
Методы в микробиологии



Объект изучения медицинских 
микробиологических  лаборато рий 

— • патогенные биологические агенты (ПБА) — 
патоген ные для человека микроорганизмы 
(вирусы, бактерии, грибы, про стейшие)

•  генно-инженерно модифицированные 
микроорганизмы

•  яды биологического происхождения 
(токсины) 

• Гельминты
•  ма териал, подозрительный на содержание 

ПБА (включая кровь, биологические 
жидкости и экскременты организма 
человека)
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• Point-of-care (POC) laboratories that deliver rapid diagnoses of infectious 
diseases were invented to balance the centralization of core laboratories.

•  POC laboratories operate 24 h a day and 7 days a week to provide 
diagnoses within 2 h, largely based on immunochromatography and 
real-time PCR tests. In our experience, these tests are conveniently 
combined into syndrome-based kits that facilitate sampling, including 
self-sampling and test operations, as POC laboratories can be operated by 
trained operators who are not necessarily biologists.

•  POC laboratories are a way of easily providing clinical microbiology testing 
for populations distant from laboratories in developing and developed 
countries and on ships. Modern Internet connections enable support from 
core laboratories. The cost-effectiveness of POC laboratories has been 
established for the rapid diagnosis of tuberculosis and sexually transmitted 
infections in both developed and developing countries.



Сеть бактериологических 
лабораторий

• В системе Министерства здравоохранения и Государственного комитета 
санитарно-эпидемио логического надзора РФ наиболее разветвлена 
сеть бактериологических лабораторий. В соот ветствии с выполняемыми 
задачами выделяют:

• бактериологические лаборатории в составе ЛПУ;

• бактериологические лаборатории в составе комитетов 
Госсанэпиднадзора;

• учебные бактериологические лаборатории вузов;

• проблемные и отраслевые бактериологические лаборатории научно-
исследовательских инсти тутов и предприятий по выпуску бактерийных 
препаратов;

• специализированные бактериологические лаборатории по контролю за 
особо опасными ин фекциями;

• специализированные бактериологические лаборатории по контролю за 
отдельными группами бактерий: микобактериями, риккетсиями, 
лептоспирами и др.

• Большая часть микробиологических лабораторий работает с ПБА групп 
III и IV, а изуче нием возбудителей особо опасных инфекций (группы I и II) 
занимаются только специализи рованные лаборатории.

• Требования к организации работы с ПБА групп опасности III и IV



Микробиологические лабо 
ратории 

• диагностические
•  производственные  

• научно-исследовательские. 
В соответствии с типами микроор ганизмов, 
изучаемых в них выделяют:

 бактериологические, 

ви русологические, 

микологические и 

протозоологические ла боратории.



Лаборатории разных групп риска
                  
• В зависимости от уровня безопасности работы с 

микроорганизмами лаборатории подразделя ют на четыре 
группы риска.

• Первая группа риска: лаборатории особого режима 
(максимально изолированные) с высоким 
индивидуальным и общественным риском.

• Вторая группа риска: режимные лаборатории 
(изолированные) с высоким индивидуальным и низким 
общественным риском.

• Третья группа риска: базовые (основные) лаборатории с 
умеренным индивидуальным и ограни ченным 
общественным риском.

• Четвёртая группа риска: базовые (основные) 
лаборатории с низким индивидуальным и общест венным 
риском.



Группы возбудителей инфекционных 
заболеваний

• Регламентация условий работы с возбудителями инфекционных заболеваний 
произведена в соответствии со степенью опасности микроорганизмов для 
человека. По этому признаку выделено четы ре группы возбудителей.

• Группа I: возбудители особо опасных инфекций: чума, натураль ная оспа, 
лихорадки Ласса, Эбола и др.

• Группа II: возбудители высококонтагиозных бактериальных гриб ковых и 
вирусных инфекций: сибирская язва, холера, лихорадка Скалистых гор, сыпной 
тиф, кокцидиоидомикоз,  бластомикоз, бешенство и др. В эту группу также 
включён ботулотоксин (но не сам возбудитель ботулизма).

