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ВВЕДЕНИЕ 

 

Микробиология, вирусология находится на стыке фундаментальных 

и теоретических дисциплин. Полученные при изучении дисциплины тео-

ретические знания и практические умения позволят обучающимся вос-

пользоваться результатами микробиологических исследований для под-

тверждения клинического диагноза на старших курсах и проведения лече-

ния с учетом антибиотикочувствительности.  

Цель учебного пособия – освоение обучающимися практических 

навыков по микробиологической диагностике.  

В результате изучения дисциплины обучающиеся должны знать 

следующие основные методы микробиологической диагностики: микро-

скопический, биологический, бактериологический, иммунологический, ал-

лергический и молекулярно-биологический.  

Обучающиеся должны уметь: 

- соблюдать технику безопасности; 

- выполнить микробиологические исследования.  

В пособии изложены практические навыки, ориентированные на ко-

нечную цель подготовки врачей в соответствии с квалификационными ха-

рактеристиками.  

Приобретение практических навыков способствует формированию у 

обучающихся общекультурных (ОК) и профессиональных (ПК) компетенций: 

- готовность к саморазвитию, самореализации, самообразованию, 

использованию творческого потенциала (ОК-1);  

- готовность решать стандартные задачи профессиональной 

деятельности с использованием информации, медико-биологической 

терминологии (ОПК-1); 

- способность выявлять у пациентов основные патологические 

симптомы и синдромы заболеваний (ПК-6). 
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1. СОБЛЮДЕНИЕ ПРАВИЛ  

ПРОТИВОЭПИДЕМИЧЕСКОГО РЕЖИМА 

 

Бактериологические лаборатории при лечебно-профилактических 

учреждениях выполняют анализы, необходимые для постановки и уточне-

ния диагноза инфекционного заболевания, способствуя правильному вы-

бору специфического лечения. 

Предметом для исследования являются выделения из организма че-

ловека, трупный материал и объекты внешней среды.  

В соответствии с рекомендациями ВОЗ патогенные микроорганизмы 

разделены на 4 группы по степени биологической опасности для сотруд-

ников лабораторий и окружающего населения: 

I – возбудители особо опасных инфекций (чумы, оспы, желтой лихо-

радки);  

II – возбудители высококонтагиозных эпидемических заболеваний 

(сибирской язвы, бруцеллеза, сыпного тифа); 

III – возбудители инфекционных болезней, выделяемые в самостоя-

тельные нозологические группы (брюшного тифа, шигеллезов); 

IV – условно-патогенные микробы, возбудители оппортунистиче-

ских инфекций. 

Нумерация групп микробов, принятая в России, отличается обрат-

ным порядком от классификации ВОЗ, где к I группе относят микроорга-

низмы самой низкой патогенности, а к IV - особо опасные. По номенкла-

туре ВОЗ выделяют три категории лабораторий: 

- базовые (основные или общего типа); 

- режимные (изолированные); 

- лаборатории особого режима (максимально изолированные).  
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1.1. Основные правила поведения в бактериологической лаборатории 

1. В помещении лаборатории нельзя входить без специальной одеж-

ды: халата, сменной обуви. 

2. В лабораторию нельзя вносить посторонние вещи, запрещается 

курить и приносить пищу. 

3. При распаковывании заразного материала необходимо соблюдать 

осторожность: пробирки снаружи обтирать дезинфицирующим раствором; 

переливание жидкостей, содержащих патогенные микробы, производят 

над сосудом, содержащим дезинфицирующий раствор. 

4. Если разбилась посуда, содержащая заразный материал (пробирки, 

чашка Петри и др.), немедленно производится обеззараживание предметов, 

одежды, стола и помещения. 

5. После окончания работы дезинфицируют руки и поверхность ра-

бочего стола. 

6. Музейные культуры микробов ставят на хранение в холодильник, 

закрывают и опечатывают 

7. Работники лаборатории подлежат обязательной вакцинации против 

тех инфекционных болезней, с возбудителями которых они работают. На 

кафедре микробиологии используются материалы, содержащие возбудите-

лей III-IV групп, после разрешения председателя режимной комиссии Рес-

публиканской СЭС. 

 

1.2. Правила забора материала для микробиологических исследований 

При заборе и работе с клиническим материалом персонал должен ис-

пользовать перчатки и халат. При этом необходимо соблюдать ряд правил. 

1. Забор исследуемого материала следует провести до начала анти-

бактериальной терапии или через 8-10 часов после приема последней дозы 

антибиотика. Необходимо соблюдать строжайшую асептику. Используют 

стерильный материал: а) ватные тампоны для взятия материала из раны, со 

слизистых оболочек (глаз, зева, носа); проволочную петлю для взятия ма-
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териала из влагалища, анального отверстия; б) шприц для взятия крови, 

гноя; в) стерильную посуду для непосредственного сбора мочи, мокроты, 

испражнений. 

Кровь для посева следует брать из вены на высоте подъема темпера-

туры; Посев производится в жидкую элективную среду в соотношении 1:10. 

Моча здорового человека стерильна. От начала взятия пробы мочи до 

начала исследования в лаборатории должно проходить не более 1-2 часов.  

Испражнения на патогенные энтеробактерии берут ректальными 

петлями, смоченными консервантом, и помещают в пробирку с консерви-

рующей средой. 

Слизь из носоглотки (на дифтерию) забирают стерильным тампоном 

натощак.  

Спинно-мозговую жидкость получают в результате люмбальной 

пункции. 3-5мл ликвора помещают в пробирку (при транспортировке 

предохранять от охлаждения). 

Мокроту собирают натощак после ополаскивания рта.  

2. Транспортировку полученного материала следует проводить в 

максимально короткие сроки (2-3 часа) в специальных биксах или пеналах. 

3. Направление прилагается к клиническому образцу в качестве со-

проводительного документа (см. п. 1.4.). 

 

1.3. Правила забора материала и хранения  

при особо опасных инфекциях 

К особо опасным инфекциям (ООИ), прежде всего, относится чума. 

При постановке предварительного диагноза «чума» в лаборатории прово-

дятся срочные мероприятия: 

1) немедленно сообщают в вышестоящие органы здравоохранения; 

2) на лабораторию накладывается карантин, т.е. ни один лаборатор-

ный работник, контактировавший с заразным материалом, не должен по-

кидать помещения лаборатории до прибытия эпидемиолога; 
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3) все материалы: от больных, чистые культуры и павшие животные 

должны быть направлены в специализированные лаборатории для оконча-

тельного установления диагноза; 

4) меры безопасности при транспортировке: материал помещают в 

банки с плотно закрывающейся пробкой, обвязывают пергаментом (т.е. 

водонепроницаемым материалом), затем обвертывают салфетками, смо-

ченными 5% раствором лизола или фенола. В таком виде банки с материа-

лом помещают в металлические биксы. На банки с материалом наклеивают 

этикетки. Все надписи на этикетке делают простым графитным каранда-

шом, т. к. надписи чернилами смываются при дезинфекционной обработке; 

5) после отправки материала проводят заключительную дезинфекцию. 

Культуру автоклавируют при температуре 120 °С в течение 1 часа. 

Стеклянную лабораторную посуду обеззараживают в 3% растворе 

хлорамина или карболовой кислоты 1 сутки, а затем кипятят в 1% растворе 

бикарбоната натрия. 

Трупы животных автоклавируют, заливают 10% раствором лизола на 

сутки и закапывают в специально вырытую яму. 

Кожу открытых частей тела обрабатывают 70% раствором спирта.  

 

1.4. Оформление направления на микробиологическое исследование 

Направление на исследование является сопроводительным докумен-

том, который прилагается к инфекционному материалу, предназначенному 

для лабораторных исследований. 

Составляется по следующей форме: 

1) название материала; 

2) учреждение, направляющее материал; 

3) фамилия, имя, отчество больного; 

4) возраст; 

5) адрес обследуемого; 

6) дата заболевания; 
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7) дата взятия материала; 

8) предполагаемый клинический диагноз; 

9) подпись врача, направляющего материал. 

Поступивший в лабораторию инфекционный материал регистриру-

ется в специальном журнале. 

 

1.5. Дезинфекция в микробиологической лаборатории 

Дезинфекция - это обеззараживание объектов окружающей среды с 

помощью химических веществ, обладающих антимикробным действием. 

Цель дезинфекции – предупредить передачу возбудителей от инфи-

цированного организма не инфицированному. 

В микробиологической лаборатории используют: 

1) хлорную известь (0,1-10% раствор); 

2) хлорамин (0,5-5% раствор), для дезинфекции рук 0,25-0,5% рас-

твор, для дезинфекции предметов ухода за больными при кишечных и воз-

душно-капельных инфекциях 1-3% раствор, при туберкулезе – 5% раствор; 

3) фенол (карболовая кислота) в виде 3-5%раствора для дезинфекции 

помещений; 

4) лизол (3-5% раствор); 

5) биглюконат хлоргексидин (гибитан), для дезинфекции рук 0,5% 

раствор, для дезинфекции помещений 0,1% раствор; 

6) дихлорид ртути (сулема) – иногда используют для дезинфекции 

предметов ухода за больными. Препарат высокотоксичен, всасывается че-

рез кожу; 

7) этиловый спирт (70%), вызывающий коагуляцию белков микробов. 

 

1.6. Стерилизация лабораторной посуды, подготовка к стерилизации 

В бактериологических и вирусологических лабораториях используют 

обычную лабораторную посуду: цилиндры, колбы, склянки для растворения 

и хранения реактивов, химические пробирки. Помимо этого используют 

специальную посуду: биологические, центрифужные, преципитационные. 
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Стеклянные чашки Петри для выращивания микроорганизмов на 

плотных питательных средах. Их изготавливают из прозрачного стекла, не 

имеющего камней, пузырей. Высота чашки 20-30мм, диаметр 60-200мм 

Пипетки: градуированные и пастеровские – стеклянные трубки, у 

которых один конец оттянут над пламенем горелки в виде капилляра.  

Специальная лабораторная посуда должна быть чистой и стериль-

ной. Новую посуду следует до мытья прокипятить в 1-2% растворе хлори-

стоводородной кислоты. Сушат посуду в сушильном шкафу.  

Сухую посуду закрывают и помещают в пеналы. В пробирки встав-

ляют ватные пробки и заворачивают в пачки по 5–10штук. К чашкам Пет-

ри подбирают крышки и завертывают по одной или несколько штук. 

Пипетки закрывают ваткой с того конца, который берут в руки. Го-

товые пипетки заворачивают в бумагу и укладывают в пеналы. 

Стерилизация проводится в сухожаровом шкафу при температуре  

175-180°С в течение 45-60 мин. 

 

Контрольные вопросы: 

1. Назначение бактериологических лабораторий. 

2. Правила забора материала для микробиологических исследований. 

3. Правила забора материала, хранения и транспортировки при особо 

опасных инфекциях (ООИ) 

4. Оформление направления на микробиологическое исследование. 

5. Дезинфекция в микробиологической лаборатории. 

6. Стерилизация лабораторной посуды, подготовка к стерилизации. 

 

../../../../DOCUME~1/6B9D~1/LOCALS~1/Temp/Rar$DIa0.508/практические%20навыки.doc#_Toc447993199
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2. ИЗУЧЕНИЕ МОРФОЛОГИИ  

И ТИНКТОРИАЛЬНЫХ ПРИЗНАКОВ МИКРОБОВ 

 

В микробиологической диагностике инфекционных заболеваний ис-

пользуют два принципа: обнаружение возбудителя в патологическом мате-

риале и определение специфических изменений организма.  

К методам первого принципа относятся: микроскопический, метод 

культивирования микроорганизмов, биологический, иммунологический 

(идентификации возбудителя по антигенной структуре) и молекулярно-

биологический. 

К методам второго принципа относятся иммунологический метод 

(определения специфических антител в сыворотке крови больного, изуче-

ние динамики антител в процессе болезни и в период реконвалесценции) и 

аллергический метод (метод постановки кожно-аллергических проб для 

определения гиперчувствительности замедленного типа, то есть инфекци-

онной аллергии к микробным аллергенам).  

При микробиологической диагностике бактериальных инфекций мо-

гут быть использованы все указанные методы исследования или часть из 

них. Выбор того или иного метода зависит от биологических особенностей 

возбудителя, его локализации в организме человека, периода заболевания 

и других факторов. Однако в любом случае наиболее достоверным являет-

ся бактериологический метод, с помощью которого проводится выделение 

чистой культуры возбудителя и ее идентификация. Одновременное обна-

ружение антител к выделенному микроорганизму, установленное с помо-

щью иммунологического (серологического) исследования, подтверждает 

бактериологический диагноз. 

Однако далеко не при всех бактериальных инфекциях удается в при-

емлемые сроки поставить бактериологический и серологический диагноз. 

Поэтому при некоторых заболеваниях нередко ограничиваются примене-

нием только микроскопического метода (гонорея, туберкулез и др.) или 
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серологических реакций, иногда сочетая последние с постановкой кожно-

аллергической пробы (бруцеллез, туляремия и др.). 

Микроскопический метод - это метод идентификации бактерий по 

морфологическим и тинкториальным признакам. Тинкториальные призна-

ки бактерий определяются особенностями химического состава структур-

ных элементов.  

Бактериоскопический метод является ориентировочным, так как по 

данным признакам можно идентифицировать микробов лишь при наличии 

определенных морфологических и тинкториальных особенностей, при до-

статочном содержании их в патологическом материале. Например, C. diph-

theria отличается от других коринобактерий наличием зерен волютина на 

концах палочек, которые окрашиваются в темно- синий цвет при окраске 

по Нейссеру; микобактерии отличается от других грамположительных бак-

терий кислотоустойчивостью (окраска по Цилю-Нильсену); C perfringtns 

образует капсулу в отличие от других возбудителей газовой анаэробной 

инфекции. 

При микроскопическом исследовании можно определить лишь форму 

(кокки, палочки, извитые) размеры, взаиморасположение микроорганизмов, 

их структуру, способность окрашиваться определенными красителями. 

 

2.1. Этапы приготовления мазка для иммерсионной микроскопии 

Приготовление окрашенного препарата состоит из следующих эта-

пов: приготовление мазка, высушивание, фиксация, окраска. 

1. Обезжиренное предметное стекло и бактериологическую петлю 

прожигают в пламени горелки. Пробирку с изучаемой культурой держат 

между указательным и большим пальцами левой руки. Петлю берут правой 

рукой, мизинцем правой руки прижимают пробку пробирки к ладони. Если 

мазок готовится с жидкой питательной среды, то каплю культуры наносят 

петлей на предметное стекло. Если мазок делают из культуры с агара, то 

петлю с культурой вносят на предметное стекло и добавляют каплю физио-
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логического раствора, в котором эмульгируют внесенный материал. Петлю 

обжигают в пламени горелки. Мазок должен быть тонким, равномерно рас-

тертым, округлой формы, размером 1,5-2см. 

2. Высушивание мазка производится на воздухе или для ускорения 

предметное стекло с мазком, обращённым кверху, можно подержать в 

струе теплого воздуха высоко над пламенем горелки, но не вносить в 

огонь. 

3. После высушивания производят фиксацию (прикрепление к стеклу) 

препарата. Для этого стекло с мазком, обращённым кверху, медленно про-

водят через пламя 3-4 раза. При этом микробы погибают, приклеиваются к 

стеклу и не смываются при дальнейшей обработке. 

4. После охлаждения стекла производится окраска препарата про-

стым или сложным методами:  

- простыми методами, когда окрашивается вся клетка и используется 

только один краситель (водный фуксин Пфейффера или метиленовая синь-

ка Леффлера); 

- сложными методами, когда определяются клеточные структуры 

(методы Грама, Циля-Нильсена и др.). 

После окраски мазок промывают водой, высушивают фильтроваль-

ной бумагой и микроскопируют под иммерсией. 

 

2.2. Овладение методикой микроскопирования  

с иммерсионной системой 

В начале работы настраивается освещение, для чего необходимо под-

нять до отказа конденсор, полностью открыть диафрагму и установить 

плоское зеркало; затем повернуть револьвер и поставить объектив с малым 

увеличением (х 8), опустить его на расстоянии около 0,5 см от предметного 

столика. Смотря в окуляр, вращать зеркало до тех пор, пока не установить-

ся предварительное освещение.  
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Вращая револьвер установить объектив иммерсионный (х 90) и, 

смотря с боку, осторожно опускать его с помощью макрометрического 

винта до соприкосновения с маслом.  

При микроскопировании обратить внимание на форму (кокки, палоч-

ки, извитые), цвет (грамположительные, грамотрицательные, кислотоустой-

чивые и др.) и расположение бактерий (парами, в цепочку и др.). По окон-

чании работы микроскоп необходимо привести в порядок. Для этого необ-

ходимо приподнять тубус микроскопа, снять препарат, вытереть чистой 

тряпочкой масло с объектива, поставить объектив с малым увеличением, 

опустить конденсор, полностью открыть диафрагму. 

 

2.3. Сложные методы окраски 

Окраска мазка по Граму 

Метод Грама применяется для выявления грамположительных и 

грамотрицательных бактерий (рис.1).  

 

 

Рис. 1. Мазок из E.coli и S.aureus. Окраска по Граму. 
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Способность грамположительных бактерий при окраске по Граму 

удерживать комплекс генцианвиолета с йодом связана со свойствами мно-

гослойного пептидогликана. Обработка спиртом вызывает сужение пор 

пептидогликана и тем самым задерживает краску. Наоборот, грамотрица-

тельные бактерии после воздействия спиртом утрачивают краситель, обес-

цвечиваются и окрашиваются фуксином в красный цвет вследствие мень-

шего содержания пептидогликана, у них наиболее выражен липополисаха-

ридный слой (табл. 1). 

Таблица 1 

Методика окраски по Граму 

Ход работы 
Методические  

Указания 

Ориентировочные  

Данные 

1. На фиксированный мазок 

накладывают фильтровальную 

бумагу, пропитанную генцианви-

олетом и наносят каплю воды на 

2 минуты. 

Генцианвиалет основная 

краска. 

 

Грамположительные 

бактерии (кокки) 

синефиолетового 

цвета, грамотрица-

тельные (палочко-

видные формы) розо-

вого цвета 

2. Бумагу сбрасывают и, не про-

мывая водой, наливают раствор 

Люголя на 1 минуту. 

Раствор Люголя - протра-

ва: усиливает действие 

основной краски у грам-

положительных бактерий 

3. Препарат обесцвечивают 3-5 

каплями спирта в течении 30 се-

кунд до прекращения отхождения 

фиолетовых струек краски. 

Спирт – обесцвечиваю-

щий фактор. 

 

4. Промывают водой.  

5. Докрашивают водным фукси-

ном Пфейффера в течении 1-2 

минут. 

Спирт – обесцвечиваю-

щий фактор. 

 

6. Промывают водой, высушива-

ют фильтровальной бумагой и 

микроскопируют под иммерсией. 

Водный фуксин – допол-

нительная краска 

 

 

Окраска мазка по Циль-Нильсену  

Метод используется для окраски кислотоустойчивых бактерий  

(M. tuberculosis, M leprae). Кислотоустойчивость связана с наличием в кле-



 17 

точной стенке и цитоплазме бактерий повышенного количества липидов, 

воска и оксикислот, в частности миколовой кислоты (табл. 2). Карболовая 

кислота разрыхляет клеточную стенку и тем самым повышает тинктори-

альные свойства, высокая концентрация красителя и нагревание усиливают 

реакцию взаимодействия клетки с красителями. При обработке препарата 

серной кислотой некислотоустойчивые бактерии обесцвечиваются и окра-

шиваются метиленовым синим в голубой цвет (рис. 2 и 3). 

 

 

Рис. 2. М.tuberculosis в мазке из мокроты. Окраска по Цилю-

Нильсену. 

 

 

Рис.3. М.leprae в лепрозном бугорке. Окраска по Цилю-Нильсену. 
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Таблица 2 

Методика окраски по Цилю-Нильсену 

Ход работы Ориентировочные данные 

1. На фиксированный мазок наклады-

вают белую фильтровальную бумагу 

и наливают фуксин Циля. Препарат 2-

3 раза подогревают, держа высоко над 

пламенем до появления паров и каж-

дый раз отставляя препарат в сторону 

для охлаждения. 

Карболовый фуксин-основная краска; 

прогревание – протрава. 

 

Наблюдать за появлением паров, гля-

дя на мазок сбоку, а не сверху. 

 

2. Дают препарату остыть, бумагу 

сбрасывают и препарат промывают 

водой. 

Серная кислота - обесцвечивающий  

фактор. 

3. Препарат обесцвечивают в 5% рас-

творе серной кислоты. 

Синька Леффлера – дополнительная 

краска. 

