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Светлой памяти старшего преподавателя 
кафедры биологической химии и моей сокурсницы 
Трещаниной Нинеллы Александровны 
посвящается 

ПРЕДИСЛОВИЕ 

Курс «Микробиология и вирусология» является общим и обязательным 
для всех студентов, которые обучаются по специальности «биология». Лабо­
раторный практикум составлен в соответствии с программами данного курса 
для бакалавров и специалистов. Знания и практические навыки работы с мик­
роорганизмами требуются для освоения современного уровня развития биоло­
гических наук. Микроорганизмы - основные объекты биотехнологии, молеку­
лярной биологии и генетики, а также постоянно сопровождают человека в ок­
ружающей среде и сожительствуют внутри его организма. Непосредственное 
знакомство с ними и освоение принципов микробиологических исследований 
позволит студентам не только повысить свой профессиональный уровень, но и 
приобрести знания и навыки, необходимые в обычной жизни человека. 

Лабораторный практикум построен по этапам, предполагающим по­
лучение и закрепление приобретенных навыков и знаний работы с микро­
биологическими объектами. На первом этапе работы нацелены на освоение 
техники основных микробиологических манипуляций, знакомство с при­
меняемым оборудованием и посудой, методами посевов, пересевов и куль­
тивирования. В дальнейшем студенты выполняют ряд более сложных ра­
бот по выделению и частичной идентификации выращенных самостоя­
тельно (специалисты) или предоставленных лаборантом (бакалавры) куль­
тур микроорганизмов. Работа в микробиологической лаборатории требует 
неуклонного соблюдения правил техники безопасности, с которыми сту­
дентов знакомит преподаватель, как перед прохождением практикума, так 
и перед каждым конкретным занятием. Кроме того, студент должен пони­
мать, что культуры микроорганизмов недолговечны и без определенных 
манипуляций по пересеву и хранению могут быстро погибнуть, а это сде­
лает дальнейшее выполнение практикума невозможным. 

В описании каждого занятия присутствуют цель занятия, оборудова­
ние, реактивы и материалы; краткое изложение некоторых теоретических 
сведений, необходимых для выполнения работы; задания, которые должен 
выполнить студент. В нем представлены вопросы к коллоквиумам, предна­
значенным для проверки и закрепления теоретического курса по микро­
биологии и вирусологии. 

Учебное пособие будет полезно также и для обслуживающего прак­
тикум лаборанта, студентов, выполняющих курсовые и квалификационные 
работы по микробиологии, так как содержит вспомогательные сведения: 
составы основных сред для культивирования микроорганизмов, приготов­
ление красителей и объектов изучения. 
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Часть I. ТЕХНИКА МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Тема 1. Правила работы в микробиологической лаборатории. Методы 
изучения и культивирования микроорганизмов 

Работа в микробиологической лаборатории требует строгого соблю­
дения ряда правил техники безопасности и поведения. Техника выполне­
ния лабораторных работ связана с использованием открытого огня горелок 
или спиртовок, представляющих прямую опасность для работающего и ок­
ружающих. Необходимость работы в области пламени горелок, в свою 
очередь, связана с соблюдением правил асептики для обеспечения сте­
рильности и во избежание засорения культур микроорганизмов микробами 
из окружающей среды. Кроме того, при выделении из объектов окружа­
ющей среды могут быть обнаружены условно патогенные микроорганиз­
мы, грибы, споры которых обладают аллергенностью. 

Перед проведением лабораторных работ в помещении лаборатории 
проводится проветривание и влажная уборка для сокращения микробов в 
воздухе и на предметах, а также включаются ультрафиолетовые бактери­
цидные лампы на 30 минут. В связи со всем вышеизложенным студенты 
должны соблюдать следующие правила работы в микробиологической ла­
боратории. 

1. В лабораторию нельзя приходить в верхней одежде; студент дол­
жен быть одет в чистый белый халат; длинные волосы аккуратно заколоты 
или собраны в пучок. В осенний период студент должен надевать бахилы 
или иметь сменную обувь. 

2. Каждый студент занимает постоянное рабочее место и отвечает за 
его состояние. 

3. На рабочем месте не должно быть никаких посторонних предме­
тов: сумок, портфелей, пакетов. Для них предусмотрено специально отве­
денное место. Для выполнения работ требуются карандаши, линейка, лас­
тик, маркеры по стеклу. 

4. Для оформления и сдачи лабораторных работ необходимо иметь 
общую тетрадь (48 листов), где записывается номер занятия и его назва­
ние. Дальнейшие записи на каждом занятии определяет преподаватель. 

5. Все операции проводятся в соответствии с инструкцией препода­
вателя и описанием работы в практикуме. 

6. В микробиологической лаборатории нельзя быстро двигаться, 
много и громко разговаривать, есть, пить, курить. Все исследования про­
водят аккуратно, четко, не отвлекаясь на посторонние дела. 

7. В конце занятия необходимо убрать свое рабочее место, привести 
микроскоп в исходное состояние. Пробирки и чашки Петри с культурами, 
а также мазки убираются по указанию преподавателя. 
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Занятие М1 
Правила работы с микроскопом. 

Особенности микроскопирования в микробиологии 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Знакомство с особенностями работы в микробиологиче­
ской лаборатории и основными методами микроскопирования. Освоение 
техники микроскопирования постоянных препаратов на светопольном 
микроскопе. 

Основным объектом изучения общей микробиологии являются бак­
терии, размеры которых в среднем составляют 2-5 мкм. Рассмотреть 
строение, морфологические особенности бактерий можно только при зна­
чительном увеличении. Многие детали строения прокариотических клеток 
можно изучить только с помощью электронного микроскопа, в световой 
микроскоп обычно видна форма клеток, характер их скоплений. При при­
менении специальных методов окраски можно увидеть споры, различные 
включения, оценить подвижность клеток. 

В студенческих микробиологических лабораториях для занятий ис­
пользуется светопольная микроскопия. 

Устройство светового микроскопа. Наиболее распространенными 
микроскопами для студенческих микробиологических исследований явля­
ются микроскопы ВИОЛАМ типа С-11, МБИ-1; МБР-1 и др. Микроскоп 
С-11 изображен на рис. 1. 

Рис. 1. Микроскоп С-11 с зеркалом. На предметном столике находится препарат, 
прижатый клеммами. На препарат наведен объектив 90х (иммерсионный) 
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Механическая часть микроскопа. К механической части микроско­
па относятся: штатив, предметный столик и тубус. Штатив имеет основа­
ние и колонку (тубусодержатель). К нему примыкают механизмы для ре­
гуляции положения тубуса, которое изменяется с помощью микрометри­
ческого и микрометрического винтов. 

Макрометрический винт служит для предварительной ориентиро­
вочной установки изображения рассматриваемого объекта. 

Микрометрический винт используют для четкой установки объекта 
в фокусе. 

При вращении винтов по часовой стрелке тубус опускается вниз к 
объекту, против часовой стрелки - поднимается вверх от препарата. 

Предметный столик необходим для размещения на нем препарата с 
объектом изучения. У некоторых микроскопов предметный столик может 
вращаться с помощью определенных винтов, расположенных сбоку. 
В центре столика находится отверстие для освещения препарата снизу све­
том от лампы осветителя. В столике имеются отверстия для клемм, пред­
назначенных для закрепления препарата. 

Тубус — трубка, в которую вставляется сверху окуляр. Снизу к тубусу 
прикрепляется револьвер (объективодержатель) с гнездами для объективов. 
Микроскоп обычно имеет винт, отпуск которого приводит в движение ту­
бус, поворачивающийся вокруг своей оси. 