• Группа III: возбудители бактериальных грибковых, вирусных и протозойных 
инфекций, выде ленных в отдельные нозологические формы (возбудители 
коклюша, столбняка, ботулизма, туберкулёза, кандидоза, малярии, 
лейшманиоза, гриппа, полиомиелита и др.). В эту группу также включены 
аттенуированные штаммы бактерий групп I, II и III.

• Группа IV: возбудители бактериальных, вирусных, грибковых септицемии, 
менингитов, пнев моний, энтеритов, токсикоинфекций и острых отравлений 
(возбудители анаэробных газовых инфекций, синегнойной инфекции, 
аспергиллёза, амебиаза, аденовирусы, герпесвирусы и др.).



           ПРИНЦИПЫ 
МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ      
ДИАГНОСТИКИ 
ИНФЕКЦИОННЫХ         
ЗАБОЛЕВАНИЙ



Методы в микробиологии:

• микроскопия: световая, фазово-контрастная, 
темнопольная, флуоресцентная, электронная;

• культуральный метод (бактериологический, 
вирусологический,микологический);

• биологический метод (заражение 
лабораторных животных с воспроизведением 
инфекционного процесса на чувствительных 
моделях);

•  серологический метод — выявления 
антигенов микроорганизмов или антител к 
ним

• молекулярно-генетический метод (ПЦР, 
биочипы, секвенаторы и др.);







Цель микробиологических исследований — установить 
факт наличия или отсутствия возбудителя в организме 
больного и на объектах окружающей среды.

Задачи микробиологических исследований —
1. идентифицировать микроорганизмы в ис следуемом 

материале и определить их видовую принадлежность по 
морфологическим, биохимическим, токсигенным и 
антигенным свойствам,  

2. установить чувствительность выделенных микроорга 
низмов к антимикробным препаратам.

Проведение микробиологических исследо ваний относится к 
компетенции микробиологов,но каждый врач, имеющий дело 
с инфекционными заболеваниями, должен знать, как и когда 
необходимо отбирать материал для исследований, на какие 
исследования его направлять и как интерпретировать 
полученные результаты.





Взятие материала
.

• Первый этап любого микробиологического исследования составляет 
правильный выбор материала для исследования. Его определяют 
свойства возбудителя и патогенез вызываемого им заболевания. При 
поражениях отдельных органов и систем целесообразно отбирать 
материал соответст вующей локализации. При отсутствии поражений 
исследуют кровь, а затем отбирают образцы с учётом клинической 
картины заболевания и доступности материала для исследования. Так, 
при лихорадке неясного генеза первоначально проводят посев крови; 
затем, при появлении симптомов более конкретных проявлений, например 
пневмонии, проводят забор мокроты.

• Образцы следует забирать до назначения антимикробной терапии, с 
соблюдением правил асептики для предупреждения загрязнения 
материала. Каждый образец следует рассматривать как потенциально 
опасный. При заборе, транспортировке, хранении и работе с ним 
необходимо соблюдать правила биологической безопасности. Материал 
собирают в объёме достаточном для всего комплекса исследований. 
Микробиологические исследования следует начинать немедленно после 
поступления образца в лабораторию.

• Выбор материала для исследования должен соответствовать характеру 
инфекционного процесса. Так, например, при установлении этиологии 
пневмонии материалом должна быть мок рота, а не слюна, а при раневых 
инфекциях отделяемое следует забирать из глубины раны, а не с её 
поверхности.













Бактериологические петли



Контейнеры для взятия материала







Выбор метода лабораторных 
исследований

Основу микробиологической диагностики 
инфекционных заболеваний составляют:

•  микроско пические
•  микробиологические
•  биологические
•  серологические
•  аллергологические методы.

Дополнительные экспрессные методы:

• определение  антигена
• ПЦР





Микроскопические методы

Микроскопические методы включают 
приготовление мазков и препаратов для 
микроскопирования. В большинстве случаев 
результаты микроскопических исследований 
носит ориенти ровочный характер. 
Микроскопией материала можно определить 
наличие или отсутствие микроорганизмов в 
присланных образцах, а также определить 
морфологические,тинкториальные и 
структурные признаки возбудите лей. 



