим еняется для се­
рологической диагностики всех риккетсиозов, поскольку 
характеризуется  высокой специфичностью. Р еакц и я  ставит­
ся  в пробирках в объеме 0,5 мл. Д вукратны е разведения 
испытуемы х сывороток приготавливаю т, начиная с разве­
ден ия 1 : 50, 1 :1 0 0 . К  каж дом у разведению  сыворотки в объ­
еме 0,25 мл добавляю т по 0,25 мл соответствующ их анти­
генов. Ч ерез 18 ч инкубации при 37° С учитываю т резуль­
таты  реакции, не встряхивая пробирок. Интенсивность 
реакции обозначаю т следующим образом: +  +  +  +  полное 
просветление, неж ны й, мелкозернистый осадок на дне про­
бирки  в виде зонтика; +  4- +  неполное просветление, осадок 
тот ж е; +  +  незначительное просветление, зернистый осадок;
4- незн ачительная зернистость во взвеси. Положительной 
считается реакц ия не менее чем + +  (табл. 34).

Р еакцию  связы вания комплемента при риккетспозах 
ставят по общ епринятой мегрдзкв ь(см. с. 137) с использо­
ванием  корпускулярны х и растворимых антигенов риккетсий. 
Р еакц и я  считается полож ительной при задерж ке гемолиза 
не менее чем -J- + .

Р еакц и я  пассивной гемагглютинации. В Р П Г А  исполь­
зую т растворимый риккетсиозны п антиген, адсорбирован­
ны й на поверхности эритроцитов. Р П Г А  ставится с разве­
дениям и испытуемы х сывороток от 1:250 до 4:64000 по 
обычной схеме (см. с. 128).

В отличие от РС К  с помощью РП ГА  нельзя провести 
внутригруппового диф ференцирования риккетсиозов. Одна­
ко Р П Г А  позволяет вы явить фазу риккетсиозной инфекции, 
поскольку гемагглютннирую щ ие антитела, накапливаю щ ие­
ся  в высоком титре па протяж ении инфекционного процес­
са, быстро сниж аю тся в периоде рекопвалесценции и через 
6 мес обычно не обнаруж иваю тся. И спользование РС К  в 
сочетании с Р П Г А  дает возможность дифференцировать 
текущ ее заболевание от перенесенного в прошлом.

Серологическое дифференцирование первичного (эпиде­
мического) и  повторного сыпного тифа (болезнь Б р п л ля ). 
Возможность серологического дифференцирования первич­
ного и повторного тиф а связана с тем, что прп первичном 
п повторном сыпном тифе формируются качественно р а з­
личны е иммуноглобулины ( Ig) :  при первичном — IgM  (19S), 
прп повторном — IgG  (7 S ). Дифференцирование IgM  и IgG 
антител основана па их различной чувствительности к дей-
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ствию редуцирую щ их веществ, содерж ащ их свободные 
сульфгидрильны е группы  (2-меркаптоэтанол, цистеин и 
д р .) . Эти вещ ества вы зы ваю т разры в дисульфидных связей 
в м олекулах  IgM  и их распад на субъединицы, лиш енные 
активности антител. IgG  при этом не изменяю тся. П арал­
лельно ставят РС К  с испытуемой исходной сывороткой и 
обработанной 2-меркаптоэтаяолом или цистеином.

В случае первичного (эпидемического) сыпного тифа, 
для  которого характерно преобладание IgM  антител, наблю­
дается сниж ение титра антител в обработанной сыворотке 
не менее чем в 4 раза  по сравнению  с необработанной ис­
ходной сывороткой (табл. 35).

Т а б л и ц а  35

Р езу л ь таты  РС К  п р и  диф ф еренц ирован ии  первичного сыпного тиф а
от болезнп  Б р и л л я

Разведения сыворотка

Сыворотка ОхЛ
в©

1:
20

0

1:
30

0

1:
40

0

1:
50

0 Оо

1:
70

0

1:
10

00

О бработанная
2-м еркаптоэта-
нолом + + +

Не о бр або тан н ая  
2 -м еркаптоэта- 
нолом + + + + + + + + + +

П ри повторном сыпном тифе (болезни Б р и л ля ), где 
преобладаю т IgG , титр антител в обеих сыворотках должен 
быть одинаковым (допускается сниж ение титра пе более 
чем в 2 р а за ).

Д иагностические, профилактические и  лечебные 
препараты

Ряккетсиозны е антигены  сухие корпускулярны е — взвесь 
убитых риккетсий, вы ращ енны х в ж елточном меш ке кури­
ных эмбрионов, хорошо очищ енная от посторонних ткане­
вых элементов. П рим еняется для постановки реакции агглю­
тинации, Р П Г А  и РСК.

Риккетсиозны е антигены  сухие растворимые — антиген­
ные субстанции, полученные путем экстракции в сочетании



с обработкой эфиром риккетсиозных суспензий. П рим еня­
ются при постановке РСК и РП ГА , обладают более высокой 
активностью по сравнению  с корпускулярны м и антигенами.

Сухая ж и вая  комбинированная сы пнотиф озная вакцина 
Е  (Ж К С В -Е ) представляет собой смесь живой яичной 
культуры риккетсий П ровачека вакцинного ш тамма Е , вы ­
ращ енной в курином эмбрионе, с растворимым антигеном 
вирулентного ш тамма риккетсий П ровачека. П рим еняется 
для активной иммунизации против сыпного тифа.

Сухая ж и вая вакцина М -44 представляет собой вы су­
шенную взвесь вакцинного ш тамма (м утант-44) риккетсий 
Борнета, вы ращ енны х в курином эмбрионе. П рим еняется 
для проф илактики К у-лихорадки.

К онтрольные вопросы

1. Классификация риккетсий и их основны е биологические при­
знаки.

2. Что общ его  у риккетсий с бактериям и и какие свойства сбли­
жают их с вирусами?

3. Какими особенностям и м етаболизм а риккетсий м ож но объ яс­
нить их внутриклеточный паразитизм? М етоды, прим еняем ы е для куль­
тивирования риккетсий.

4. Каким о б р а зо м  р езер в у ар  риккетсиозной инфекции п о д дер ж и ­
вается в природе б е з  участия человека?

5. М еханизм зараж ения и особенности патогенеза сыпного тифа.
6. Являются ли членистоногие при всех риккетсиозах только п е р е ­

носчиками заболевания?
7. Чем  отличаю тся риккетсии Бернета от остальных риккетсий?
8. М ожно ли выделить возбудителя из органи зм а больного сыпным 

тиф ом  в период лихорадки? Если м ож но, то как это сделать?
9. Как исследую т клещ а, отловленного в эндем ическом  очаге рик- 

кетсиоза, для выявления его зараж енности риккетсиями?
10. Как выделить возбудителя из организм а больного эн дем и че­

ским риккетсиозом?
11. Почему для биологической пробы при диагностике риккетсио- 

зов использую т сам цов, а не сам ок морских свинок?
12. Как ди ф ф еренц ировать эпидемический сыпной тиф от эндем и­

ческого? Л абораторны е м етоды , прим еняем ы е для  этой цели.
13. Какие серологические реакции применяю тся для обнаруж ения 

противориккетсиозных антител в сыворотках здоровы х лю дей?
14. Как отличить первичную  инфекцию  —  эпидемический сыпной 

тиф от повторной ин ф екци и—болезни  Брилля— Цинссера, вызванной 
тем  ж е  возбудителем?



М И К РО Б И О Л О Г И Ч Е С К И Е  И С С Л ЕД О В А Н И Я  
П Р И  ЗА Б О Л Е В А Н И Я Х , В Ы ЗЫ В А Е М Ы Х  

П А Т О ГЕ Н Н Ы М И  ГРИ Б А М И

Заболевания, вы зы ваемы е грибами (m y ce tes),— микозы 
чрезвы чайно разнообразны  как  по биологическим особен­
ностям  их возбудителей, так  и по патогенезу и клинике 
сам ой болезни. Раздел  микробиологии, занимаю щ ийся изу­
чением  патогенны х грибов, назы вается медицинской мико­
логией.

Среди патогенны х грибов можно выделить следующие 
группы : 1) дерматофиты  — возбудители заболеваний кож и 
и ее придатков (волос, н о гтей ); 2) грибы рода К андида — 
возбудители кандидозов или кандидамикозов — заболеваний 
кож и и  слизисты х оболочек, редко внутренних органов; 
3) криптококки, гистоплазмы, бластомицеты, кокцидиоиды, 
а  такж е плесневы е грибы — возбудители глубоких микозов, 
пораж аю щ ие самые разнообразны е органы и ткани.

М икробиологическая диагностика микозов проводится 
главп ьш  образом путем  микроскопического и культураль­
ного исследований. И дентификацию  и дифференцирование 
выделенной чистой культуры  гриба проводят по морфоло­
гическим, культуральны м  и биохимическим признакам  и в 
некоторы х случаях  — по антигенной структуре. Определе­
ние патогенны х свойств грибов в опытах на ж ивотны х во 
многих случаях  не удается. Серологическая диагностика 
м икозов недостаточно разработана. Аллергические пробы 
самостоятельного значения не имеют, так  как  аллергены, 
полученные и з грибов, являю тся недостаточно специфиче­
скими.

Т ем а 27. М И КРО БИ О Л О ГИ Ч ЕС К А Я  ДИАГНОСТИКА МИКОЗОВ 
И  КАН ДИДАМ И КОЗО В

Д ерматоф иты  являю тся возбудителями ф авуса, трихо­
фитии, микроспории и эпидермофитии. Они принадлеж ат 
соответственно к  родам Achorion, T rychophyton, Microspo- 
rum , E piderm ophyton , которые относятся к группе несовер­
ш енны х грибов.



Зараж ение людей происходит при непосредственном кон­
такте с больными людьми и животными, а такж е через 
пгруш ки, банные принадлеж ности, головные уборы и про­
чие вещи.

Возбудителями кандидозов являю тся грибы рода C andi­
da (С. albicans, С. k ruse i, С. tropicalis, С. pseudo trop ica lis). 
Они обитают на кож е и слизистых оболочках человека, а 
такж е домашних птиц и некоторых животных, н а  плодах, 
ягодах.