Оптическая часть микроскопа. Состоит из основного оптического 
узла, включающего объективы и окуляр, и вспомогательной части - кон­
денсора и осветителя. Конденсор состоит из 2-3 короткофокусных линз, 
собирающих лучи и направляющих их на объект. Конденсор особенно не­
обходим при работе с иммерсионной системой. Линзы конденсора вмон­
тированы в металлическую оправу, соединенную с зубчатым механизмом, 
позволяющим перемещать конденсор вверх и вниз специальным винтом. 
Для регулировки интенсивности освещения в конденсоре есть ирисовая 
диафрагма, состоящая из стальных серповидных пластинок. 

Объективы. Объективы вкручены в револьвер и представляют собой 
наиболее важную часть микроскопа. Это многолинзовые короткофокусные 
системы, от качества которых зависит изображение объекта. В микроско­
пах ВИОЛАМ используются объективы с увеличением 8х; 40х и 90х. Объ­
ектив с увеличением 90х - иммерсионный. С ним можно работать, только 
используя иммерсионное масло, поэтому после работы он протирается 
спирт-эфирной смесью для удаления остатков иммерсионного масла. 

Наружная линза объектива называется фронтальной. Именно она 
обеспечивает увеличение объекта. Чем больше кривизна фронтальной лин­
зы, тем короче фокусное расстояние и тем больше увеличение объектива. 

Остальные линзы служат для коррекции оптических недостатков, 
возникающих при исследовании объектов. Наиболее значимыми недостат­
ками являются дефекты сферической и хроматической аберрации. Причи-
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ной сферической аберрации служит свойство линз неравномерно прелом­
лять центральные и периферические лучи. Периферические лучи прелом­
ляются в большей степени и пересекаются на более близком расстоянии к 
линзе. Явление хроматической аберрации возникает при прохождении че­
рез линзу пучка света с различной длиной волны. Так как более коротко­
волновые сине-фиолетовые лучи преломляются сильнее, чем красные, 
объект приобретает окраску, которая ему не свойственна. По наличию 
корректирующих аберрации линз в объективах их подразделяют на ахро­
маты, апохроматы и планахроматы. 

Ахроматы содержат в своем составе от 1 до 6 линз. Они устраняют 
почти полностью дефекты сферической и частично хроматической аберра­
ции. Микроскопы МБР-1 и С-11 обычно снабжены именно ахроматиче­
скими объективами. Апохроматические объективы содержат до 12 линз. 
Максимального эффекта устранения дефектов с применением апохромати-
ческого объектива можно достигнуть в сочетании с использованием ком­
пенсационного окуляра. Планахроматы представляют собой разновидность 
апохроматов, имеющих плоское поле зрения. Объективы-планахроматы 
полностью устраняют искривление поля зрения, обусловливающее нерав­
номерность фокусировки объекта. 

Окуляры. Окуляр, помещаемый на верхний конец тубуса, состоит из 
двух линз: верхней (глазной) и полевой (собирательной). Назначение оку­
ляра — прямое мнимое увеличение действительного обратного увеличе­
ния, которое дает объектив. Рабочее увеличение окуляра может составлять 
4х, 7х; 10х, 15х. Окуляры бывают разных типов. С ахроматическими объ­
ективами обычно используют окуляры Гюйгенса, которые состоят из двух 
плосковыпуклых линз, обращенных выпуклой стороной к объективу. 

При длительной работе с микроскопом полезно пользоваться двой­
ными окулярами - бинокулярной насадкой. Работа с бинокулярной насад­
кой улучшает видимость объекта, снижает яркость изображения и тем са­
мым сохраняет зрение. 

Увеличение и разрешающая способность микроскопа. Увеличение 
объекта обычно рассчитывается как произведение увеличения окуляра на 
увеличение объектива. Так, если увеличение окуляра равно 15х, а объекти­
ва - 90х, то общее увеличение составит 1350 раз. Однако общее увеличе­
ние еще не гарантирует четкого изображения увеличенного объекта. Важ­
ной характеристикой для микроскопирования является понятие разре­
шающей способности, под которой понимают минимальное расстояние 
между двумя точками, когда они еще не сливаются в одну. Если увеличи­
вающая способность микроскопа зависит от объектива и окуляра, то раз­
решающая способность определяется объективом и конденсором. 

Величина разрешающей способности микроскопа зависит от длины 
волны используемого света и суммы числовых апертур объектива и кон­
денсора: 
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D = A/A, + A2, 
где D - минимальное расстояние между двумя точками; X, — длина волны 
используемого света; А] - числовая апертура объектива; Аг - числовая 
апертура конденсора. 

Числовая апертура определяется произведением синуса половины (и) 
отверстного угла (а) на показатель преломления (п) среды, граничащей с 
линзой: А = sin и х п. 

Максимальная разрешающая способность светового микроскопа со­
ставляет 0,2 мкм. 

Осветитель. Во многих современных микроскопах осветительный 
аппарат вмонтирован в основание микроскопа. В микроскопе С-11 такого 
устройства нет, поэтому применяется осветитель, например типа ОИ-31. 
Патрон с лампочкой может передвигаться в корпусе осветителя при отпус­
ке специального винта. Осветитель вставляется в специальное отверстие в 
корпусе микроскопа под конденсором, для этого он имеет соответству­
ющий штырек. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11, футляр с набором объективов, 
клеммами, окуляром. Осветитель ОИ-31. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь, иммерсионное 
масло, постоянные препараты дрожжей и бактерий, хлопчатобумажная 
тряпочка для протирки объективов. 

Задание 1. Выбор и закрепление рабочего места. Подготовка 
микроскопа к работе 

1. Осмотрите микроскоп, найдите и проверьте функционирование 
его механической части. 

2. Закрепите объективы в револьвере так, чтобы между 8х и 90х объ­
ективами находилось пустое гнездо. Сверху в тубус вставьте окуляр 15х. 

3. Проверьте конденсор и ирисовую диафрагму. 
4. Закрепите на микроскопе осветитель ОИ-31. Проверьте работу 

лампы осветителя, подключив его к электросети. 

Задание 2. Установка света по Кёлеру 
L Снимите окуляр с тубуса микроскопа. Переведите объектив 8х в 

рабочее положение. 
2. Отпустите винт (находится слева), удерживающий патрон с лам­

почкой в корпусе осветителя. 
3. Глядя в трубку тубуса, найдите положение лампы, при котором 

видно ярко светящуюся спираль. 
4. Закрепите винтом это положение лампы в корпусе осветителя. 
5. Верните окуляр в тубус. 
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Задание 3. Микроскопирование постоянных препаратов дрож­
жей и бактерий, подготовленных лаборантом 

1. Поместите препарат на предметный столик. Прижмите клеммами. 
2. Поставьте объектив 8х в рабочее положение над препаратом и 

опустите (глядя на него) его максимально низко к препарату. 
3. Глядя в окуляр, медленно поднимайте тубус движением макро­

винта до обнаружения фокуса препарата. Более четкое изображение най­
дите движением микровинта. 

4. Переведите объектив 40х в рабочее положение над препаратом, 
корректируйте фокус изображения микровинтом. 

5. Зарисуйте препарат при увеличении 15x40, проанализировав не­
сколько полей зрения. Оформление рисунка и масштаб выполните по ука­
занию преподавателя. 

