МЕТОДЫ МИКРОСКОПИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ И ИХ ОКРАСКА

Техника приготовления микроскопических препаратов


КРАТКИЕ СВЕДЕНИЯ

Микроскопические наблюдения за микроорганизмами можно осуществлять, рассматривая их как в живом состоянии, так и в фиксированном (мертвом), в специально приготовленных препаратах. Изучение микробов в живом виде представляет то преимущество, что мы наблюдаем живой организм в его естественном состоянии. Однако ввиду малых размеров микробов не все детали их строения можно рассмотреть в живом состоянии. Для этого необходимо использовать специальные красители, с помощью которых можно выявить такие структуры, как оболочку, жгутики, ядерный материал, разные включения бактериальной клетки.

Цель работы: отработать методику приготовления прижизненных и фиксированных препаратов и познакомиться со способами окраски микропрепаратов.

Материалы и оборудование: обезжиренные предметные и покровные стекла; предметные стекла с углублениями; микробиологические петли; спиртовка; полоски фильтровальной бумаги; кристаллизатор с мостиком; промывалка с водой; водные растворы красителей – фуксина; метиленового синего; генцианвиолета; культуры дрожжей и сенной палочки (или картофельной палочки).

ХОД РАБОТЫ

А. Приготовление прижизненных препаратов микроорганизмов.

1. 
Техника взятия культуры для приготовления препарата. Обожженной в пламени бактериологической петлей из пробирки с культурой, держа ее в левой руке почти в горизонтальном положении вблизи пламени спиртовки, берут небольшое количество микробной массы. Перед взятием культуры правой рукой вынимают ватную пробку из пробирки, зажимая ее между мизинцем и ладонью, а края пробирки обжигают на пламени спиртовки. Петлю следует держать в правой руке большим, указательным и средним пальцами.

Если культуру берут из жидкой среды, то не следует сильно наклонять пробирку, чтобы не смочить ее края и пробку. После взятия культуры края пробирки и пробку обжигают в пламени и закрывают пробирку.
1. Метод раздавленной капли. На чистое и сухое предметное стекло наносят каплю водопроводной воды, добавляют к ней небольшое количество клеток изучаемых микроорганизмов (культуру дрожжей или сенной палочки). Если исследуют негустые суспензии микробных клеток (огуречный рассол или загнивший мясной бульон и др.), то каплю воды на предметное стекло можно не наносить. Покровное стекло ставят на ребро у края капли и постепенно опускают на нее. При осторожном опускании покровного стекла между стеклами не остается пузырьков воздуха, мешающих микроскопированию. Капля должна быть небольшой, чтобы после прижимания ее покровным стеклом, жидкость не выступала за края покровного стекла. Исследования проводят объективами сухой системы наибольшего увеличения (40х – 60х) в светлом или темном поле зрения (при суженой диафрагме и опущенном конденсоре). Активно движущиеся микроорганизмы проплывают через все поле зрения, обгоняют друг друга, меняют направления, совершают вращательные и круговые движения.

2. Метод висячей капли. Для приготовления висячей капли используют специальные предметные стекла с углублением – с лункой в центре и обычное покровное стекло. Края углубления на предметном стекле предварительно смазывают вазелином. Небольшую каплю исследуемого материала (культуру дрожжей, сенной или картофельной палочки) наносят петлей на середину покровного стекла. Предметное стекло переворачивают лункой вниз и опускают на покровное стекло так, чтобы находящаяся на нем капля суспензии приходилась на центр лунки. После этого, препарат быстро переворачивают покровным стеклом вверх. В правильно приготовленном препарате капля должна свободно свисать с покровного стекла и не соприкасаться с дном или краями лунки. Препарат может храниться длительное время. Висячую каплю рассматривают под микроскопом, пользуясь плоским зеркалом. Диафрагму при этом суживают.