П рограм м а за н я ти я

1. И зучение схем ы  м икробиологической ди агностики  кандидозов.
2. М икроскопические, ку л ьту р ал ьн ы е  и  серологические м етоды  

диагностики  грибковы х заболеваний.
3. Д ем онстрация диагностических , п роф и лактически х  и лечебны х 

препаратов, п ри м еняем ы х п р и  м икозах.

Д ем онстрация

1. П репараты  из чи сты х  к у л ьту р  грибов рода C andida.
2. М азки  и з патологического м атер и ал а  о т  больны х, п о р аж ен н ы х  

капдидозом  (окраска  ге н т щ а н о в ы м  ф иолетовы м ).
3. Т ипы  ф п л ам ен тац и и  грибов рода C and ida  н а  кар то ф ел ьн о м  

агаре.
4. К олонии патогенны х  грибов н а  плотной п и тательной  среде.
5. Р еакц и и  с вязы в ан и я  к ом п лем ен та  н  агглю тинации  п р и  сероло­

гической  диагностике висцеральн ого  кан дидам икоза.
6. Д иагностические, проф и лактически е  и  лечебны е пр еп ар аты : 

а )  грибковы е ан ти ген ы  д л я  серологических реакци й ; б) грибковы е 
аллергены ; в) противогрибковы е анти биотики : нистатин , леворп п , грп- 
зеоф ульвин .

З а д а н и е  студентам  
д л я  вы полнения лабораторной  работы

1. М икроскопическое исследование при  дерм атом икозах . М атериал: 
пораж енн ы е волосы, к о ж н ы е чеш уйки . П риготовить п р еп ар ат  для  
м икроскопии  и  поставить м икроскопический  диагноз забо л еван и я  
трихоф итии , м икроспории, ф ав у са  или  эпидерм оф итии.

2. О пределить видовую  п ри н ад леж н ость  дрож ж еподобного гриба 
рода C andida н а  основании м орф ологии к л ето к  и  колоний , ти п а  ф и- 
лам ен тац и и  и биохим ических свойств, и спользуя  дапны е схем ы  24 п 
рис. 87.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

М икроскопическое исследование. Д ля  приготовления 
препарата на предметное стекло наносят каплю  10% 
едкой щелочи или спирта с глицерином, в которую 
помещ ают 2—3 подозрительных волоса или несколь­
ко кож ны х чеш уек, или беловатые влаж ны е налеты  со



С хем а м икробиологического исследования прп  кандпдозах

М атериал

1-й этап

К о ж н ы е чеш уйки , м окрота, и сп р аж ­
н ен и я , моча, ж елчь, гной и др.

I
М икологическое 
исследование

П осевы  на сусло- 
агар , среду  Сабу- 
ро, м орковны й 
агар  и л и  среды  с 
антибиотиком  (чи­
с та я  ку л ьту р а)

*
М икроскопическое
исследование

i
Н ати в н ы е  пр еп а­
раты .
М азки, о к р аск а  по 
Г р ам у  и  Ц и лю  — 
Н и льсен у

2-й этап

Ответ

Х ар ак тер  роста

Т и п  ф и лам ен тации  
гри бов  C andida

Н ати вн ы е  
М азк я

препараты . *—

С ы воротка крови 
I

С ерологическая 
диагностика 

I I 
Р еак ц и я  РСК 
агглю тин а­
ции

П ересев н а  «пест­
рый» ряд

— >-РСК

^ Р е а к ц и я  агглю ти­
нац и и

О кончат ельны й ответ

слизисты х оболочек. П репарат (со щ елочью ) осторожно 
подогревают над пламенем до появления белого ободка из 
кристаллов щ елочи по периферии капли , не доводя ее до 
кипения. Затем  каплю  накры ваю т покровным стеклом и 
рассм атриваю т под микроскопом с объективом 8 и  40.

П ри ф а в у  с е в волосе обнаруживаю т полиморфные 
грибковые элементы. Н аряду с тонким мицелием встреча­
ется  мицелий ш ирокий, состоящ ий из прямоугольны х кле­
ток. Ч асто наблю даю тся споры круглой или прямоугольной 
формы, а такж е  пузы рьки воздуха.

П ри т р и х о ф и т и и  локализац ия элементов гриба в па­
тологическом материале мож ет быть различной. Споры гри­
ба T richophyton  располагаю тся либо только внутри пора­
женного волоса, сплош ь заполняя его содержимое (эндо- 
трикс), либо несколькими слоями окруж аю т волос снаруж и 
в виде чехла (эктотрикс), либо споры и  мицелий находятся 
как  внутри, так  и снаруж и волоса (эндоэктотрикс).

П ри м и к р о с п о р и и  волос окруж ен в своей ф оллику­
лярной части «чехлом» из мозаично располож енны х мелких 
спор гриба. В нутри волоса обнаруж иваю тся фрагменты 
гриба и споры (рис. 86).



^ A chorion.

П ри э п и д е р м о ф и т и и  элементы гриба содерж атся в 
чеш уйках кож и, где они располагаю тся в виде толстых 
септированных ветвящ ихся нитей мицелия наряду со спо­
рами многогранной формы.

П ри к а н д и д а м и к о з а х  в патологическом материале 
видны одноклеточные грамположительные микроорганизмы 
круглой и овальной формы, не образующ ие истинных спор 
и истинного мицелия. Грибы рода C andida формируют псев­
домицелий, который отличается от истинного отсутствием 
общей оболочки и перегородок и состоит из длинных, тон­
ких клеток, соприкасаю щ ихся друг с другом узким  основа-



Рис. 87. Т ипы  роста (ф илам ен тацпи ) дрож ж еподобны х грибов
рода C andida .
1— m y coto ru 'a ; г— m ycotoruloides; 3— Candida; 4— m ycocandida.

нием. Д л я  установления диагноза «кандидоз» необходимы 
многократны е количественные посевы патологического м а­
териала на агаровую  среду в чаш ки Петри. Нарастаю щ ее 
количество колоний, обнаруж енны х в посевах, а  такж е ан ­
тител в сыворотке крови подтверж дает диагноз.

К ультуральное исследование проводят для установления 
родовой и  видовой принадлеж ности возбудителя путем вы ­
деления чистой культуры  гриба и изучения его биологиче­
ских свойств. М атериал предварительно обрабатывают 
кислотами или антибиотиками. Затем  делаю т посев на са­
харны й мясо-пептонный агар, сусло-агар (приготавливается 
из неохмеленного пивного сусла), агар Сабуро (пептонная 
вода с мальтозой и агар-агаром ), овощные среды (морков­
ны й агар ), куда добавляют антибиотики для задерж ки роста 
бактериальной флоры. П осевы инкубирую т при 30° С. В по­
лож ительны х случаях  рост наблю дается на 3 —5-е сутки в 
виде разнообразны х колоний: гладких, кож истой консистен­
ции, морщ инистых, мучнистых, пуш истых, часто пигмен­
тированных. При микроскопип препаратов, приготовленных 
из культур, хорошо зам етен развитой, широко ветвящ ийся 
септированны й мицелий. Органами разм нож ения служ ат 
споры, которые могут быть внутренними (эндоспоры), 
расположенны ми внутри мицелия, и  наруж ны ми (экзоспо­
р ы ), располож енны ми на концах или по сторонам 
м пцелиальны х нитей. Специальных органов плодонош ения 
типа асков (сумок) у дерматофптов не обнаружено, что 
дало основание отнести пх к  несовершенным грибам (F ung i 
im perfec ti).



Грибы рода C andida на 2—3-й день после посева обра­
зуют мелкие, вы пуклые колонпи, которые нередко слива­
ю тся в мощные образования, врастаю щ ие в среду.

Идентификацию грибов рода C andida проводят на осно­
вании данных микроскопии патологического м атериала, 
культуральны х признаков, биохимической активности, ти­
пов роста (филаментации) (рис. 87) и  патогенности, кото­
рую определяют при зараж ении лабораторных животных. 
При культивировании на картофельном агаре дрож ж епо­
добные грибы образуют несколько типов роста, отличаю ­
щ ихся друг от друга по характеру клеточны х элементов и 
расположению бластоспор (см. с. 37).

Тема 28. М И КРО БИ О Л О ГИ ЧЕС КА Я ДИАГНОСТИКА 
Г Л У БО К И Х  МИКОЗОВ

Возбудителями глубоких микозов являю тся грибы Cryp­
tococcus neoform ans, вы зываю щ ие криптококкоз, H istoplas- 
m a — гистоплазмоз, B lastom yces — бластомикоз, Coccidioides 
кокцидиоидоз, A ctinom yces — актиномикоз и др.

М икробиологическая диагностика проводится путем 
микроскопического исследования, при котором вы являю тся 
характерны е морфологические особенности- возбудителя, и 
путем микологического исследования, т. е. вы деления чис­
той культуры  гриба.

Диагностические, профилактические и лечебные 
препараты

Кандидозный антиген — взвесь двухсуточной агаровой 
культуры  грибов рода C andida в изотоническом растворе 
хлорида натрия. П рименяется для постановки реакции аг­
глютинации при кандидозах.

Кандидозный антиген для РС К  — спирто-водный экст­
ракт из культуры  грибов рода Candida. П рименяется для 
постановки РСК и кож но-аллергических проб при канди­
дозах.

Антибиотики противогрибковые: нистатин, леворин,
гризеофульвин (см. табл. 10).

К онтрольные вопросы

1. Назовите грибы —- возбудители дерм атом икозов и глубоких ми­
козов.

2. На основании каких признаков диф ф еренцирую т д р о ж ж еп о д о б ­
ные грибы от истинных дрож ж ей?



3. П ораж ения, вы зы ваем ы е дрож ж еподобны м и грибами рода 
C and ida . На основании каких признаков проводится их ди ф ф еренц иро­
вание?

4. Какие ф акторы  оказы ваю т влияние на развитие кандидозов?
5. П очему нельзя поставить окончательный диагноз кандидоза толь­

ко на основании полож ительного м икроскопического исследования? 
Какие дополнительны е исследования необходимы  для постановки окон­
чательного диагноза?

6. Какие грибы относятся к дерм атом ицетам  и на основании каких 
признаков проводят их диф ф еренцирование?

7. Какие м икроскопические изменения в волосе обнаруживаю тся 
при м икроспории, трихофитии и фавусе?

8. М етоды лабораторной  диагностики дерм атом икозов при м ассо­
вом  обследовании больных.