6. Переведите револьвер микроскопа на пустое гнездо (заглушку). 
Нанесите на препарат (в место под объективом) каплю иммерсионного 
масла. Поместите объектив 90х в рабочее положение (он должен опустить­
ся в масло). Найдите фокус движением микровинта. 

7. Зарисуйте препарат при увеличении 15x90, проанализировав не­
сколько полей зрения. Оформление рисунка и масштаб выполните по ука­
занию преподавателя. 

8. Поднимите тубус, выньте препарат и поместите его в препарато-
держатель. Протрите объектив 90х тряпочкой, смоченной спирт-эфирной 
смесью. 

9. Предъявите рисунки преподавателю на подпись. 

Задание 4. Знакомство с методами микроскопии в микробиологии 
Измерение размеров объектов. Размеры микроорганизмов можно 

измерить, используя постоянные окрашенные препараты. Для этого микро­
скоп должен быть снабжен шкалой окулярного микрометра (линейки). Если 
клетки имеют шаровидную форму (кокки), то измеряют диаметр клеток. 
У палочковидных форм определяют длину и ширину (диаметр) клетки. 

Окулярная линейка представляет собой круглую стеклянную пла­
стинку, в середине которой нанесена шкала делений общей длиной 5 мм. 
Она помещается под линзой окуляра. Расчет истинных размеров клеток 
требует измерения не менее 10—20 клеток и объектного микрометра, ко­
торый представляет собой металлическую пластинку в форме предметного 
стекла с отверстием в центре. В отверстие помещается стекло с линейкой. 
Общая шкала линейки объектного микрометра составляет 1 мм, величина 
одного деления - 10 мкм. Объектный микрометр используется для опреде­
ления цены деления окулярной линейки. Его помещают вместо препарата 
на столик микроскопа и фокусируют изображение линейки при малом уве­
личении (8х). Затем линейку перемещают в центр поля зрения и переводят 
на тот объектив, при котором микроскопировался препарат. Передвижени-

9 



ем столика микроскопа устанавливают шкалы объектного и окулярного 
микрометра так, чтобы они были параллельны и перекрывали друг друга. 
Для определения цены деления используется принцип нониуса. Например, 
в двух делениях объектного микрометра (20 мкм) умещается пять делений 
окулярного микрометра, тогда одно деление окулярного микрометра при 
данном увеличении равняется 4 мкм (20 : 5). Полученные значения цены 
делений окулярной линейки будут справедливы только для данной систе­
мы окуляр-объектив. 

Микроскопия в темном поле. Более тонкую структурную организа­
цию объекта можно рассмотреть, используя эффект Тиндаля — освещение 
сбоку на фоне темного поля. 

Темное поле создается в светооптическом микроскопе заменой 
обычного конденсора на темнопольный с применением источника сильно­
го света. При этом апертура конденсора должна на 0,2-0,4 единицы пре­
вышать апертуру объектива. Рекомендуется применять конденсор с апер­
турой 1,2 ед. и объективы с апертурой 0,65-0,85. Также имеет значение 
толщина предметного и покровного стекол, первое — толщиной 1,2 мм, а 
второе-0,17 мм. 

Метод микроскопии в темном поле применяется обычно для микро-
скопирования живых клеток. Частично условия затемнения поля зрения 
можно создать, прикрывая ирисовую диафрагму на обычном микроскопе. 
Это позволит увидеть некоторые морфологические особенности микроорга­
низмов. Например, в цитоплазме довольно крупных дрожжевых клеток бу­
дут хорошо заметны ядро, включения (зерна гликогена и капельки жира). 
Более мелкие бактерии затемнением можно сделать более заметными на 
прижизненных препаратах, так как в ярком свете они практически не видны. 

Фазово-контрастная микроскопия. Почти все живые клетки про­
зрачны, поскольку световые лучи, проходящие через них, не меняют своей 
амплитуды, хотя изменяются по фазе. Метод фазово-контрастной микро­
скопии основан на преобразовании фазовых изменений, происходящих со 
световой волной при прохождении через объект, в видимые амплитудные с 
помощью определенного оптического устройства. Обычно используется 
фазово-контрастное устройство КФ-4, которое представляет собой набор 
фазовых объективов, конденсоров с кольцевыми диафрагмами и вспомога­
тельного микроскопа (оптическое устройство, помещаемое в тубус вместо 
окуляра при установке фазового контраста). Метод позволяет изучать жи­
вые объекты, контрастность которых и достигается с помощью фазово-
контрастного устройства. 

Люминесцентная (флуоресцентная) • микроскопия. Данный метод 
микроскопирования основан на способности ряда веществ, входящих в со­
став живых систем, флуоресцировать при освещении их светом опреде­
ленной длины волны. Наиболее интенсивное свечение можно получить, 
используя освещение коротковолновыми лучами: сине-фиолетовыми или 
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ультрафиолетовыми. При этом клетки обычно светятся желто-зеленым или 
оранжевым светом. Подобное явление получило название собственной или 
первичной люминесценции. 

Объекты, лишенные собственной люминесценции, обрабатывают 
специальными красителями - флуорохромами (акридин желтый, акридин 
оранжевый, ауроамин, примулин, тиофлавин, конго красный). В данном 
случае люминесценция обозначается как наведенная или вторичная люми­
несценция. Различные красители могут избирательно концентрироваться в 
определенных структурах клетки. Например, акридин оранжевый окраши­
вает в зеленый цвет протоплазму, в ярко-красный - метахроматические зер­
на (волютин), в светло-зеленый - ядро. Малая токсичность растворов краси­
телей позволяет изучать живые клетки без их значительного повреждения. 

Оптическая система люминесцентного микроскопа отличается от 
обычного светопольного микроскопа источником света (можно использо­
вать ртутную лампу) и наличием на пути лучей двух светофильтров: сине­
го светофильтра перед конденсором и желтого — в окуляре микроскопа. 

Люминесцентная микроскопия позволяет сочетать цветное изобра­
жение с хорошей контрастностью объектов, поэтому создает возможность 
более эффективного изучения морфологических особенностей клеток и 
внутриклеточных микроструктур. 

Электронная микроскопия. В электронной микроскопии освещение 
объекта обеспечивает не луч света, а поток электронов от вольфрамовой 
нити, нагреваемой электрическим током. Разрешающая способность элек­
тронного микроскопа составляет от 0,2 до 0,4 нм, среднее рабочее увели­
чение - 100 000 раз. 

В биологических исследованиях часто используют трансмиссионный 
микроскоп. Электронный микроскоп состоит из источника электронов -
электронной пушки; электромагнитных катушек, выполняющих роль 
конденсорной, объективной и проекционной линз; предметного столика; 
экрана для получения изображения и окуляра. Также для работы электрон­
ного микроскопа необходим вакуумный насос (электроны движутся только 
в вакууме). Электроны в трансмиссивном электронном микроскопе дви­
жутся подобно лучам света в светодольной микроскопии. Если экран, 
представляющий собой металлическую пластинку, покрытую слоем суль­
фида цинка или смеси сульфида цинка с селенидом кадмия, заменить на 
фотопластинку, изображение объекта фотографируется. Препараты для 
электронной микроскопии требуют специальной подготовки, общая тол­
щина препарата и подложки не должна превышать 0,25 мкм. Обычно гото­
вят ультратонкие срезы. Контрастность срезов обеспечивается напылением 
тяжелыми металлами (хромом, золотом, палладием) или обработкой раз­
личными контрастирующими веществами (фосфорно-вольфрамовой ки­
слотой, уранил ацетатом). 