Этот метод используется при изучении способов движения микроорганизмов. Хорошим объектом для наблюдения за подвижными формами является навозный настой. Кроме того, метод висячей капли дает возможность наблюдать за микроорганизмами длительное время и даже следить за делением клеток.

3. Прижизненная окраска микроорганизмов. Для прижизненной окраски микробов используются слабоконцентрированные растворы различных красителей, которые не оказывают на микроорганизмы губительного действия. К таким красителям относятся нейтральная красная, нейтральная фиолетовая, метиленовая синь, зеленый янус, эозин, эритрозин в концентрации 1:10000, 1:100000, т.е. 1 – 10мг на 1 литр дистиллированной воды. Для приготовления прижизненного окрашенного препарата в каплю суспензии микроорганизмов вносят каплю красителя. Препарат покрывают покровным стеклом и рассматривают при большом увеличении микроскопа.

4. Приготовление фиксированного окрашенного препарата (постоянного препарата).

Фиксированные и окрашенные препараты широко используются при изучении морфологических особенностей, количественного учета микроорганизмов, а также для проверки чистоты культуры. Изготовление постоянного препарата включает следующие этапы: приготовление мазка, его высушивание, фиксацию и окраску.

1. Приготовление мазка. На обезжиренное предметное стекло наносят исследуемый материал как для препарата «раздавленная капля» и равномерно его распределяют петлей или краем покровного стекла (можно использовать и предметное стекло) на площади 2-4 см2 возможно более тонким слоем.

2. Высушивание мазка. Эта операция производится на воздухе или высоко над пламенем спиртовки (горелки). Высушивание следует проводить осторожно, не допуская перегрева мазка, так как при этом может произойти нарушение структуры клетки.

3. Фиксация препарата. Фиксация преследует следующие цели: а) убить микроорганизмы, что делает препарат безопасным при дальнейшей работе; в) прикрепить микроорганизмы к предметному стеклу, чтобы они не оказались смытыми при окраске и промывке водой; с) улучшить восприимчивость к окраске, поскольку мертвые клетки окрашиваются лучше, чем живые. Существует много способов фиксации. Лучшими из них являются те, которые действуют быстро и вызывают, возможно, меньшие нарушения структуры клетки. Наиболее простым и самым распространенным в практике методом является фиксация в пламени горелки. Для этого препарат медленно 3-4 раза проводят через пламя горелки. Достаточность нагревания определяется путем прикосновения предметного стекла к тыльной стороне руки: если при соприкосновении ощущается легкий ожог, препарат считается фиксированным.

4. Окраска препарата. Различают простые и дифференциальные способы окрашивания микроорганизмов. При простой окраске прокрашивается вся клетка так, что становятся хорошо видны ее формы и размеры. При дифференциальной окраске в большинстве случаев окрашивается не вся клетка, а лишь ее определенные структуры.

Для простого окрашивания чаще всего используются растворы метиленовой сини или фуксина. Фиксированный препарат помещают на микробиологический мостик, расположенный на кристаллизаторе и заливают 2-3 каплями красителя. Окрашивание длится 3-5 минут, при этом краска не должна подсыхать. По окончании окраски препарат промывают водой из промывалки до тех пор, пока стекающая вода не станет бесцветной. Затем препарат высушивают на воздухе и микроскопируют без покровного стекла с иммерсионным объективом.

В правильно окрашенном и хорошо промытом препарате поле зрения остается светлым и чистым, а окрашенными оказываются только клетки микроорганизмов.

Окраска бактерий по Граму

КРАТКИЕ СВЕДЕНИЯ

Окраска по Граму, это дифференциальная окраска бактерий, предложенная датским ученым Х.Гамом в 1884г. Сущность этого метода заключается в том, что краски трифенилового ряда, например, генцианвиолет, метилвиолет с йодом образуют в клетках некоторых бактерий прочный красящий комплекс, который плохо растворяется в спирте. Такие бактерии после обработки спиртом остаются окрашенными в сине-фиолетовый цвет. Это грамположительные бактерии. Другие же бактерии не обладают способностью удерживать краску и при обработке спиртом обесцвечиваются. Это грамотрицательные бактерии.