9. Какие м етоды  использую тся для м икробиологической диагно­
стики глубоких микозов?

10. Д айте характеристику химиопрепаратам, используемы м для 
лечения микозов.



В И РУ С О Л О ГИ Ч ЕС К И Е И С С Л ЕД О В А Н И Я  
П Р И  ЗА БО Л Е В А Н И Я Х , В Ы ЗЫ В А Е М Ы Х  ВИ РУСА М И

Д ля вирусологической диагностики вирусны х инф ек­
ций использую тся вирусологические, серологические и би­
ологические методы исследования. Среди ни х наиболее тру­
доемкими являю тся вирусологические методы, которые за ­
клю чаю тся в зараж ении вируссодерж ащ им материалом 
культур ткани  или курины х эмбрионов. В связи  с разли ч ­
ным спектром цитопатического действия вирусов в отнош е­
нии культур тканей приходится одновременно зараж ать 
несколько первичных пли перевиваемы х культур. Н екото­
рые вирусы могут быть обнаруж ены  при зараж ении иссле­
дуемым материалом лабораторных животных.

И дентификацию  выделенных вирусов проводят с п о­
мощью серологических реакций: нейтрализации (P H ), свя ­
зы вания комплемента (Р С К ), тормож ения гемагглю тииации 
(Р Т Г А ), преципитации в агаре. Выбор той или иной реак­
ции связан с особенностями антигенной структуры  иссле­
дуемого вируса. Выделение вируса и его идентиф икация 
требуют сравнительно больших затрат времени, примерно 
от 7 —10 дней до 30 и более. Это объясняется тем, что 
во многих случаях  приходится 2 —3 раза пассировать вирус 
в тканевой культуре д ля  его накопления. П оэтому особое 
значение для ускорения сроков проведения анализов имеет 
пммунофлюоресцентный метод, который дает возможность 
в некоторых случаях в течение 30—60 мин обнаруж ить и 
идентифицировать вирус в исследуемом материале.

Серологическая диагностика вирусных инфекций в ос­
новном носит ретроспективный характер и применяется 
для  подтверж дения диагноза и эпидемиологического анали­
за. Ч ащ е всего ставят РС К  и РТ ГА , реж е PH  не менее чем 
с двумя сыворотками крови одного и того ж е больного, 
взятыми в разные сроки заболевания (парны е сыворотки) 
для  обнаруж ения нарастания титра антител.

Т ем а 23. ВИРУСОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА И Н Ф Е К Ц И Й , 
В Ы ЗЫ В А ЕМ Ы Х  ЭНТЕРОВПРУСАМ И

Энтеровирусы (вирусы полиомиелита, К оксаки и ECHO) 
относятся к семейству P icornaviridae (рис, 88).



Рис. 88. В ирусы  полиом иелита.
о — вирионы вируса полиомиелита. Электронная микроскопия.
Х400 000; б — кристалл вируса полиомиелита.

Л абораторная диагностика энтеровирусных инфекций 
проводится по двум основным направлениям.

1. Выделение вируса с последующим его дифференциро­
ванием и серологическим типированием, главным образом 
в Р С К  и реакции нейтрализации (P H ). Последние методы 
дали возможность вы делить среди полиовирусов 3 серотипа, 
среди вирусов К оксаки  — группу А (24 серотипа) и груп­
пу В (6 серотипов) и  среди вирусов ECHO 34 серотипа.

2. Определение титра антител в парных сыворотках, 
полученны х от больных в остром периоде и через 3—4 нед 
после пачала заболевапия.

П рограм м а за н я т и я

1. И зучение схем ы  ди агностики  энтеровируспы х инф екций.
2. В ирусологическая диагностика энтеровирусны х инф екций,



3. С ерологическая ди агностика  энтеровирусны х инф екций.
4. Д иагностические, п роф и лактически е  и  лечебны е п р еп ар аты , 

прим еняем ы е п р и  энтеровирусны х инф екциях.

Д ем онстрация

Д иагностикум ы , сы воротки  и  вакцины , п ри м еняем ы е п р и  энтеро­
вирусны х инф екциях .

З ад ан и е  студентам  • *
для  вы полнения  лабораторной работы

1. П роизвести  первичное зар аж ен и е  тканевой  к у л ьту р ы  п р ед в а ­
рительно обработанны м и ф ек ал и я м и  больного полиом иелитом .

2. У честь резу л ьтаты  первичного  за р аж е н и я  тканевой  к у л ьту р ы  
н а  7-й день после зар аж ен и я . О тм етить наличи е и л и  отсутствие цито- 
патического действия, его тип  и  в  зависим ости  от этого н ам ети ть  
пл ан  дальнейш его вирусологического исследования.

3. У честь р езу л ьтаты  идентиф и каци и  полиовирусов в  р еак ц и и  
н ейтрализаци и  в тканевой  к у л ьту р е  с пом ощ ью  цветной  пробы  
(табл. 36).

Т а б л и ц а  36

Р еакц и я  ней тр ал и зац и и  д л я  иден ти ф и кац и и  полиовирусов

Типы
вирусов

Сыворотки типоспецифпческие контроль

I II III сыворотки вируса культуры
ткани

I Ж к к ж К Ж
II к ж к К ж

III к к ж ж к ж

О б о з н а ч е н и я :  Ж — ж елтое окраш ивание среды в пробирках с куль­
турам и ткани; К — красное окраш ивание.

Д ать заклю чение по вирусологической диагностике.
4. У честь р езу л ьтаты  р еак ц и и  н ей тр ал и зац и и  с п арн ы м и  сы ворот­

к ам и  в тканевой  к у л ьту р е  с пом ощ ью  цветной пробы.
О босновать серологический диагноз заболевани я.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Вирусологическое исследование. И спраж нения исследуют 
в первые 2 нед с начала заболевания. И з них готовят рав­
номерную суспензию в изотоническом растворе хлорида 
натрия или растворе Х енкса, которую центрифугирую т. 
Надосадочную жидкость собирают, к  ней добавляю т пени­
циллин и стрептомицин и вы держ иваю т в течение 1—2 ч 
при комнатной температуре для подавления бактериальной 
флоры. Отделяемое носоглотки берут в первы е 3 дня забо­
левания сухими тампонами с задней стенки носоглотки,
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мйндалин и из носа. Тампоны  помещ аю т в пробирку с ййо- 
тоническим раствором хлорида натрия. Затем  производят 
обработку антибиотиками.

В ы д е л е н и е  в и р у с о в  в т к а н е в ы х  к у л ь т у р а х .  
Одновременно зараж аю т не менее двух различны х культур 
клеток. Ч ащ е используют первичную  культуру почек обезь- 
яп  и перевиваемые клетки амниона человека или клетки 
H eLa. Зараж енны е культуры  инкубирую т при  35°С. Все 
типы энтеровирусов (за  исклю чением некоторых вирусов 
типов К оксаки А ) вызываю т цитопатическое действие 
(Ц П Д ), которое чащ е всего отмечается н а  5 —7-й день в 
виде равномерно распределенной мелкозернистой деструк­
ции клеток.

Т и п и р о в а н и е  п о л и о в и р у с о в  проводят в РС К  с 
трем я сыворотками (к  каж дом у ти п у ), так  к ак  полиовиру- 
сы  не имеют общего комплементсвязываю щ его антигена. 
РС К  ставят по общей методике (см. с. 140). Д л я  т т ш р о -  
вания используют такж е P H  в тканевой культуре почечных 
клеток обезьян или клеток H eLa. Тканевую  цитопатическую 
дозу вируса (Т Ц Д ) определяют в предварительном опыте. 
Д ля  этого готовят десятикратны е разведения вируса от 
10- 1  до 10- 7  и  по 0,1 мл каж дого разведения вносят в 3 —4 
пробирки с культурой ткани . М аксимальное разведение 
вируса, вызывающ ее Ц П Д  в 50%  пробирок, соответствует 
1 ТЦ Д  50.

Д ля дифференцирования и идентиф икации выделенных 
энтеровирусов ставят P H  со стандартными поливалентными 
сыворотками или смесью, приготовленной и з моновалент­
ных сывороток (против отдельных типов вирусов К оксаки 
и EC H O ). Д л я  постановки P H  смешивают равны е объемы 
сыворотки и взвеси вируса, содерж ащ ей в 0,1 мл 100 Т Ц Д 5 0 . 
После 3-часовой экспозиции при 37°С по 0,2 мл каж дой 
смеси вносят в пробирки с тканевы ми культурам и клеток, 
которые инкубируют при 35° С. Регистрацию  результатов 
проводят после появления Ц П Д  в контрольных культурах, 
зараж енны х теми ж е дозами вируса (примерно через 5 —7 
дней после постановки реакц ии). Типовую принадлеж ность 
вируса при необходимости проверяют в P H  с моновалент­
ной сывороткой.

Р езультаты  реакции нейтрализации можно учитывать 
не только по отсутствию Ц П Д , но и с помощью цветной 
пробы (рис. 89). П оследняя основана на способности кле­
ток тканевой культуры  изм енять PH  среды продуктами 
своего метаболизма, вследствие чего содерж ащ ийся в ней



ййдикатор (ф еяолрот) изм еняет цвет а з  красного в желтый; 
П ри зараж ении тканевой культуры  вирусом происходит 
разруш ение клеток и сохранение первоначального красного 
ц вета среды. Н ейтрализация вируса иммунной сывороткой 
не паруш ает метаболических процессов в тканевой культу­
ре, в результате чего т а к  ж е, к ак  и  в первом случае, про­
исходит изменение цвета среды (см. табл. 36).

Биологическую  пробу применяю т для выделения виру­
сов К оксаки А  и В и полиовируса I I  типа, а такж е для 
идентиф икации вирусов К оксаки. Д л я  этого используют 
мыш ей-сосунков 1—4-дневного возраста. Более взрослые 
мы ш и невосприимчивы к  данны м  вирусам.

М атериал вводят внутрибрю ш инно и подкожно, реж е — 
в мозг. Если на 5 —6-й день мыши не погибли, их забивают, 
из головного мозга и  туш ки готовят суспензию, которую 
после обработки антибиотиками вводят мышам-сосункам 
д ля  проведения 2-го п ассаж а и т. д. П ри отрицательном 
результате, полученном после 3-го пассаж а, исследование 
заканчиваю т.

