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ГОУ ВПО «Ниж ГМА Росздрава»
НИИ Прикладной и фундаментальной медицины
Отчет по 3 этапу 

о выполнении работ (согласно договора  №  64 от 25.10.06 года на проведение научно-исследовательских работ) по изучению бактериостатического действия аппарата инфракрасной терапии «УРО-БИОФОН» в отношении тест-культуры S. Aureus
ЭЛЕКТРОННО-МИКРОСКОПИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРЫ STAPHYLOCOCCUS AUREUS ПОСЛЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ 

АППАРАТОМ «БИОФОН»
г. Н.Новгород, февраль-март 2007 года
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1. Цель исследования
Изучить с помощью трансмиссионного электронного микроскопа структуру Staphylococcus aureus после воздействия аппаратом «Биофон».
2. Материалы и методы

Для электронно-микроскопического исследования представлены:

- чашка Петри с мясопептонным агаром, засеянная культурой Staphylococcus aureus по методу Гоулда после 48 часового воздействия аппаратом «Биофон» в автоматическом режиме – 96 сеансов в сутки (1 опытный образец);
- пробирка с 25%-м раствором глутаральдегида и изолированной колонией Staphylococcus aureus после 48 часового воздействия аппарата «Биофон» в автоматическом режиме – 96 сеансов в сутки (2 опытный образец);
- чашка Петри с суточной культурой Staphylococcus aureus на мясопептонном агаре без воздействия аппарата «Биофон» (1 контрольный образец);
- пробирка с 25%-м раствором глутаральдегида и изолированной колонией суточной культуры Staphylococcus aureus без воздействия аппарата «Биофон» (2 контрольный образец). 

2 опытный и 2 контрольный образцы оказались не пригодными для электронно-микроскопического исследования. 

Обработка материала в контрольной и опытной сериях была идентичной. Фиксация стафилококков в чашке Петри проводилась 25%-м раствором глутаральдегида в течение одних суток. Затем по 3 колонии собирали шпателем в центрифужные пробирки с 2,5%-м раствором глутаральдегида на фосфатном буфере (рН=7,4) и центрифугировали в течение 30 минут при 3000 об/мин. Далее фиксирующий раствор отбирали с помощью шприца, заменяли фосфатным буфером (рН=7,4) и снова центрифугировали в течение 30 минут. Затем образцы помещали в 1% раствор четырехокиси осмия и проводили дофиксацию в течение суток. Обезвоживание осуществляли в батарее спиртов восходящей концентрации до абсолютного этанола и абсолютного ацетона, затем сутки выдерживали в неполной смеси (раствор заливочной смеси и абсолютного ацетона 1:1) и заключали в заливочную смесь ЭПОН-АРАЛДИТ в желатиновые капсулы. Полимеризация образцов происходила в термостате при температуре 370С в течение суток и столько же при температуре 600С. Полутонкие и ультратонкие срезы готовили на ультратоме ULTRACUT (Reichert-yung). Полутонкие срезы окрашивали метиленовым синим и фуксином. Ультратонкие срезы контрастировали уранилацетатом и цитратом свинца по методу Reynolds и просматривали в электронном микроскопе Morgagni 268D фирмы FEI и через видеокамеру Mega View III изображение выводили на экран компьютера Pentium IV. Морфометрическая оценка выполнена с помощью системы analySIS. Проводился подсчёт общего числа кокков, делящихся форм кокков в 10 полях зрения (площадью 52,76 мкм) методом случайной выборки, измерение толщины клеточной стенки.
3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Электронно-микроскопическое изучение показало, что стафилококки контрольной серии в большинстве своём имеют округлую форму (диаметр 0,72±0,05 мкм) (Рис. 1а, 2а); из них 41% делящихся форм (таблица I). Толщина клеточной стенки в большей части наблюдений 0,03 мкм (Приложение).
Таблица I
Результаты подсчёта делящихся форм Staphylococcus aureus контрольной группы.
	Nп/п
	Общее кол-во клеток
	Кол-во делящ. форм
	% делящихся форм

	1.
	62
	24
	38,7

	2.
	60
	30
	50

	3.
	57
	22
	38.5

	4.
	50
	21
	42

	5.
	58
	30
	51,7

	6.
	55
	23
	41,8

	7.
	58
	27
	46,6

	8.
	48
	17
	35,4

	9.
	78
	25
	32

	10.
	67
	23
	34,3

	Среднее
	59,3
	24,2
	41,39


В опытной группе обращает на себя внимание наличие лизированных и деструктивных форм, клеточного детрита (Рис. 1б,в,г, 2б,в,г). Кокки округлой и овальной формы, встречаются клетки полигональной формы. Клеточная стенка у большинства форм теряет чёткость, набухает полностью или частично. Толщина клеточной стенки неравномерная, в среднем 0,04мкм.. Количество делящихся форм снижено (Таблица II).
Таблица II
Результаты подсчёта делящихся клеток Staphylococcus aureus опытной группы.
	Nп/п
	Общее кол-во клеток
	Кол-во делящ. форм
	% делящихся форм

	1.
	51
	3
	5,9

	2.
	34
	0
	0

	3.
	18
	3
	16,7

	4.
	22
	0
	0

	5.
	54
	4
	7,4

	6.
	57
	9
	15,8

	7.
	76
	10
	13,1

	8.
	70
	5
	7,1

	9.
	64
	17
	26,6

	10.
	46
	12
	26,1

	Среднее
	49,2
	7,88
	11,87
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Рис.1 Общий вид Staphylococcus aureus, увеличение 11000.

а) контрольная группа: неизмененные бактерии в различной стадии деления;

б) опытная группа – на фоне погибших микроорганизмов редко встречаются делящиеся формы. 
в, г) опытная группа – различные стадии лизиса и деструкции микроорганизмов.
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Рис.2 Ультраструктура Staphylococcus аureus
а) делящаяся форма микроба контрольной группы, увеличение 90000;

б) лизированные и деструктивные формы Staphylococcus аureus опытной группы, увеличение 18000;

в) лизированная форма Staphylococcus аureus опытной группы, увеличение 90000;

г) отхождение цитоплазматической мембраны от внутреннего слоя клеточной стенки Staphylococcus аureus опытной группы, увеличение 90000.

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведённый электронно-микроскопический анализ реакции Staphylococcus aureus на действие аппарата «Уробиофон» в режиме 96 сеансов в сутки в течение 48 часов показал:

1. Выраженный бактериостатический эффект в виде более чем 3-х кратного уменьшения количества делящихся микроорганизмов (с 41% в контроле до 12% в опыте).

2. Выраженный бактерицидный эффект (продемонстрировано в эксперименте впервые!), проявленный в частичном или полном набухании клеточной стенки, наличии деструктивных и лизированных форм кокков, а так же фрагментов разрушенных клеток. 
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