4. Промывают водой.  

5. Докрашивают синькой Леффлера  

3-5 минут. 

Кислотоустойчивые бактерии рубино-

во – красного цвета, а остальная мик-

рофлора – синего цвета. 6. Промывают водой, высушивают, 

смотрят под иммерсией. 

 

Окраска по Нейссеру 

Метод используется для выявления зерен волютина у возбудителей 

дифтерии (С. diphtheria). В отличие от других коринобактерий у возбуди-

телей дифтерии зерна волютина распалагаются на концах палочек. Этот 

сложный метод окраски включает несколько этапов:  

1) фиксированный мазок окрашивают ацетатом синьки Нейссера 

(основная окраска) в течение 2-3 мин.; 

2) наносят раствора Люголя (протрава) на 10-30 секунд;  

3) промывают препарат водой; 

4) окрашивают везувином (дополнительная окраска) в теч. 0,5-1 мин.; 

5) промывают препарат водой, высушивают и микроскопируют. 
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Зерна волютина представляют собой соединения, имеющие в отли-

чие от цитоплазмы щелочную реакцию, и поэтому избирательно воспри-

нимают ацетат синьки, окрашиваясь в темно-синий цвет. Цитоплазма клет-

ки, обладающая кислой реакцией, воспринимает щелочной краситель везу-

вин и окрашивается в желтый цвет (рис.4). 

 

 

Рис.4. С. diphtheriaе, окраска по Нейссеру. 

 

Окраска по способу Ожешки 

Метод Ожешки применяется для выявления спор. Этапы окраски: 

1) на нефиксированный мазок наносят 0,5% раствор соляной кисло-

ты и подогревают на пламени спиртовки 2-3 минуты; 

2) кислоту сливают, препарат промывают водой, высушивают и фик-

сируют над пламенем; 

3) окрашивают по Циль-Нильсену. 

Споры бактерий окрашиваются в красный цвет, а вегетативные фор-

мы в синий (рис.5). 
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Рис.5. Споры В.anthracis. 

 

Обнаружение капсул по методу Бурри-Гинса 

1. Смешать каплю взвеси микробных клеток с каплей туши и при 

помощи стекла со шлифовальным краем сделать мазок таким же образом, 

как мазок из крови, высушить и фиксировать. 

2. На мазок нанести водный раствор фуксина на 1-2 мн. 

3. Промыть водой, высушить на воздухе и микроскопировать. Бакте-

рии окрашиваются в красный цвет, а неокрашенные капсулы контрастно 

выделяются на черно-розовом фоне (рис.6).  

 

 

Рис.6. Капсулы К.рneumoniaе-светлые ореолы вокруг палочковидных 

бактерий. 



 21 

2.4. Методы определения подвижности бактерий 

Микроскопические методы 

Жгутики являются органами движения бактерий, состоят из белка 

флагеллина. По количеству и характеру расположения жгутиков различа-

ют бактерии: монотрихи, лофотрихи, амфитрихи и перитрихи. Жгутики 

обладают антигенными свойствами (Н-антиген) и дают возможность бак-

териям перемещаться в жидкой среде. 

О наличии жгутиков можно судить по характеру движения бактерий 

в «раздавленной» и «висящей» каплях при опущенном конденсоре и ча-

стично прикрытой диафрагме микроскопа. 

Метод «раздавленной капли». Культуру в изотоническом растворе 

хлорида натрия наносят на предметное стекло и сверху накладывают по-

кровное. Капля материала должна быть такой величины, чтобы она запол-

няла все пространство между покровным и предметным стеклом и не вы-

ступала за пределы покровного. Препарат рассматривают с иммерсионной 

системой и слегка опущенным конденсором. 

Метод «висячей капли». Необходимо иметь предметное стекло с 

лупочкой. Каплю культуры наносят на покровное стекло. Сверху наклады-

вают предметное стекло с лупочкой посредине, края которого предвари-

тельно обмазаны вазелином. Затем предметное стекло слегка прижимают к 

покровному, и препарат переворачивают покровным стеклом кверху. По-

лучается герметично закрытая камера, в которой капля долго не высыхает. 

Бактериологические методы 

Метод Шукевича. Каплю микробной взвеси наносят в конденсат 

скошенной плотной питательной среды в пробирке. Подвижные микробы 

(протей) способны подниматься вверх по скошенному агару, неподвижные 

формы остаются расти внизу на месте посева.  

Посев уколом в столбик сахарного агара. Бактериологической пет-

лей производят посев исследуемой культуры уколом до дна пробирки с по-

лужидкой питательной средой. Подвижная культура растет по всей пита-
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тельной среде, образуя равномерное помутнение, а неподвижная - только по 

уколу в виде стержня, сохраняя прозрачность незасеянного участка среды. 

 

Контрольные вопросы: 

1. Назначение микроскопического метода. 

2. Этапы приготовления мазка для иммерсионной микроскопии.  

3. Овладение методикой микроскопирования с иммерсионной 

системой. 

4. Сложные методы окраски.  

5. Методы определения подвижности бактерий. 
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3. ИЗУЧЕНИЕ КУЛЬТУРАЛЬНЫХ, БИОХИМИЧЕСКИХ 

ПРИЗНАКОВ МИКРООРГАНИЗМОВ  

И ФАГОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ БАКТЕРИЙ 

 

Методы культивирования микроорганизмов применяются с целью 

выделения чистых культур микроорганизмов и определения их родовой, 

видовой и типовой принадлежности, т. е. для идентификации, приготовле-

ния диагностических лечебных и профилактических препаратов, получе-

ния антибиотиков, ферментов, витаминов, органических кислот и др. 

Культуральные методы подразделяются на бактериологический, ви-

русологический, микологический и др. 

Микробов культивируют на искусственных питательных средах и в 

биологических объектах (тканевые культуры, куриные эмбрионы и лабо-

раторные животные).  

На поверхности плотных питательных сред бактерии могут расти в 

виде колоний или сплошным налетом (Н – форма роста протея- P. vulgaris). 

Вирулентные бактерии чаще всего образуют S-формы колоний (круглые, 

влажные, с блестящей гладкой поверхностью, ровными краями), при потери 

вирулентности - R-формы (неправильной формы, непрозрачные, сухие с за-

зубренными краями и шероховатой поверхностью), между которыми могут 

встречаться переходные формы. Но есть исключения: для возбудителей чу-

мы, сибирской язвы и туберкулеза нормальной является R-форма колоний.  

Нередко рост микробов сопровождается появлением запаха, пиг-

ментацией среды, выделением газа. Например, рост синегнойной палочки  

(P. aeruginosa) сопровождается своеобразным запахом цветущей липы.  

Способность образовывать пигменты присуща многим видам микро-

организмов. Если пигмент нерастворим в воде, окрашивается только коло-

ния, например, красный пигмент, образуемый Serratia marcescens (чудес-

ной палочкой); белый пигмент - Staphylococcus aureus (золотистым стафи-

лококком); если же он растворим, окрашивается и питательная среда, 
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например, сине-зеленый пигмент Pseudomonas aeruginosa (синегнойной па-

лочки) и др. 

В жидких питательных средах при росте микроорганизмов наблюда-

ется помутнение среды, образование пленки или осадка. Например, стреп-

тококки на жидких средах в отличие от стафилококков дают придонный 

рост; возбудитель сибирской язвы растет в виде комка ваты, а возбудитель 

чумы образует пленку со спускающими нитями, напоминающими сталак-

титы, лептоспиры растут без видимых проявлений.  

Биохимические признаки бактерий обусловлены набором ферментов, 

присущих определенному роду, виду, типу микробов.  

В бактериологической практике иногда ограничиваются изучением 

сахаролитических и протеолитических признаков исследуемых бактерий, 

если это является достаточным для их идентификации. В необходимых 

случаях проводят изучение других биохимических признаков: способности 

к восстановлению нитратов, образованию оксидазы и других ферментов, а 

также определение антигенной структуры, чувствительности к фагам и т.д. 

Фаги (бактериофаги) – вирусы бактерий. Существуют вирулентные 

и умеренные фаги. Репродукция вирулентного фага заканчивается лизисом 

бактерий и синтезом новых фаговых частиц.  

В практической работе вирулентные фаги применяют: для определе-

ния фаготипа бактерий; идентификации выделенной чистой культуры бак-

терий по чувствительности к фагам (реакция фаголизиса); индикации воз-

будителей инфекционных заболеваний во внешней среде и испражнениях 

больных с помощью реакции нарастания титра фага; фагодиагностики ин-

фекционных заболеваний, основанной в выделении фага из организма 

больного; фагопрофилактики и фаготерапии заболеваний.  
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3.1. Методы выделения чистых культур аэробных  

и факультативно-анаэробных бактерий 

Механические методы выделения чистых культур аэробных и фа-

культативно-анаэробных бактерий основаны на механическом разобщении 

бактериальных клеток на поверхности твердых питательных сред (рис.7). 

Чистая культура — это популяция микроорганизмов одного вида.  

К механическим методам относятся:  

1) метод Дригальского – качественный метод, широко применяется 

для бактериологической диагностики инфекционных заболеваний; 

2) метод пластинчатых разводок Коха – количественный метод, 

применяется в санитарной микробиологии; 

3) метод клонов – получение колоний из одной бактериальной клет-

ки – клонирование. 

 

 

Рис. 7. Техника посева на твердую питательную среду.  

 

Биологические методы – методы, основанные на биологических 

свойствах бактерий: 

1) метод Щукевича – исследумый материал засевают в конденсаци-

онную воду скошенного мясопептонного агара (МПА). Данный метод куль-

тивирования применяется при подозрении на инфицирование бактериями 

рода Proteus (P. vulgaris). В случае роста P. vulgaris обнаруживается ползу-
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чий рост – рост по всей поверхности агара за счет выраженной подвижно-

сти (рис. 8); 

 

 
Рис.8. Посев по Щукевичу.  

 

2) бактериостатический метод, основанный на различном действии 

некоторых химических веществ (например, 5% серная кислота быстро 

убивает большинство микробов, а микобактерии туберкулеза выживает в 

этих условиях) и антибиотиков на бактерии (например, небольшие концен-

трации пенициллина задерживает рост грамположительных бактерий и не 

влияет на грамотрицательные; 

3) метод прогревания – при прогревании исследуемого материала 

при 80°С в течение 10-15 минут вегетативные формы бактерий погибают, а 

споры сохраняются; 

4) метод обогащения – исследуемый материал засевают на электив-

ные питательные среды, способствующие росту определенного вида мик-

роорганизмов. Например, культивирование стафилококков на желточно-

солевом агаре; 

5) культивирование в организме лабораторных животных, напри-

мер, выделение чистой культуры возбудителя чумы (Y. рestis) из материа-
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ла, загрязненного посторонней микрофлорой, возбудителя туляремии  

(Fr. tularensis). Бактериологическая диагностика туляремии имеет суще-

ственную особенность – выделить возбудителя от больного человека непо-

средственными высевами не удается, так как накопление микроба в крови 

и тканях больных крайне незначительно, поэтому бактериологическое ис-

следование начинают с заражения лабораторных животных, то есть с обо-

гащения биологическим способом; 

6) культивирование вирусологическими методами (заражение кури-

ного эмбриона, тканевых культур, чувствительных животных) облигатных 

внутриклеточных паразитов: риккетсий, хламидий, факультативных пара-

зитов. Например, микоплазмы – мембранные паразиты, очень требова-

тельны к питательным средам, растут на сложных питательных средах с 

добавление холестерина, жирных кислот, белка, углеводов и др., растут 

медленно, образуют колонии, напоминающие «яичницу – глазунью», то 

есть более гомогенным приподнятым центром и ажурными плоскими по-

лупросвечивающими краями (рис.9). Можно их культивировать на клеточ-

ных культурах и куриных эмбрионах.  

 

 

 

Рис.9. Колонии микоплазм. 
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3.2. Метод Дригальского 

Цель метода: выделение чистой культуры аэробных и факультатив-

но-анаэробных бактерий и их идентификация.  

Исследуемыми материалами могут быть мокрота, гной, испражнение 

и др. в зависимости от локализации возбудителя инфекционного заболева-

ния. Метод проводится в 4 этапа, при выделении гемокультуры – 5 этапов. 

Выделение чистой культуры аэробных и факультативно-анаэробных бак-

терий изучаем на примере выделения чистой культуры кишечной палочки 

(E coli) из ее смеси со стафилококком.  

1-й этап. Получение изолированных колоний. Колонии – это раз-

множившиеся особи одной бактериальной клетки, выросшие на поверхно-

сти твердой питательной среды в виде изолированного скопления.  

Ход работы: 

1. Приготовление мазков из данной смеси микробов и окраска по 

Граму. Под микроскопом видны грамотрицательные кишечные палочки и 

грамположительные стафилококки. 

2. Рассев смеси на чашку с МПА шпетелем (рис.10).  

 

 

 

Рис.10. Посев по Дригальскому.  
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Мы засеваем несколько измененным методом Дригальского. Вместо 

3-х чашек с МПА берем одну. На поверхность питательной среды в чашке 

наносят петлёй каплю исследуемого материала в 3-х точках: первые две 

точки – ближе к стенке чашки, а третью точку – в центре, которую растира-

ют прокаленным и охлажденным шпателем сначала в одном направлении, 

затем перпендикулярно в другом направлении (рис.11). Чашку надписывают 

(фамилия студента, номер группы, дата) и ставят в специальный цилиндр 

вверх дном, чтобы образующиеся капельки паров воды, попадающие на 

крышу, не стекали на поверхность среды и не размазывали посева.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис.11. Схема посева шпателем по Дригальскому. 

 

3. Инкубация посева в термостате при 370 в течение 18-24 часов.  

2-й этап. Выделение чистой культуры, то есть культуры, содержа-

щей одного вида бактерий. 

Ход работы: 

1. Макроскопическое изучение колоний по величине, форме, окрас-

ке, характеру поверхности и краев, консистенции, структуре и размеру. 

Просматривают чашку (не открывая) со стороны дна в проходящем 

свете, держа ее на уровне глаз на расстоянии 20-30 см. Видно, что посев 

смеси дал рост неоднородных колоний. Колонии стафилококка выпуклые, 

гладкие, блестящие, с ровным краем, размером 1-4 мм в диаметре, про-

зрачные, золотистые или белого цвета (рис.12).  
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Рис.12. Колониии S. aureus на МПА.  

 

Колонии кишечной палочки слабовыпуклые, полупрозрачные, серо-

ватого цвета, с ровным краем и гладкой блестящей поверхностью, разме-

ром 2-3 мм в диаметре (рис.13). 
 

 
 

Рис.13. Колонии E. сoli на МПА. 

 

Колонии можно просмотреть с помощью лупы или под микроскопом 

(при малом увеличении) при этом лучше видна разница в структуре колоний. 

2. Микроскопическое исследование колоний.  

Выбирают изолированные колонии того и другого микроба, из части 

каждой колонии делают мазки, окрашивают их по Граму и микроскопиру-

ют. Убеждаются, что золотистого цвета колонии содержат стафилококки - 
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кокки располагаются скоплениями, грамположительны (рис.14), а серого 

цвета колонии - кишечные палочки, беспорядочно расположенные, гра-

мотрицательные (рис.15). 

 

 

 

Рис.14. S. аureus, окраска по Граму.  

 

 
 

Рис.15. E. сoli, окраска по Граму. 

 

3. Остатки колоний кишечной палочки и стафилококков пересевают 

в пробирки с косым агаром. К пробиркам прикрепляют этикетку с указа-

нием даты посева, группы, фамилии студента. 

4. Инкубация посевов в термостате при 370 в течение 18-24 часов. 
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3-й этап. Идентификация выделенной чистой культуры. 

Ход работы: 

1. Макроскопическое определение роста культуры на скошенном 

МПА. Стафилококк на скошенном агаре растет в виде прозрачного налета 

золотистого или белого цвета, кишечная палочка - в виде сочного, блестя-

щего, полупрозрачного налёта серого цвета. 

2. Проверка чистоты культуры. Готовят мазок, окрашивают его по 

Граму и просматривают под микроскопом (не менее 10 полей зрения). Во 

всех полях зрения чистая культура должна быть однородной морфологиче-

ски и тинкториально.  

3. Идентификация выделенной чистой культуры бактерий проводит-

ся по биохимическим, антигенным свойствам, фагочувствительности, ток-

сигенности (вирулентности) и по генетической структуре. 

Идентификация E.coli по биохимическим признакам:  

а) идентификация по сахаролитической активности E.coli прово-

дится по изменению короткого «пестрого» ряда, который включает в себя 

среды Гисса (мясопептонный бульон (МПБ), 0,5% углеводов: лактозы, са-

харозы, глюкозы, мальтозы, маннита и индикатор Андреде-кислый фук-

син; в каждую пробирку помещают «поплавок» - стеклянные трубочки, за-

паянные с одного конца для улавливания газа; покраснение среды является 

показателем образования кислоты при ферментации углеводов). Исследу-

емую культуру засевают на среды «пестрого» ряда и инкубируют при 370 в 

теч. 18-24 часов. E.coli ферментирует всех углеводов короткого «пестрого» 

ряда до кислоты и газа, за исключением сахарозы (рис.16) и в отличие от 

других представителей семейства Enterobacteriaceae, например, возбудите-

лей брюшного тифа и паратифов А и В: S. typhi, S.P.A и S.P.B. S. typhi 

ферментирует всех углеводов короткого «пестрого» ряда до кислоты за ис-

ключением сахарозы и лактозы (рис.17), паратифозные палочки - тех же 

углеводов, но с образованием кислоты и газа;  
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Рис.16. Короткий пестрый ряд (рост E. coli). 

 

 

Рис.17. Короткий пестрый ряд (рост S. typhi). 

 

б) идентификация по протеолитической активности.  

Разложение микробами белка сопровождается образованием индола, 

сероводорода, аммиака.  

Реакция на сероводород. Исследуемую культуру засевают в МПБ, 

под пробкой укрепляют полоску бумаги, пропитанной ацетатом свинца. 

Почернение бумаги после инкубации при 370 в течение 2-3 суток свиде-

тельствует о наличии сероводорода. E.coli не образует сероводород в отли-

чие от возбудителей брюшного тифа и паратифа В.  

Проба на индол. Способ Эрлиха: в пробирку с культурой бактерий 

прибавляют 2-3 мл эфира, содержимое энергично перемешивают и добав-
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ляют несколько капель реактива Эрлиха (спиртовой раствор парадимети-

ламидобензальдегида с хлороводородной кислотой). В присутствии индола 

наблюдается розовое окрашивание, при осторожном наслаивании образу-

ется розовое кольцо.  

Идентификация стафилококков по биохимическим признакам: 

а) определение каталазной активности. 

На предметное стекло наносят каплю 1-3% раствора пероксида водо-

рода и вносят в нее петлю с бактериальной культурой. Каталаза разлагает 

пероксид водорода на кислород и воду. Выделение пузырьков O2 свиде-

тельствует о наличии у данного вида бактерий фермента каталазы. Ката-

лазной активностью обладают стафилококки в отличие от стрептокков; 

б) определение плазмокоагулазной активности. Плазмокоагулаза – 

фермент S.aureus сворачивающий фибрин за счет активации предшеству-

ющего в плазме крови протромбина, тем самым, защищая бактерии от кле-

точных и гуморальных факторов иммунитета.  

В пробирку с цитратной плазмой вносят исследуемую культуру, по-

мещают в термостат при (37 +/- 1) °С и через 1, 2, 3, 18 и 24 ч проверяют 

наличие свертывания плазмы. Реакция считается положительной незави-

симо от степени свертывания плазмы. S.аureus обладает плазмокоагулаз-

ной активностью в отличие от других стафилококков. 

4-й этап. Учет результатов идентификации и оформление заключе-

ния о виде. Например, выделена чистая культура E.coli (S. аureus), иденти-

фикация проведена по морфологическим, тинкториальным, культураль-

ным, биохимическим, антигенным свойствам, токсигенности (вирулентно-

сти), фагочувствительности и по генетической структуре.  
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3.3. Методы создания анаэробных условий 

Сущность условий, необходимых для культивирования анаэробов, 

заключается в снижении парциального давления молекулярного кислоро-

да, что достигается механическими, физическими, химическими и биоло-

гическими способами. 

Механические методы удаления кислорода 

1. Посев анаэробной культуры уколом в высокий столбик сахарного 

агара или среды Вильсон-Блера. Это наиболее простой способ. 

2. Способ Виньяля-Вейона. В расплавленный и остуженный до 50°С 

агар вносят исследуемую анаэробную культуру, перемешивают и засасы-

вают в пастеровскую пипетку, конец которой запаивают. В среде выраста-

ют ясно видимые снаружи колонии бактерий, которые можно извлечь, 

распилив трубку. 