Микроскопы:

• 1. Световые (разрешающая 
способность – 200 нм).

• * иммерсионный;

• * фазово-контрастный;

• * темнопольный;

• * люминесцентный.

• 2. Электронный (разрешающая 
способность – до 0,0001 нм).





Схема фазово-контрастного
микроскопа











Подготовка материала к 
микроскопии

В бактериологической практике 
микроскопически исследуют 
неокрашенные образцы (нативный 
материал) и окрашенные препараты 
(мазки или мазки-отпечатки), 
приготовленные из кли нического 
материала или колоний выросших 
микроорганизмов.





Приготовление препарата











Нативные препараты

• Нативные препараты готовят для исследования 
живых неокрашенных бактерий. Наиболь шее 
распространение получили метод висячей 
капли, микрокамеры с плотными сре дами и 
негативные методы исследования живых 
бактерий. Для прижизненного ис следования 
также часто применяются исследование в 
тёмном поле и фазово-контрастная 
микроскопия. Подобные приёмы часто 
используют для диагностики сифилиса и 
предварительной диагностики диарей, 
вызванных кампилобактерами, а также для 
определе ния подвижности микроорганизмов.



 Окрашенные препараты
• Для приготовления окрашенных препаратов из исследуемого объекта готовят мазки и 

фиксируют их.

• Тампоны, содержащие микроорганизмы, прокатывают по предметному стеклу (рис. 1-8, А); 
с их помощью также готовят мазки из непрозрачных жидкостей, например взвеси 
испражнений (рис. 1-8, Б). Мазки из материалов со слизистой или грубой консистенцией 
готовят растиранием их между двумя предметными стёклами (рис. 1-9). Прозрачные 
жидкости (например, мочу или СМЖ) можно нанести в виде капли на предметное стекло 
(рис. 1-10, А), при этом границы капли желательно обвести маркёром. Лучшие результаты 
даёт предварительное центрифугирование; затем осадок наносят на стекло; если он 
густой, его можно распределить с помощью стеклянной па лочки (рис. 1-10, Б).

• Фиксация. В практической бактериологии наиболее распро странена термическая 
фиксация (над пламенем горелки) — метод грубый, но сохраняющий морфологию и 
отношение к кра сителям у бактерий. Для более детального изучения структуры клеток 
применяют фиксирующие растворы, предотвращаю щие ферментативный аутолиз 
бактерий и стабилизирующие мак ромолекулы путём химического их сшивания. Для 
светооптической микроскопии используют формалин, спирты, глутаральдегид, жидкость 
Карнуа, ацетон, пары осмиевой кислоты и др. Мазки фиксируют, помещая их в раствор 
фиксатора или нано ся фиксаж на мазок. Для электронной микроскопии применяют 
глутаральдегид и тетраоксид осмия.



Установка для окрашивания 
препаратов



Окрашивание
Простая окраска. 

Стандартные красители, используемые для 
окраски бактерий, — карболовый фуксин Циля, 
фуксин Пфайфера и метиленовый синий по 
Лёффлеру. Для получения более 
информативных результатов в светооптической 
микроскопии используют специальные и 
дифференцирующие методы окраски.



Сложные методы окраски

• Дифференцирующие методы окраски бактерий. 
Наибольшее распространение нашли методы Грама и Циля-Нильсена .

• Специальные методы обычно применяют для окрашивания 
различных морфологических структур.

• Капсулы. Для окраски капсул бактерий применяют методы Хисса, 
Лейфсона и Антони; последний метод наиболее прост и включает окраску 
кристаллическим фиолетовым с последующей обработкой 20% водным 
раствором CuSO4.

• Жгутики. Для окраски жгутиков предложены методы Лёффлера, Бейли, 
Грея и др. Для этих методов характерны первоначальное протравливание 
препарата [обычно растворами таннина, KAl(SO4)2, HgCl2] и последующая 
окраска (чаще карболовый фуксин Циля).

• Споры. Окраску спор бактерий проводят после предварительной 
обработки их стенок. Наиболее прост метод Пешкова, включающий 
кипячение мазка с синькой Лёффлера на предметном стекле с 
последующей докраской нейтральным красным. Споры окрашиваются в 
синий цвет, вегетативные клетки — в розовый.