С ерологическая диагностика. П ри полиомиелите ставят 
Р С К  с парными сыворотками, взяты м и от больного в нача» 
ле заболевания и через 3 —4 нед после начала болезни. 
В качестве антигенов попользуют эталонные ш таммы трех 
типов полиовируса. П рименяю т такж е P H  с тремя типами 
вируса в чувствительны х культурах клеток, которую учи­
ты ваю т по цитопатическому эф ф екту, цветной пробе или 
методом бляш ек.

П ри заболеваниях, вы званны х вирусами К оксаки и 
ECHO, используют PH , которую учитываю т по цитопати­
ческому эф ф екту или по цветной пробе, а с вирусами К ок­
саки  А  реакцию  проводят н а  мыш ах-сосунках. Увеличение 
титра антител во второй сыворотке по сравнению  g первой 
не менее чем в 4 раза  к  одному и  тому ж е эталонному 
ш там м у (антигену) свидетельствует, что возбудителем за­
болевания является  вирус данного серологического типа. 
П ри заболеваниях, вы званны х вирусами ECHO, такж е 
ставят РТ ГА , так  как  эти вирусы обладают гемагглютини- 
рующ ими свойствами.

Д иагностические, проф илактические и  лечебные 
препараты

П оливалентная и типоспецифические полиомиелитные сы­
воротки I —I I I  типов. П рименяю тся для типирования ви­
русов полиомиелита.



П оливалентные и тппоспеппфпчеекпе (моновалентны е) 
сыворотки К оксаки и ECHO. П рименяю тся для дифферен- 
цировки и типирования соответствующих вирусов.

П олиомиелитная пероральная ж ивая вакц ина. Содержит 
аттенуированные ш таммы вирусов полиомиелита I — I I I  ти­
пов, вы ращ енны х на культуре ткани  почек аф риканских 
зеленых мартыш ек. В акцина вы пускается в ж идком  виде 
и  в форме конфет-драж е для перорального применения.

Иммуноглобулин нормальный человеческий содерж ит 
антитела различной специфичности п получается и з крови 
человека (донорской, плацентарной или абортивной) путем  
фракционирования. П рименяется для проф илактики и ле­
чения полиомиелита.

Контрольные вопросы

1. Какие вирусы относятся к энтеровирусам  и почему?
2. Биологические особенности энтеровирусов. Какие признаки ис­

пользую тся для их ди ф ф еренц ирован ия м еж ду собой и от  других 
вирусов?

3. П еречислите патологические материалы , используем ы е для 
вы деления энгероаируеов.

4. Как учитывают результаты  реакции нейтрализации (PH) лри  диа­
гностике полиомиелита.

5. М ожно ли провести серодиагностику полиомиелита, располагая 
лишь одной сывороткой, полученной от больного  в острый п ериод  
заболевания?

6. Какой энтеровирус м ож но выделить только путем зараж ения  
новорож денны х мышей?

Т ем а 30. ВИРУ СОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА 
А РБО В И РУ С Н Ы Х  И Н Ф Е К Ц И Й

К  арбовирусам относится многочисленная группа 
РН К -содерж ащ их вирусов, относящ ихся к  различны м  се­
мействам и  передаю щ ихся членистоногими.

Арбовирусы получили свое название от сочетания пер­
вы х букв английских слов arthropoda born  v iruses (вирусы, 
переносимые членистоногим и). К  арбовирусам относятся: 
возбудители ж елтой лихорадки, весенне-летнего энцеф али­
та, японского энцефалита, геморрагических лихорадок п 
других заболеваний.

Н аличие у  арбовирусов гемагглю тинина позволяет ис­
пользовать РТ ГА  для их серологической идентиф икации и 
дифференцирования.

Вирусологическая диагностика арбовпрусных ин ф ек­
ций склады вается из вы деления вируса в остром периоде 
и серологического исследования в периоде рекоцвалесцеп- 
ции.



1. И зу чен и е  схем ы  лабораторной  ди агн о сти к а  энцеф алитов.
2. В и русологи ческая  ди агностика  энцеф алитов.
3. С ерологическая  ди агностика  энцеф алитов.
4  Д и агностические  и  п роф и лактически е  препараты , применяемы  

о р и  эн ц еф ал и тах .

Д ем онстрация

Д и агностические  и  п роф и лактически е  пр еп ар аты , прим еняеш ь 
п р и  эн ц еф ал и тах : сы воротки, диагностикум ы , вакцины .

З ад ан и е  студентам  
д л я  вы п о л н ен и я  лабораторной  работы

1. У честь р езу л ьтаты  и д ен ти ф и кац и и  вы деленного ш там м а арб' 
в и р у са  с  пом ощ ью  р еак ц и и  н ей тр ал и зац и и  н а  м ы ш ах  со с т а н д а р т ы  
типовой  сы вороткой.

2. У честь р езу л ьтаты  РС К  с п арн ы м и  сы вороткам и больного в' 
сенн е-летни м  энцеф алитом .

О босновать серологический  диагноз заболевани я .

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

В ирусологическое исследование. Вирусы энцефалите 
вы деляю т путем  зараж ен и я  белых мышей, перевиваемо 
культуры  клеток почек эмбрионов свиней и  первично 
культуры  фибробластов курины х эмбрионов. С этой целы 
обработанны й соответствующ им образом материал интращ  
ребрально вводят белым мышам. И нкубационный перио 
продолж ается 4 — 12 дней. Вирусы энцефалитов вызывав: 
у  мы ш ей заболевания, которые характеризую тся повыли 
нием чувствительности к  внеш ним раздраж ениям , появл( 
наем  параличей. Гибель ж ивотных наступает в течеив 
одного д н я  после начала болезни. Д л я  усиления активност 
вируса их пассирую т н а  мозговой ткани  погибш их или зг 
биты х ж ивотны х. В культуре клеток почек эмбрионов свине 
вирусы  энцефалитов вы зы ваю т цитопатический эф ф ект, вь 
раж аю щ и й ся  в развитии круглоклеточной дегенерации 
отслоением клеток от стекла. В культуре фибробластов b i  
русы  клещ евого и японского энцефалитов активно размножг 
ю тся, но не вы зы ваю т видимых цитопатических измененю  
П оэтому д ля  их вы явления зараж аю т мышей культурально 
жидкостью .

В ирусы  идентифицирую т в P H  на м ы ш ах или в кул! 
туре клеток, в  Р Т Г А  и РС К  со специфическими сыворо! 
кам и. В ирусы  клещ евого и японского энцефалитов по ai 
тигенным свойствам различаю тся между собой и не д ак  
перекрестны х реакций. О днако они имеют общие антиген:
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с другим и арбовирусами, что необходимо учиты вать пр] 
лабораторной диагностике.

П остановка реакции нейтрализация на белых м ы тая  
П редварительно проводят титрование выделенного вирус; 
на мыш ах. Д л я  этого различные разведения вируса о’ 
10- s  до 10- 9  вводят в мозг мышей. Результаты  тнтрованш  
позволяю т установить величину LD 50 д ля  данного вируса 
Д алее взвесь вируса в количестве 100 LD 50 (заведомо ле 
тал ьн ая  доза для  мы ш ей) вносят в пробирки с нормально! 
и  типоспецифической иммунной сыворотками. После 2-ча 
совой ипкубацин при 37° С смесь вирус-сыворотка вводя' 
белым мы ш ам в мозг. Наблюдение за  мыш ами продолжа 
ется в течение 14 дней, после чего учитываю т результаты  

Е сли выделенный возбудитель полностью нейтрализует 
с я  иммунной сывороткой против вируса клещевого энцефа 
ли та , то его можно отнести к- вирусам  клещ евого эяцеф а 
лита  (N 2 1). Ш таммы вируса, которы е нейтрализуются 
только частично, подлеж ат дальнейш ем у изучению {№ 2) 

Д л я  серологической диагностики проводят PH  на мыша: 
или в культуре клеток, РС К  и РТ ГА . Реакции ставят < 
парны м и сыворотками больного, взяты м и в течение перво! 
недели болезни и через 5 —7 нед после ее начала. Диагнос 
тическое значение имеет нарастание титра антител в 4 ра 
за  и  более (см. табл. 37).

Т а б л и ц а  3’
И сследование  п а р н ы х  сы вороток в  РСК

Разведения сыворотон

Исеаеятеиые сыворотки
l t io 1:20 1:40 1?80]* 1:180

П ер в ая  сы воротка, в зя ­
т а я  в  н а ч а л е  болезни +  +

• \ i 1

В торая сы воротка, в зя ­
т а я  ч е р е з  30 дней пос­
л е  н а ч а л а  болезни +  +  +  + +  +  +  + +  +  +  + ’+  +  +  + —

О б о з н а ч е н и я :  «—» — гемолиз; + +  — частичное отсутствие гемолиза 
++++  — полное отсутствие гемолиза.

Диагностические, проф илактические и лечебные 
препараты

Эталонные типоспецифические сыворотки против вирус? 
весенне-летнего энцефалита и других арбовирусов готовя! 
путем  им м унизации соответствующими вирусами ятавотныз



йЛи используют сыворотки людей, переболевш их соответ­
ствующ ей арбовируснон инфекцией. В каж дом  случав пред­
варительно устанавливаю т титр антител.

Д иагностикум из вируса клещ евого энцефалита. Готовят 
из мозга мышей, зараж енны х выделенным вирусом, про­
ш едш им 1—2 пассаж а на мышах.

И нактивированная культуральная вакц ина против кле­
щевого энцефалита человека представляет собой стериль­
ный культуральны й специфический антиген вируса клещ е­
вого энцефалита, инактивированного формалином. П рим е­
няется  для  проф илактики энцеф алита у  населения и 
персонала лаборатории в природных очагах по эпидемио­
логическим показаниям .

Гамма-глобулин против клещ евого энцеф алита — гамма- 
глобулиновая ф ракция, извлеченная из сыворотки крови 
лош адей, гипериммунизированных вирусом клещ евого эн­
цеф алита. П репарат содерж ит в высоком титре специфиче­
ские противовирусные антитела. П рименяю т д ля  лечения 
больных клещ евым энцефалитом и  для проф илактики.