I I 



Объемное, почти трехмерное изображение можно получить с помо­
щью сканирующего или растрового электронного микроскопа. В данном 
микроскопе электронный луч подвижный, и он последовательно обегает 
поверхность исследуемого объекта по квадратному растру, передавая по­
лученную информацию на электронно-лучевую трубку, покрытую люми­
нофором, светящимся под действием электронов. Пределы полезного уве­
личения у сканирующего электронного микроскопа меньше, чем у транс­
миссионного, всего 10—15 тыс. раз; меньше и разрешающая способность. 
Препараты для сканирующего электронного микроскопа также требуют 
специальной обработки, основная цель - обезвоживание без сморщивания 
поверхности объекта. После обезвоживания поверхность препарата покры­
вают тонким слоем сплава золота и платины, который повышает электро­
проводность поверхности препарата и увеличивает разрешающую способ­
ность микроскопа. 

Занятие № 2 
Правила работы с культурами микроорганизмов. 

Методы приготовления прижизненных препаратов 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Освоить методы отбора материала из жидких пи­
тательных сред. Научиться обрабатывать стекла, готовить различные виды 
прижизненных препаратов и осуществлять их микроскопирование. 

Общие правила приготовления препаратов микроорганизмов для 
микроскопирования. Препараты готовят на предметных стеклах, толщина 
которых не должна превышать 1,2-1,4 мм. Применение более толстых сте­
кол резко снижает возможность получения четкого изображения, то есть 
снижает разрешающую способность микроскопа из-за нарушения фокуси­
ровки конденсора. Особенно толщина стекла влияет на микроскопирова­
ние препаратов в иммерсионной системе. 

Подготовка предметных и покровных стекол. Перед приготовлени­
ем препарата поверхность предметного стекла должна быть обезжирена. 
Обезжиривание может осуществляться с помощью помещения стекол в 
спирт-эфирную смесь и высушивания затем на воздухе. Однако постоян­
ное использование спирт-эфирного раствора небезопасно для здоровья, по­
этому при работе лучше использовать более безопасный метод: на поверх­
ность стекла наносится тонкая штриховая линия кусочком сухого мыла, 
потом она протирается сухой хлопчатобумажной тряпочкой. Не следует 
наносить избыток мыла, так как это может привести к порче препарата. 

Покровные стекла используются либо новые, либо они должны быть 
хорошо вымыты и высушены, перед применением их следует осторожно 
протереть сухой хлопчатобумажной тряпочкой. 
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Приготовление прижизненных препаратов 
и изучение морфо-функциональных свойств микроорганизмов 

Прижизненные препараты помогают изучить подвижность микроор­
ганизмов. Для этого используют молодую культуру (12-24 час. культиви­
рования). В отличие от движения неподвижных клеток в одном направле­
нии вместе с током жидкости, подвижные бактерии движутся в различных 
направлениях, вертятся, переворачиваются. По характеру движения можно 
ориентироваться в расположении жгутиков: при полярном расположении -
движения быстрые, «ввинчивающиеся»; при латеральном или перитрихи-
альном - движения плавные, колебательные. 

Препарат «раздавленная капля». Препарат применяется для изуче­
ния подвижности объектов, изучения морфологии микроскопических гри­
бов, простейших, водорослей. Он также удобен для обнаружения и окраски 
включений запасных питательных веществ. 

При работе с жидкой культурой на подготовленное и помещенное на 
мостик кристаллизатора предметное стекло наносят каплю жидкой культу-
ральной среды, содержащей микроорганизмы. Капля прикрывается по­
кровным стеклом, избыток жидкости удаляется и препарат тут же микро-
скопируется. В условиях работы с культурой, растущей на плотной среде, 
на предметное стекло, находящееся на мостике кристаллизатора, наносит­
ся сначала капля стерильной водопроводной воды, затем сюда бактериоло­
гической петлей вносится небольшое количество культуры. 

Препарат «висячая капля». Препарат позволяет, так же как и пре­
дыдущий, наблюдать наличие подвижности у микроорганизмов, рассмот­
реть форму клеток, увидеть внутриклеточные структуры, включения у эу-
кариот (например, дрожжей). Для приготовления данного препарата требу­
ется специальное стекло с выемкой посередине. Также для приготовления 
данного препарата используется только жидкая культура микроорганиз­
мов. В данном случае капля культуральной жидкости с микроорганизмами 
помещается на покровное стекло, которое сверху покрывается предметным 
с выемкой, предварительно по краям обработанной вазелином для получе­
ния герметичности. После прикрепления стекла препарат переворачивают 
и микроскопируют. 

Препарат «отпечаток». Данные препараты применяют для изуче­
ния естественного расположения клеток в бактериальной колонии, а также 
для исследования формы спор и спороносцев у актиномицетов и плесне­
вых грибов. Для приготовления «отпечатков» берутся культуры микроор­
ганизмов, выросшие на плотных средах. При работе с бактериальными ко­
лониями из агаризованной среды вырезается блок с газонным ростом и пе-
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реносится на предметное стекло поверхностью с микроорганизмами вверх. 
Затем к поверхности подносят другое покровное стекло и осторожно на­
давливают, стекло с отпечатком можно сразу микроскопировать, а также 
можно добавить каплю воды или метиленового синего (1 : 40), покрыть 
покровным стеклом и микроскопировать. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11, осветитель ОИ-31, кристалли­
затор с мостиком, стерильная пипетка, штатив, спиртовка, стеклянная па­
лочка. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Метиленовый синий, 1 : 40, спирт-
эфирная смесь, иммерсионное масло, х/б тряпочки, кусочек мыла, покров­
ные и предметные стекла, предметное стекло с выемкой, вазелин, полоски 
фильтровальной бумаги, спички. 

ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Огуречный или капустный рассол (или 
культура дрожжей с добавлением лакто- и бифидобактерий; культуры бак­
терий на чашках Петри, кусочек хлеба с плесенью. 

ТЕХНИКА БЕЗОПАСНОСТИ. Перед выполнением заданий убе­
рите все воспламеняющиеся предметы из зоны работы со спиртовкой. 
Заколите или завяжите длинные волосы, предохранив их от возгора­
ния. Застегните рукава халата. Четко выполняйте все указания пре­
подавателя. Не бросайте загоревшуюся пробку на стол, поместите ее 
обратно в пробирку. Если загорелся верх пробки, быстро прижмите 
это место пальцами или (если возгорание занимает значительную 
площадь) специальной тряпкой, имеющейся на этот случай в указан­
ном преподавателем месте. Не отвлекайтесь при выполнении работы 
в стерильной зоне спиртовки! Будьте предельно внимательны и осто­
рожны! 

Задание 1. Техника работы с жидкой культурой. Приготовление и 
микроскопирование прижизненного препарата «раздавленная капля» 

Внимание! Все нижеописанные операции выполняются после объ­
яснения и демонстрации их преподавателем. 

1. Приготовьте предметное стекло, обезжирив его с помощью штри­
ховой линии, нанесенной кусочком мыла. Поместите готовое стекло на 
мостик кристаллизатора. Протрите покровное стекло, разместив его на 
крышке вашей рабочей коробочки со стеклами. 

2. Возьмите стерильную пипетку в правую руку и освободите ее от 
упаковки. Далее все манипуляции осуществляйте в стерильной зоне за 
пламенем спиртовки. 
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3. В левую руку возьмите пробирку с жидкой культурой так, чтобы 
пробирка лежала на ладони между большим и указательным пальцами, на­
клон пробирки должен быть около 45 град. Больший наклон чреват проли­
ванием культуры и попаданием жидкости на пробку, что приведет к порче 
культуры; меньший - грозит засорением культуры посторонними микро­
организмами из воздуха. 