3. Метод Перетца. В пробирку с растопленным и остуженным до 450 

сахарным агаром вносится и размешивается исследуемая культура. Смесь 

выливается в стерильную чашку Петри, охлаждается. На поверхность 

накладывается стерильное стекло. Чашку в закрытом виде помещают в 

термостат на 18-20 часов. Под стеклом вырастают колонии, которые из-

влекают, отодвинув стекло. 

Физические методы удаления кислорода 

1. Анаэростат, из которого воздух выкачивается насосом. Можно ис-

пользовать вместо анаэростата эксикатор.  

2. Аппарат Киппа, где воздух заменен водородом. 

3. Среда Китт-Тароцци (МПБ, 0,5 % глюкозы и кусочками свежих 

органов животных, например, печени или с мясным фаршем). Кусочки ор-

ганов, а также глюкоза обладают рецидивирующими свойствами. Перед 

посевом её кипятят и заливают сверху вазелиновым маслом (рис.18).  
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Рис.18. Среда Китта-Тароцци.  

 

Химические методы удаления кислорода 

1. Прибор Омелянского, где для поглощения кислорода используется 

пирогаллол.  

2. Среда Вильсон – Блера (железо - сульфитный агар). Черные колонии 

образует C.perfringens за счет образования сульфата железа (FeS) (рис.19). 

 

 
 

Рис.19. Среда Вильсон-Блера. 
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Биологический метод удаления кислорода по Фортнеру 

В чашку Петри с толстым слоем агара делят на 2 половины, на одну 

половину засевают облигатный аэроб – «чудесную» палочку 

(S.marcescens), на другую половину чашки засевают исследуемую анаэ-

робную культуру. Чашку заливают растопленным парафином. Через 24-48 

часов в чашке вырастают аэробы, затем, когда запас кислорода исчерпыва-

ется, начинают размножаться анаэробы. 

 

3.4. Этапы выделения чистой культуры анаэробных бактерий 

Выделение чистых культур анаэробов изучаем на примере выделения 

C.perfringens из раневого отделяемого при подозрении на газовую гангрену.  

1-й этап. Обогащение на среде Китта-Тароци.  

Ход работы: 

1. Приготовление мазков из раневого отделяемого и окраска по Гра-

му. Под микроскопом видны крупные грамположительные палочки, часть 

которых окружены неокрасившейся капсулой (в виде белого ободка), что 

позволяет заподозрить газовую инфекцию.  

2. Посев раневого отделяемого на среду Китта-Тароцци, предвари-

тельно прокипяченной в течении 30 минут. После посева среду прогревают 

15 минут при 80°С для уничтожения вегетативных форм, споры анаэробов 

при этом сохраняются. 

3. Инкубация посевов в термостате при 370 в течение 18-24 часов.  

2-й этап. Получение изолированных колоний. 

Ход работы: 

1. Изучение характера роста на среде Китта-Тароцци. При росте 

C.perfringens она мутнеет и в ней образуется газ (результат образования га-

за при ферментации глюкозы). 

2. Приготовление мазка из бульонной культуры и окраска по Граму. 

Под микроскопом видны крупные грамположительные палочки. 
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3. Получение изолированных колоний анаэробов двумя способами: 

- на поверхности твердой питательной среды (сахарно-кровяного 

агара) по Цейсслеру в анаэробных условиях;  

- в глубине среды Вильсон-Блера по Вейнбергу. 

4. Инкубация посевов в термостате при 370 в течение 18-24 часов. 

3-й этап. Выделение чистой культуры. 

Ход работы: 

1. Макроскопическое изучение выросших колоний анаэробов: 

- на сахарно-кровяном агаре, обратить внимание на зону гемолиза 

вокруг колоний, что является признаком гемолитической активности бак-

терий (вирулентности); 

- в глубине среды Вильсон-Блера, обратить внимание на цвет коло-

ний. Черные колонии образует C.perfringens за счет образования сульфата 

железа (FeS).  

2. Приготовление из подозрительных колоний мазков и окрашивание 

их по Граму. Под микроскопом выявляются крупные грамположительные 

палочки. 

3. Остаток колонии, подвергшейся микроскопическому изучению, 

отсевают на среду Китта-Тароцци для получения чистой культуры. 

4. Инкубация посевов в термостате при 370 в течение 18-24 часов. 

4-й этап. Идентификация выделенной чистой культуры анаэробов.  

Ход работы: 

1. Макроскопическое определение роста культуры на среде Китта-

Тароцци. 

2. Проверка выделенной культуры на чистоту - приготовление маз-

ков со среды Китта-Тароцци и окрашивание их по Грамму. Во всех полях 

зрения чистая культура должна быть однородной морфологически и тинк-

ториально.  

3. Окончательная идентификация выделенной чистой культуры анаэ-

робов проводится по токсигенности в реакции нейтрализации экзотоксина 



 39 

на белых мышах, биохимическим, антигенным свойствам и по генетиче-

ской структуре. 

5-й этап. Учет результатов идентификации и оформление заключе-

ния о виде. 

Например, выделена чистая культура C.perfringens, идентификация 

проведена по морфологическим, тинкториальным, культуральным, биохими-

ческим, антигенным, токсигенным свойствам и по генетической структуре. 

 

3.5. Вирусологические методы 

Для выделения и культивирования облигатных паразитов (вирусов, 

риккетсий и хламидий) применяются вирусологические методы: заражение 

тканевых культур, куриного эмбриона и восприимчивых лабораторных 

животных. Вирусологическое исследование проводится в два этапа: выде-

ление вируса и идентификация вируса. Материалами для вирусологическо-

го исследования могут быть отделяемое носоглотки, испражнения, кровь и 

другие материалы в зависимости от локализации вируса. Вирусологиче-

ские методы также применяются для культивирования некоторых факуль-

тативных паразитов, например, микоплазмы, бруцелл, франциселл, легио-

нелл и др.  

Заражение куриного эмбриона в аллантоисную полость с целью 

выделения чистой культуры вируса гриппа и идентификации. 

1-й этап. Выделение вируса (культивирование вируса). 

Для заражения используют куриные эмбрионы 8-14 дневного возраста.  

Ход работы:  

1. Перед заражением определяют жизнеспособность эмбриона в ово-

скопе и отмечают карандашом на скорлупе границы воздушной камеры.  

2. Яйцо помещают на подставку в вертикальном положении так, что-

бы воздушный мешок находился наверху.  

3. Стерилизация скорлупы на тупом конце яйца в такой последова-

тельности: спиртом, 2 % йодной настойкой ещё раз спиртом и обжиганием. 



 40 

4. Над центром воздушного мешка делают прокол скорлупы с помо-

щью препаровальной иглы.  

5. Пастеровской пипеткой вводят 0,1-0,2 мл вируссодержащего мате-

риала на глубину 2-3 мм ниже границы воздушной камеры.  

6. Отверстие в скорлупе заклеивают лейкопластырем. 

7. Инкубация эмбриона в термостате в течение 2-3 суток при 370 С. 

2-й этап. Идентификация выделенной чистой культуры вируса. 

Ход работы: 

1. Яйцо устанавливают на подставке так, чтобы воздушное простран-

ство было наверху.  

2. Обработка скорлупы последовательно спиртом, йодом, опять 

спиртом и обжиганием.  

3. Осторожно снимают лейкопластырь, рассекают и сбрасывают 

скорлупу, определяют гибель эмбриона, отсасывают аллантоисную жид-

кость и разливают в пробирки. 

4. Идентификация вируса проводится по гемагглютинирующей ак-

тивности (по способности склеивать куриных эритроцитов) в реакции ге-

магглютинации.  

3.6. Реакция гемагглютинации (РГА) 

Применяется для идентификация вирусов по гемагглютинирующей 

активности. Вирусы, обладающие гемагглютинирующими свойствами 

(имеющие гемагглютинин – гликопротеид суперкапсида), способны ге-

магглютинировать эритроцитов различных животных. Например, вирусы 

гриппа – куриных эритроцитов. 

Компоненты реакции: 

1) исследуемый материал – аллантоисная жидкость (неизвестно 

наличие гемагглютинина вируса гриппа); 

2) 5% суспензия куриных эритроцитов; 

3) физиологический раствор.  
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Существует два способа постановки реакции: капельный способ на 

стекле и объемный способ в пробирке. 

Капельный способ на стекле:  

Опыт: 1 капля аллантоисной жидкости + 1 капля 5% суспензии кури-

ных эритроцитов. 

Контроль: 1 капля физ. раствора + 1 капля 5% суспензии куриных 

эритроцитов. Хорошо перемешать сначала контрольную каплю, затем - 

опытную. 

Наличие гемагглютинации (выпадение хлопьев красного цвет) в 

опыте при ее отсутствии в контроле (гомогенное покраснение) указывает 

на содержание вируса гриппа в исследуемом материале. Гемагглютинация 

– это склеивание эритроцитов под влиянием гемагглютинина вируса. Вид 

вируса гриппа (А, В, С) дифференцируют по антигенной структуре с по-

мощью РСК, ИФА, а серотип – РТГА (см. п. 9.7). Окончательную иденти-

фикацию также можно провести по генетической структуре (ПЦР). 

 

3.7. Методы индикации бактериофагов  

Наличие фага в исследуемом материале – фильтрате исходного мате-

риала (воды, суспензии фекалий и т.п.) определяют качественными и ко-

личественными методами.  

Качественные методы. Присутствие фага в фильтрате определяют 

по его лизирующему действию на соответствующую бактериальную куль-

туру.  

1. Индикация фага в жидкой питательной среде. В пробирку с су-

точной бульонной культурой чувствительных к фагу бактерий (тест-

культурой) вносят исследуемый фильтрат. Инкубируют в термостате 18-20 

час при 37оС. Задержка роста бактерий, то есть прозрачный бульон, явля-

ется показателем наличия соответствующего фага в фильтрате.  
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2. Индикация фага на твердой питательной среде по Отту.  

Тест-культуру, например, дизентерийную культуру, засевают на по-

верхность МПА в чашке Петри и сверху дорожкой наносят исследумый 

фаг (фильтрат). Инкубируют в термостате 18-20 час при 37оС. При соот-

ветствии фага с данной культурой отмечается задержка роста бактерий по 

ходу дорожки (рис.20).  

 

 

Рис.20. Метод по Отто. 

 

Количественные методы - титрование бактериофагов. 

1. Титрование бактериофагов на плотной питательной среде по 

Грациа. 

Для титрования необходимы следующие компоненты: 

1) пробирки с различными разведениями бактериофага с полужид-

ким агаром (десятикратные разведения исследуемой суспензии фага - 10-2-

10-7 в зависимости от предполагаемого титра); 

2) ряд чашек Петри с МПА; 

3) суточная бульонная культура чувствительная к фагу бактерий  

(E. сoli, S.aureus или др.тест-культуры). 

Смешивают разведения фага с суточной бульонной культурой и вы-

ливают на поверхность МПА в чашку Петри, где она застывает в виде тон-

кой плёнки, в которой неподвижно фиксированы бактерии. Чашки инкуби-
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руют при 370 С в течение 18-24часов. При этом незаражённые бактерии, 

размножаясь, образуют сплошной газон роста на поверхности агара. Каж-

дая инфицированная фагом бактерия лизируется. В результате на сплош-

ном бактериальном газоне появляются четко очерченные зоны лизиса – 

негативные колонии. Число негативных колоний равно количеству жизне-

способных фаговых частиц в засеянной смеси. Титр фага определяют по 

последней чашке, где появляются негативные колонии, то есть титром фа-

га называется то максимальное разведение, при котором появляются нега-

тивные колонии. 

2. Титрование бактериофага в жидких средах по Аппельману. 

В 9 пробирках приготавливают десятикратные разведения исследуе-

мой суспензии фага с МПБ. В качестве контроля берут МПБ без бакте-

риофага. Во все пробирки добавляется по 0,25 мл культуры бактерий, 

например, E.сoli. Засеянные пробирки помещаются в термостат на 24 часа 

при 370 С, после чего отмечаются результаты опыта. Титром бактериофага 

называется то наибольшее его разведение, при котором наблюдается пол-

ный лизис бактерий (бульон остается прозрачным). 

3.8. Реакция фаголизиса 

Реакция фаголизиса применяется для идентификации выделенной 

чистой культуры бактерий по фагочувствительности. Реакцию ставят в 

двух пробирках: №1 (опыт) и №2 (контроль). Реакция фаголизиса изучаем 

на примере идентификации выделенной чистой культуры S.sonnei из ис-

пражнения при подозрении на дизентерию (табл. 3).  

Таблица 3 

Компоненты реакции 

Компоненты Опыт Контроль 

1. МПБ 

2. Исследуемая дизентерийная культура 

(S.sonnei) 

3. Монофаг S. Sonnei 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

 

- 
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Посевы инкубируют в термостате 18-24 часов при 370 С.  

При наблюдении за посевами впервые часы бульон в пробирках 

слегка мутнеет вследствие размножения бактерий. В дальнейшем в кон-

трольной пробирке (без бактериофага) помутнение усиливается; в пробир-

ке с бактериофагом через 6 часов происходит просветление в результате 

лизиса бактерий. Учет реакции проводятся по просветлению МПБ в ре-

зультате лизируещего действия монофага на бактерии.  

 

3.9. Реакция фаготипирования S.aureus 

Определение фаготипа проводится с помощью специальных наборов 

типовых фагов и является одним из методов внутривидовой дифференциа-

ции бактерий. Реакция фаготипирования применяется с целью установле-

ния источников и путей передачи инфекции при госпитальных, кишечных 

заболеваниях и пищевых отравлениях (рис.21). 

 

 

Рис. 21. Фаготипирование бактерий. 

 

Испытуемую суточную бульонную культуру S.aureus равномерно 

распределяют на поверхности подсушенного агара в чашке Петри. Дно 

чашки расчерчивают на 22 квадрата по числу фагов, затем капают фаги по 

одному в каждый квадрат. Посев инкубируют в термостате 18-24 часа при 

температуре 37°С.  
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На 2-й день проводят учёт результатов; фаготип культуры соответ-

ствует тому фагу, который вызывает её полный лизис (рис.21). Также про-

водится фаготипирование брюшнотифозных (44 типа) и паратифозных 

бактерий (15 типов), энтеропатогенных эшерихий (24 типа). 

 

Контрольные вопросы: 

1. Методы культивирования бактерий. 

2. Методы культивирования риккетсий, хламидий и микоплазмы. 

3. Методы выделения чистых культур аэробных и факультативно-

анаэробных бактерий. 

4. Метод Дригальского. 

5. Методы создания анаэробных условий.  

6. Этапы выделения чистой культуры анаэробных бактерий. 

7. Короткий «пестрый» ряд. 

8. Методы изучения протеалитической активности бактерий.  

9. Принципы определения каталазной и плазмокоагулазной активно-

сти стафилококков. 

10. Вирусологические методы. 

11. Механизм и применение реакции гемагглютинации (РГА).  

12. Методы индикации бактериофагов. 

13. Механизм и применение реакции фаголизиса. 

14. Реакция фаготипирования S.aureus. применение, принцип метода. 
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4. ИДЕНТИФИКАЦИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ  

ПО ГЕНЕТИЧЕСКОЙ СТРУКТУРЕ 

 

Элементарной единицей наследственности является ген, несущей 

свойственную только ему информацию и представляет собой участок ДНК 

у бактерий, ДНК или РНК у вирусов. Гены объединены в геном. Бактери-

альные гены локализованы в хромосоме или в плазмиде, которые способ-

ны к самостоятельной репликации, т. е. являются репликонами.  

Плазмиды содержат двунитевую ДНК и входят состав хромосомы 

или располагаются автономно и придает микробам определенные преиму-

щества при существовании в неблагоприятных для вида условиях.  

В состав бактериального генома входят подвижные генетические 

элементы, которые не являются самостоятельными репликонами, а пред-

ставляет собой составную часть ДНК нуклеоида или плазмиды. Они спо-

собны перемещаться внутри одного репликона или между репликонами. 

По сложности их структуры выделяют транспозоны и вставочные после-

довательности (IS-элементы).  

Транспозоны - это крупные сегменты ДНК, состоящие из  

IS-элементов. Помимо IS-элементов в состав транспозонов входят допол-

нительные структурные гены, обеспечивающие синтез токсинов или 

устойчивость микроба к антибиотикам и др.  

Вставочные последовательности имеют размеры 1000 н.п.и содержат 

только гены, которые необходимы для их собственного перемещения - 

транспозиции.  

Изучение генетики микроорганизмов определило развитие генной 

инженерии, что лежит в основе биотехнологии, то есть получения продук-

тов из биологических объектов или с применением биологических объек-

тов (бактерии, дрожжи, вирусы, водоросли). 

В различных лабораториях были созданы штаммы Е. coli, синтези-

рующие гормон роста человека, инсулина, интерферона и др.  
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В разработке находятся генно-инженерные вакцины против малярии, 

ВИЧ - инфекции, сифилиса, холеры, гриппа и др.  

Знание генетики микробов позволило разработать современных мо-

лекулярно-генетических методов диагностики (ДНК-зонды, полимеразная 

цепная реакция). 

 

4.1. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 

В основе ПЦР (метода амплификации ДНК in vitro) лежит способ-

ность однонитчатой ДНК (праймера) достраиваться и взаимодействовать 

по принципу комплементарности с ДНК искомого возбудителя при ее 

наличии в исследуемом материале.  

Компоненты реакции: 

1) исследуемый материал, содержащий молекулу ДНК микроорга-

низмов (испражнение, мокрота, выделенная чистая культура микроба и др.); 

2) праймеры – короткие искусственно синтезированные молекулы 

ДНК, идентичные соответствующим участкам определяемой ДНК микроба; 

3) фермент (ДНК-полимераза), обеспечивающий достраивание вто-

рой цепи ДНК; 

4) смесь нуклеотидов – строительный материал, из которого синте-

зируется достраиваемая ферментом цепь ДНК. 

Каждый цикл амплификации состоит из 3-х этапов: 

1) денатурация ДНК, находящуюся в образце. Для этого нагревают 

реакционную смесь при t 93-950 С, в результате чего двухцепочечные мо-

лекулы ДНК расплетаются с образованием двух одноцепочечных; 

2) отжиг – присоединение праймеров и ДНК микроба, что проис-

ходит в соответствии с правилами комплементарности при t 50-65°C. 

3) элонгация – синтез второй цепи ДНК при участии полимеразы 

при t 72°C (рис.22). 
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Рис.22. Схема ПЦР. 

 

В дальнейшем этапы денатурации, отжига и элонгации многократно 

повторяются. На каждом цикле количество синтезированных копий фраг-

мента ДНК определяемого микроба удваивается. Благодаря этому проис-

ходит многократное удвоение специфических фрагментов ДНК. Продукты 

синтеза первого цикла амплификации служат матрицей для второго цикла, а 

продукты синтеза второго цикла - матрицей для третьего цикла амплифика-

ции. Цикл амплификации проводится в термо-циклере (амплификаторе).  

Достоинства ПЦР: высокая чувствительность и специфичность, 

быстрота (применяется для экспресс-диагностики), возможность иденти-

фикации труднокультивируемых микроорганизмов (внутриклеточных па-

разитов и персистирующих микроорганизмов), возможность определения 

микроорганизмов непосредственно в клиническом материале без предва-

рительного выделения чистой культуры.  
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4.2. Метод рекомбинации 

Метод рекомбинации заключается в следующем:  

а) выделение ДНК из разных клеток и организмов;  

б) получение гибридных (рекомбинантных) молекул ДНК;  

в) введение рекомбинантных молекул ДНК в живые клетки;  

г) создание условий для экспрессии секреции продуктов, кодируе-

мых генами. 

Целевые гены, кодирующие те или иные структуры, выделяются из 

плазмид или хромосом с помощью ферментов – рестриктаз, способных ре-

зать ДНК по определенным связам или синтезируются химически. Полу-

ченный целевой ген с помощью лигаз сшивают с геном вектора (плазмиды, 

бактериофаги, вирусы, космиды – гибрид плазмиды с фагом). Рекомби-

нантная ДНК (плазмида, фаг, вирусная ДНК, космида) встраивается в мик-

робы (E. сoli, дрожжи, вирусы и др.) или животную клетку, которая приоб-

ретает новое свойство – способность продуцировать нужные вещества 

(НВs-АГ вируса гепатита В, антигенов ВИЧ (р24,gp41, gp120 и др.), альфа-

интерферона и др.  

 

Контрольные вопросы: 

1. Дайте определение понятиям: генотип и фенотип микроорганизмов.  

2. Что представляют собой генетические детерминанты бактерий и 

вирусов? 