• Зерна волютина. Окрашивают по методам Нейссера и Альберта.













Микобактерии ТБ в мокроте
Окраска по Цилю-Нильсену











Питательные среды для 
культивирования бактерий

Для выделения чистых культур патогенных бактерий применяют 
оптимальные для их роста питательные среды с фиксированным 
рН. Большинство бактерий способно расти на различных 
питательных средах; исключение составляют хламидии и 
риккетсии, не растущие in vitro вне клеточных культур. 
Используемая среда должна содержать:



• Универсальные источники азота и углерода — пептоны(белковые 
гидролизаты  содержат полный набор аминокислот,пептиды),  

• Универсальные источники витаминов и микроэлементов — 
экстракты белков животного или растительного происхождения и 
белковые гидролизаты.

• рН среды. 
• В некоторых случаях жизнедеятельность 
бактерий сопровождается сдвигом рН в кислую или 
щелочную сторону, что требует внесения в среды раз- 
личных буферных систем (обычно применяют фосфат -
ный буфер). Сбалансированные среды отличают высо -
кая буферность и стабильный оптимум рН.
 
• Важно также создание оптимальной концентрации О2 и СО2. ;





Посев по Gold



Хромогенная среда



Наборы мультимикротестов 

— пластиковые планшеты, в лунки 
которых помещены различные субстраты 
и индикаторы. В лунки вносят различные 
разведения бактерий и инкубируют при 37 
°С. На практике используют тесты RapID NH 
для идентификации нейссерий и 
гемофилов, RapID Е для энтеробактерий и 
др., позволяющие получить результаты не 
позднее 4-8 ч.





Автоматические системы 
идентификации бактерий

• Автоматические системы 
идентификации бактерий позволяют 
быстро (на 24-48 ч быстрее обычных 
методов) получить информацию о виде 
возбудителя заболевания и его 
чувствительности к антимикробным 
препаратам. В настоящее время 
наибольшее распространение получили 
системы типа Microscan и Vitek.





Системы Vitek

• . В этой системе применяют один тип 
планшетов с тридцатью лунками.В каждую 
лунку автоматически вносится суспензия 
бактерий с известной концентрацией 
микробных тел. Идентификация 
микроорганизмов (гемофилы, нейссерии, 
дрожжи и анаэробы) основана на 
турбидометрии реакционной среды в лунке. В 
зависимости от свойств микроорганизма время, 
необходимое для его идентификации, 
варьирует от 4-8 до 18 ч. Система полностью 
компьютеризирована и работает 
автоматически.





Системы Microscan

•  Используют турбидиметрические, 
колориметрические и флюоресцентные методы 
идентификации бактерий.

•  Системы состоят из комплектов пластиковых 
планшетов, содержащих различные субстраты.

•  Грамположительные и грамотрицательные бактерии 
дифференцируют с помощью флюоресцирующих 
субстратов (время анализа — 2 ч). 

• Для идентификации гемофилов, анаэробов и 
дрожжей используют хромогенные субстраты, 
изменяющие свою окраску (время анализа — 4-6 ч).

•  Минимальные ингибирующие концентрации 
различных антибиотиков определяют по изменению 
оптической плотности.

•  Система компьютеризирована и автоматически 
проводит все необходимые расчёты.



Системы Microscan













MALDI-TOF: прибор и принцип





Серологические методы

• Классические серологические реакции 
применяют для выявления 
антибактериаль ных AT, а также для 
выявления и для идентификации 
бактериальных Аг.  

•  Среди современных методов 
наибольшее распространение нашли 
методы твердофазного ИФА и ла текс-
агглютинации.



Laboratory Training for Field Epidemiologists

Latex agglutination test

bacterial 
Ag

Latex beads 
(= polystyrene 
particles)

Antibodies specific to 
Bacterial polysaccharide 
Ag

Source: WHO meningitis workshop Ouagadougou Sept 2004





Source: http://www.rapid-diagnostics.org







Аллергологические методы

• Сенсибилизирующей активностью 
обладает ограниченное количество 
бактериальных Аг. Поэтому метод 
кожных проб применяют лишь при 
диагностике туберкулёза, сапа, 
мелиоидоза, бруцеллёза и туляремии.