4. Откройте пробку, используя безымянный палец и мизинец правой 
руки, обработайте горлышко пробирки тройным пронесением в пламени 
спиртовки движением от себя. 

5. Поместите пипетку в пробирку и отберите немного культуры. Об­
работайте и пробку, и пробирку тройным пронесением в пламени спиртов­
ки и закройте пробирку. 

6. Поместите каплю культуры на предметное стекло, а пипетку -
в кристаллизатор. 

7. Накройте покровным стеклом и уберите избыток жидкости фильт­
ровальной бумагой. 

8. Приготовьте микроскоп, настройте свет по Кёлеру. Промикроско-
пируйте препарат при увеличении 15x40. Зарисуйте и обозначьте части ри­
сунка по рекомендациям преподавателя. 

Задание 2. Приготовление и микроскопирование прижизненного 
препарата «висячая капля» 

Внимание! Все манипуляции выполняются только после объяснения 
и демонстрации преподавателем. 

1. Протрите сухой тряпочкой стекло с выемкой и покровное стекло. 
2. Взяв стекло с выемкой в руки (за ребра) нанесите вокруг выемки 

круговую линию вазелином, используя стеклянную палочку. Стекло вре­
менно разместите на кристаллизаторе или на крышке коробочки. 

3. Возьмите покровное стекло, расположите его строго горизонталь­
но и нанесите маленькую каплю жидкой культуры пипеткой (можно ис­
пользовать культуру, оставшуюся в кончике пипетки после выполнения 
первого задания). 

4. Переверните предметное стекло выемкой вниз и прикрепите его к 
покровному стеклу с каплей так, чтобы образовалась герметически закры­
тая камера. Быстро переверните стекло, капля должна остаться висячей. 

5. Промикроскопируйте препарат при увеличении 15x40. 
6. Зарисуйте препарат, просмотрев несколько полей зрения. Сделай­

те рисунок в тетрадях по указанию преподавателя. 
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Задание 3. Приготовление и микроскопирование прижизненного 
препарата «отпечаток» с бактериальной культуры 

Внимание! Все манипуляции выполняются только после объяснения 
и демонстрации преподавателем. 

1. Приготовьте и поместите на мостик кристаллизатора обычное 
предметное стекло. 

2. Уберите с рабочего места легко воспламеняющиеся предметы и 
зажгите спиртовку. 

3. Поместите чашку Петри в стерильную зону спиртовки, возьмите в 
руки предметное стекло. 

4. Осторожно приоткрыв крышку, проведите отпечатовывание вы­
бранной колонии (или участка газонного роста) на предметное стекло. 

5. Нанесите на отпечаток каплю метиленового синего 1:40, прикрой­
те покровным стеклом, уберите избыток жидкости. 

6. Промикроскопируйте при увеличении 15x40. 
7. Зарисуйте препарат, просмотрев несколько полей зрения и пользу­

ясь рекомендациями преподавателя. 

Задание 4. Приготовление и микроскопирование прижизненного 
препарата «отпечаток» хлебной плесени 

1. Приготовьте и поместите на мостик кристаллизатора предметное 
стекло. 

2. К чистому предметному стеклу прижмите кусочек хлеба с плесе­
нью. 

3. Получив четкий отпечаток, промикроскопируйте его с увеличени­
ем 15x40. 

4. Зарисуйте препарат, просмотрев несколько полей зрения. 

Внимание! При выполнении рисунков придерживайтесь масштаба, 
указанного вам преподавателем. Делайте надпись и подписи к рисунку, 
используя образец, данный преподавателем. 

5. Уберите свое рабочее место. Сдайте работу преподавателю. 
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Занятие Ж» 3 
Правила работы с культурами микроорганизмов. 
Методы приготовления постоянных препаратов 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Освоение техники работы с культурами, вырос­
шими на плотной среде с помощью бактериологической петли. Обучение 
методу приготовления и окраски постоянных препаратов. 

Приготовление постоянных препаратов. Для приготовления посто­
янных препаратов используются предметные стекла, которые обезжири­
ваются так же, как описано выше. Затем на предметное стекло последова­
тельно наносятся капля воды и небольшое количество культуры бактери­
альной петлей и тщательно размазываются. Мазок должен быть тонким, 
тогда (во-первых) он быстро высохнет и (во-вторых) будет объективно от­
ражать форму и характер скоплений микроорганизмов данной культуры. 
Мазок помещается на мостик кристаллизатора и высушивается. После 
полного высыхания его необходимо зафиксировать. Фиксирование мазка 
проводят тройным пронесением через пламя спиртовки. После фиксирова­
ния на мазок наносится краситель, который оставляют на определенное 
(для каждого метода окраски разное) время. По истечении времени краси­
тель смывают, остатки воды убирают фильтровальной бумагой и мазок 
микроскопируют при увеличении 15x90 в иммерсионной системе. 

Рис. 2. Различные виды бактериологических петель 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31, кристал­
лизатор со стеклянным мостиком, спиртовка, штатив для пробирок, бакте­
риологическая петля, колба для водопроводной воды, песочные часы на 
3 минуты. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь, иммерсионное 
масло, раствор водного фуксина в капельнице, вода, спички, предметные 
стекла, кусочек мыла, х/б тряпочки, фильтровальная бумага. 
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ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Чистые культуры Bacillus sp. и Micrococcus 
luteus на скошенном агаре, зубной налет. 

Внимание! Выполнение всех манипуляций начинать только после 
объяснения и демонстрации преподавателем с его разрешения. 

Задание 1. Приготовление постоянных препаратов бацилл 
и микрококков 

1. Приготовьте и поместите на кристаллизатор два предметных стек­
ла и нанесите в центр каждого по маленькой капле воды из капельницы. 

2. Уберите с рабочего места легко воспламеняющиеся предметы и 
зажгите спиртовку. 

2. Возьмите пробирку с культурой бацилл (или микрококков) в ле­
вую руку так, чтобы она находилась на ладони между большим и указа­
тельным пальцами скошенным агаром вверх. Причем пальцы должны по­
мещаться на расстоянии примерно трети пробирки от верха (чтобы не об­
жечь пальцы), пробирка наклонена под углом 45°. 

3. В правую руку возьмите бактериологическую петлю (для левшей -
наоборот). 

4. Прокалите петлю в верхней части пламени спиртовки до красного 
каления, держа ее строго вертикально. 

5. Откройте пробку пробирки, зажав ее безымянным пальцем и ми­
зинцем правой руки, обожгите горлышко пробирки, трижды пронеся ее в 
пламени спиртовки. 

6. Опустив петлю в пробирку, быстро остудите ее о стекло и акку­
ратно возьмите немного культуры на петлю. 

7. Закройте пробирку с культурой, предварительно обработав края 
пробирки и пробку одновременно тройным пронесением в пламени спир­
товки (движение направленно от себя). 

8. Сделайте мазок культуры на предметном стекле и оставьте до вы­
сыхания. 

9. Выполните все манипуляции для другой культуры. 
10. После высыхания зафиксируйте препараты, трижды пронеся их в 

пламени спиртовки. 