3. Чем отличается бактериальная хромосома от хромосом животных 

и растительных клеток? 

4. Что такое плазмиды бактерий? Их локализация, химический со-

став и функциональная роль. 

5. Подвижные генетические элементы. 

6. Цели и задачи генной инженерии. 

7. Этапы получения рекомбинантных молекул.  

8. Полимеразная цепная реакция (ПЦР). Назначение, принцип метода. 
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5. БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКАЯ ОЦЕНКА КАЧЕСТВА 

СТЕРИЛИЗАЦИИ И ОПРЕДЕЛЕНИЕ 

АНТИБИОТИКОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ 

 

Стерилизация - полное освобождение разнообразных объектов от ве-

гетативных форм микроорганизмов и их спор с использованием в основ-

ном физических методов (термический, лучевой и механический).  

Лучевая стерилизация - это применение ультрафиолетовых лучей для 

обеззараживания воздуха и различных предметов. Гамма– лучи применя-

ются для стерилизации одноразовой лабораторной посуды, шприцев и др. 

Механическая стерилизация - фильтрование проводят с помощью 

мелкопористых фильтров разных типов, задерживающих только клеточные 

формы микробов и их спор (фильтры Шамберлана, Зейтца).  

Мембранные фильтры приготавливают из нитроклетчатки.  

Фильтрованием стерилизуют жидкие материалы, не выдерживающие 

нагревания (сыворотка крови, антибиотики и др.), Фильтрование так же 

используют для получения бактериальных токсинов, фагов и разных про-

дуктов жизнедеятельности бактерий. 

Многие химические соединения, оказывающие губительное действие 

на микроорганизмы, используются в качестве дезинфицирующих веществ 

и антисептиков. Дезинфекция – уничтожение патогенных микробов в объ-

ектах внешней среды с использованием химических веществ.  

Контроль эффективности термической стерилизации проводится 

бактериологическим при помощи тест-микроорганизмов (спорообразую-

щие микробы) и физическим (термометров, специальных термоиндикато-

ров, меняющих цвет при определенной температуре или различных хими-

ческих веществ, которые плавятся при известной температуре) способами.  

В естественных условиях обитания микроорганизмы существуют не 

изолированно, а находятся в сложных взаимоотношениях. Некоторые мик-

роорганизмы в процессе жизнедеятельности вырабатывают различные ве-
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щества, оказывающие губительное действие на бактерии и другие микро-

бы. К таким веществам относятся антибиотики. 

Антибиотики – химиотерапевтические вещества, избирательно по-

давляющие жизнедеятельность микроорганизмов и задерживающие разви-

тие злокачественных новообразований. 

Антибиотики следует применять только по показаниям, когда забо-

левание, для лечения которого их используют, вызвано микроорганизмом, 

в отношении которого существуют эффективные антибиотики и определе-

нием его чувствительности к антибиотикам. 

 

5.1. Бактериологический метод  

контроля эффективности стерилизации  

Исследуемый материал – спорогенная (B. anthracoides) и аспороген-

ная культуры(E. coli). 

Ход работы: 

1. Проверка культур на чистоту: 

- приготовление мазка из культуры E. сoli и окраска по Грамму.  

E. сoli представляет собой грамотрицательные палочки, расположенные по 

одиночке; 

- приготовление мазка из культуры B. аnthracoides и окраска по 

Ожешке. Bac. аnthracoides представляет собой синие палочки, расположен-

ные в цепочку; центрально расположенные споры красного цвета (по мор-

фологическим и тинкторальным признакам не отличается от B. anthracis). 

2. Кипячение культур в водяной бане в течение 30 минут.  

3. С целью проверки гибели микробов делаем контрольные посевы: 

B. аnthracoides засеваем на скошенный МПА, Е. сoli – на МПБ.  

4. Инкубация посевов в термостате при 370 в течение 18-24 час. 

5. Макроскопическое изучение посевов: на МПА отмечаем рост в 

виде матового налёта, желтоватого цвета; МПБ – прозрачен. 
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6. При микроскопическом исследовании материала с МПА обнару-

живаем стрептобациллы и споры. 

7. Оформление заключения об эффективности стерилизации. 

 

5.2. Определение антибиотикочувствительности бактерий  

Определение чувствительности бактерий  

к антибиотикам методом «бумажных дисков»  

Биологическая активность антибиотиков выражается в международ-

ных единицах (ME). За единицу активности принимается то минимальное 

количество антибиотика, которое задерживает рост стандартного штамма, 

определенного вида микроорганизма в строго определенных условиях. 

Степень чувствительности к антибиотикам необходимо определять для 

успешного проведения лечения. Наиболее распространен метод «бумаж-

ных дисков». 

Методика: 

1. В чашку Петри с МПА «газоном» засевают взвесь изучаемой куль-

туры микроба, например, S. aureus. 

2. На засеянную поверхность агара пинцетом накладывают бумаж-

ные диски, пропитанные антибиотиками. Диски располагают на равном 

расстоянии друг от друга и на расстоянии от края чашки 15 мм.  

3. Чашки выдерживают в термостате 18-24 часов при 37 °С. 

4. Учёт результатов проводят на 2-ой день путем измерения зон за-

держки роста бактерий вокруг дисков. Так, зоны диаметром до 10мм указы-

вает на отсутствие чувствительности, до 15 – слабую, до 25 – среднюю и бо-

лее 25 – высокую чувствительность исследуемого микроба к антибиотику. 

5.Оформление заключения: К каким антибиотикам чувствителен 

возбудитель? Какой антибиотик можно рекомендовать для лечения и по-

чему? 

 

 



 53 

Определение чувствительности бактерий  

к антибиотикам методом серийных разведений 

Данным методом определяют минимальную подавляющую (бакте-

риостатическую) концентрацию антибиотика (МПК) - наименьшую кон-

центрацию антибиотика, при которой не происходит размножение бакте-

рий и содержимое пробирки остается прозрачным, и минимальную бакте-

рицидную концентрацию антибиотика (МБК) - наименьшую концентра-

цию антибиотика, вызывающую полную гибель бактерий (рис.23).  

 

 

Рис.23. Определение антибиотикочувствительности бактерий мето-

дом бумажных дисков. 

 

Методика: 

1. В пробирки разливают жидкую питательную среду (МПБ) по 1 мл. 

2. Добавляют исследуемый антибиотик в различных разведениях, 

например, от 1 до 128 ед/мл. 

3. Каждому разведению добавляют по 1 мл исследуемой бульонной 

культуры бактерий.  

4. Посевы инкубируют при 37°C в термостате. 
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5. Учет результатов: 

- определение МПК по угнетению роста бактерий; 

- для определения МБК дополнительно производят высевы из проби-

рок с отсутствием видимого роста бактерий на чашки с плотной питатель-

ной средой, не содержащей антибиотика. На чашках обозначают концен-

трацию антибиотика, из который сделан высев. 

6. Посевы инкубируют при 37°C в термостате. 

7. Определение МБК по отсутствию роста бактерий на плотной пита-

тельной среде. 

 

Контрольные вопросы: 

1. Дать определение понятиям: стерилизация, дезинфекция.  

2. Какие существуют методы стерилизации?  

3. В каких случаях для стерилизации используют УФ-лучи? 

4. Что такое механическая стерилизация?  

5. Химическая стерилизация. 

6. Как проконтролировать эффективность стерилизации? 

7. Бактериологический контроль эффективности стерилизации.  

8. Методы определения антибиотикочувствительности бактерий. 
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6. БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА 

ДИСБАКТЕРИОЗА КИШЕЧНИКА 

 

Микрофлора толстого кишечника самая многообразная по видовому 

составу. Облигатные микроорганизмы представлены анаэробными бакте-

риями: бактероидами и бифидумбактериями (96-99%) и факультативными 

анаэробами:E.сoli, энтерококки, лактобациллы(1-4%). 

Транзиторная микрофлора представлена следующими родами: про-

тей, клебсиеллы, клостридии, синегнойная палочка, грибы рода Кандида, 

простейшие. Также могут присутствовать энтеровирусы. 

Микрофлора кишечника играет важную роль в жизнедеятельности 

человека: участвует в физиологическом воспалении слизистой оболочки и 

смене эпителия, переваривании и детоксикации метаболитов и т.п.  

Значительное влияние оказывает микрофлора кишечника на поддер-

живание иммунитета, но при снижении сопротивляемости организма могут 

вызвать гнойно-воспалительные процессы.  

Важнейшей функцией нормальной микрофлоры кишечника является 

ее участие в колонизационной резистентности, что связано способностью 

представителей нормальной микрофлоры адсорбироваться на поверхности 

эпителиальных клеток слизистой кишечника, предотвращающих адгезию 

посторонних микробов; продукцией ряда веществ (молочную, уксусную 

кислоты, перикиси водорода, бактериоцинов, антибиотиков и др.), оказы-

вающих биостатические и биоицидные действия на патогенные и условно - 

патогенные микробы, а также с конкуренцией с патогенными бактериями 

за источник питания.  

Дисбактериоз – это количественное и качественное изменение со-

става нормальной микрофлоры организма человека, возникающее под вли-

янием факторов окружающей среды, стрессовых воздействий, широкого и 

бесконтрольного применения антибиотиков, лучевой и химиотерапии. Ча-

ще всего развивается дисбактериоз кишечника. 
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Для изучения микрофлоры толстого кишечника исследованию под-

вергают испражнения, которые забирают стерильной палочкой и помеща-

ют в пробирку. Материал должен быть доставлен в лабораторию в течение 

1 часа.  

Протокол бактериологического исследования  

дисбактериоза кишечника 

Цель. Определение состава фекальной микрофлоры: выделение чи-

стой культуры фекальных микроорганизмов и идентификация.  

Исследуемый материал – различные разведения фекалий в физиоло-

гическом растворе от 101 до 1011.  

1-й этап. Получение изолированных колоний фекальной микрофлоры. 

Ход работы: 

1. Делают посевы соответствующих разведений испражнения на среды: 

- для выявления анаэробных бифидобактерий необходимо делать по-

севы фекалий в разведениях от 106 до 1011 глубоким уколом в пробирки с 

полужидкой средой Блаурококка (печеночно-МПА с цистеином и лакто-

зой);  

- для выделения E.сoli - на среду Эндо (Левина);  

- для выделения патогенных энтеробактерий (сальмонелл, шигелл и 

др.) – на среду Плоскирева;  

- для выделения Proteus vulgaris - посев по Щукеевичу в конденсаци-

онную воду скошенного МПА; 

- для выделения стафилококков с лецитиназной активностью – на 

желточно-солевой агар;  

- для выделения гемолитических бактерий - на кровяной агар;  

- для выделения грибов рода Кандида - на среду Сабуро и др.  

2. Все посевы помещают в термостат при 37°С на 18-24 часа, Блау-

рококка – 48 час., за исключением среды Сабуро ( при 28-30°С на 3-5 

дней). 
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2-й этап. Выделение чистой культуры. 

Ход работы: 

1. Подсчет колоний и макроскопическое описание их.  

Для выделения чистой культуры бифидобактерий фекалии разводят 

в физиологическом растворе и засевают в среду Блаурокка. Из посевов, в 

которых виден рост в виде помутнения всей среды или отдельных коло-

ний, готовят мазки и окрашивают их по Граму. Обнаружение характерных 

грамположительных палочек с разветвлениями на концах в виде римской 

цифры V, с несколько утолщенными концами подтверждает их принад-

лежность к бифидобактериям (рис.24). 

 

 

Рис.24. Бифидобактерии, окраска по Граму. 

 

На среде Эндо определяют общее количества E.сoli, наличие лакто-

зонегативных (бесцветные) и со слабовыраженными ферментативными 

свойствами (розывые) колоний (рис.25).  
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Рис.25. Среда Эндо.  

1. Лактозонегативные колонии. 2. Лактозопозитивные колонии. 

 

На среде Плоскирева отмечают наличие бесцветных колоний пато-

генных энтеробактерий (сальмонелл, шигелл и др.); на скошенном МПА - 

рост Proteus vulgaris по всей поверхности; на желточно-солевой агаре - ле-

цитиназоактивных стафилококков, которые образуют радужное помутне-

ние вокруг колоний (рис.26). 

 

 

Рис.26. Колонии S. aureus на желточно-солевом агаре. 
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Лецитинвителлазная активность (помутнение вокруг колоний): 

- на кровяном агаре отмечают колонии бактерий, обладающих гемо-

литической активностью;  

- на среде Сабуро – колонии грибов рода Кандида округлой формы, 

выпуклые, с гладкой поверхностью, ровными краями, матового цвета. Из 

подозрительной колонии готовят неокрашенный препарат. При его микро-

скопии должны быть почкующиеся овальные клетки – псевдомицелии. 

Окрашиваются по Граму положительно. 

2. Микроскопическое исследование колоний. 

3. Пересев небольшой части колоний на скошенную среду. 

4. Инкубация в термостате при 37°С в течение 18-24 часа.  

3-й этап. Идентификация выделенной чистой культуры.  

Ход работы. 

1. Макроскопическое определение роста микробов. 

2. Проверка на чистоту выделенной чистой культуры – микроскопи-

ческое исследование. 

3. Окончательная идентификация по ферментативной активности пу-

тем пересева на диференциально-диагностические среды и по др. признакам. 

4-й этап. Учет результатов идентификации и оформление заключе-

ния о наличие и степени дисбактериоза.  

 

Контрольные вопросы: 

1. Микрофлора кишечника.  

2. Факторы, определяющие состав микрофлоры кишечника.  

3. Какое физиологическое значение имеет нормальная микрофлора?  

4. Отрицательная роль микрофлоры. 

5. Что такое дисбактериоз и причины его возникновения? 

6. Микробиологическая диагностика дисбактериоза кишечника. 
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7. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОБЩЕГО МИКРОБНОГО ЧИСЛА  

(МЕТОД КОХА) И САНИТАРНО-ПОКАЗАТЕЛЬНЫХ 

МИКРОБОВ ВОЗДУХА 

 

Количественное содержание микроорганизмов в воздухе и их состав 

могут колебаться в зависимости от степени загрязненности воздуха части-

цами пыли или капельками жидкости. Эти мелкие частицы, содержащие 

микроорганизмы и взвешенные в газовой среде, формируют разные фазы 

микробного аэрозоля.  

Малоустойчивые патогенные микроорганизмы передаются обычно 

лишь на расстоянии, близком от больного (возбудителя кори, гриппа, ко-

клюша), с частицами пыли переносятся кокки, споры и более устойчивые 

микроорганизмы (возбудители сибирской язвы, туберкулеза и др.).  

Для оценки санитарно-бактериологического состояния воздуха опре-

деляют следующие показатели: микробное число воздуха методами оса-

ждения по Коху и аспирации по Кротову, наличие зеленящего стрептокок-

ка путем посева воздуха на кровяной агар с добавлением генцианового фи-

олетового (среда Гарро), для обнаружения S. aureus – на желточно-солевой 

агар, для обнаружения других патогенных бактерий – соответствующие 

элективные питательные среды. 

Этапы определения микробного числа воздуха методом Коха:  

1 этап. Отбор пробы воздуха. Стерильные чашки Петри с МПА от-

крывают в месте отбора проб воздуха и выдерживают в течение 10 мин, 

после чего закрывают и инкубируют при 370С в течение 48 часов. 

2 этап. Учет результатов. По количеству выросших колоний подсчи-

тывают микробное число воздуха, пользуясь формулой Омелянского, в со-

ответствии с которым считают, что на поверхность питательной среды 

площадью 100см2 в течение 5 мин оседает столько микроорганизмов, 

сколько их содержится в 10 л воздуха:  
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X = , где 

Х – количество микробов в 1м3 воздуха 

а – число колоний, выросших на чашке 

в – площадь чашки Петри, равная ПR 2  

 

Метод Кротова является более точным методом определения мик-

робного числа воздуха с помощью специального прибора. 

 

Контрольные вопросы: 

1. Факторы, определяющие состав микрофлоры воздуха.  

2. Какие микробы являются санитарно-показательными?  

3. Методы санитарно-микробиологического исследования воздуха. 

4. Определение понятия «общее микробное число воздуха». 

5. Методы определения общего микробного числа воздуха. 

6. Методы определения санитарно-показательных микробов.  
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8. БИЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД И ИДЕНТИФИКАЦИЯ 

БАКТЕРИЙ ПО ВИРУЛЕНТНОСТИ 

 

Биологический метод микробиологической диагностики направлен 

на определение наличия токсинов возбудителя в исследуемом материале и 

на обнаружение возбудителя (особенно при незначительном исходном со-

держании в исследуемом образце). Метод включает заражение лаборатор-

ных животных исследуемым материалом с последующим выделением чи-

стой культуры, либо установлением факта присутствия микробного токси-

на. Для проведения биологических проб используют только здоровых жи-

вотных определённых массы тела и возраста.  

Патогенность – это способность микроорганизма вызывать патоло-

гические изменения в макроорганизме. Мерой патогенности микробов яв-

ляется вирулентность.  

Факторы вирулентности определяют способность микробов адсор-

бироваться на чувствительных клетках (адгезия), размножаться на их по-

верхности (колонизация), проникать в клетки (пенетрация), противостоять 

факторам неспецифической резистентности и иммунной защиты организма 

(агрессия).  

Адгезия создает предпосылки для размножения микробов. Чтобы до-

биться этого, они должны преодолеть защитных механизмов организма че-

ловека, особенно во входных воротах инфекции. Бактерии синтезируют 

протеаз, разрушающих IgA, ингибируют лизоцим, H. pylori нейтрализует 

кислую среду желудка благодаря высокой уреазной активности. 

Микроорганизмы могут размножаться как на поверхности, так и 

внутри эпителиальные клеток (шигеллы, иерсении, гонококки) или 

субэпителиальной ткани (во внутренней среде). Многие бактерии, особен-

но условно-патогенные, неспособны к колонизации и пенетрации слизи-

стых оболочек и кожи. Для этого они пользуются повреждениями эпите-

лия, пользуются кровососущими насекомыми. Например, вторичные бак-
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териальные инфекции респираторного тракта, которые развиваются на 

фоне репродукции вируса гриппа в эпителиальных клетках.  

Во внутренней среде микробы сталкиваются с еще более сложными 

иммунными механизмами (воспалительная реакция, системой фагоцитов, 

естественные киллеры и др.). Вероятность выживания возбудителей опре-

деляется набором механизмов, ингибирующих данных защитных факто-

ров: капсула, фибриновая пленка золотистого стафилококка, экзотоксины 

– лейкоцидины и др. В генерилизации инфекционного процесса огромную 

роль играют ферменты вирулентности (гиалуронидаза, эластаза, коллаге-

наза), способствующие прохождению через соединительную ткань; фиб-

рин, растворящий сгусток фибрина; протеиназы и ДНК-аза, разжижающие 

гнойный экссудат и т.п. 

Возбудители, попав в кровь, должны противостоять гуморальным 

факторам иммунитета (антитела, система комплемента, пропердиновая си-

стема, интерфероны и др.). В этих условиях могут выжить только капсуло-

образующие. Сальмонеллы, бруцеллы, микобактерии,легионеллы, риккет-

сии и многие другие микробы размножатся внутри самих фагоцитов, избе-

гая действия бактерицидных механизмов крови и наоборот, фагоцитарные 

клетки сами способствуют генерализации инфекционного процесса. Золо-

тистый стафилококк, обладающий плазмокоогулазной активностью, цир-

кулирует внутри микротромбов. В расширении зоны повреждения опреде-

ленное значение имеют апоптоз инфицированных клеток и секретируемые 

ими вещества, поддерживающие процесс повреждения. 

Ведущими факторами вирулентности являются экзо и эндотоксины.  

По механизму действия экзотоксины делятся на четыре типа: 

1) цитотоксины – блокируют синтез белка в рибосоме клетки (диф-

терийный гистотоксин); 

2) мембранотоксины – повышают проницаемость мембраны эрит-

роцитов (гемолизин) и лейкоцитов (лейкоцидины); 
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3) функциональные блокаторы – ингибируют функции определен-

ных клеток и систем. Энтеротоксины холерного вибриона и энтеротокси-

генных кишечных палочек повышают уровень цАМФ энтероцитов, что яв-

ляется причиной диареи. Нейротоксины ( столбнячный тетаноспазмин) и 

другие блокируют передачу нервных импульсов в клетках спинного мозга; 

4) эксофолиатины золотистого стафилококка и эритрогенин скарла-

тинозного стрептококка – ингибируют межклеточные контакты эпидерми-

са и эндотелия. 