Контрольные вопросы

1. Классификация и основные биологические признаки арбовирусов.
2. Какие м атериалы  от больного и из окруж аю щ ей ср еды  могут 

служить источником вы деления арбовирусов?
3. М етоды вы деления арбовирусов. Преимущ ества и недостатки 

каж дого  из них.
4. П еречислите серологические реакции, которы е использую т 

для идентификации арбовирусов. С какими вирусами их приходится ди ф ­
ф ерен цировать и каким образом ?

5. Укажите периоды  заболевания, в которые  проводится вирусоло­
гическая и серологическая диагностика арбовирусны х инфекций.

6. Какая из серологических реакций позволяет отличить свеж ую  
ербовирусную  инфекцию?

Т ем а 31. ВИРУ СОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА 
ГРИ П П А  И  БЕШ ЕНСТВА

В ирусы  гриппа относятся к  семейству O rthom yxoviridae, 
а  вирусы беш енства — к  семейству R habdoviridae.

Вирусы гриппа состоят из рпбонуклеопротеидной (Р Н П ) 
спирали, «одетой» лппоуглеводопротепновой внеш ней обо­
лочкой с ворсинчатыми выступами (рис. 9 0 ). Р Н П  вируса 
гриппа явл яется  растворимым комллементсвязы ваю щ им
S-антигеном (soluble a n tig en ). В «ворсинках» локализован 
V-антиген, содерж ащ ий гемагглю тинин и фермент — нейра- 
минидазу. Р азличия в антигевпы х свойствах Р Н П  позво-



•  — специфический вирион вируса гриппа типа А2 (Гонконг); б — нитеавд- 
ныа аириояы того ж е вируса. Электронная микроскопия. Х300 ООО,



лили разделить вирусы гриппа на три серологические типа: 
А, В и С, Вирусы гриппа обладают гемагглю тинирую щ ими 
и гемадсорбирующими свойствами, которые ш ироко исполь- 
вую тся для идентификации и дифференцирования.

Возбудителями пандемий и крупны х эпидемий гриппа яв­
ляю тся серологические подтипы вируса А, отличаю щ иеся по 
гемагглютинирую щим (Н ) и  нейраминидазны м (N ) антиге­
нам: A o ( H o N i ) ,  A i  ( H 1 N 1 ) ,  Аг — С ингапур — 1/57 ( H 2 N 2 ) ,  

А г  —  Гонконг —  1/68 ( H 3 N 2 ) . Во время последней эпидемии 
в 1977 г. был вновь вы делен подтип А \  ( H i N i ) .

П рограм м а за н я т и я

1. И зучение схем ы  вирусологической  ди агностики  гриппа.
2. В ирусологическая ди агн ости ка  гриппа.
3. С ерологическая ди агн ости ка  гриппа.
4. М икроскопические м етоды  ди агностики  гр и п п а  и  беш енства: 

а) им м уноф лю оресцентны й м етод в ы я вл е н и я  и  тш гирования вирусов 
гр и п п а  в  исходном  м атери але; б ) вы явление сп ец и ф и ч ески х  вклю че­
н и й  п р и  беш енстве.

5. Д иагностические, п роф и лакти чески е  и  лечебны е п р еп ар аты , 
при м еняем ы е п р и  гр и п п е  и  беш енстве.

Д ем онстрация

1. И м м уноф лю оресцентны й м етод экспресс-диагн остики  гриппа.
2. Т ельц а  Б аб еш а  — Н егри.
3. Д иагностические, п роф и лакти чески е  и  леч еб ны е п р еп ар аты , 

прим еняем ы е п р и  гриппе: диагностические типоспециф и ческие  гр и п ­
позны е и  пар агр и п л о зн ы е  сы воротки, вакц и н ы , лечебны е сы воротки.

4  В акцины  против беш енства.

З ад ан и е  студентам  
д л я  вы п о л н ен и я  лабораторной  работы

1. В вести соответственно обработан ны й  исследуем ы й м атериал  
(смы в из носоглотки больного) в  ам ниотическую  полость р азви ваю ­
щ и х ся  ку р и н ы х  эмбрионов 10— 11-дневного во зр аста  д л я  вы деления  
вируса  гриппа.

2. И сследовать полученны е и з  зар аж ен н ы х  эм брионов ам н иотиче­
скую  и  аллантоисную  ж и дко сти  н а  п р и сутствие  в и р у са  гр и п п а  в ре­
а кц и и  гем агглю тинации.

3, У честь резу л ьтаты  иден ти ф и кац и и  вы деленного  в и р у са  гриппа 
в реакци и  торм ож ения гем агглю тинации . С делать заклю чение.

4, У честь резу л ьтаты  серологической д и агностики  гр и п п а  в  р е ак ­
ц и и  свя зы в а н и я  ком плем ента, поставленной  с п арн ы м и  сы вороткам и. 
С делать заклю чение.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Цитоскопическое исследование является  ориентировоч­
ным экспресс-методом лабораторной диагностики гриппа. 
Q цоверхности ниж ней носовой раковины  больных приго­

же?
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товляю т мазки-отпечатки с помощью у зк и х  стекол с ш ли­
фованным краем  или  пластинок из плексигласа. П репараты  
окраш иваю т смесью основного ф уксина и  метиленового 
синего. В цитоплазме цилиндрического эпителия, а  такж е 
в цитоплазме дегенерированных макрофагов, в лейкоцитах 
располагаю тся хорошо контурированные вклю чения, кото­
рые окраш иваю тся в красны й цвет.

Риноцитоскопическое исследование не явл яется  специ­
фическим методом диагностики гриппа. О днако данный 
метод позволяет дифференцировать грипп от аденовирусных 
инфекций, при которых наблю дается десквам ация клеток, 
сопровож даю щ аяся деструкцией, вакуолизацией ядер и  об­
разованием внутриядерны х включений.

Риноцитоскопическое доследование становится специфи­
ческим в сочетании с иммупофлюоресцентным методом. 
Д ля  этого на фиксированны й ацетоном м азок нан осят по­
ливалентную  флюоресцирующую сыворотку, содерж ащ ую  
антитела против определенных типов гриппозны х вирусов. 
П ри наличии в клетках  соответствующего вируса (антиге­
н а) происходит образование комплексов антиген — антитело, 
характеризую щ ихся ярко-зелены м свечением в лю минес­
центном микроскопе.

Вирусологическое исследование. Сухим или увлаж н ен ­
ным тампоном протираю т заднюю стенку глотки, а затем  
тампон опускают в пробирку с раствором Х енкса и нор­
мальной инактивированной сывороткой крови животных. 
П роцедуру повторяют 2—3 раза. В лаборатории тампоны 
отжимаю т о стенку пробирки и  удаляю т, ж идкость отста­
ивают в холодильнике и среднюю часть переносят в сте­
рильные пробирки, куда добавляют пенициллин и  стрепто­
мицин д ля  уничтож ения бактериальной флоры. Ч ерез 20— 
30 мин делаю т посев для обнаруж ения бактерий. При 
отрицательном результате смыв используют д ля  вы деления 
вируса, а  остаток замораж иваю т и сохраняю т на случай 
проведения повторного исследования.

Зараж ен ие курины х эмбрионов является  основным ме­
тодом вы деления вируса гриппа. В амниотическую  полость 
10— 11-дневных курины х эмбрионов (см. рис. 39) вводят 
0,2 мл м атериала. Определяю т наличие вируса в алланто­
исной и  амниотической жидкости с помощью реакции ге- 
магглю тинации (см. с. 77). Вирусы гриппа агглю тинирую т 
эритроциты около 20 видов животных и птиц. Ч ащ е всего 
используют эритроциты кур , 0 группу крови человека или 
морской свинки (рис. 91 и 92). Тип вируса (А , В или С)



диф ференцирую т в РС К . Подтипы вируса A: A o(H oN i), 
A i ( H 1 N 1 ) ,  Аг ( H 2 N 2 ) ,  А 2  ( H 3 N 2 )  могут быть дифференциро­
ваны  в РТ ГА  с набором гомологичных типоснецифилеских 
сывороток (табл. 38).

В  настоящ ее врем я д ля  идентификации Н - и  N -антиге- 
нов рекомендую т использовать монорецепторяые сыворот­
ки, полученные отдельно к  гемагглю тинину и нейраминида- 
зе. П ри этом идентиф икация Н -антигена проводится в 
Р Т Г А  или с помощью реакции иммунопреципитации в 
геле, а N -антигена — в реакции ингибиции нейраминидазы  
и реакции им м унопреципитации в геле.

Результаты  Р Т Г А  (рис. 91, 9 2 ), представленны е в 
табл. 39, свидетельствую т о том, что гемагглю тинирую щ ая 
активность исследуемого вируса нейтрализуется типоспе­
цифической сывороткой А2 в разведениях 1:10, 1:20 и т . д. 
до ее титра. Это указы вает на то, что исследуемый вирус 
относится к  подтипу А2.

Тканевы е культуры  д л я  вы деления вируса гриппа 
в е  наш ли практического применения вследствие отсут­
ствия культуры  клеток, чувствительной ко всем серотипам 
вируса.

С ерологическая диагностика осущ ествляется с помощью 
РС К  и Р Т Г А  со стандартны ми диагностикумами, представ­
ляю щ ими собой наборы  эталонны х ш таммов различных



Р еакц и я  торм ож ения гем агглю тин ац ии  д л я  т и п и р о в ан и я  вирусов 
гриппа (схем а постановки)

Пробирки

опытные контроль

Ингредиенты, ил

1-я 2-я 3-я 4-я
1-я

сыво­
ротки

2-я
вируса

3-я
эрит­

роци­
тов

Р азв ед ен и я  тппо- 
спец иф итсской  
сыворотки

1 : 1 0
0 , 2

1 :2 0  
0 , 2

1 140 
0 ,2

1 : 8 0
0 ,2

И т.  д.
до

титра

0 ,2 — —

В ирус (4 гемаг- 
глю тинирую щ ие 
дозы )

0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2

И зотонический 
раствор хлорида 
н атр и я

0 ,2 0 ,2 0 ,2

Экспозиция 60 м ин при  к ом натной  тем пературе

1% суспензия 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 • * * 0 ,4 0 ,4 0 ,4
эритроцитов
курицы

Э кспозиция 30—60 м ин п р п  ком натной  тем пературе

Резу л ьтаты

Т а б л и ц а  39

Р еакц и я  тор м о ж ен и я  гем агглю тин ац ии  д л я  ти п и р о ван и я  вируса
гриппа

Типоспецифи­
ческие противо­
гриппозные сы­

воротки

Разведение сывороток Контроль

1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 сыво­
ротки

виру­
са

эритро­
цитов

АО + +  +  + +  +  + +  +  + _ +  +  +
А1 — +  + +  +  + +  +  + +  +  + — +  +  + —
А2 — — — — — — +  +  +



серологических типов вируса гриппа. Р С К  более чувстви­
тельна, чем РТ ГА , и позволяет вы явить антитела для всех 
ш таммов одного и  того ж е  серотипа вируса. Диагностиче­
ское значение имеет четырехкратное увеличение титра 
антител в парны х сы воротках (в период эпидемии гриппа) 
ц  двукратное нарастание в сыворотках больных при ха­
рактерной клинической картине. Отсутствие нарастания 
титра антител, однако, не исклю чает гриппозной инфек­
ции.