Биологические методы
• Выделение патогенных бактерий от заражённых животных имеет большую 

диагностическую ценность, особенно при контрольном применении иммунных сывороток. 
Цель подобных мани пуляций — уменьшение времени проведения бактериологических 
исследований.

• При диагностике инфекций, вызванных эффектами токсина (например, ботулизма или 
сибирской язвы), материал, предположительно содержащий возбудитель и токсин, 
помещают в физиологический раствор, а затем фильтруют через бумажные фильтры, 
натёртые тальком (последний хорошо адсорбирует токсин). Смывами с фильтров 
заражают чувствительных животных.

• При диагностике инфекций, обусловленных различными патогенными свойствами самого 
возбудителя, лабораторных животных заражают микробной взвесью.

• Для диагностики бактериальных инфекций используют различных животных, так как 
проявляют видовую восприимчивость к различным этиологическим агентам.

• Мыши чувствительны к пневмококкам, нейссериям, пастереллам, клостридиям, листериям, 
возудителям сибирской язвы, туляремии, чумы, ботулизма, столбняка, коклюша и 
мелиоидоза

• Крысы чувствительны к возбудителям туберкулёза (бычьего типа), мелиоидоза и др.

• Морские свинки чувствительны к возбудителям туберкулёза (человеческого типа), 
дифтерии, сапа, чумы, бруцеллёза, туляремии, холеры, газовой гангрены, ботулизма, 
псевдотуберкулёза и др.

• Кролики чувствительны к стафилококкам, стрептококкам, нейссериям, Mycobacterium bovis, 
возбудителям газовой гангрены, сибирской язвы, ботулизма, столбняка и др.

• Кошки. Животных заражают стафилококками, возбудителями сапа, коклюша и др.

• Обезьяны. Их заражают шигеллами, листериями, сальмонеллами, возбудителями 
мелиоидоза, коклюша и др.

• Птицы. Кур и голубей используют для диагностики туберкулёза (птичьего типа), 
пастереллёза, риносклеромы и др.











Применение молекулярно-
генетических методов в диагностике 

инфекционных болезней

Генетические методы применяются :

•  для обнаружения микроба в исследуемом 
материале без выделения чистой культуры, 

•  для определения таксономического 
положения микроба,

•  для проведения внутривидового 
типирования.



Гибридизация нуклеиновых 
кислот

• Наиболее распространены методы гибридизации 
нуклеиновых кислот. Принцип методов обусловлен 
способностью ДНК (и РНК) специфически соединяться 
(гибридизироваться) с комплементарными фрагментами 
искусственно созданных нитей ДНК (и РНК), меченных 
изотопами или ферментами (пероксидазой или щелочной 
фосфатазой). В дальнейшем образцы исследуют 
различными методами (например, ИФА).

• Метод гибридизации в растворах даёт наиболее быстрые 
результаты. Ши рокому внедрению метода препятствует 
проблема удаления не связавшихся нитей нуклеино вых 
кислот.

• Метод гибридизации на твёрдой основе и его сэндвич- 
модификация  распространён больше. В качестве 
твёрдой основы служат мембраны из нитроцеллюлозы 
или нейлона. Не связавшиеся реагенты удаляют 
многократным отмыванием.







ПОЛИМЕРАЗНАЯ ЦЕПНАЯ РЕАКЦИЯ 
(ПЦР)

• Основу метода ПЦР составляет катализируемое ДНК-полимеразой многократное 
образование копий определённого участка ДНК. 

• Первоначально проводят отжиг — термическое разделение двухнитевой молекулы ДНК на 
отдельные цепочки.

•  Затем среду охлаждают и вносят праймеры (затравки), комплементарные нуклеотидным 
последовательностям обеих цепочек. Для запуска реакции применяют синтетические 
праймеры — олигонуклеотиды, состоящие из 10-20 нуклеоти-дов (например, 
дезоксинуклеотидтрифосфат), взаимодействующие с окончаниями последо вательностей и 
образующие последовательности в 50-1000 оснований.