 

8.1. Заражение экспериментальных животных 

 (биологический метод)  

Цели заражения экспериментальных животных:  

1) идентификации микроорганизмов по вирулентности; 

2) выделения чистой культуры возбудителя из различных материа-

лов и ее идентификации; 

3) воспроизведения и изучения инфекционного процесса;  

4) испытания лечебного эффекта химиотерапевтических и иммуно-

логических препаратов. 

5) получения иммунобиологических лечебно-профилактических и 

диагностических препаратов и др. 

В зависимости от цели исследования заражают различных животных 

(кроликов, морских свинок, белых мышей, белых крыс и др.) различными 

способами: накожно, внутрикожно, подкожно, внутримышечно, внутри-

венно, перорально, интраназально, внутритрахеально, интрацеребрально и 

внутрибрюшинно.  

Внутрибрюшинное заражение белых мышей с целью: 

1) идентификации выделенной чистой культуры S.aureus по виру-

лентности; 

2) установления формы инфекции по происхождению, локализации, 

длительности течения, количеству возбудителя и др. 
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1-й этап. 

Ход работы: 

1. Суточную агаровую культуру S.aureus проверяют на чистоту (го-

товят мазок и окрашивают по Граму). 

2. Стерильным физ. раствором смывают культуру и готовят микроб-

ную взвесь соответствующей оптическому стандарту мутности (1мл –  

1 мрд.мкр.тел) 

3. Взвесь микробов (0,5 мл) набирают в шприц.  

4. Заражают внутрибрюшинно белую мышь. Берут мышь левой ру-

кой за хвост, фиксируют её в растянутом состоянии брюшком верх, голо-

вой вниз, чтобы кишечник переместился к диафрагме. В левой нижней 

трети живота делают прокол кожи под острым углом, затем устанавливают 

шприц под прямым углом, толчкообразным движением прокалывают 

брюшину и вводят содержимое шприца. 

5. Зараженных животных маркируют и отправляют в лабораторию. 

Инструменты до и после заражения стерилизуют кипячением. 

2-й этап. Вскрытие трупа с целью обнаружения возбудителя и иден-

тификации путем микроскопического исследования и выделения чистой 

культуры.  

Мышь фиксируют брюшком вверх в специальной подставке. Шерсть 

и кожу обрабатывают спиртом. 

Ход работы: 

1. Макроскопическое исследование. Тщательно осматривают наруж-

ные покровы. Затем делают разрез кожи по прямой линии от нижней че-

люсти до лобка и боковые разрезы к лапкам. Отсепаровывают кожу в обе 

стороны от разреза. Отметить состояние подкожной клетчатки и лимфати-

ческих узлов. Обращают внимание на внешний вид лёгких, сердца. Осмот-

реть органы брюшной полости, характер экссудата, величину, цвет и кон-

систенцию печени и селезенки. 
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2. Микроскопическое исследование. Приготовить следующие мазки и 

окрасить их методом Грама: 

а) мазок из крови сердца; 

б) мазок - отпечаток легкого; 

в) мазок из асцитической жидкости (экссудата); 

г) мазок - отпечаток печени; 

д) мазок - отпечаток селезенки. 

При микроскопии отмечают присутствие микроба-возбудителя в 

различных органах и тканях и по результатам исследования мазков офор-

мить предварительное заключение.  

3. Бактериалогические исследование. Параллельно с приготовлением 

мазков сделать посевы из тех же органов на 5 пробирок с МПБ: 

а) для посева крови из сердца участок его поверхности прижигают 

раскалённым скальпелем и через прижжённый участок вводят капилляр 

стерильной пастеровской пипетки в полость сердца. Затем каплю крови из 

пипетки выдувают в пробирку с МПБ и на предметное стекло для приго-

товления мазка (мазок фиксируют спиртом в течение 3-5 минут); 

б) из ткани лёгкого делают посев кусочка ткани в МПБ и приготов-

ляют мазок – отпечаток; 

в) разрезают брюшную стенку ножницами от диафрагмы до лобка. 

Обращают внимание на наличие экссудата, который собирают пастеров-

ской пипеткой и засевают в МПБ. Каплю экссудата наносят на предметное 

стекло для окрашивания. Для приготовления мазков-отпечатков вырезают 

из печени, селезенки небольшие кусочки ткани, берут их пинцетом и при-

касаются к предметному стеклу поверхностью разреза. Мазки-отпечатки 

фиксируют термическим способом; 

г) результат посевов учитывают на следующий день после инкуба-

ции в термостате. Труп животного после вскрытия подлежит уничтоже-

нию; 
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д) учесть результаты посевов на питательных средах и оформить 

окончательное заключение, ответив на следующие вопросы:  

- вирулентна ли культура S.aureus?  

- какие факторы вирулентности S.aureus Вы обнаружили?  

- от какой формы инфекции погибла мышь? 

 

8.2. Методы определения факторов вирулентности микроорганизмов  

Адгезивность. Адгезины - поверхностные структуры микроорганиз-

мов (пили, поверхностные белки, тейховые кислоты), реализирующие па-

тогенность микроба на начальном этапе развития инфекционного процес-

са. Адгезивность оценивается по способности бактерий прилипать к эрит-

роцитам. Эритроциты крови 1 группы человека смешивают на предметном 

стекле с чистой исследуемой культурой и инкубируют 30 минут при 37оС. 

Делают мазок и подсчитывают индекс адгезии (соотношение количества 

микробов, адгезированных на эритроцитах к количеству эритроцитов, 

участвующих в адгезии).  

Гиалуронидаза. Гиалуронидазной активностью обладают S.aureus, 

S.pyogenes,, C.perfringens и др. Гиалуронидаза – экзофермент, разрушаю-

щий гиалуроновую кислоту, что обеспечивает прохождение бактерий че-

рез соединительную ткань. Для определения гиалуронидазы в опытную 

пробирку вносят бульонную исследуемую культуру бактерий, гиалуроно-

вую кислоту, в контрольную – только гиалуроновую кислоту. После  

20-минутной инкубации в термостате в обе пробирки добавляют 15%-ю 

уксусную кислоту. При наличии у микробов гиалуронидазы жидкость в 

опытной пробирке остается гомогенной, при отсутствии – появляется му-

цина. В контрольной пробирке сгусток муцина образуется всегда в резуль-

тате взаимодействия гиалуроновой и уксусной кислот. 

Лецитовителлаза – экзофермент S.aureus обеспечивающий выжива-

ние бактерий на коже, в очагах нагноения, расщепляет липопротеид обо-
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лочек клеток. Выявляется в виде помутнения или образования радужных 

венчиков вокруг колоний на желточно – солевом агаре.  

Микробный лизоцим – фермент, оказывающий литическое дей-

ствие на грамположительные микроорганизмы, придает штамму-

продуценту селективные преимущества при колонизации кожных покро-

вов и слизистых. Для определения лизоцимной активности тест-микроба 

(микрококка) засевают на МПА сплошным газоном, сверху в виде бляшек 

наносят исследуемую культуру (S. aureus). Инкубируют при 37°С в тече-

ние 24 час. Появление зон лизиса микрококка вокруг культуры S. aureus 

свидетельствует о лизоцимной активности микроба.  

Методы идентификации бактерий по токсигенности 

(по способности синтезировать экзотоксин) 

1. Биологический метод. Испытуемые культуры или токсины в опре-

деленных дозах вводят лабораторным животным с последующей регистра-

цией их гибели (см. п. 8.1).  

2. Иммунологические методы с применением стандартных антиток-

сических антител: реакция нейтрализации токсина (см.п. 9.5), ИФА, РИА и 

РИФ. 

3. ПЦР - выявление гена плазмид, детерминирующего синтез экзо-

токсина.  

Экзотоксины синтезируются в основном грамположительными 

(S.aureus, S.pyogenes, C.perfringens, C.tetani, C.botulinum, C diphtheriae и 

др.), также грамотрицательными бактериями (E.coli, V. сholerae и др.) 

Идентификация бактерий по гемолитической активности 

Гемолитической активностью обладают многие патогенные бактерии: 

S.aureus, S.pyogenes, C. рerfringens, C. tetani, C. botulinum, C. diphtheriae и др. 

Исследуемую культуру засевают в чашки Петри с 5%-м кровяным 

агаром, посевы инкубируют при 37°С в течение 24 ч. Гемолизин, выделяе-

мый растущей культурой бактерий, диффундирует в толщу агара и вызыва-

ет лизис эритроцитов, что проявляется в виде светлой зоны вокруг колоний.  
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8.3. Методы определения персистентных свойств бактерий  

Факторы персистенции обеспечивают способность бактерий дли-

тельно переживать в организме путем защиты от механизмов иммунитета. 

К факторам персистенции относятся поверхностные структуры бактерий 

(капсула, оболочечные антигены: Vi- антиген, А- и М –белки и др.; пепти-

догликан) и секретируемые (иммунодепрессантные) факторы (антилизо-

цимный, антикомплементарный, антиинтерфероновый и др.), антигенная 

мимикрия (сходство антигенов микроба и человека), образование L- форм 

(бактерии лишенные пептидогликана – основной мишени действия факто-

ров иммунитета) и др.  

Капсулообразование. Капсула у многих бактерий маскирует микро-

бы от фагоцитов или подавляет фагоцитоз. Для определения капсулообра-

зования применяются следующие методы: 

1) бактериоскопический метод. Мазки готовят из патологического 

материала (мокрота, гной, спинномозговая жидкость) и окрашивают по 

Граму. Например, S. рneumonia - грамположительные диплококки, окру-

женные неокрашенной капсулой. Можно покрасить по Бурри-Гинсу. Кап-

сулообразующими являются также C.perfringens, К.рneumonia, B. anthracis, 

Y. pestis и др; 

2) биологический метод. Заражение наиболее чувствительных жи-

вотных, например, для диагностики сибирской язвы заражают морских 

свинок, белых мышей или кроликов. После гибели животных, делают 

вскрытие, готовят мазки-отпечатки из органов. Неокрашенная капсула 

окружает грамположительных, крупных палочек или стрептобацилл; 

3) меченные серологические реакции (РИФ, ИФА и РИА). Например, 

для выявления капсульных палочек B.anthracis в экссудате, мазок из экссу-

дата обрабатывают капсульной сибиреязвенной антисывороткой и мечен-

ной антииммуноглобулиновой сывороткой. Учет реакции проводится по 

свечению иммунного комплекса (АГ-АТ-меченное АТ) при люменесцет-

ной микроскопии. 
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Антигенов-ингибиторов фагоцитоза определяют иммунологиче-

ским методом с применением моноклониальных антител против конкрет-

ных антигенов бактерий (ИФА, РИФ). Например, принципиальная схема 

ИФА для выявления А-белка S.aureus в клиническом материале (гной, 

мокрота и др.) следующая. Моноклональные антитела против А-белка 

S.aureus фиксируется на твердой фазе. К нему добавляют исследуемый ма-

териал с предполагаемом антигеном (А-белок). После инкубации и про-

мывки на фиксированных антителах остаются специфические к ним анти-

гены, если таковые имелись в исследуемом материале. Для обнаружения 

комплекса АГ-АТ к нему добавляют антииммуноглобулиновую сыворотку 

(антитела против антител), меченную ферментом (пероксидазой). После 

второй инкубации и промывки образовавшийся комплекс (АГ-АТ-

меченное АТ) можно обнаружить, добавив субстрат к ферменту.  

Антилизоцимную активность определяют по методике Бухарина 

О.В. Исследуемую культуру, напр. S. aureus, засевают на плотную пита-

тельную среду с лизоцимом в виде бляшек. Инкубируют при 37°С в тече-

ние 24 час. после чего выросшие колонии обрабатывают хлороформом и 

наносят второй слой агара с тест-культурой микрококка. Учет проводят 

после инкубации в термостате по росту микрококка вокруг культур, инак-

тивировавших лизоцим, то есть вокруг S. aureus, обладающих антилизо-

цимной активностью  

Определение антикомплементарной активности проводят по ме-

тоду Бухарина О.В. Изучаемые культуры, напр., Enterobacterspp, выращи-

вают в течение 18–24 часов при 37°С на питательном агаре. Выросшие ко-

лонии инактивируют парами хлороформа и на них наслаивают второй слой 

агара, содержащий комплемент. Данная двухслойная система инкубирует-

ся в течение 1 часа при 37°С, во время чего происходит реализация анти-

комплементарных свойств и продуктов жизнедеятельности исследуемой 

культуры. Результатом чего является инактивация комплемента вокруг ко-

лоний. В дальнейшем наслаивают третий слой питательного агара, содер-
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жащего индикаторной культуры Е.coli. После 16–18-часовой инкубации 

при 37°С, во время которой происходит выявление антикомплементарных 

свойств, проводят регистрацию результатов по росту индикаторного 

штамма вокруг исследуемых культур, где произошла инактивация ком-

племента. 

Определение антиинтерфероновой активности. Исследуемые 

культуры, напр., Enterobacter spp, выращивают на питательной среде в 

присутствии лейкоцитарного интерферона, чашки инкубируют сутки, вы-

росшие культуры инактивируют парами хлороформа, а затем на посев 

наслаивают агара, содержащего взвесь тест – культуры (Corynobacterium 

xerosis). Посевы инкубируют 24 часа при 37°С и определяют антиинтерфе-

роновую активность микроорганизмов по наличию роста тест – культуры 

вокруг колоний испытуемых культур. 

 

Контрольные вопросы: 

1. Патогенность и вирулентность микроорганизмов.  

2. Факторы вирулентности.  

3. Факторы, подавляющие механизмы иммунитета.  

4. Экзотоксины, классификация по механизму действия.  

5. Методы выявления факторов вирулентности.  

7. Биологический метод микробиологической диагностики.  
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9. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ 

ИНФЕКЦИОННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ 

 

Система фагоцитов относится к неспецифическим защитным меха-

низмам организма, но участвуют в запуске специфических иммунологиче-

ских реакций. Высокоиммуногенные компоненты микробов, образующие-

ся в процессе ферментативного переваривания, макрофагами представля-

ются Т- и В- лимфоцитам и запускается иммунный ответ с преобладанием 

гуморального или клеточного типа. В результате развития гуморального 

иммунитета вырабатываются антимикробные антитела. Антитела участ-

вуют в распознавании чужеродного антигена, обеспечивают кооперацию 

иммунокомпетентных клеток (АПК, Т- и В-лимфоцитов) и участвуют в 

различных формах иммунного ответа (опсонизируют фагоцитоз, киллер-

ной функции К-клеток, реакциях гиперчувствительности, иммунологиче-

ской толерантности и иммунологической памяти), то есть антитела марки-

руют антигенов для узнавания другими компонентами иммунной системы: 

системой фагоцитов, комплемента, цитокинов, киллерных клеток и др. 

В организме человека в результате размножения и дифференцировки 

специфичного для конкретного антигена В-лимфоцитов образуются плаз-

моциты, синтезирующие иммуноглобулины (Ig) различных классов.  

Вследствие высокой специфичности и большой роли в защитных ре-

акциях антител используют для диагностики заболеваний.  

Существует много разновидностей иммунных реакций, различаю-

щихся по технике постановки и регистрируемому эффекту.  

 

9.1. Реакция агглютинации (РА) на стекле 

РА на стекле - ориентировочная РА, наступающая в течении несколь-

ких минут, применяется только с целью идентификации выделенной из ор-

ганизма больного чистой культуры бактерий по антигенной структуре.  
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В РА на предметном стекле, поставленной с целью идентификации воз-

будителя брюшного тифа по антигенной структуре участвуют 3 ингредиента: 

1) выделенная чистая культура S.typhi на скошенном МПА (корпус-

кулярный АГ-агглютиноген); 

2) диагностические видоспецифические антисыворотки с АТ-ми про-

тив S.typhi, S. paratyphi A и S. paratyphi B., полученные путем гиперимму-

низации кроликов соотвествующими бактериальными антигенами; 

3) изотопический раствор хлорида натрия (электролит). 

Паралелльно вставится три реакции на стекле: 

а) 1 капля физ. раствора + 1 капля диагностической сыворотки про-

тив S.typhi + бактерии со скошенного агара; 

б) 1 капля физ. раствора + 1 капля диагностической сыворотки про-

тив S. paratyphi A + бактерии со скошенного агара; 

в) 1 капля физ. раствора + 1 капля диагностической сыворотки про-

тив S. paratyphi В + бактерии со скошенного агара. 

Хорошо перемешать. Наличие агглютинации (выпадение хлопьев бело-

го цвета) указывает на присутствие соответствующего возбудителя, при отри-

цательной - наблюдается равномерное помутнение (рис.27). Агглютинация – 

это склеивание бактериальных клеток под влиянием специфических антител.  

 

 

Рис. 27. Реакция агглютинации на предметном стекле.  

а-агглютинация; б-отсутствие агглютинации. 
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9.2. Развернутые реакции агглютинации Видаля, Вейгля и Райта  

Агглютинация – это склеивание и выпадение в осадок микроорга-

низмов или других клеток (корпускулярных антигенов) под действием 

специфических антител в присутствии электролитов. 

Развернутая РА в пробирках (объемный способ) применяется для се-

рологической диагностики инфекционных заболеваний, то есть для опре-

деления динамики нарастания титра противомикробных антител в сыво-

ротке крови (реакция Видаля - при брюшном тифе и паратифах, р. Вейгеля 

- при эпидемическом сыпном тифе, р. Райта - при бруцеллезе и др.) и для 

серологической идентификации микробов. 

РА Видаля применяется с целью серодиагностики брюшного тифа и 

паратифов А и В, то есть для определения антител, и изучения динамики 

нарастания и сохранения антител против S.typhi, S. paratyphi A и S. paratyphi 

B, которые обнаруживаются в крови больного со 2-ой недели заболевания.  

Компоненты реакции: 

1) исследуемая сыворотка крови в разведениях от 1:100 до 1:800; 

2) три диагностикума - взвеси убитых сальмонелл: S.typhi, S. para-

typhi A и S. paratyphi В; 

3) изотопический раствор хлорида натрия (электролит). 

Реакция ставится в три ряда пробирок по 5 пробирок в каждом ряду, 

из которых 4 опытных и одна контрольная (физ.раствор+диагностикум).  

Реакцию инкубируют: 

1) в термостате в течение 2 часов при 37°С, при этом образуются 

крупнохлопчатый осадок за счет жгутикового Н-антигена;  

2) при комнатной температуре в течение 18-24 часов, выпадает мел-

козернистый осадок за счет соматического О-АГ. 

Механизм реакции. Реакция протекает в две фазы: 

1) соединение АГ с АТ (специфическая фаза); 

2) выпадение образовавшегося комплекса АГ-АТ (агглютината) в 

растворе солей (электролите) в осадок (неспецифическая фаза). 
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Антигены поливалентны, а антитела двух – (IgG) или более валентны 

(IgМ). Соединение их приводит к образованию макроконгломератов, вы-

падающих в осадок.  

При учёте реакции сначала просматривают контрольную пробирку. 

В ней при лёгком встряхивании наблюдается равномерное помутнение, 

хлопьев не должно быть. Опытные пробирки просматривают одновремен-

но с контрольной, держа в одной руке и встряхивая. При положительной 

реакции обнаруживаются хлопья из склеенных бактерий. Учитывают мак-

симальное разведение сыворотки, при котором произошла отчетливая аг-

глютинация (титр сыворотки). Диагностический титр равен 1:200, то есть 

реакция считается положительной при наличии агглютинации в разведе-

нии сыворотки 1:200 и более (рис.28). 

 

 

агглютинация         контроль   контроль 

    сыворотки   антигена 
 

Рис. 28. Развернутая РА. 

 

Недостатки реакции:  

1) реакция положительна начиная со 2-ой недели заболевания; 

2) реакция положительна в 3-х случаях: у больных («инфекционная» 

реакция), у переболевших («анамнестическая») и у вакцинированных 

(«прививочная»). 



 76 

Для дифференциации реакций прибегают к повторной постановке ее че-

рез 5-6 дней. У больных отмечается нарастание титра антител в 4 и более раза. 

При «прививочной» и «анамнестической» реакциях титр антител не изменится; 

3) реакция может быть группоспецифической - положительной с 

двумя или тремя антигенами. При групповой агглютинации учет реакции 

проводится по максимальному титру антител.  

Реакцию Видаля можно поставить одновременно с Н- и О-

антигенами бактерий брюшного тифа, что помогает дифференцировать 

«инфекционную» от «прививочной», так как у привитых и переболевших 

обнаруживаются только Н-антитела, О- агглютинин в высоком титре отме-

чается только в разгар болезни. 

РА Вейгеля ставится с диангостикумом Ricketsia prowazekii (взвесь 

убитых риккетсий), РА Райта – с бруцеллезным диагностикумом (взвесь 

убитых бруцелл: B. melitensis, B. abortus и B. suis). 