Способность бактериальных клеток окрашиваться по Граму зависит главным образом от химического состава и структуры клеточных стенок. У грамположительных бактерий клеточная стенка на 50-90% состоит из пептидогликана, тейхоевых кислот и небольшого количества полисахаридов, белков, липидов. Генцианвиолет с йодом легко взаимодействует с пептидогликаном, в результате чего образуется комплекс плохо растворимый в спирте. Такие бактерии после обработки спиртом остаются окрашенными в сине-фиолетовый цвет. Клеточная стенка грамотрицательных бактерий многослойна и по химическому составу более разнообразна. Внутренний слой этой стенки состоит из пептидогликана, на долю которого приходится 1-10% от сухого веса оболочки. Наружная мембрана имеет типичную трехслойную организацию и состоит из полисахаридов, белков и липидов. Специфическим компонентом наружной мембраны является липополисахарид сложного молекулярного строения. Через эти слои генцианвиолет и йод медленно диффундируют к пептидогликановому слою и не образуют с ним прочного соединения. Такой комплекс красителей не связавшийся с пептидогликаном легко растворяется спиртом и выводится из клетки.

Примером грамположительных бактерий могут служить большинство шаровидных бактерий (кокки) и многие палочковидные формы – Bac.subtilis, Clostridium paseurianum и др. К грамотрицательным относятся все извитые формы и некоторые палочковидные (Escherichia coli, Proteus vulgaris, уксуснокислые бактерии).

Следует заметить, что отношение микроорганизмов к окраске по Граму лучше проявляется в молодом возрасте (суточные культуры).

Цель работы: освоить один из методов диагностики микроорганизмов – метод окраски по Граму.

Материалы и оборудование: микроскоп; предметные и покровные стекла; микробиологическая петля; спиртовка, спички; промывалка с водой; кристаллизатор с микробиологическим мостиком; раствор Люголя (1г J2+2г KJ на 300 мл дистиллированной воды); 95% этанол; 0,1% водный раствор фуксина; суточные культуры Bac.subtilis, Escherichia coli.

ХОД РАБОТЫ

1. На предметное стекло наносят и далее одновременно обрабатывают три мазка: из культуры бактерий заведомо грамположительной (Bac. subtilis), из культуры бактерий заведомо грамотрицательной (Escherichia coli) и между ними  - мазок из культуры исследуемого микроорганизма.

2. Мазки высушивают на воздухе и фиксируют на пламени горелки.

3. Окрашивают все три мазка 1% водным раствором генцианвиолета в течение 2 минут.

4. Краситель смывают раствором Люголя и заливают им же мазки на 1-2 минуты.

5. Препарат промывают водой и дифференцируют 95% этанолом в течение 20-60 сек.

6. Препарат промывают водой и окрашивают дополнительным красителем – 0,1% водным раствором фуксина 2-3 минуты.

7. Снова препарат промывают водой, высушивают на воздухе и микроскопируют.

На препарате грамположительные бактерии окрашиваются в сиренево-фиолетовый цвет, грамотрицательные – в розово-малиновый.

Окраска включений в клетках микроорганизмов

КРАТКИЕ СВЕДЕНИЯ

В процессе жизнедеятельности в клетках микроорганизмов накапливаются различные включения: зерна волютина, гранулы гликогена и гранулезы, капли жира и другие вещества. 

Волютин (полифосфат) – это запасное фосфор- и азотсодержащее вещество, производное нуклеиновой кислоты (РНК). Характерное свойство волютина – сродство к основным красителям и метахромозия, т.е. способность приобретать иной цвет, чем цвет окрашивающего вещества. Впервые, волютин описали Бабеш и Эрнст и назвали его метохроматиновыми зернами из-за необычной окраски волютина метиленовым синим в фиолетово-красный цвет. У бактерий и актиномицетов гранулы волютина находятся в цитоплазме, а у дрожжей и грибов – в вакуолях.