Задание 2. Приготовление постоянного препарата зубного налета 
1. Приготовьте еще одно предметное стекло и поместите его на мос­

тик кристаллизатора. 
2. Возьмите из коробочки стерильную палочку, освободите ее от 

обертки и снимите с внутренней поверхности коренного зуба налет. 
3. Палочкой нанесите мазок на предметное стекло. 
4. Высушите мазок и зафиксируйте его. 
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Задание 3. Окраска мазков и микроскопирование 
1. Нанесите на мазки водный фуксин и оставьте на 3 минуты. 
2. Смойте водопроводной водой из колбы. 
3. Уберите остатки воды фильтровальной бумагой и микроскопируй-

те при увеличении 15x90 с иммерсионной системой. 
4. Сделайте рисунки и обозначения, учитывая масштаб и рекоменда­

ции преподавателя. 
5. Уберите свое рабочее место. Не забудьте протереть иммерсион­

ный объектив тряпочкой, смоченной в спирт-эфирной смеси. 
6. Сдайте оформленную работу преподавателю. 

Занятие Лг 4 
Изучение морфологических особенностей прокариотических клеток 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Изучение морфологии прокариот с помощью по­
стоянных препаратов. 

К морфологическим характеристикам относятся форма и размеры 
клеток, скопления, которые они образуют в связи с особенностями деле­
ния, наличие или отсутствие капсул, включений, эндо- и экзоспорообразо-
вания и его тип. Для изучения морфологических особенностей применяют 
как наблюдения за живыми клетками на прижизненных препаратах, так и 
различные методы окраски постоянных препаратов. Следует помнить, что 
морфологические характеристики зависят от возраста культуры, составов 
сред и условий культивирования. 

Основные формы и характер скоплений клеток бактерий. Клетки 
бактерий могут быть шаровидными (кокки), палочковидными, извитыми, 
разветвленными. Иногда встречаются (особенно среди архебактерий) 
клетки необычной формы: кольца, треугольники, конвертики. 

Шаровидные клетки (кокки). Форма кокковидных клеток не всегда 
строго шаровидная, может быть эллипсовидная, бобовидная, близкая к 
треугольной. Большое значение имеет тип деления и образуемый в связи с 
этим характер скоплений. Род Micrococcus характеризуется делением в 
трех плоскостях с разной скоростью, поэтому образует скопления в виде 
дипло-, тетракокков и неправильной формы. Встречаются и одиночные 
клетки (рис. 3). Подобный характер деления и тип скоплений встречается и 
у рода Staphyllococcus (рис. 3). 

19 



Рис. 3. А - микрококки; Б - стафилококки 

Представители рода Streptococcus делятся в одной плоскости и не 
расходятся, при этом формируются цепочки клеток. Сарцины (Sarcina) -
шаровидные бактерии, которые делятся в трех плоскостях с одинаковой 
скоростью, поэтому кроме дипло-, тетракокков образуют скопления куби­
ческой формы из 8 клеток (рис. 4). 

Рис. 4. Стрептококки (А), сарцины (Б) 

Палочковидные бактерии. Могут быть более короткими (2-5 мкм) 
или длинными (10-12 мкм). У многих бактерий длина зависит от условий 
культивирования и возраста культуры. Форма концов клетки является ха­
рактерным признаком, она может быть округлой, тупой, квадратной, за­
остренной. Палочковидные бактерии делят на две группы: эндоспорообра-
зующие (бациллы) и неэндоспорообразующие (бактерии). Наиболее рас­
пространенными эндоспорообразующими бактериями являются предста­
вители родов Bacillus и Clostridium (рис. 5). 
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Рис. 5. Палочковидные бактерии: Bacillus subtilis (А); 
Clostridium perfrindens (Б); род Xanthomonas (В); Escherichia coli (Г) 

Обычными красителями при комнатной температуре споры не про­
крашиваются, поэтому выглядят неокрашенными фрагментами внутри 
клеток или окрашенными только по контуру, если они уже освободились 
от остатков вегетативных клеток. Различают различные типы спорообразо­
вания, связанные с положением споры в клетках и диаметром споры по от­
ношению к диаметру клетки (рис. 6). 

* ? - • 

1 
Рис. 6. Типы эндоспорообразования: 1 - бациллярный; 2 - плектридиальный 
без увеличения диаметра; 3,5- плектридиальный с увеличением диаметра; 

4 - клостридиальный; 6 - латеральный 
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Имеет значение и способ обособления дочерних клеток после деле­
ния. У фирмикутных бактерий обычно видна поперечная перегородка, а у 
грациликутных образуется перетяжка, заметная под микроскопом. Извест­
но три основных способа разъединения клеток после деления: простое рас­
хождение; внезапное раскалывание клеток — «snapping» и постепенное 
сгибание клеток - «bending». Второй и третий способы приводят к появле­
нию V-образных и Y-образных структур. 

Бактерии нитчатой формы. Данные группы бактерий формируют 
трихом - слизистый чехол, в который заключаются цилиндрической фор­
мы клетки. Трихомы образуют цианобактерии, нитчатые железобактерии, 
распространенные повсеместно (рис. 7). Это обитатели пресных и морских 
водоемов, илов. Железобактерии рода leptothrix окисляют двухвалентное 
железо в трехвалентное, гидрат окиси железа откладывается в чехлах, ко­
торые имеют желтовато-бурую окраску. 

Рис. 7. Многоклеточная нитчатая цианобактерия Anabaena sphaerica 

Бактерии извитой формы. Слегка изогнутые клетки получили на­
звание вибрионы. Например, холерный вибрион - Vibrio cholerae. Бакте­
рии, имеющие несколько завитков, обозначают как спириллы (Spirillum mi­
nus), а много завитков - как спирохеты (Treponema pollidum). Спирохеты 
обычно длинные клетки, диаметр которых намного меньше, чем длина 
(рис. 8). 

Бактерии разветвленной формы. Разветвленная форма характерна 
для коринеподобных, нокардиоподобных бактерий и настоящих актино-
мицетов (рис. 9). 
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Treponema pallidum Borellia recurrentis 

Рис. 8. Извитые формы бактерий 

Рис. 9. Разветвленные формы бактерий 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь, иммерсионное 
масло, раствор водного фуксина в капельнице, вода, спички, предметные 
стекла, кусочек мыла, х/б тряпочки, фильтровальная бумага. 

ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Чистые культуры Bacillus subtilis, Ecsheri-
chia coli, Micrococcus luteus, Sarcinaflava на скошенном агаре, демонстра­
ционные препараты актиномицетов, вибрионов, спирилл. 
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Задание 1. Изучение морфологии палочковидных бактерий 
1. Приготовьте постоянные препараты Bacillus subtilis и Escherichia 

coli. 
2. Промикроскопируйте, просмотрев несколько полей зрения при 

увеличении 15x90 в иммерсионной системе. 
3. Зарисуйте, отметив все особенности строения клеток: размеры и 

форму конца клеток, образование характерных скоплений, наличие или от­
сутствие спор. 

Задание 2. Изучение морфологии шаровидных бактерий 
1. Приготовьте постоянные препараты микрококков и сарцин, ис­

пользуя соответствующие колонии, выращенные на чашках Петри. 
2. Промикроскопируйте при увеличении 15x90 с иммерсионной сис­

темой. 
3. Зарисуйте несколько полей зрения, строго соблюдая масштаб, ре­

комендованный преподавателем. 
4. Отметьте на рисунках все характерные особенности кокковидных 

культур: форму и размеры клеток, наличие или отсутствие поверхностных 
структур (капсул и чехлов), характерные скопления клеток. 

Задание 3. Изучение морфологических особенностей разветвлен­
ных бактерий на демонстрационных препаратах 

1. Промикроскопируйте при увеличении 15x90 в иммерсионной сис­
теме препараты, предоставленные лаборантом. 