 

9.3. РПГА – реакция пассивной гемагглютинации 

Под РПГА понимают реакцию, в которой АТ-а взаимодействуют с 

высокодисперсными АГ (гаптенами), предварительно адсорбированными 

на эритроцитах, которые при этом склеиваются (рис.29).  

 

Рис. 29. Реакция пассивной гемагглютинации (РПГА). 

 

Компоненты РПГА, применяемой для определения напряженности 

поствакцинального противодифтерийного антитоксического иммунитета:  

1) испытуемая сыворотка крови в разведениях от 1:10 до 1:20480; 
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2) диагностикум дифтерийный эритроцитарный – дифтерийный ана-

токсин, адсорбированный на поверхности эритроцитов; 

3) физиологический раствор; 

4) противодифтерийная контрольная сыворотка с активностью 

10МЕ/мл; 

5) полистероловые пластины (при их отсутствии – пробирки). 

Испытуемую сыворотку разводят физ. раствором в 12 лунках.  

Вносят по 1 капле диагностикума в каждую лунку. 

Ставят контроли специфичности реакции с иммунной противодиф-

терийной антисывороткой (положительная реакция) и нормальной сыво-

роткой (отрицательная реакция). 

Противодифтерийную контрольную сыворотку (с активностью 

10МЕ/мл) разводят от 1:10 до 1:20480 и вносят также по 1 капле диагно-

стикума. 

Оставляют при комнатной температуре на 3 часа (максимум на 15-20 

часов) и читают реакцию. 

При положительной реакции, в результате образования комплекса 

(АГ-АТ) на поверхности эритроцитов, последние склеиваются и равномер-

но покрывают все дно пробирки или всю лунку пластинки в виде зонтика с 

неровными краями. При отрицательной реакции эритроциты выпадают в 

осадок в виде меленького диска с ровными краями («пуговки»).  

Титром антитоксина в исследуемом материале считают последнее мак-

симальное разведение, которое еще вызывает агглютинацию эритроцитов. 

Расчет активности испытуемой сыворотки производят по формуле: 

Х=(10хА)/В,  

где:  Х – активность испытуемой сыворотки в МЕ/мл; 

10 – титр контрольной сыворотки в МЕ/мл; 

А – максимальное разведение испытуемой сыворотки с положитель-

ным результатом; 

В – максимальное разведение контрольной сыворотки с положитель-

ным результатом. 
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Неиммунными считаются лица с титром антитоксина менее 0,03 

МЕ/мл. (1:20). 

РПГА с целью определения напряженности противоскарлатинозно-

го антитоксического иммунитета ставят с анатоксином S. pyogenes, ад-

сорбированным на поверхности эритроцитов. 

 

9.4. Реакция преципитации (РП)  

Преципитация и агглютинация – это довольно сходные реакции, ко-

торые различаются главным образом на основании физических свойств 

АГ. В первом случае он представлен в растворимой, во втором – в корпус-

кулрной формах. В основе РП лежит образование преципитата в процессе 

реакции АГ-АТ. РП высоко специфична и чувствительна. 

Выделяют 2 способа постановки РП (в растворах и в геле).  

Постановка РП по Асколи  

с целью обнаружения антигена сибиреязвенных бацилл 

Для постановки реакции преципитации необходимо иметь: преципи-

тиноген - гаптен B.anthracis (экстракт из тканей), преципитин (преципити-

рующая сибиреязвенная сыворотка) и физиологический раствор.  

В качестве сибиреязвенного термопреципитиногена (гаптен) исполь-

зуют прокипяченые и профильтрованные водные экстракты органов и тка-

ней трупного материала. 

Реакцию кольцепреципитации ставят в узких преципитационных 

пробирках, в которые разливают преципитирующие сыворотки. Затем по 

стенке пробирки осторожно наслаивают преципитиноген. При положи-

тельной реакции на границе соприкосновения ингредиентов появляется 

мутное кольцо преципитации (рис.30). 
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Рис. 30. Реакция кольцепреципитации. 

 

При постановке реакции преципитации применяют следующие кон-

троли: 

а) антиген и физиологический раствор; 

б) специфическая сыворотка и физ. раствор; 

в) антиген и неспецифическая сыворотка. 

РП в геле по Оухтерлони (реакция нейтрализации экзотоксина ан-

титоксином) позволяет определять токсигенность дифтерийной палочки с 

помощью антитоксической сыворотки. В чашку Петри с питательной сре-

дой помещают полоску фильтровальной бумаги, пропитанной антитокси-

ческой противодифтерийной сывороткой и засевают исследуемыми куль-

турами в виде штрихов (бляшек), перпендикулярных к полоске бумаги. В 

качестве положительного контроля берут заведомо токсигенную культуру. 

Инкубируют при 37°С в течение 24-48 часов. При наличии токсигенной 

культуры в месте взаимодействия токсина с антитоксином образуются ли-

нии преципитации (рис.31). 
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Рис. 31. Реакция преципитации в геле по Оухтерлони. 

 

9.5. Реакция нейтрализации (РН) токсина антитоксином на мышах  

РН токсина антитоксической сывороткой на животных основана на 

способности специфических антител – антитоксинов подавлять биологиче-

скую активность бактериальных экзотоксинов.  

Компоненты РН на мышах, поставленной с целью идентифика-

ции С.рerfringens по токсигенности: 

1) исследуемый материал (экзотоксин С.рerfringens); 

2) диагностические сыворотки с антитоксинами против С.рerfringens, 

C. novyi, C. septicum, C. histolyticum и др.; 

3) мыши – индикатор реакции.  

Диагностические сыворотки получают путем гипериммунизации 

кроликов анатоксинами - инактивированными эзотоксинами (формальде-

гидом), но сохранившими свои иммуногенные свойства, то есть способ-

ность индуцировать выработку защитных антител. 

Принцип метода. К диагностическим видоспецифическим антиток-

сическим сывороткам добавляют исследуемого токсина, выдерживают в 
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течение определенного времени и вводят внутрикожно животным. Учет 

реакции проводится по живой мышке.  

С. рerfringens продуцирует шесть типов экзотоксина, различающихся 

по антигенной структуре (А, В, С, D, Е, F). Идентифицируют их с помо-

щью диагностических типоспецифических сывороток.  

 

9.6. Реакция нейтрализации (РН) вирусов на мышах 

Реакция нейтрализации вирусов основана на способности специфи-

ческих вируснейтрализующих антител блокировать инфекционные, ге-

магглютинирующие, гемадсорбирующие, цитопатические, бляшкообразу-

ющие и др. свойства вирусов.  

Для постановки РН на мышах с целью идентификации вируса 

клещевого энцефалита необходимы следующие компоненты:  

1) исследуемый вируссодержащий материал (кровь, ликвор, выде-

ленная чистая культура вируса и др.);  

2) диагностическая сыворотка с антителами против вируса клещево-

го энцефалита; 

3) индикаторный объект: две белые мыши (опыт и контроль).  

Принцип. Смесью (вируссодержащий материал + диагностическая 

сыворотка), выдержанной в течение определенного времени, заражают ла-

бораторных животных. При (+) реакции, т.е. при нейтрализации вируса ан-

тителами индикаторные объекты продолжают нормально существовать, а в 

контроле – у мышей развиваются параличи, затем погибают. 

 

9.7. Реакция торможения гемагглютинации (РТГА)  

РТГА относится к реакциям нейтрализации in vitro. 

У некоторых вирусов (например, вируса гриппа) есть гемагглюти-

нин, вызывающий агглютинацию эритроцитов различных животных в за-

висимости от вида вируса. При наличии в сыворотке антител наблюдается 

ингибированные гемагглютинирующей активности вирусов (рис.32). 
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Рис. 32. Реакция торможения гемагглютинации 

 

Для постановки РТГА с целью определения серотипа вируса 

гриппа А требуются следующие компоненты: 

1) аллантоисная жидкость куриного эмбриона; 

2) диагностические противогриппозные сыворотки с антителами 

против серотипов вируса гриппа А: А(Н1N1), А(Н2N2), А(Н3N2 и др.; 

3) 3,5% взвесь куриных эритроцитов – индикатор реакции; 

4) физиологический раствор. 

Реакция ставится на стекле капельным способом. На стекло наносят 

по 1 капле диагностических сывороток и исследуемого материала, пере-

мешивают, затем добавляют 1 каплю взвеси эритроцитов. При положи-

тельной реакции наблюдается гомогенное покраснение, а при отрицатель-

ной – выпадение хлопьев красного цвета (гемагглютинация). 

 

9.8. Реакции связывания комплемента (РСК) 

Специфические АТ, обуславливающие лизис (растворение) клеток, 

носят название лизинов. Эти АТ применительно к бактериям называются 

бактериолизинами, к эритроцитам – гемолизинами и т.д. 

Лизины способны проявить свое лизирующее действие на АГ только 

в присутствии комплемента, который является составной частью любой 

свежей сыворотки.  
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Таким образом, в основе реакции лизиса (РСК) лежит взаимодей-

ствие трех компонентов: АГ, АТ и комплемента. 

В начале реакция идет по типу агглютинации, затем к комплексу  

АГ-АТ через Fc-фрагмент антител присоединяется комплемент. Наступает 

активация компонентов комплемента, которая приводит к потери подвиж-

ности бактерий (р. иммобилизации трепонем - при сифилисе), изменению 

формы (набухают), и, наконец, совсем растворяются (р. агглютинации-

лизиса при лептоспирозе, р. лизиса - при возвратном тифе).  

РСК относится к сложным серологическим реакциям, в которых 

участвуют, кроме АГ и АТ, ещё гемолитическая система (р. гемолиза), вы-

являющая результат реакции.  

РСК проводится в два этапа при участии двух систем: 

1) первая система (тестовая) – инкубация смеси, содержащей АГ-АТ-

комплемент;  

2) вторая система (индикаторная) – гемолитическая сыворотка (ге-

молизины) + эритроциты – показывает исход реакции в первой системе: в 

случае положительного результата реакции в первой системе (образования 

комплекса АГ+АТ+комплемент), во второй системе не произойдет гемоли-

за ввиду отсутствия комплемента (эритроциты оседают на дно пробирки). 

В случае отрицательного результата в первой системе вторая сопровожда-

ется гемолизом, т. к. образуется комплекс эритроциты + гемолизины + 

комплемент (рис.33). 
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Рис. 33. Реакция связывания комплемента. 

 

Для постановки РСК Борде-Жангу, которая применяется с целью 

определения антител к гонококку (N. gonorrhoeae) при хронической гоно-

реи требуются следующие компоненты: 

1. Компоненты тестовой системы: 

1) испытуемая сыворотка неизвестными противогонококковыми ан-

тителами (предварительно инактивируют нагреванием при 56°С в течение 

30 минут);  

2) гонококковый диагностикум– взвесь убитых N. Gonorrhoeae; 

3) комплемент. 

2. Индикаторная (гемолитическая) система: 

1) 3% взвесь эритроцитов барана (корпускулярный антиген-

агглютиноген); 
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2) гемолитическая сыворотка. 

3. Физиологический раствор.  

В качестве комплемента в РСК применяют свежую и высушенную 

сыворотку морской свинки, т. к. в крови морской свинки комплемент со-

держится в наибольшем количестве и присутствует постоянно, чем у др. 

животных. Перед постановкой РСК следует проводить титрование ком-

племента в реакции гемолиза (эритроциты барана, гемолитическая сыво-

ротка, комплемент, физ. раствор) и определение рабочей дозы. 

Титр комплемента – наибольшее разведение комплемента, которое 

вызывает полный лизис эритроцитов в присутствии гемолитической сыво-

ротки. Рабочая доза комплемента – количество комплемента, которое вы-

ше титра на 25%. 

Гемолитическая сыворотка готовится путём иммунизации кроликов 

50% взвесью эритроцитов барана.  

РСК Вассермана ставится для диагностики сифилиса с целью обна-

ружения противотрепанемных антител в сыворотке крови, а также для 

определения эффективности специфической терапии. Она основана на 

принципе РСК Борде-Жангу. Существенным отличием реакции Вассерма-

на является применение двух диагностикумов: специфический (трепонем-

ный) и неспецифический (кардиолипиновый).  

Одновременно с основным опытом ставят 2 контроля: с заведомо от-

рицательной и заведомо положительной сыворотками. 

Первый период сифилиса является серонегативным и характеризует-

ся отрицательной реакцией Вассермана. У 50% больных реакция становит-

ся положительной не ранее чем через 2-3 недели после появления твердого 

шанкра. Во втором и третьем периодах сифилиса частота положительных 

реакций достигает 75-90%. После проведенного курса лечения реакция 

Вассермана становится отрицательной. 
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Реакция может быть ложноположительной при ряде заболеваний и 

состояний: беременность, онкопроцессы, туберкулез, после приема жир-

ной пищи и алкоголя и др.  

РИБТ – реакции иммобилизации бледной трепонемы применяет-

ся для серологичекой диагностики сифилиса. РИБТ позволяет дифферен-

цировать биологически ложноположительные результаты реакции Вассер-

мана и осадочных реакций от истинных, что делает ее незаменимой при 

распознавании скрытого сифилиса, диагноз которого может быть постав-

лен часто лишь на основании серологических исследований. 

Ингредиенты: 

1) испытуемая сыворотка с противотрепанемными антителами (им-

мобилизины); 

2) антиген - взвесь бледных трепонем, полученный из яичка кроли-

ка зараженного сифилитическим орхитом; 

3) комплимент – сыворотка морских свинок в рабочей дозе. 

В основе реакции лежит образование иммунного комплекса АГ-АТ-

комплемент, что сопровождается активацией последнего и потерей по-

движности T.рallidum. Учет реакции проводится микроскопированием 

препарата «раздавленной» капли.  

 

9.9. Опсоно-фагоцитарная реакция  

Применяется для определения опсонинов – антител, стимулирующих 

фагоцитарную активность лейкоцитов, т.е. серодиагностики инфекций, 

например, бруцеллёза. 

Усиление фагоцитоза происходит за счёт присоединения опсонинов 

с активными центрами (Fав – фрагмент) к детерминантам бактерий, а затем 

с помощью Fc – фрагментов к Fc – рецепторам фагоцитов. В нормальной 

сыворотке содержится небольшое количество опсонинов, которые прояв-

ляют свое действие в присутствии комплемента. В иммунной сыворотке 
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опсонинов больше и их активность в меньшей степени зависит от компле-

мента (табл. 4). 

Таблица 4 

Компоненты реакции 

Компоненты Опыт Контроль 

Исследуемая сыворотка  

Нормальная сыворотка 

Суточная микробная культура (напр., ста-

филококковая) 

Фагоциты – взвесь нейтрофилов 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

 

Инкубация при 37°С в течение 30 минут. Из каждой пробирки гото-

вят мазки, окрашивают по Романовскому–Гимзе и считают под микроско-

пом количество микробов в 100 и более нейтрофилах, т.е. определяют фа-

гоцитарный показатель.  

Фагоцитарный показатель – количество микробов, поглощенных 

одним нейтрофилом.  

Опсонический индекс – фагоцитарный показатель иммунной (иссле-

дуемой) сыворотки / фагоцитарный показатель нормальной сыворотки. 

Чем выше опсонический индекс (должен быть > 1), тем выше имму-

нитет. 

 

9.10. Реакции непрямой иммунофлюоресценции (РИФ)  

В настоящее время широко применяются серологические реакции 

(СР), в которых участвуют меченые АГ или АТ. К ним относятся реакция 

иммунофлюоресценции, радиоиммунный и иммуноферментный методы, ре-

акция иммуноблотинга, проточная цитометрия и электронная микроскопия. 

Готовят диагностические сыворотки иммунизацией животных соот-

ветствующим АГ, затем выделяют иммуноглобулины и конъюгируют их 

со светящимися красителями (флюорохромами), ферментами, радиоизото-

пами. 
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Диагностических моноклональных антител получают с помощью ги-

бридных клеток, образованных путем слияния иммунного В-лимфоцита с 

миеломной клеткой. Гибридомы способны быстро размножаться in vitro в 

культуре клеток и продуцировать при этом иммуноглобулин, характерный 

для взятого В-лимфоцита.  

Существуют различные модификации РИФ. Для экспресс – диагно-

стики инфекционных заболеваний - для выявления микробов или их анти-

генов в исследуемом материале применяется РИФ по Кунсу. 

Выделяют два метода РИФ по Кунсу: прямой и непрямой.  

Компоненты непрямой РИФ, предназначенной для экспреесс-

диагностики гриппа А: 

1) исследуемый материал смыв с носоглотки больного с подозрени-

ем на грипп; 

2) специфическая антисыворотка с антителами против вируса грип-

па А; 

3) антиглобулиновая сыворотка, меченная флюорохромом; 

4) изотонический раствор хлорида натрия. 

Мазок из исследуемого материала сначала обрабатывают иммунной 

сывороткой к искомому антигену, а затем – меченной антиглобулиновой 

сывороткой. При люминесцентном микроскопическом исследовании в том 

участке, где локализуются комплексы АГ-АТ– меченные АТ, обнаружива-

ют флюоресценцию метки (рис.34).  
 

 

Рис. 34. Реакция иммунофлюоресценции. 
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Для серологической диагностики гриппа А, то есть для определения 

антител против вируса гриппа А в сыворотке крови, с помощью непрямой 

РИФ используют гриппозный диагностикум (антиген вируса гриппа А). 

Серодиагностика вирусных инфекций в основном носит ретроспективный 

характер и применяется для эпидемиологического анализа. 

 

9.11. Иммуноферментный анализ (ИФА)  

Индикатором реакции является способность ферментов вызывать 

цветные реакции при действии на соответствующий субстрат. Например, 

субстратом для пероксидазы является раствор ортофенилдиамина (ОФД) 

или тетраметилбензидин (ТМБ).  

Наиболее широко применяется твердофазный ИФА (рис.35), непря-

мой и конкурентные способы (рис.36). 

 

 

 

Рис. 35. Иммуноферментный анализ (твердофазный). 
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Рис. 36. Иммуноферментный анализ  

(непрямой и конкурентные способы). 

 

Результаты ИФА можно оценить визуально и измерением оптиче-

ской плотности на спектрофотометре (ИФА – анализаторе).  

В качестве примеров приводятся следующие типы ИФА: 

1. Конкурентный тип предназначен для выявления поверхностного 

антигена вируса гепатита В (HBs Ag) в сыворотках и плазме крови при ди-

агностики вирусного гепатита В и определения носительства HBs Ag. 

Компоненты: 

1) исследуемый материал – сыворотка или плазма крови; 

2) антитела к HBs Ag, адсорбированные на поверхности лунки по-

листиролого микропланшета;  

3) конъюгат – мышиные моноклональные антитела к HBs Ag, мече-

ные пероксидазой; 

4) ортофенилендиамин (ОФД) – субстрат; 

5) фосфатно – солевой буфер; 
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6) контрольные сыворотки.  

Ход работы: 

1. Внесение контрольных и исследуемых сывороток. 

2. Инкубация 1 час при 37°С. 

3. Отмывание лунок. 

4. Внесение конъюгата. 

5. Инкубация 1 час при 37°С. 

6. Отмывание лунок. 

7. Внесение ОФД. При наличии HBs Ag раствор в лунках желтеет. 

8. Учёт ИФА проводят по оптической плотности с помощью фото-

метра. Степень оптической плотности будет обратно пропорциональной 

концентрации исследуемых HBs Ag. 

Реакция протекает в три фазы: 

1. HBs Ag исследуемой сыворотки (плазмы) связывается с гомоло-

гичными АТ, адсорбированными на поверхности лунки. Образуется ИК 

АГ-АТ. (HBs Ag – anti HBs АТ). 

2. Антитела к HBs Ag, меченые пероксидазой связываются с остав-

шимися свободными детерминантоми HBs Ag комплекса АГ-АТ. Образу-

ется комплекс АТ-АГ-меченые АТ (anti HBs АТ - HBs Ag - anti HBs АТ, 

меченые пероксидазой). 

3. ОФД взаимодействуют с пероксидазой комплекса АТ-АГ-АТ и 

происходит жёлтое окрашивание.  

2. Непрямой тип является основной тестовой реакцией серодиагно-

стики ВИЧ – инфекции.  

Компоненты: 

1) исследуемый материал – сыворотка крови (АТ к АГ-м ВИЧ); 

2) синтетические пептиды имитирующие 2-х антигенов ВИЧ: gp 120 

и gр 41, адсорбированные на поверхности полистироловой лунки; 

3) антиглобулиновая сыворотка, меченная пероксидазой, получен-

ная путём иммунизации кроликов глобулинами человека (АТ к АТ); 
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4) ОФД; 

5) фосфатно-солевой буфер; 

6) контрольные сыворотки.  