•  Затем в среду вносят тер мостабильную taq-полимеразу (по названию бактерии Thermus 
aquaticus), что запускает образова ние вторичных копий цепей ДНК, после чего 
образующиеся двухнитевые молекулы ДНК снова подогревают. Образующиеся отдельные 
цепочки остужают, вносят праймеры и снова повторяют процедуру подогрева и 
охлаждения; поскольку tag-полимераза термостабильна, то необходимость в её повторном 
внесении отсутствует (рис. 1-19). 

• ПЦР позволяет получить большие количества изучаемого фрагмента ДНК даже в том 
случае, если в распоряжении исследователя имеется всего лишь одна исходная молекула 
геномной ДНК. 

• Идентификацию копий ДНК проводят методом электрофореза. Метод ПЦР лежит также в 
основе ДНК-идентификации личности, установления родства людей, выявления генов 
наследственных болезней и пр.











































Real-time  ПЦР







• Преимуществами ПЦР анализа в реальном времени 
являются: высокая точность анализа; определение 
количества фрагментов ДНК в исходном материале; 
минимальный риск получения ложных результатов 
при анализе; высокая специфичность; быстрота 
(результаты готовы в течение часа); возможность 
идентификации нескольких инфекционных агентов 
одновременно (множественный ПЦР анализ); 
регистрация процесса и результатов в электронном 
варианте.

• Источник: 
http://www.tiensmed.ru/news/answers/pcr-real.html



• Материалом для исследования могут 
служить различные биологические 
жидкости и ткани организма: кровь, 
сыворотка, плазма; моча; кал; мокрота; 
соскобы эпителия (из матки, уретры); 
жидкости организма (спинномозговая 
жидкость, слюна, суставная и плевральная 
жидкость, сперма)

• Источник: 
http://www.tiensmed.ru/news/answers/pcr-real.
html



• ПЦР в реальном времени чаще применяется в 
медицине при диагностике различных 
инфекционных болезней для определения вирусной 
нагрузки (количества вирусных агентов); для 
выявления уровня бактериального заражения – 
бактериальная нагрузка; для определения 
количества внутриклеточных возбудителей 
инфекций; для оценки эффективности лечения; для 
анализа прогноза эффективности лечения; для 
определения устойчивости к лекарственным 
средствам.

• Источник: 
http://www.tiensmed.ru/news/answers/pcr-real.html























ДНК-микрочип (англ. DNA microarray) — технология, 
используемая в молекулярной биологии и медицине. 

• Современный ДНК-микрочип состоит из тысяч дезоксиолигонуклеотидов (зондов, или проб), 
сгруппированных в виде микроскопических точек и закреплённых на твёрдой подложке. Каждая 
точка содержит несколько пикомолей ДНК с определённой нуклеотидной 
последовательностью. Олигонуклеотиды ДНК-микрочипа могут быть короткими участками генов 
или других функциональных элементов ДНК и используются для гибридизации с кДНК или 
мРНК (кРНК).

•  Гибридизация зонда и мишени регистрируется и количественно характеризуется при помощи 
флюоресценции или хемилюминесценции, что позволяет определять относительное 
количество нуклеиновой кислоты с заданной последовательностью в образце.

• В обычном ДНК-микрочипе зонды ковалентно прикрепляются к твёрдой поверхности — 
стеклянному или кремниевому чипу. Другие платформы, например, выпускаемые Illumina, 
используют микроскопические шарики вместо больших твёрдых поверхностей.

• ДНК-микрочипы используют для анализа изменения экспрессии генов, выявления 
однонуклеотидных полиморфизмов, генотипирования или повторного секвенирования 
мутантных геномов. Микрочипы отличаются по конструкции, особенностям работы, точности, 
эффективности и стоимости.

•  Впервые набор различных ДНК, объединённых в чип, был использован в 1987 году для 
определения особенностей регуляции экспрессии генов интерферонами. Ранние ДНК-
микрочипы были сделаны путём «раскапывания» микроколичеств кДНК на фильтровальную 
бумагу.











Микрочипы


