2. Зарисуйте несколько полей зрения и отметьте особенности раз­
ветвленных форм бактерий (коринебактерий, бифидобактерий, нокардий и 
стрептомицетов). 

3. Уберите свое рабочее место и сдайте работу преподавателю. 

Занятие Же 5 
Методы и условия посевов и культивирования микроорганизмов 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Освоение техники посева и культивирования мик­
роорганизмов. Коллоквиум по пройденному материалу. 

Техника посевов и пересевов культур микроорганизмов. В микро­
биологических лабораториях микроорганизмы выращивают на специаль­
ных питательных средах (жидких или плотных) в колбах, чашках Петри 
или пробирках. Посевом (инокуляцией) называется внесение тем или иным 
способом микроорганизмов в питательную среду. Пересевом (пассерова-
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нием) - перенос тем или иным способом части культуры с одной питатель­
ной среды на другую. 

Посев микроорганизмов из воздушной среды. В воздухе микроорга­
низмы не живут, а лишь переживают неблагоприятные условия. Попадают 
в воздух споры грибов и бактерий, вегетативные клетки бактерий из почвы 
(с пылью), из воды и из других (макро) организмов. Особенно много скап­
ливается микроорганизмов в воздухе закрытых помещений, если там не 
проводится влажная уборка и проветривание. В зависимости от способа 
улавливания микроорганизмов из воздуха методы посевов делят на 
фильтрационные, аспирационные и седиментационные. 

Фильтрационные методы позволяют оценить качественный и коли­
чественный состав микробиоты воздуха с использованием специальных 
фильтров. С помощью воздухонагнетательного устройства воздух проду­
вается через фильтры, на которых остаются споры и вегетативные клетки 
микроорганизмов. Затем проводят смыв микроорганизмов с фильтров в 
специальные питательные среды. Метод мембранных фильтров позволяет 
изучать состав микробиоты из относительно больших объемов воздуха, 
концентрируя их на фильтре, использовать данный метод в зимних усло­
виях при изучении атмосферного воздуха. 

Аспирационные методы предназначены для оценки качественного и 
количественного содержания микроорганизмов в определенном объеме 
воздуха. Для этого используется прибор Дьякова, ПОВ-1 (прибор для от­
бора воздуха), ПАБ-2 (прибороотборник аэрозольный бактериологиче­
ский), бактериоуловители Речменского и Киктенко и другие приборы. 
Наиболее широко распространен аппарат Кротова. Работа аппарата осно­
вана на принципе ударного действия струи воздуха, которая при вращении 
вентилятора засасывается через щель аппарата и с большой скоростью 
ударяется о влажную поверхность питательной среды. 

Седиментационные методы. В основном применяется метод Коха. 
Он основан на оседании микроорганизмов под действием силы тяжести из 
воздуха на поверхность открытой питательной среды. Метод не отличается 
особой точностью, так как поверхность среды обычно мало сопоставима с 
объемами исследуемого воздуха, микроорганизмы различаются по разме­
рам и весу, а также могут находиться в различных по размерам и весу час­
тицах пыли или аэрозоля. 

Посев (пересев) микроорганизмов в(на) твердую питательную среду. 
Посевы (пересевы) в(на) твердую питательную среду проводят методом 
штриха по поверхности агара, методом укола вглубь среды, методом 
распределения по поверхности агара шпателем Дригальского. 

Метод штриха. Часть культуры (или среды, где находятся микроор­
ганизмы) берется на бактериологическую петлю и ей наносится легкая 
штриховая линия по поверхности агара. Таким образом делаются посевы и 
пересевы культур на чашки Петри или скошенный агар в пробирке. 
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Метод укола вглубь среды. Проводится с помощью бактериологиче­
ской петли или иглы определенной длины. Посев (или пересев) осуществ­
ляется в пробирки, наполненные плотной питательной средой на 2/3, и 
предполагает изучение отношения бактерий к кислороду. После взятия 
части культуры на петлю (иглу) делается укол вглубь среды на величину 
длины петли (иглы). 

Метод распределения по поверхности агара. Используется для посе­
вов из жидкостей или жидкой питательной среды на чашки Петри. Опре­
деленное количество жидкости наносится в центр чашки Петри стерильной 
пипеткой и распределяется по поверхности с помощью стерильного шпа­
теля Дригальского. 

Методы культивирования на питательных средах. В микробио­
логических лабораториях используют методы выращивания микроорга­
низмов на питательных средах. Питательные среды классифицируют по 
составу, консистенции и назначению. 

По составу питательные среды делятся на натуральные, синтетиче­
ские и полу синтетические. 

Натуральные среды состоят из продуктов животного или раститель­
ного происхождения. На натуральных средах развиваются многие микроор­
ганизмы, поскольку там содержатся все необходимые для роста и развития 
микробиоты компоненты. Они отличаются неопределенностью состава и 
используются для выращивания гетеротрофов, накопления биомассы и ди­
агностических целей. Примерами служат мясо-пептонный бульон (МПБ) и 
мясо-пептонный агар (МПА), рыбо-пептонный бульон (РПБ) и агар (РПА), 
дрожжевой экстракт, неохмеленное пивное сусло, картофельная среда. 

Синтетические среды состоят из известных химических компонен­
тов в заданном количестве, поэтому могут быть использованы для выра­
щивания определенных групп микроорганизмов, изучения особенностей 
обмена веществ бактерий. Данные среды позволяют также изучать пара­
метры роста культуры, определив лимитирующий субстрат и изменяя его 
количество. Например, среда Чапека для культивирования грибов имеет 
определенный состав (см. Приложение 1). 

Полусинтетические среды. Содержат натуральный компонент и ми­
неральные соли в определенном количестве. Среды для многих гетеротро­
фов можно готовить, используя дрожжевой экстракт и добавляя соли - ис­
точник фосфора, источник калия, азота, моносахариды. Например, среда 
для культивирования кишечной палочки (см. Приложение 1). 

По назначению среды делят на элективные, селективные и диффе­
ренциально-диагностические. 

Элективные среды предназначены для культивирования определен­
ной группы микроорганизмов, отличающейся особенностями метаболиче­
ских процессов. Например, среда Постгейта для культивирования сульфат-
редукторов. Впервые элективные среды предложены М. Бейеринком и 
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прочно введены в практику микробиологических исследований С.Н. Вино-
градским. 

Селективные среды обеспечивают преимущественный рост только 
представителей одного рода. Они обычно имеют сложный состав и содер­
жат ингибиторы (антибиотики или бактерицины), подавляющие рост дру­
гих представителей. 

Дифференциально-диагностические среды позволяют провести иден­
тификацию определенных групп микроорганизмов по ряду признаков: 
культуральных или биохимических. Часто в состав сред вводят различные 
метаболиты и индикаторы, имеющие различную окраску в зависимости от 
рН или ряда продуктов, выделяемых в среду бактериями, микроскопиче­
скими грибами. Например, дифференциально-диагностические среды Гис-
са, содержащие индикатор и различные углеводы. 

По консистенции питательные среды подразделяют на жидкие, сы­
пучие, полуплотные и плотные. 

Жидкие среды используют для изучения параметров роста культуры, 
влияния различных метаболитов и ксенобиотиков на рост и метаболизм 
микроорганизмов. Культивирование осуществляют в колбах при непре­
рывном перемешивании. 

Сыпучие среды применяют в промышленности. Например, разва­
ренное пшено, отруби, кварцевый песок, пропитанный питательным рас­
твором. 