Ход работы: 

1. Внесение контрольных и исследуемых сывороток. 

2. Инкубация 30 минут при 37°С. 

3. Отмывание. 

4. Внесение антиглобулиновой сыворотки меченой ферментом. 

5. Инкубация 30 минут при 37°С. 

6. Отмывание. 

7. Внесение ОФД. 

Реакция протекает в 3 фазы: 

1. Антитела к ВИЧ исследуемой сыворотки связываются с гомоло-

гичными антигенами (gр 120 и gр 41), и на поверхности сорбента образует-

ся ИК АГ-АТ ( АГ ВИЧ - АТ к ВИЧ). 

2. Образование ИК АГ-АТ-АТ, меченое пероксидазой, т.к. АТ иссле-

дуемой сыворотки являются антигенами для антиглобулиновой сыворотки. 

3. ОФД взаимодействует с пероксидазой комплекса АГ-АТ-АТ, и 

происходит жёлтое окрашивание раствора лунки. Степень ферментативной 

активности прямо пропорциональна концентрации исследуемых АТ. 

 

9.12. Диагностика ВИЧ-инфекции  

с помощью реакции иммуноблоттинга 

Реакция иммуноблотинга (РИ) разработана на основе ИФА. Является 

самым специфичным и чувствительным методом иммунохимического ана-

лиза. Иммуноблотинг (от англ. blot – промокать, пятно) сочетает ИФА с 

электрофорезом. Применяется для выявления не комплексных антител к 

ВИЧ, а антитела к отдельным его структурным белкам (белки-р24, глико-

протеины: gр120, gр41 и др.). Относятся к экспертным (подтверждающим) 

реакциям диагностики ВИЧ-инфекции.  
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Реакция проводится в несколько этапов: 

1. Вирус разрушают на компоненты - антигены (р24, gр120, gр 41 и 

др.), которые подвергаются электрофорезу в полиакриламидном геле, то 

есть разделению антигенов на фракции по молекулярной массе.  

2. Гель покрывают нитроцеллюлозной мембраной и на неё при по-

мощи электрофореза переносятся фракции антигенов. Нитроцеллюлоза ве-

дёт себя подобно промокательной бумаге. Мембрану разрезают на полоски 

(стрипы). Фирмы выпускают такие полоски с «блотами» антигенов. 

3. Стрипы с нанесёнными на него антигенами ВИЧ погружают в сы-

воротку обследуемого и затем отмывают от несвязавшегося материала.  

4. Стрипы инкубируют антиглобулиновой сывороткой, меченой пе-

роксидазой, отмывают . 

5. Добавляют субстрат и отмечают число окрашенных фракций (пя-

тен), которые соответствуют в зоне локализации комплекса АГ-АТ.  

Наличие полос на определённых участках стрипа подтверждает при-

сутствие в исследованной сыворотке антител к строго определённым анти-

генам ВИЧ. Результат иммуноблотинга считается положительным, если на 

мембране видны полосы, соответствующие любым двум из трех антигенов 

ВИЧ — р24, gp41 и gp 120 (рис.37). 

 

Рис. 37. Результат реакции иммуноблотинга. 1-10 - полоски, вдоль ко-

торых распределились антигены ВИЧ: p – протеины, gp – гликопротеины. 
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Контрольные вопросы: 

1. Иммунологический метод диагностики инфекционных заболеваний.  

2. Экспресс диагностика. 

3. Серодиагностика инфекционных заболеваний.  

4. РА на стекле. Назначение. Компоненты. Механизм. Учет реакции.  

8. Развернутая реакция агглютинации.  

9. Механизм и практическое использование реакции РПГА.  

10. Механизм и диагностическое применение реакции преципитации. 

11. Механизм и диагностическое значение РСК. 

12. РН токсина с антитоксином на мышах.  

13. РН вирусов на мышах. Компоненты. Механизм. Учет реакции. 

14. Опсоно-фагоцитарная реакция. 

15. Реакция непрямой иммунофлюоресценции.  

16. ИФА, способы постановки. Механизм. Учет реакции. 

17. Реакция иммуноблотинга. Назначение.Компоненты. Механизм.  
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ТЕСТОВЫЕ ЗАДАНИЯ  

(оцениваемые компетенции ОК-1, ОПК-1, ПК-1) 

 

Выберите один правильный ответ 

1. РЕАКЦИЯ КУМБСА ПРИМЕНЯЕТСЯ С ЦЕЛЬЮ… 

1) обнаружения опсонинов 

2) обнаружения неполных антител 

3) установления вида микроорганизма 

4) определения серовара микроорганизма 

5) обнаружения антитоксинов 

 

2. МЕХАНИЗМ ПЕРВОЙ СТАДИИ СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ – 

1) агглютинация 

2) преципитация 

3) соединение АГ с АТ 

4) лизис 

5) связывание комплемента 

  
3. ДЛЯ ОЦЕНКИ СОСТОЯНИЯ Т-ЗВЕНА ИММУННОЙ СИСТЕМЫ 

ИСПОЛЬЗУЮТ… 

1) РСК  

2) РПГА 

3) проточную цитометрию  

4) опсоно-фагоцитарную реакцию 

 

4. ЕСЛИ АНТИГЕНОМ ЯВЛЯЕТСЯ ЭКЗОТОКСИН, ТО ФЕНОМЕНОМ 

СЕРОЛОГИЧЕСКИХ РЕАКЦИЙ ЯВЛЯЕТСЯ… 

1) преципитация 

2) агглютинация 

3) опсонизация 

4) лизис 

5) нейтрализация  

 

5. ЕАС-РОК ОСНОВАН НА ВЫЯВЛЕНИИ… 

1)  С3 рецептора В-клеток 

2) С3 рецептора А-клеток 

3) рецепторов к эритроцитам  

4) Fс-рецепторов  
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6. ЕА-РОК ОСНОВАН НА ВЫЯВЛЕНИИ… 

1) С3 рецепторов В-клеток 

2) Fc-рецепторов А-клеток 

3) Fc-рецепторов Т-клеток 

4) рецепторов к эритроцитам 

 

7. СИСТЕМА КОМПЛЕМЕНТА, ОБЛАДАЮЩАЯ ОПСОНИЗИРУЮЩИ-

МИ СВОЙСТВАМИ - ЭТО 

1) С 5 

2) С 7 

3) С 9 

4)  С3в С4в 

 

8. СИСТЕМА КОМПЛЕМЕНТА, ОБЕСПЕЧИВАЮЩАЯ ЛИТИЧЕСКОЕ 

ДЕЙСТВИЕ - ЭТО 

1) С2 

2) С3В 

3) С8, С9 

4) С3А, С3В 

5) С1 

  
9. РАБОЧАЯ ДОЗА КОМПЛЕМЕНТА РАВНА … 

1)  титру комплемента 

2)  титру, сниженному на 25-30% 

3)  титру, увеличенному на 25-30% 

4)  1/2 титра 

 

10. МАРКЕР Т-КИЛЛЕРОВ - ЭТО 

1) HLA - A 

2) HLA - DR 

3) CD - 3 

4) CD - 8 

5) CD - 4  

 

11. АКТИВАЦИЮ Т–ЛИМФОЦИТОВ ВЫЗЫВАЕТ… 

1) митоген Лаконоса 

2) липополисахарид 
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3) фитогемагглютинин 

4) декстрансульфат 

5) поливинилпирролидон 

  
12. ЛИМФОБЛАСТ – ЭТО… 

1) лимфоцит в конечной фазе дифференцировки 

2) лимфоцит с цитотоксическими эффекторными свойствами 

3) предшественник зрелых лимфоцитов 

4) лимфоцит в фазе интенсивного размножения 

  
13. ЦИТОКИН Т–ХЕЛПЕРОВ, СТИМУЛИРУЮЩИЙ ПРОЛИФЕРАЦИЮ 

И ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ ДРУГИХ СУБПОПУЛЯЦИЙ Т–КЛЕТОК - ЭТО 

1) интерлейкины 

2) ÌL 2 

3) ÌL 3 

4) ÌL - 6 

5) ÌL - 5  

 

14. В РЕАКЦИИ АГГЛЮТИНАЦИИ УЧАСТВУЮТ АНТИГЕНЫ… 

1) растворимые 

2) корпускулярные 

3) любые  

 

15. ПОВЫШЕНИЕМ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ БАКТЕРИЙ К 

ФАГОЦИТОЗУ ЯВЛЯЕТСЯ РЕАКЦИЯ… 

1) агглютинации 

2) нейтрализации токсина 

3) опсонизации 

4) связывания комплемента 

5) преципитации 

 

16. АНТИГЕНЫ, УЧАСТВУЮЩИЕ В РЕАКЦИИ АГГЛЮТИНАЦИИ - 

ЭТО  

1) белки  

2) полисахариды  

3) экзотоксин  

4) микробные клетки  
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17. АНТИГЕНЫ - МАРКЕРЫ Т-КИЛЛЕРОВ - ЭТО 

1) HLA - A 

2) HLA - DR 

3) CD - 3 

4) CD - 8 

5) CD - 4  

 

18. РЕАКЦИЯ, ПРИМЕНЯЕМСЯ ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ  

Т–ЛИМФОЦИТОВ - ЭТО  

1) М - РОК 

2) ЕА - РОК 

3) ЕАС - РОК 

4) Е – РОК  

 

19. АКТИВАЦИЮ Т–ЛИМФОЦИТОВ ВЫЗЫВАЕТ… 

1) митоген Лаконоса 

2) липополисахарид 

3) фитогемагглютинин 

4) декстрансульфат 

5) поливинилпирролидон  

 

20. ЛИМФОБЛАСТ – ЭТО… 

1) лимфоцит в конечной фазе дифференцировки 

2) лимфоцит с цитотоксическими эффекторными свойствами 

3) предшественник зрелых лимфоцитов 

4) лимфоцит в фазе интенсивного размножения 

 

21. ПОКАЗАТЕЛЕМ АКТИВНОСТИ ИНФЕКЦИОННОГО ПРОЦЕССА 

ЯВЛЯЕТСЯ... 

1) Ig M 

2) IgG 

3) IgМ и IgG  

 

22. АГ - 2-Х МЛРД. ВЗВЕСЬ БАКТЕРИЙ НА ФИЗИОЛОГИЧЕСКОМ 

РАСТВОРЕ ВЫЗЫВАЕТ СЛЕДУЮЩИЙ ФЕНОМЕН 

СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ: 

1) преципитация  

2) агглютинация  
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3) опсонизация  

4) лизис 

5) флокуляция  

 

23. ДЕТЕРМИНАНТЫ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ, ВЗАИМОДЕЙСТВУЮ-

ЩИЕ С АНТИГЛОБУЛИНОВЫМИ АНТИТЕЛАМИ, ПРИМЕНЯЕМЫМИ 

В «НЕПРЯМЫХ» СЕРОЛОГИЧЕСКИХ РЕАКЦИЯХ - ЭТО  

1) идиотипические 

2) аллотипические  

3) изотипические  

 

24. ИММУННЫМ ИНТЕРФЕРОНОМ ЯВЛЯЕТСЯ … 

1) бетта-интерферон 

2) гамма-интерферон 

3) альфа-интерферон  

 

25. ЧАСТЬ МОЛЕКУЛЫ АНТИТЕЛА, ОТВЕТСТВЕННАЯ ЗА 

АКТИВАЦИЮ КОМПЛЕМЕНТА, - ЭТО 

1) «L» - цепи 

2) Fс– фрагмент 

3) Fав – фрагмент 

4) активные центры 

5)  H- цепи  

 

26. ЦИТОКИН Т-ХЕЛПЕРОВ, СТИМУЛИРУЮЩИЙ ПРОЛИФЕРАЦИЮ 

И ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ ДРУГИХ СУБПОПУЛЯЦИЙ Т–КЛЕТОК - ЭТО 

1) ÌL - 1 

2) ÌL - 2 

3) ÌL - 3 

4) ÌL - 6 

5) ÌL - 5  

 

27. АНТИТЕЛА, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ ДЛЯ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО 

АНАЛИЗА - ЭТО 

1) антитела, реагирующие с ферментами  

2) антитела, коньюгированные с ферментами 

3) антитела, нейтрализующие действие ферментов  
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28. ВРЕМЯ, ТРЕБУЕМОЕ ДЛЯ ПРОЯВЛЕНИЯ ГЗТ К АЛЛЕРГЕНУ  

1) несколько минут 

2) 24 часа 

3) 72 часа  

4) 12 часов 

5) не ранее 6 часов  

 

29. ЛИМФОЦИТЫ, ИГРАЮЩИЕ ГЛАВНУЮ РОЛЬ ПРИ ГЗТ - ЭТО 

1) В1 - лимфоциты 

2) В - лимфоциты 

3) Т - хелперы 

4) сенсибилизированные Т - лимфоциты 

5) Т - киллеры  

 

30. АКТИВАЦИЮ В-ЛИМФОЦИТОВ НЕ ВЫЗЫВАЕТ… 

1) фитогемагглютинин  

2) коканавалин А 

3) липополисахарид 

4) антигены 

5) цитокины 

 

31. КЛАССИЧЕСКИЙ ПУТЬ АКТИВАЦИИ КОМПЛЕМЕНТА 

ЗАПУСКАЕТСЯ… 

1) комплексом АГ – АТ 

2) липополисахаридами микробов 

3) через пропердиновую систему  

 

32. АКТИВИРОВАННЫЕ КОМПОНЕНТЫ КОМПЛЕМЕНТА НЕ… 

1) разрушают клетки 

2) усиливают фагоцитоз 

3) участвуют в анафилактических реакциях 

4) вызывают хемотаксис 

5) стимулируют антителообразование  

 

33. РЕЦЕПТОРЫ, ИМЕЮЩИЕСЯ НА МАКРОФАГАХ - ЭТО 

1) Fc - Ig G 

2) Fc – Ig A 

3) Эритроцитов 
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34. СЫВОРОТКА, НЕОБХОДИМАЯ ДЛЯ ПОСТАНОВКИ РЕАКЦИИ 

АГГЛЮТИНАЦИИ С ЦЕЛЬЮ СЕРОДИАГНОСТИКИ - ЭТО 

1) диагностикум 

2) испытуемая сыворотка 

3) физиологический раствор 

4) диагностическая сыворотка 

5) комплемент  

 

35. СПОСОБ ПОСТАНОВКИ РЕАКЦИИ АГГЛЮТИНАЦИИ  

1) в специальных пробирках диаметром 0,5 см 

2) на стекле 

3) в геле 

 

36. РЕЦЕПТОР – МАРКЕР Т-ЛИМФОЦИТОВ – ЭТО  

1) FC - рецепторы для Ig 

2) к эритроцитам мыши 

3) СЗ рецепторы для комплемента 

4) к эритроцитам барана 

 

37. РЕЦЕПТОР, ИМЕЮЩИЙСЯ НА В-ЛИМФОЦИТАХ - ЭТО 

1) вируса кори 

2) вируса герпеса 

3) вируса Эпштейн – Барра 

4) эритроцитов барана  

 

38. АКТИВАЦИЮ В-ЛИМФОЦИТОВ ВЫЗЫВАЮТ СЛЕДУЮЩИЕ 

ВЕЩЕСТВА: 

1) фитогемагглютинин  

2) коканавалин А  

 

39. ЦИТОКИНЫ – ЭТО… 

1) белки, образуемые активированными клетками  

иммунной системы  

2) интерфероны 

3) интерлейкины 

4) ФНО 

5) лейкины  
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40. АНТИГЕН, УЧАСТВУЮЩИЙ В РЕАКЦИИ РП - ЭТО 

1) корпускулярный  

2) растворимый  

 

41. СПОСОБЫ ПОСТАНОВКИ РП -  

1) реакция на стекле 

2) реакция в геле 

3) развернутая реакция  

 

42. УСЛОВИЯ, ОПРЕДЕЛЯЮЩИЕ СКОРОСТЬ СЕРОЛОГИЧЕСКИХ 

РЕАКЦИЙ - ЭТО 

1) оптимальное соотношение антигена и антитела  

2) рН среды  

3) степень специфичности антигена и антитела  

4) температура  

5) концентрация электролитов  

 

43. РЕЦЕПТОРОМ – МАРКЕРОМ Т-ЛИМФАЦИТОВ ЯВЛЯЕТСЯ …. 

1) Fс – рецептор для IgА 

2) для эритроцитов мыши 

3) СЗ – рецептор для комплемента 

4) для эритроцитов барана  

 

44. КОЖНО-АЛЛЕРГИЧЕСКИЕ ПРОБЫ ПРИМЕНЯЮТСЯ ДЛЯ 

ВЫЯВЛЕНИЯ 

1) анафилактической реакции 

2) цитотоксической реакции 

3) иммунокомплексной реакции 

4) клеточно-опосредованной реакции 

 

45. ФЕРМЕНТ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЙ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ 

ЭНЗИММЕЧЕНЫХ АНТИТЕЛ… 

1) пероксидаза  

2) ДНК-аза  

3) рестриктаза 

4) трипсин  

5) обратная транскриптаза 
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46. АЛЛЕРГЕН, ПРИМЕНЯЕМЫЙ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ГЗТ - ЭТО  

1) взвесь убитых бактерий 

2) пыльца растений 

3) вирусы  

 

47. ИНФЕКЦИОННАЯ АЛЛЕРГИЯ - ЭТО ПОВЫШЕННАЯ 

ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ К… 

1) аллергенам микроорганизмов 

2) сывороточным аллергенам 

3) пыльцам растений 

4) пищевым аллергенам 

 

48. Кожно-аллергические пробы, применяемые при туберкулезе - это 

1) р. Манту 

2) р. Бюрне 

3) р. с тулярином 

4) р. с антраксином 

5) р. с кандидозным аллергеном  

 

49. ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ СИСТЕМА РСК ВКЛЮЧАЕТ СЛЕДУЮЩИЙ 

АНТИГЕН: 

1) комплемент 

2) диагностикум 

3) сыворотку крови больного 

4) эритроциты барана 

5) гемолитическую сыворотку 

 

50. ИНДИКАТОРНАЯ СИСТЕМА РСК ВКЛЮЧАЕТ СЛЕДУЮЩИЙ 

АНТИГЕН:  

1) комплемент 

2) диагностикум 

3) сыворотку крови больного 

4) эритроциты барана 

5) гемолитическую сыворотку 
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51. ЦЕЛЬЮ РЕАКЦИИ ОПСОНИЗАЦИИ ЯВЛЯЕТСЯ …  

1) выявления АТ в исследуемой сыворотке 

2) выявления АТ к вирусам  

3) идентификации микробных Аг 

4) установления серовара бактерий  

 

52. РЕАГЕНТ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЙ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИТЕЛ В 

НЕПРЯМОМ МЕТОДЕ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА - ЭТО 

1) меченые антитела против антигена. 

2) меченые антитела против иммуноглобулинов 

3) немеченые антитела против иммуноглобулинов. 

4) комплемент 

 

53. МЕТКОЙ ДЛЯ ПОСТАНОВКИ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО 

АНАЛИЗА ЯВЛЯЕТСЯ… 

1) индикаторный фермент 

2) антигены 

3) энзиммеченные антитела 

4) немеченые антитела 

5) хромоген  

 

54. МЕТОД ИММУНОХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗА, В КОТОРОМ 

ИСПОЛЬЗУЕТСЯ ХРОМОГЕННЫЙ СУБСТРАТ - ЭТО 

1) радиоиммунный анализ 

2) иммунофлюоресцентный анализ. 

3) иммуноэлектрофорез 

4) иммуноблоттинг. 

 

55. МЕТОД ИММУНОБЛОТТИНГА - ЭТО…  

1) сочетание электрофореза и иммуноферментного анализа. 

2) выявление нуклеотидов 

3) реакция сероконверсии 

4) использование меченых антител.  