Волютиновые зерна легко обнаружить в клетках Azotobacter chroococcum, Spirillum volutans, Bac. subtilis  и др.

Кроме волютина, в клетках микроорганизмов накапливаются и гранулы углеводной природы – гликоген (животный крахмал) и гранулеза (крахмалоподобное вещество). Названные полисахариды построены из остатков D-глюкозы и соединены в положении 1,4 α-гликозидными связями. При голодании полисахариды служат источником углерода и энергетическим материалом. Гликоген хорошо обнаруживается у дрожжей, Bac. subtilis , Bac.mesentericus, Bac.mycoides, а гранулеза  - в клетках Clostridium pasteurianum.

Капли жира в клетках микроорганизмов представлены полимером β-оксимасляной кислоты. Интенсивное накопление полимеров происходит в условиях, когда среда богата источником углерода и бедна азотом. Чаще всего для обнаружения жира используют старые культуры дрожжей, Bac.mycoides, Bac.mesentericus.

Цель работы: выявить специальными методами окраски в клетках микроорганизмов зерна волютина, гранулы гликогена и гранулезы, капли жира.

Материалы и оборудование: микроскоп; предметные и покровные стекла; микробиологическая петля; спиртовка, спички; промывалка с водой; кристаллизатор с микробиологическим мостиком; водопроводная вода в колбе; пинцет; полоски фильтровальной бумаги; 40% раствора формалина; водный раствор метиленового синего (1:30 и 1:40); раствор метиленового синего Лёфлера; карболовый фуксин Циля; 1% раствор серной кислоты; 5% раствор соды; раствор Люголя (I - 1г J2+2г KJ на 100 мл дистиллированной воды и II - 7г J2+20г KJ на 100 мл дистиллированной воды); раствор судана III (0,1г суданаIII+20мл 95% спирта; культуры микроорганизмов выращенные на МПА или СА с добалением 2% раствора сахарозы.

ХОД РАБОТЫ

1. Обнаружение волютина.

Тонкий фиксированный мазок микроорганизма (клеток дрожжей или Bac.mesentericus) окрашивают метиленовым синим Лёфлера в течение 3 минут. Затем мазок промывают водой, подсушивают на воздухе и микроскопируют. Волютиновые зерна приобретают фиолетовый или сине-фиолетовый цвет, а цитоплазма – голубой.

2. Окраска гликогена и гранулезы.

В раздавленную каплю микроорганизмов добавляют каплю раствора Люголя, накрывают покровным стеклом и микроскопируют. Гранулеза окрашивается в темно-синий цвет.

Для обнаружения гликогена пользуются концентрированным раствором Люголя. Из культуры дрожжей готовят мазок и фиксируют его смесью Никифорова в течение 5 минут. Затем окрашивают его концентрированным раствором Люголя 30-40секунд, промывают водой, накрывают покровным стеклом и микроскопируют. Гранулы гликогена окрашиваются в красно-коричневый цвет.

3. Окраска жира.

На предметном стекле смешивают каплю взвеси бактерий с каплей судана III. Суспензию накрывают покровным стеклом и микроскопируют. Капли жира при этом окрашиваются в красный или оранжевый цвет, а цитоплазма остается бесцветной.

Для более контрастной окраски к взвеси микроорганизмов добавляют каплю 40% формалина, а после 5-минутной выдержки добавляют каплю метиленового синего (1:30) и окрашивают 10 минут. Затем на препарат наносят каплю раствора судана III и выдерживают 5 минут. Препарат накрывают покровным стеклом и микроскопируют. Жировые включения окрашиваются в красно-оранжевый цвет, а цитоплазма – в синий. 