Р Т Г А  прим еняется д ля  уточнения антигенны х разно­
видностей вируса в пределах  одного серотипа и  подтипа.

Д иагностические, проф илактические и  лечебные 
препараты

Типоспецифические гриппозные сыворотки АО, A l, А2,
В и С. П рименяю тся д л я  серотипирования вирусов гриппа 
в Р Т Г А  и РСК.

Т ипоспецифические парагриппозны е сыворотки приме­
няю тся д ля  диф ф еренцирования и серотипирования вирусов 
парагриппа.

Сухие типоспецифические диагностикумы (гриппозный 
и парагриппозны й) прим еняю тся д ля  серологической ди­
агностики соответствующ их инфекций.

Ж и вая  гриппозная вакцина. П риготовляется из аллан­
тоисной ж идкости кури ны х эмбрионов, зараж енны х вак­
цинны ми ш таммами вируса гриппа основных серотипов. 
П рим еняется интраназально.

Л ечебно-проф илактическая поливалентная гриппозная 
сыворотка. П олучается путем  гппериммунизации лошадей 
вирусами гриппа разны х серотипов. В ы пускается в сухом 
виде в смеси с антибиотиками и  сульфаниламидами. При­
м еняется  интраназально д л я  проф илактики гриппа и для 
л ечен и я  больных в самом начале заболевания.

П ротивогриппозный донорский гамма-глобулин готовят 
из сыворотки крови доноров, им мунизированны х живой 
гриппозной вакциной типов А  и В. П рим еняется для лече­
ни я и проф илактики гриппа в эпидемических очагах.

Ч еловеческий лейкоцитарны й интерферон — видоспеци­
ф ический белок, синтезированны й лейкоцитами человека, 
находящ ихся в культуральной среде в ответ на воздействие 
вируса — внтерф ероногена. П рим еняется для  профилактики 
и лечения гриппа и других вирусных респираторных забот 
леваний.



Вирусологическая диагностика беш енства

Вирус беш енства обладает вы раж енны м и нейротропны- 
ми свойствами. Содержится в головном мозге и  слюне за­
болевших. Зараж ен ие происходит через укусы  больных 
бешенством ж ивотны х (волки, собаки и д р .), при  попадании 
слюны на повреж денную  кож у и слизистые оболочки, а 
такж е возможен аэрогенный путь. Вирус беш енства вы зы ­
вает пораж ение центральной нервной системы с развитием  
параличей, судорог, гидрофобии. Л абораторная диагностика 
у  человека проводится посмертно; исследую тся такж е  боль­
ные и подозрительные животные (схема 28).

С х е м а  28
Схем а вирусологического  исследования п р и  беш енстве

М атериал  Головной м озг ж ивотн ы х  и  лю дей, подчелю ст­
н ы е  слю нны е ж ел езы , слю на

I I
Ц итоскоппческое Б и о л о ги ческ ая
исследование проба

З а р аж е н и е  кроли- 
И м м увоф лю орес- В нутриклеточн ы е ко в* белы х  м ы ш ей,
центное псследо* тельц а  Б абеш а — м орски х  свинок
вап ие Н егри  в  ней р о н ах  I

ам м онова рога  и  |
д р у ги х  о тдел ах  Ц итоскоппческое 
головного м озга  исследование

О тве т  Ответ

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Цитоскоппческое исследование. Специфические внутри­
клеточные вклю чения Вабеш а — Негри при беш енстве об­
наруж иваю т в нейронах аммонова рога, а  такж е в клетках 
мозж ечка, продолговатого мозга. Т ельца Б абеш а — Негри 
имеют овальную или многоугольную форму, с внутренней 
зернистостью, четко контурированы, разм еры  и х  около 
4— 10 мкм. Располагаю тся в цитоплазме. В гистологических 
препаратах или м азках-отпечатках тельца Б абеш а — Негри 
окраш иваю тся по Романовскому — Гимзе в красны й цвет, 
цитоплазма нервных клеток — в голубой (рис. 93).



О бнаружение телец Б абеш а — Негри имеет решающее 
диагностическое значение. Отсутствие их не исклю чает диа­
гноза беш енства.

Вирусологическое исследование. Выделение вируса бе­
ш енства проводят в специальны х лабораториях. Зараж аю ! 
молодых мыш ей или  кроликов эмульсией из мозговой ткани 
(внутримыш ечно или субдурально). И нкубационный пери 

од у  мыш ей 8 — 14 дней, у  кроли ков— 12— 15 дней. Ж ивот­
ны е погибают от паралитической формы беш енства. В пре­
п аратах  и з мозговой ткани  обнаруж иваю тся тельца Б а  
беш а — Негри.

П роф илактические препараты

А нтирабические вакцины  содерж ат фиксированны й ви 
рус беш енства (v irus fix e ), полученный П астером пассиро­
ванием  вируса беш енства через мозг кроликов.

С ухая антирабическая вакц ина типа Ф ерми изготовля 
ется  из мозга овец в возрасте до 1 года, зараж енн ы х ф ик­
сированны м вирусом беш енства, вы пускается в сухо vi виде 
А нтирабические вакцины  вводят лицам, укуш енны м  боль­
ными или подозрительны ми на бешенство ж ивотными 
П рививки проводят по специальной инструкции. А нтира­
бические вакцины  обладаю т высокой эффективностью i 
проверены многолетней практикой. П оствакцинальны й им ­
мунитет развивается  через 2 нед и сохраняется 6 мес.

А нтирабический гамма-глобулин получается путем ги 
перимм унизации лош адей фиксированным вирусом i 
вводится не позднее 72 ч после укуса. П рим еняется в со­
четании с антирабическими вакцинами. О безвреж ивав 
вирус уличного беш енства и  предупреж дает поствакциналь 
ны е энцефалиты .

Контрольные вопросы

1. С оврем енная классификация ортомиксовирусов. С чем  связан< 
данное им  название?

2. П еречислите вирусы, которых относят к сем ейству ортомиксо 
вирусов и парам иксовирусое, и укажите основны е их признаки и вызы 
ваем ы е ими заболевания.

3. Каким о б р а зо м  устанавливают тип и подтип вирусов гриппа?
4. С какими антигенами связана изменчивость вируса гриппа i 

периоды  м еж ду  эпидем иям и и пандемиями?
5. В озмож ны е генетические механизмы, ответственные за  изменчи 

вость вируса гриппа.
6. В каких случаях проводится лабораторная диагностика гриппа
7. Перечислит© м етоды , прим еняем ы е для лабораторной  диагно 

стики гриппа.



8. По каким признакам  диф ф еренцирую т гриппозны е вирусы  о 
ларагриппозных и других парамиксовирусов?

9. Особенности противогриппозного постинф екционного имму 
нитета.

10. С пециф ическая профилактика гриппа. Трудности и перспективы
11. Какие причины затрудняю т сво евр ем ен н о е  при готовлена  

эффективной противогриппозной вакцины? Пути их устранения.
12. Э кспресс-м етод диагностики гриппа, его  достоинства и недо 

статки.
13. О чем  свидетельствует обнаруж ение в сы воротке крови чело 

века противогриппозных антител? М ожно ли дать ответ на этот eonpoi 
при однократном  исследовании сыворотки?

14. Д ля чего использую т антибиотики при гриппозной инфекции
15. О сновны е признаки рабдовирусов.
16. Л абораторная диагностика бешенства.
17. Какой вирус использую т для приготовления вакцины nporwi 

бешенства? М еханизм  образования поствакцинального иммунитет* 
после иммунизации против беш енства.

18. В каких случаях проводят вакцинацию против беш енства и ког­
да  применяю т антирабический гамма-глобулин?

Т ем а 32. ВИРУ СОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА 
АД ЕН О ВИ РУСН Ы Х  И Н Ф Е К Ц И И

К  аденовирусам относится группа Д Н К -содерж ащ из 
вирусов, семейства A denoviridae, впервы е вы деленны х та 
аденоидов и миндалпн детей. О бнаруж ено более 30 серо- 
типов аденовирусов, патогенны х для человека. А деновиру­
сы репродуцирую тся в клетках  первичных п  перевиваемых 
эпителиальных культур разны х тканей человека, вы зы вая 
при этом вы раж енное цитопатическое действие, обладают 
гемагглю твнирую щ ими свойствами. И дентиф икация адено­
вирусов проводится в реакции связы ван и я  комплемента, а 
тнпирование — в реакциях нейтрализации вирусов и тор­
мож ения гемагглю тинации.

У  людей аденовирусы вызываю т ангины, конъю нктиви­
ты, респираторные и другие заболевания. М огут сохранять­
ся  в латентной форме в области зева, особенно у  детей.

П рограм м а за н я т и я  1*

1. И зучение схем ы  м икробиологических исследований , проводи­
м ы х п р п  аден овирусн ы х  ин ф екц и ях .

2. В ирусологическая  ди агностика  аден овирусн ы х  ин ф екци й .
3. С ерологическая ди агностика  аден овирусн ы х инф екций .
4. Д и агностические пр еп ар аты , при м еняем ы е п р и  аден овирусн ы х  

ин ф екци ях .

1 Т ем ы  31 и 32 м ож но объединить.