 

56. ЦЕЛЬ РЕАКЦИЯ НЕЙТРАЛИЗАЦИИ – ЭТО ВЫЯВЛЕНИЕ 

1) опсонинов 

2) токсинов 
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3) неполных антител 

4) антигена, полученного путем кипячения 

 

57. АНТИГЕНАМИ, УЧАСТВУЮЩИМИ В РЕАКЦИИ 

НЕЙТРАЛИЗАЦИИ, ЯВЛЯЮТСЯ 

1) белки 

2) полисахариды 

3) корпускулярные антигены 

4) экстракты клеток   

 

58. РЕАКЦИЯ ПРЕЦИПИТАЦИИ ПРИМЕНЯЮТСЯ С ЦЕЛЬЮ…  

1) выявления антител в исследуемой сыворотке 

2) выявления антител к вирусам 

3) идентификации микробных антигенов 

4) установления серовара бактерий 

5) установления серогруппы микроорганизмов  

 

59. РЕАКЦИЯ, ИСПОЛЬЗУЕМАЯ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ НЕПОЛНЫХ 

АНТИТЕЛ - ЭТО 

1) реакция Оухтерлони 

2) реакция Кумбса 

3) реакция Вассермана  

 

60. СЫВОРОТКА, ПРИМЕНЯЕМАЯ ДЛЯ НЕЙТРАЛИЗАЦИИ 

БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ ВИРУСА - ЭТО 

1) антитоксическая сыворотка 

2) противовирусная сыворотка 

3) экзотоксин 

4) вируссодержащий материал 

 

61. ИНДИКАТОРНЫЙ ОБЪЕКТ В РН ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

ЦИТОПАТОГЕННОГО ДЕЙСТВИЯ ВИРУСА - ЭТО: 

1) куриные эмбрионы 

2) лабораторные животные  

3) вируссодержащий материал 

4) иммунная сыворотка 

5) тканевая культура  
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62. РЕАКЦИИ НЕЙТРАЛИЗАЦИИ ОСНОВАНЫ НА ИНГИБИРОВАНИИ 

АНТИТЕЛАМИ… 

1) инфекционного свойства вирусов 

2) куриного эмбриона 

 

63. РЕАКЦИИ РН ПРИМЕНЯЮТСЯ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ… 

1) активности экзотоксинов 

2) активности эндотоксинов 

 

64. СПОСОБЫ ПОСТАНОВКИ РН - ЭТО 

1) в организме лабораторных животных 

2) на стекле капельным способом  

 

65. НОСИТЕЛИ АНТИГЕНОВ В РНГА: 

1) латекс-частицы 

2) эритроциты  

 

66. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ ПО МАНЧИНИ – ЭТО… 

1) РП в геле 

2) РП в пробирках 

3) РА 

4) РПГА  
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СИТУАЦИОННЫЕ ЗАДАЧИ 

(оцениваемые компетенции ОК-1, ОПК-1, ПК-1) 

 

Задача № 1. Из испражнения больного с подозрением на дизенте-

рию выделена чистая культура Sh.flexneri. Какая серологическая реакция 

позволит определить серотип возбудителя для расшифровки эпидемиоло-

гической обстановки? Назовите компонентов реакции. 

 

Задача № 2. В клинику поступил больной с предполагаемым диа-

гнозом: «Грипп», «Парагрипп». Для экспресс-диагностики поставлен не-

прямой способ РИФ. Назовите компонентов реакции. 

 

Задача № 3. В инфекционную больницу поступили двое больных с 

предполагаемым диагнозом «Гепатит А». У первого больного в сыворот-

ке крови обнаружены IgM против вируса гепатита А, а у второго – IgG.  

С помощью какого метода можно определить Ig? У кого из больных под-

твержден диагноз и почему? 

 

Задача № 4. Выделена чистая культура вируса полиомиелита. Тре-

буется определение серотипа вируса (1,2,3) в реакции нейтрализации на 

тканевой культуре. Назовите ингредиентов и механизм реакции. 

 

Задача № 5. В вирусологическую лабораторию поступил материал 

(ликвор) от больного с предположительным диагнозом: «Клещевой энце-

фалит». После выделения чистой культуры вируса осуществляется иден-

тификация вируса в РН на мышах. Назовите ингредиентов и механизм ре-

акции. 

 

Задача № 6. В лабораторию поступила сыворотка крови пациента 

переболевшего брюшным тифом. С помощью какой серологической ре-

акции можно установить брюшнотифозное бактерионосительство? Назо-

вите ингредиентов. 

 

Задача № 7. Выделить чистую культуру М.pneumoniae удается ред-

ко и не ранее через месяц. В связи с этим основным методом диагностики 

пневмоний является серодиагностика, которая осуществляется постанов-

кой РСК. Назовите компонентов реакции. 
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Задача № 8. При исследовании отделяемого зева больного выделе-

на культура С. Diphteriae. Какой метод  следует применить для определе-

ния ее токсигенности? Назовите ингредиентов реакции. 

 

Задача № 9. Для уточнения  диагноза заболевания больного с подо-

зрением на бруцеллез необходимо использовать опсонофагоцитарную ре-

акцию. Какие ингредиенты следует подготовить для ее постановки? Что 

такое опсонины, фагоцитарный показатель и опсонический индекс? 

 

Задача № 10. Какие ингредиенты необходимо подготовить для  по-

становки непрямого способа ИФА с целью определения Т-хелперов? 

 

Задача № 11. У больного с хроническим сепсисом необходима 

оценка иммунологического статуса. Какие ингредиенты необходимо под-

готовить для постановки непрямого способа ИФА с целью определения 

В-лимфоцитов? 

 

Задача № 12. У ребенка 3 лет подозревают наличие иммунодефи-

цитного состояния. Какие показатели будут использованы для оценки  

В-системы иммунитета и какие тесты будут включены в иммунологиче-

ский анализ? 

 

Задача № 13. В лабораторию поступила кровь от больного брюш-

ным тифом для постановки реакции агглютинации. Какие ингредиенты 

будут использованы для ее постановки? Какой показатель реакции будет 

использован в качестве диагностического? 

 

Задача № 14. Из испражнений больного выделена Е. сoli. Какие ме-

тодики реакции агглютинации будут использованы для идентификации 

культуры? 

 

Задача № 15. В детском саду планируется ревакцинация детей про-

тив туберкулеза. Какую аллергическую пробу и с какой целью предвари-

тельно сделать детям? Какой препарат применяется для постановки пробы?  

 

Задача № 16. В лабораторию поступил материал (кожа из полу-

шубка) для выявления возбудителя сибирской язвы. Какую серологиче-

скую реакцию следует применить для обнаружения антигенов возбудите-
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ля в исследуемом материале? Какие ингредиенты необходимо подгото-

вить для ее постановки? 

 

Задача № 17. В лабораторию поступила кровь больного с подозре-

нием на грипп. Для подтверждения диагноза необходимо поставить РСК. 

Какие ингредиенты необходимо  подготовить для ее постановки? По ка-

кому признаку будете оценивать положительный или отрицательный ре-

зультат реакции? 

 

Задача № 18. Выделена культура вируса гриппа А заражением в 

аллантоисную полость куриного эмбриона. Необходимо поставить РТГА 

с целью определения серотипа вируса гриппа. Какие ингредиенты необ-

ходимо подготовить для ее постановки? По какому признаку можно оце-

нить результат реакции? 

 

Задача № 19. В лабораторию поступил смыв из носоглотки больно-

го аденовирусной инфекцией. Необходимо поставить реакцию нейтрали-

зации с диагностической целью. Какие ингредиенты необходимо подго-

товить для ее постановки? Оцените результат. 

 

Задача № 20. В детском садике планируется осуществить вакцина-

цию против дифтерии и столбняка АДС вакциной. Какую иммунологиче-

скую реакцию  используют для определения напряженности поствакци-

нального иммунитета? Какие ингредиенты следует подготовить? Как 

оценивается реакция? 

 

Задача № 21. В лабораторию института вакцин и сывороток посту-

пила противодифтерийная сыворотка для определения ее специфической 

активности. Какую реакцию следует использовать для этой цели? Какие 

ингредиенты следует приготовить для ее постановки? 

 

Задача № 22. В лабораторию поступила кровь от больного с подо-

зрением на эпидемический сыпной тиф. При изучении ее в реакции аг-

глютинации получен положительный результат (титр сывороки 1:800). 

Антитела при сыпном тифе обнаруживаются с 5-6-го дня болезни, дости-

гая максимума к 14-16-му дню и сохраняются в организме переболевших 

долгие годы. 
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Удалось ли поставить этиологический диагноз? Почему? Какие до-

полнительные исследования можно предложить? 

 

Задача № 23. У доярки совхоза при исследовании крови на наличие 

антител к бруцеллам обнаружен титр 1:200. Как доказать, больна ли до-

ярка в настоящий момент или этот показатель -  результат прививки? 

 

Задача № 24. В хирургическом отделении у больного развилось 

осложнение послеоперационной раны. Клинически была заподозрена газо-

вая гангрена. Поставлена РНГА для обнаружения экзотоксина в крови боль-

ного. Какие ингредиенты  необходимо  подготовить для ее постановки? 

 

Задача № 25. В порт прибыл корабль с грузом из Африки. Каран-

тинная служба порта обнаружила в трюмах трупы крыс. Укажите метод 

серологического исследования термоэкстракта трупного материала крыс. 

Предполагаемый диагноз чума. 

 

Задача № 26. Мужчина 40 лет обратился к врачу на 8-й день болез-

ни. Несколько дней назад он купался в реке, выше по течению которой 

было место скота. Среди животных в данной местности регистрировались 

заболевания лептоспирозом. Врач заподозрил возможность лептоспироза. 

Для подтверждения диагноза необходимо поставить реакцию агглютина-

ции - лизиса. Какие ингредиенты необходимо  подготовить для ее поста-

новки? По какому признаку будете оценивать положительный или отри-

цательный результат реакции? Как оценивается реакция? Назовите меха-

низм реакции. 

 

Задача № 27. В одном из детских садов зарегистрированы случаи 

заболевания скарлатиной. Как проверить наличие  антитоксического им-

мунитета к скарлатине у контактных детей? Какие ингредиенты  необхо-

димо  подготовить для ее постановки? 

Задача № 28. Первые опыты по противотуберкулезной иммуниза-

ции были проведены Р. Кохом. Он многократно вводил туберкулин мор-

ской свинке, а затем и инфицировал ее микобактериями туберкулеза. Жи-

вотное погибало от туберкулеза через 2-4 недели. Почему у животных от-

сутствовал иммунитет против туберкулеза? 
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ОТВЕТЫ К ТЕСТОВЫМ ЗАДАНИЯМ 

 

1. 2 

2. 3 

3. 3 

4. 5 

5. 1 

6. 3 

7. 4 

8. 3 

9. 3 

10. 4 

11. 3 

12. 4 

13. 2 

14. 2 

15. 3 

16. 4 

17. 4 

18. 4 

19. 3 

20. 4 

21. 1 

22. 2 

 

 

 

 

 

 

23. 2 

24. 2 

25. 2 

26. 2 

27. 2 

28. 5 

29. 4 

30. 1 

31. 1 

32. 5 

33. 1 

34. 2 

35. 2 

36. 4 

37. 3 

38. 2 

39. 1 

40. 2 

41. 2 

42. 1 

43. 4 

44. 4 

 

 

 

 

 

 

45. 1 

46. 1 

47. 1 

48. 1 

49. 2 

50. 4 

51. 1 

52. 2 

53. 1 

54. 4 

55. 1 

56. 2 

57. 1 

58. 3 

59. 2 

60. 2 

61. 5 

62. 1 

63. 1 

64. 1 

65. 2 

66. 1 
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ОТВЕТЫ К СИТУАЦИОННЫМ ЗАДАЧАМ 

 

Задача 1. РА на стекле капельным способом. 

Компоненты: Выделенная чистая культура Sh.flexneri, диагностиче-

ские монорецепторные сыворотки против 1 и 2 типов Sh.flexneri, физиоло-

гический раствор. 

 

Задача 2. Отделяемое носоглотки, диагностические видоспецифиче-

ские сыворотки (противогриппозная и противопарагриппозная), антигло-

булиновая сыворотка, меченная флюорохромом; изотонический раствор 

хлорида натрия 

 

Задача 3. Ig отдельных классов определяют с помощью ИФА. Гепа-

тит А подтверждается у первого больного, так как Ig M является показате-

лем активности инфекционного процесса. 

 

Задача 4. Исследуемый вирус, диагностические типоспецифические 

сыворотки с антителами против трех серотипов вируса полиомиелита, тка-

невые культуры. Учет реакции проводится по отсутствии ЦПД на тканевой 

культуре из-за нейтрализации патогенного свойства вируса специфиче-

скими антителами 

 

Задача 5. Исследуемый вирус, диагностическая видоспецифическая 

сыворотка с антителами против вируса клещевого энцефалита, белые мы-

ши для опыта и контроля (вирус без сыворотки). При положительной ре-

акции мышка выживает из-за нейтрализации инфекционного свойства ви-

руса гомологичными антителами. 

 

Задача 6. Реакция пассивной Vi-гемагглютинации. Ингредиенты: 

сыворотка больного, эритроцитарный Vi-диагностикум (Vi - АГ S typhi, 

адсорбированной на поверхности эритроцитов барана), физиологический 

раствор. 

 

Задача 7. Сыворотка крови больного, диагностикум М.pneumoniae, 

сыворотка морской свинки (комплемент), эритроциты барана, гемолитиче-

ская сыворотка, физиологический раствор. 
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Задача 8. РП в геле по Оухтерлони. Ингредиенты: выделенная чи-

стая культура C. diphtheriae, полоска фильтровальной бумаги, пропитанной 

противодифтерийной антитоксической сывороткой, чашка Петри с питата-

тельной средой. 

 

Задача 9. Ингредиенты: исследуемая сыворотка крови, суточная 

микробная культура, взвесь нейтрофилов (фагоцитов). 

Опсонины – антитела ( IgG, частично IgA), усиливающие фагоцитоз 

микробов. Роль опсонинов выполняют также компоненты комплемента, 

белки острой фазы, сурфактантные белки легких и другие факторы.  

Фагоцитарный показатель – количество микробов, поглощенных од-

ним нейтрофилом, определяют путем подсчета среднего количества фаго-

цитированных бактерий на один лейкоцит.  

Опсонический индекс – фагоцитарный показатель иммунной (иссле-

дуемой) сыворотки / фагоцитарный показатель нормальной сыворотки. 

Чем выше опсонический индекс (должен быть > 1), тем выше имму-

нитет. 

 

Задача 10. Ингредиенты: плазма крови (взвесь лимфоцитов), мо-

ноклониалные антитела против CD3 клеток, антиглобулиновая сыворотка, 

меченная пероксидазой; субстрат для пероксидазы (ОФД), фосфатно-

солевой буфер. 

 

Задача 11. Ингредиенты: плазма крови (взвесь лимфоцитов), мо-

ноклониалные антитела против CD19-22 клеток, антиглобулиновая сыво-

ротка, меченная пероксидазой; субстрат для пероксидазы (ОФД), фосфат-

но-солевой буфер. 

 

Задача 12. Определение количества В-лимфоцитов методом ЕАС – 

розеткообразования (ЕАС-РОК), ИФА, ПЦ. Определение концентрации 

иммуноглобулинов в реакции преципитации по Манчини, ИФА. Опреде-

ление продукции ИЛ-4, 5, 6 с помощью ИФА и проточной цитометрии. 

 

Задача 13. Ингредиенты: сыворотка крови больного в разведениях 

1:100, 1:200, 1:400, 1:800; диагностикумы (S. typhi, S.P.A., S.P.B), физиоло-

гический раствор. Диагностический титр – 1:200, т.е. реакция считается 
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положительной при наличии агглютинации в разведении сыворотки 1:200 

и более. Обычно она наступает в больших разведениях. Если наблюдается 

групповая агглютинация с двумя или тремя антигенами, то учет реакции 

проводится по максимальному разведению сыворотки. 

 

Задача 14. РА на стекле капельным способом. Положительная реак-

ция подтверждается развернутой РА. 

 

Задача 15. Перед вакцинацией ставится проба Манту с целью опре-

деления поствакцинального противотуберкулезного нестерильного имму-

нитета. Ревакцинации подлежат лица с отрицательной пробой Манту. 

Для постановки пробы применяются очищенный туберкулин  

(ППД - Л) – очищенный белок туберкулезной палочки. 

 

Задача 16. РП по Асколи. Для постановки реакции преципитации 

необходимо иметь: преципитиноген - гаптен B. antanthracis (экстракт из 

тканей), преципитин (преципитирующая противосибиреязвенная сыворот-

ка) и физиологический раствор. 

 

Задача 17. Ингредиенты: парные сыворотки крови (сыворотки, взя-

тые в начале и конце заболевания), диагностикум вируса гриппа, компле-

мент (сыворотка морской свинки), гемолитическая сыворотка, 3% взвесь 

эритроцитов барана, физиологический раствор. При положительной реак-

ции наблюдается гемагглютинация, при отрицательной - гемолиз эритро-

цитов (лаковая кровь). Диагностическое значение имеет четырехкратное 

увеличение титра антител во второй сыворотке. 

 

Задача 18. Аллантоисная жидкость куриного эмбриона, диагности-

ческие противогриппозные типоспецифические сыворотки: Аo, А1, А2; 5% 

взвесь куриных эритроцитов, физиологический раствор. 

Реакция ставится на стекле капельным способом. На стекло наносят 

по 1 капле диагностических сывороток и исследуемого материала, пере-

мешивают, затем добавляют 1 каплю взвеси эритроцитов. При положи-

тельной реакции наблюдается гомогенное покраснение, а при отрицатель-

ной – выпадение хлопьев красного цвета (гемагглютинация). 
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Задача 19. Смыв из носоглотки, диагностическая видоспецифиче-

ская сыворотка с антителами против аденовируса, индикатор реакции 

(тканевые культуры или эритроциты).При положительной реакции отмеча-

ется задержка цитопатогенного действия в культуре тканей или отсутствие 

гемагглютинации). 

 

Задача 20. РПГА. Необходимые ингредиенты: испытуемая сыворот-

ка в различных разведениях (1:10, 1::20, 1:40 и др); эритроцитарные диа-

гностикумы (дифтерийный и столбнячный),физиологический раствор, кон-

трольные сыворотки( противодифтерийная и противостолбнячная ) с ак-

тивностью 10МЕ/мл. 

Учет реакции проводят по степени агглютинации эритроцитов. При 

отрицательной реакции эритроциты оседают в виде компактной точки или 

толстого кольца, при положительной - оседают в виде ровного слоя клеток 

с неровным краем (в виде зонтика). 

Титром антитоксина в исследуемом материале считают последнее 

максимальное разведение, где еще наблюдается агглютинация. 

 

Задача 21. Можно использовать реакцию флоккуляции. Ингредиен-

ты реакции: противодифтерийная сыворотка в различных разведениях, 

дифтерийный анатоксин с активностью 1Lf, физиологический раствор. 

Активность сыворотки выражается в МЕ/мл. (минимальное количе-

ство сыворотки, которое даёт интенсивную «инициальную» флоккуляцию 

с 1Lf анатоксина). Феномен флоккуляции – (помутнение) – внешнее про-

явление образования комплекса анатоксин + антитоксин в оптимальных 

количественных соотношениях ингредиентов. 

 

Задача 22. Нет, т.к. реакция может быть положительной в 3-х случа-

ях: у больных, переболевших и вакцинированных. Рекомендуется повтор-

ная постановка реакции через 10 – 14 дней для определения нарастания 

титра антител в 4 и более раза, что определяется только у больных. 

 

Задача 23. Подтвердить диагноз можно с помощью ИФА определе-

нием противобруцеллезных IgM и IgG. IgM является показателем острого 

бруцеллеза. 

 



116 
 

Задача 24. Двухкратные разведения исследуемой сыворотки, эрит-

роцитарный антительный диагностикум (эритроциты с адсорбированными 

антитоксинами к экзотоксинам соответствующих видов возбудителей га-

зовой гангрены), физиологический раствор. 

Задача 25. Реакция термокольцепреципитации по Асколи. 

 

Задача 26. Ингредиенты реакции: исследуемая сыворотка крови в 

различных разведениях, живая лабораторная культура лептоспир, компле-

мент, физиологический раствор. Учет реакции проводят в препаратах «раз-

давленной» капли в темном поле или при фазово – контрастной микроско-

пии. Под воздействием противолептоспирозных бактериолизинов в присут-

ствии комплемента лептоспиры теряют подвижность и распадаются. 

 

Задача 27. Проверить наличие иммунитета к скарлатине у контакт-

ных детей можно с помощью РПГА. Ингредиенты реакции: испытуемая 

сыворотка (разводят физ. раствором от 1:10 до 1:20480 в 12 лунках поли-

стероловой пластины), диагностикум скарлатинозный эритроцитарный 

(анатоксин Str. pyogenes , адсорбированный на поверхности эритроцитов), 

противодифтерийная контрольная сыворотка с активностью 10 МЕ/мл, фи-

зиологический раствор. 

Титром антитоксина в исследуемом материале считают последнее мак-

симальное разведение, которое еще вызывает агглютинацию эритроцитов. 

 

Задача 28. Туберкулин применяется для постановки кожно – аллер-

гической пробы с целью выявления специфической сенсибилизации к ин-

фекционному аллергену, что возникает в результате текущего, перенесен-

ного заболеваний, вакцинации или инфицирования. Для специфической 

профилактики применяется вакцина BCG.  
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