З а д а н и е  студентам  
д л я  в ы п о л н ен и я  лабораторной  работы

1. У честь р езу л ьтаты  р е ак ц и и  н ей тр ал и зац и и  в ткан евой  культуре 
по ц в етн о й  пробе, по ставл ен н о й  д л я  д и ф ф ерен ц и рован и я  аденовируса 
от виру со в  п ар агр и п п а  и  д л я  определени я серотипа вы деленного аде­
новируса . Д а ть  заклю чение.

2. У честь р езу л ьтаты  р еак ц и и  связы в ан и я  ком плем ента  с п ар н ы ­
ми сы во р о ткам и  крови  больны х лю дей. О босновать серологический 
ди агн о з заб о л еван и я  (схем а 29).

С х е м а  29

С хем а ви русологического  и сследован и я  п р и  аденовирусны х 
и н ф екц и ях

М атериал О тделяем ое носоглотки, к о н ъ ­
ю нктивы , к ровь, и сп р аж н ен и я

С ы воротка крови

Ц отоскоп ическое  и ссле- В ирусологическое 
дование к л ето к  эп и тел и я  исследование 
носоглотки  I

С ерологическая
ди агностика

1-й этап И м м уноф лю орес- 
ц ентное исследо­
в ан и е  сли зистой  
носоглотки

Ответ

З ар аж ен и е  
культур  клеток  
H eL a и  др.

I
Р С К P H  РТГА

О тв е т

2-й этап

5-й этап

В ы явлени е вируса  по Ц П Д

Д и ф ф еренц ирован ие 
ц и я  в и р у са  в

и  идентиф и ка-

1 I I
РС К  P H  РТ ГРТГА

О кончат ельны й ответ

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

В ирусологическое исследование. М атериал и з носоглот­
ки  и конъю нктивы  берут в течение первой недели заболе­
ван и я  влаж ны м и тампонами, которые помещают в про­
бирку с раствором Х енкса и инактивированной лошадиной



сывороткой. Ф екалии исследуют в первые две недели бо­
лезни, кровь — в первые дни. М атериал обрабатываю т анти­
биотиками и сохраняю т в замороженном состоянии.

Д л я  зараж ен и я  используют перевиваемые культуры  
клеток H eLa, Н Ер-2 и первичные культуры  клеток амниона, 
легочной или мышечной ткани  эмбриона человека, почек 
обезьян и  др.

При репродукции аденовирусов в эпителиальны х кл ет ­
ках наблю даю тся характерны е цитопатические изм енения, 
существенно отличаю щ иеся от тех, которые вызываю т дру­
гие вирусы. Они заклю чаю тся в своеобразной группировке 
дегенерированных клеток в виде гроздьев на периферии 
клеточного пласта и  быстром отслоении пораж енны х клеток 
от поверхности стекла. В  культурах  фибробластов цитопа­
тические изменения развиваю тся более медленно и х ар ак ­
теризую тся резким  набуханием  клеток с распадом ядра.

Д ля  аденовирусной инфекции эпителиальны х клеток и 
фибробластов характерно образование в н у т р и я д е р н ы х  
в к л ю ч е н и й .

П ринадлеж ность выделенного цитопатогенного агента к 
аденовирусам устанавливаю т в РС К . А нтиген готовят из 
культуры с полож ительны м Ц П Д , клетки  которой предва­
рительно разруш аю т попеременным зам ораж иванием  и 
оттаиванием. Затем  полученную  культуральную  ж идкость 
центрифугирую т, инактивирую т при нагревании до 56° С 
в течение 30 мин.

Серотип вируса определяю т в P H  вначале со смесями 
разных типов сывороток, а затем  с типовыми сыворотками. 
P H  проводят в клетках  первичных или перевиваемы х куль­
тур, в зависимости от характера Ц П Д , вызываемого иссле­
дуемым вирусом. Е сли вирус вы зы вает мелкоклеточную 
дегенерацию клеток, то используют первичны е культуры  
почечных клеток обезьян и др. Тип вируса можно опреде­
лить и в Р Т Г А  с эритроцитами обезьян или крыс.

Серологическая диагностика носит ретроспективны й х а ­
рактер. В РС К  исследуют парные сыворотки больного с на­
иболее часто встречаю щ имися типами вируса. Д иагности­
ческое значение имеет нарастание титра в 4  раза  и более 
во второй сыворотке.

Д иагностические препараты

А деновирусные диагностнкумы. П рименяю тся д ля  се­
рологической диагностики соответствующих инфекций.



Типоспециф ические адевовирусны е сыворотки. П рименя­
ю тся д ля  серологического типирования аденовирусов в 
РС К , P H  и  РТ ГА .

Т ем а 33. ВИРУСОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА 
Н А ТУ РА Л ЬН О Й  ОСПЫ

В ирус натуральной оспы относится к  Д Н К -содерж ащ им 
вирусам  семейства Poxviridae.

К  этому ж е  семейству относятся вирусы осповакцины и 
др. Они превосходят все известные вирусы по размерам 
частиц и по сложности строения. В ирусы  оспы имеют фор­
му параллелепипеда с округленны ми ребрами и  верш инами. 
Тип симметрии не вы яснен. Они имеют внеш ню ю оболочку 
и не чувствительны  к  эфиру. Вирусы натуральной оспы и 
осповакцины  обладают сходной антигенной структурой и 
содерж ат гемагглю тинин. И х  культивирую т в курином 
эмбрионе, в первичны х и перевиваемы х культурах  клеток, 
где они разм нож аю тся, образуя цитоплазматические вклю­
чения. В организме человека вирус натуральной оспы ло­
кализуется  в крови, кож ны х покровах и  слизисты х оболоч­
ках  верхних ды хательны х путей. В любой период развития 
болезни и даж е во врем я вы здоровления вирус оспы можно 
выделить и з организма.

П р ограм м а за н я т и я

1. И зучен и е  сх ем ы  вирусологических  и  серологически х  исследова­
ний, проводи м ы х д л я  ди агностики  н ату р ал ьн о й  оспы.

2. М и кроскопи ческие м етоды  ди агностики  нату р ал ьн о й  оспы.
3. П р о ф и л акти чески е  и  лечебны е препараты , при м еняем ы е при 

н ату р ал ьн о й  оспе.
Д ем онстрация

1, М и кропреп араты  — м азк и  и з  вируса  осповакцины , окраш енны е 
по м етоду  М орозова.

2. П ротивооспенны е вак ц и н ы  и  гам м а-глобулпп.

З ад ан и е  студентам  
д л я  вы полнения лабораторной  работы

П рои звести  вскры тие куриного  эм бриона, п редварительн о  за р а ­
ж енн ого  н а  хорион -аллан тоисную  оболочку вирусом  осповакцины .

И зучи ть  х а р ак т ер  п о р аж ен и й  н а  хорион-аллаитоисной  оболочке. 
Н ам етить п у ти  и д ен ти ф и кац и и  в и р у са  (схем а 30).

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

Вирусоскопическое исследование является  быстрым ме­
тодом диагностики оспы и  с успехом прим еняется в ран­
нем периоде болезни (главны м образом в стадии везикул).
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Р и с. 9 4  Т ел ьц а  П аш ева . О кр аска  по 
М орозову.

В стадии образования пустул вирусоскопический метод ме­
нее пригоден, так  к а к  в м азках  увеличивается м асса клеточ­
ного детрита и ум еньш ается количество вирусных- частиц, 
что затрудн яет  исследование м атериала. И з содержимого 
везикул, пустул  или соскоба папул делаю т мазки, которые 
вы суш иваю т на воздухе и  окраш иваю т по М орозову. Вирус­
ные частицы  (тельца П аш ена) имеют вид  темнокоричневых 
округлы х образований («кирпичики» со сглаж енны м и кр ая­
м и ). Располагаю тся поодиночке или небольшими скопления­
м и на светло-коричневом фоне детрита (рис. 94).

Х орош ие результаты  получаю тся при использовании 
ф азово-контрастной п люминесцентной микроскопии. В пре­
паратах, флюорохромированных примулином, элементарные 
тельца светятся  зеленоваты м или голубым цветом на свет­
ло-ж елтом  фоне.

В ирусологические исследования. И сследуемый материал 
подвергаю т соответствующей обработке: везикулярную  и
пустулезную  ж идкость разводят изотоническим раствором и 
центрифугирую т д ля  осаж дения крупны х частиц. П олучен­
ную суспензию  обрабатываю т пенициллином и  стрептоми­
цином, после чего производят зараж ение курины х эмбрионов 
или культуры  ткани.

В ы д е л е н и е  в и р у с а  н а  к у р и н ы х  э м б р и о н а х .  
М атериал вводят н а  хорион-аллантоисиую  оболочку 11— 
12-дневных курины х эмбрионов. Н аличие на хорион-аллан-



тоисной оболочке мелких, плотных, резко очерченных бе­
лых бляш ек (оспин) свидетельствует о развитии вируса 
натуральной оспы, который в первых п ассаж ах  не вы зы вает 
гибели эмбрионов. Д л я  подтверж дения диагноза (особенно 
при образовании нетипичных бляш ек) проводят серологи­
ческую идентификацию  вируса в P H  на курины х эмбрионах, 
в РС К  и РТГА  с эритроцитами кур. Р еакц ии  ставят по 
обычной методике.

В ы д е л е н и е  в и р у с а  в к у л ь т у р е  т к а н и .  И с­
пользую т различны е первичны е и перевиваемые культуры  
клеток человека и ж ивотных, за  исклю чением фибробла­
стов курины х эмбрионов. Ч ащ е всего применяю т культуры  
перевиваемых клеток человека H eLa, Н Ер-2 и др. Ц итопа- 
тические изменения развиваю тся сравнительно медленно. 
Они характеризую тся образованием цитоплазм атических 
вклю чений и  ограниченных фокусов пролиферации клеток. 
В дальнейш ем могут развиваться  генерализованны е некро­
тические изменения. В культурах  ткани  под агаровы м по­
кры тием вирус оспы образует мелкие бляш ки на 4 —5-й 
день. После развития вы раж енного Ц П Д  в тканевы х ку л ь­
турах наблю дается полож ительная реакц ия гемадсорбции с 
эритроцитами кур.

Д ля  идентификации выделенного вируса использую т 
реакцию  задерж ки гемадсорбции с иммунной сывороткой. 
Кроме того, вирус оспы может быть вы явлен в зараж енны х 
культурах  еще до появления Ц П Д  методом иммунофлюоре- 
сценпип, который дает полож ительны й результат уж е через 
9 — 12 ч после инфицирования.

Вирусологическое 'исследование является  эффективным 
методом диагностики и позволяет обнаруж ить вирус оспы в 
кож ны х пораж ениях больных в 90— 100% случаев. У дает­
ся  вы делять вирус из кож ны х чеш уек даж е через 30 дней 
от начала болезни. Вы деление вируса из крови возмож но в 
начальной стадии болезни — до вы сы пания и в первые 
дни после него, в зависимости от степени тяж ести  заболе­
вания. О бнаруж ение вируса в крови имеет реш аю щ ее зн а­
чение для диагностики клинических форм оспы, протекаю ­
щ их без сыпи.

Биологическая проба. М атериалом зараж аю т кролика в 
скарифицированную  роговицу глаза. В гистологических сре­
зах  из роговицы обнаруж иваю т тельца Гварниери — вну­
триклеточные цитоплазматические вклю чения ш аровидной 
или серповидной формы, размером от 1—4 до 10 мкм. При 
окраске по Романовскому — Гимзе тельца Гварниери окра­



ш иваю тся в пурпурны й цвет. В  препаратах, флюорохро- 
м ированны х акридиновым оранж евым, тельца Гварниери 
лю минесцирую т изумрудно-зелены м светом.

С ерологическая диагностика. Н ачи ная с 5—6-го дня 
болезни проводят серологическое исследование для опреде­
ления н арастан и я  титра антител в РТ ГА , Р С К  и P H  на 
кури ны х эмбрионах или культурах  клеток.

Д иагностический титр для Р Т Г А  — 1 :  80— 1 :1 6 0 . Н а­
растание титра антител не менее чем  в 4 раза  подтверж да­
ет диагноз,

П роф илактические в  лечебные препараты

С ухая оспенная вакцина. Ж и вая  вакцина, приготовляе­
м ая  из вируса оспы коров (вируса вакц и н ы ), который им е­
ет общие антигенны е свойства с вирусом натуральной оспы 
и вы зы вает у  человека прочный иммунитет. Сущ ествует не­
сколько видов оспенны х вакцин.

1. Д ерм альн ая  оспенная вакцина (ж и дкая  и  су х ая). П ри­
готовляется путем  накож ного зараж ен и я  телят вирусом вак ­
цины , которы й предварительно пассирую т д ля  усиления 
иммуногенности через организм кролика. Н а 5 —6-й день, 
когда на кож е теленка образую тся везикулы, делаю т эпи­
телиальны й соскоб. Д етрит, содерж ащ ий вирус, гомогени­
зирую т, обрабатываю т фреоном-113 для удален ия микро­
флоры, проверяю т на безвредность и вы пускаю т для ис­
пользования. В  последнее врем я вы пускаю т главным 
образом сухую  вакцину из лиофилизированного оспенного 
детрита; срок годности сухой вакцины  — до 1 года.

В СССР прим еняю т дермальную  оспенную вакцину.
2. О спенная ововакцина. П риготовляется и з суспензии 

хорион-аллантоиснои оболочки курины х эмбрионов, зарая^ен- 
ных вирусом вакцины .

3. Т кан евая  оспенная вакцина. П риготовляется из куль­
туральной ж идкости однослойной культуры  тканей орга­
нов пли эмбрионов ж ивотны х, чувствительных к  вирусу 
вакцины .

Противооспенный донорский иммуноглобулин. Приготов­
ляю т из крови донора, взятой через 3—6 нед после ревак­
цинации оспенной вакциной. Иммуноглобулин вводят ли­
цам, находивш имся в контакте с больными оспой, а  такж е 
применяю т его для лечения д  проф илактики дсмугвакци* 
нальны х осложнений.



1. С какими вирусами и по каким признакам  приходится д и ф ф е­
ренцировать аденовирусы  при диагностике респираторны х инфекций?

2. Отличительные особенности ЦПД аденовирусов в тканевых 
культурах. В каких диагностических тестах их необходим о учитывать?

3. Вирусы оспы. Их основны е признаки.
4. С каким вирусом  приходится ди ф ф еренц ировать вирус натураль­

ной оспы в педиатрической практике? Какие тесты использую т с этой 
целью?

5. Какой вирус используется для приготовления противооспенкой 
вакцины? О бъясните происхож дение термина «вакцина».

6. В чем  заклю чаю тся соврем ен ны е способы  приготовления оспо- 
вакцины, какой из них предпочтительнее и почему? Как пр о вер яется  
эф фективность противооспенной вакцины?



М И К РО Б И О Л О Г И Ч Е С К И Е  И С С Л ЕД О В А Н И Я  
П Р И  ЗА Б О Л Е В А Н И Я Х , В Ы З В А Н Н Ы Х  Н А ТО ГЕН Н Ы М Й  

Н РО С ТЕЙ Ш И М И

К  патогенны м  простейш им (Protozoa) относятся дизенте­
ри й н ая  амеба, плазмодии малярии, лейш м ании, токсоплазмы 
и др. Э т и  возбудители вызываю т заболевания, характеризую ­
щ иеся длительны м  рецидивирую щ им течением. Многие па­
тогенны е простейш ие являю тся внутриклеточны ми парази­
там и и проходят определенные циклы  развития, образуя раз­
нообразны е формы в организме хозяина, переносчика и во 
внеш ней среде.

Т ем а  34. М И К РО БИ О Л О ГИ Ч ЕС К И Е ИССЛЕДОВА НИЯ 
П Р И  А М Е Б И А ЗЕ , М А Л Я РИ И , ЛЕЙ Ш М А Н И О ЗЕ, ТОКСОПЛАЗМ ОЗЕ

Д л я  микробиологической диагностики заболеваний, выз­
ванн ы х простейш ими, используют главны м  образом микро­
скопическое исследование препаратов из крови или патоло­
гического м атериала. Р еж е  прибегают к  выделению культур 
и другим  методам.

П рограм м а зам яти я
М и кр о ско п и ческая  ди агн о сти к а  ир о то зо и яы х  заболеваний.

Д ем онстрация

1. О краш ен н ы е м а з к а  с  ди зен терийн ой  амебой.
2. М азки  кр о ви  с  р азн ы м и  видам и п л азм о д и я  м аляри и . О краска 

ИО Р о м ан овском у  — 1’пмзе,
3. М азк и  лей ш м ан и и  и з содерж им ого л им ф ати ческих  узлов. 

О кр аска  п о  Ром ановском у  — Гим зе.
4. М а зк и  то ксоплазм  и з ткан и . О краска  п о  Ром ановском у — Гимзе.

М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я

М икробиологическая диагностика амебиаза. Возбудите­
лем  явл яется  E n tam oeba histo ly tica. И з испраж нений боль­
ного готовят препарат раздавлен ная кап ля , который помещ а­
ют на нагревательны й столик микроскопа, чтобы амеба со­
храни ла подвиж ность. Е е  характерны м и особенностями я в ­
ляю тся подвиж ность за  счет псевдоподий, наличие эндо- и 
экзоплазм ы  и  сетчатого ядра. Отличие дизентерийной амебы 
от киш ечной (сапрофит, обитающий в киш ечнике) прово­
дится по наличию  6 эндоплазме поглощ енных эритроцитов.

В ряде случаев исследуемым материалом зараж аю т котят 
через рот или  прямую  киш ку. При этом в испраж нениях об­
наруж иваю т дизентерийную  амебу.



М икробиологическая диагностика м алярии. М алярию  вы- 
вывают четы ре вида плазмодиев: PI. vivax, PL m alariae , 
PL falc iparum , PI. ovale. И з крови больного готовят м азки  и 
препараты  толстая кап ля, которые окраш иваю т по Ром анов­
скому — Гимзе. П лазмодии м алярии с голубой цитоплазмой 
и рубиново-красным ядром обнаруж иваю тся в эритроцитах. 
Вид и стадию развития плазм одия определяю т по его морфо­
логическим особенностям и изменениям  в  пораж енны х эрит­
роцитах.

М икробиологическая диагностика лейш маниоза. П ри  к о ж ­
ном лейш маниозе или  пендинской язве  (возбудитель — 
L. trop ica) готовят м азки из отделяемого язвы , а при лейш м а- 
ниозе внутренних органов (возбудитель — L. donovani) — из 
мозга или  лимфатических узлов. М азки фиксирую т в смеси 
Н икифорова и окраш иваю т по Романовскому — Гимзе. Л ейш - 
м ании обнаруж иваю тся внутри- и  внеклеточно в виде без- 
ж гутиковы х образований округлой формы с цитоплазмой, 
окраш енной в голубой цвет, ядром — в красны й, блефоро- 
пластом — в фиолетовый.

Д ля  вы деления культуры  м атериал сеют на среду, содер- 
ж ащ ую  агар-агар с  N aCl и  дефибринированной кровью кро­
лика. Ч ерез 3—4 дня после инкубирования посевов при 23°С 
образую тся мелкие прозрачны е колонии. В нативных препа­
ратах  видны подвиж ные ж гутиковы е формы лейш маний.

М икробиологическая диагностика токсоплазмоза. Возбу­
дителем является  Toxoplasm a gondii. М азки готовят из ку ­
сочков тканей, взяты х путем  биопсии, спинномозговой ж ид­
кости и  другого м атериала, фиксирую т в смеси Н икифорова 
и  окраш иваю т по Ром ановском у— Гимзе. Токсоплазма имеет 
форму полумесяца с окраш енной в голубой цвет ци топ лаз­
мой и красны м ядром. В м азках  из тканей  и органов обнару­
ж ивается большое число круп ны х цист и: псевдоцист.

Д л я  вы деления культуры  м атериал  вводят на хорион- 
аллантоисную  оболочку куриного эмбриона.

Контрольные вопросы

1. Какие патогенные простейш ие Вам известны?
2. Как проводится м икробиологическая диагностика зм еб и аза  и по 

каким признакам  отличаю т дизентерийную  ам еб у  от кишечной?
3. П еречислите возбудителей малярии. Чем  они отличаются др у г  от 

друга? Как проводится м икробиологическая диагностика малярии?
4. Как проводится м икробиологическая диагностика токсоплазм оза 

и лейш маниоза?
5. Назовите препараты , прим еняем ы е для  лечения заболеваний, вы­

зы ваем ы х патогенными простейш ими.
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