Для получения плотных и полуплотных сред используют специаль­
ные уплотнители: полисахарид агар-агар, белок желатин. Плотные и полу­
плотные среды применяют для культивирования микроорганизмов на чаш­
ках Петри, в пробирках. 

Для получения плотной среды добавляют в жидкую питательную 
среду 1-2 % агар-агара или 10-15 % желатина. Полуплотная среда получа­
ется при добавлении 0,2-0,5 % агар-агара или 3-5 % желатина. 

Агар-агар - это сложный полисахарид, который плавится при 100 С 
и застывает при 40°С. При остывании агар выделяет «конденсационную» 
воду, поэтому чашки Петри ставятся на крышку для предотвращения зате­
кания воды на питательную среду и размывания культуры. 

Желатин - белок соединительной ткани, образуемый им гель менее 
плотный, чем агар. Плавление происходит при температуре 28-30 С. Кро­
ме того, желатин является питательной средой для микроорганизмов, син­
тезирующих много протеолитических ферментов. Поэтому его используют 
для изучения способности микроорганизмов к гидролизу белков типа же­
латина. Инкубацию с желатиновой средой осуществляют при температуре 
не выше 25°С. 

Условия культивирования микроорганизмов. Выращивание микро­
организмов на питательных средах называется культивированием, а вы­
росшие микроорганизмы - культурой. При росте в жидкой среде микроор-
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ганизмы формируют пленки, осадки, суспензии, а на плотных средах - ко­
лонии. Инкубацию осуществляют при оптимальной для данной группы 
микроорганизмов температуре в термостатах, в закрытых емкостях, пре­
дотвращающих засорение. Также каждая культура требует определенного 
времени выращивания, среды с оптимальным соотношением компонентов 
и рН, влажности, светового режима и режима аэрации. 

Значительно отличаются условия культивирования аэробов и ана­
эробов. Облигатные аэробы культивируют на поверхности плотных сред: в 
чашках Петри и на поверхности скошенного агара в пробирках. При инку­
бации в жидких средах необходимо заполнение емкости (колбы или про­
бирки) только на 1/3 объема, чтобы оставалось достаточно воздуха. Ем­
кость закрывается ватно-марлевой пробкой, пропускающей воздух. Кроме 
того, необходимо постоянное перемешивание среды так, чтобы осевшие 
под действием силы тяжести клетки были вынесены на поверхность. Ин­
кубирование в больших количествах в ферментерах предполагает обяза­
тельное продувание воздуха при непрерывном перемешивании культуры. 
При культивировании анаэробов используется глубинное выращивание в 
толще среды, при этом емкость заполняется без остатка воздуха и плотно 
закрывается пробками, не пропускающими воздух. Перед посевом из сред 
убирается воздух с помощью кипячения. При посеве в плотные среды про­
бирки заполняются на 2/3 объема, агар располагается «столбиком», а посев 
производится уколом вглубь среды. На чашки Петри посев осуществляется 
под агар (после посева наверх наносится слой агара температурой 38°С). 
Часто для выращивания строгих анаэробов, не имеющих средств для защи­
ты от молекулярного кислорода, используют анаэростаты, где воздух отка­
чивается и пространство заполняется азотом или аргоном. 

Условия стерильности. Стерилизацией называется процесс полно­
го уничтожения микроорганизмов. Существуют также понятия о дезин­
фекции и пастеризации. Пастеризация - это процесс частичного уничто­
жения микроорганизмов (вегетативных клеток, но не спор). Дезинфекция — 
процесс уничтожения патологических микроорганизмов. 

Пастеризация обычно осуществляется с помощью нагревания объек­
тов до температуры 85-95°С и используется для тех продуктов, которые 
изменяют свои органолептические свойства при более высокой температу­
ре. Например, молоко. Кипяченое молоко имеет уже совсем другой вкус по 
сравнению с сырым молоком. Дезинфекция проводится в помещениях для 
уничтожения патогенных энтеробактерий, не образующих эндоспор. Энте-
робактерии менее устойчивы и могут быть уничтожены такими дезинфи­
цирующими средствами, как этиловый спирт, моющие и хлорсодержащие 
средства. 

Стерилизация - необходимое условие работы с микроорганизмами. 
Стерилизации подвергаются посуда, инструменты, среды для культивиро­
вания. Помещение для работы и рабочее место обычно дезинфицируются: 
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проветриваются, подвергаются влажной уборке с дезинфицирующими 
средствами. Полная стерилизация может быть достигнута только в не­
большом помещении (бокс) за счет включения бактерицидных ультрафио­
летовых ламп на некоторое время (в зависимости от площади помещения). 
Стерильность, однако, все равно нарушается при входе в помещение бокса 
лаборанта. Поэтому полного отсутствия микроорганизмов в воздухе до­
биться очень сложно. 

Для стерилизации применяют методы термической и холодной обра­
ботки сред, инструментов и посуды. Термическая стерилизация может 
осуществляться путем прокаливания (фламбирования) в пламени горелки, 
обработки горячим воздухом, насыщенным паром под давлением (авто-
клавирование), дробной стерилизации горячим паром (тиндализации). Хо­
лодная стерилизация предполагает фильтрование через бактериальные 
фильтры, обработку ультрафиолетовыми лучами с помощью бактери­
цидных ламп. 

Фламбированием обрабатывают металлические инструменты: пин­
цеты, бактериологические петли, шпатели, а также кончики стеклянных 
пипеток. Стерилизация горячим воздухом проводится в сушильном шкафу 
с определенной температурой и определенное (зависящее от температуры) 
время. Таким образом стерилизуют посуду: колбы, чашки Петри, пробир­
ки, пипетки. Для более длительного сохранения стерильности посуду 
предварительно заворачивают в бумагу, а пробирки закрывают ватно-
марлевыми пробками. Температура в сухо-жаровом шкафу обычно колеб­
лется от 150 до 200°С. Стерилизация при 150°С наступает через 2 часа; при 
165°С - 1-1,5 часа; при 180°С - 40 минут; при 200°С - 15-20 минут. Наи­
более удобной является стерилизация при 170°С в течение 45-50 минут. 
Так как дальнейшее нагревание сопровождается обугливанием бумаги. 

Техника безопасности! Перед стерилизацией посуды и инструмен­
тов в сухо-жаровом шкафу обязательно получите инструктаж у препо­
давателя. Не устанавливайте и не меняйте температуру нагревания без 
разрешения преподавателя. После окончания времени стерилизации от­
ключите шкаф от источника питания и не открывайте шкаф до его ох­
лаждения во избежание растрескивания посуды и ожогов. 

Простерилизованную посуду необходимо хранить в темном сухом 
месте, обертка снимается перед ее использованием. 

Фламбирование проводят в верхней части пламени горелки, которая 
является самой горячей. Бактериологическая петля обрабатывается в вер­
тикальном положении до красного каления. 

С помощью ультрафиолетовых (бактерицидных) ламп проводят сте­
рилизацию помещений (микробиологический бокс, микробиологическая 
лаборатория, операционная), а также стерилизацию посуды и материалов, 
не выдерживающих нагревания (пластиковой посуды, бумажных дисков, 
марли). 
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Стерилизация питательных сред. Стерилизацию питательных сред 
можно провести горячим паром в аппарате Коха. При однократной обра­
ботке в течение 30 минут погибнут все вегетативные клетки, но споры ос­
танутся жизнеспособными, то есть полной стерилизации не будет. Поэто­
му для сред, компоненты которых выдерживают обработку горячим паром, 
необходима дробная стерилизация, или тиндализация. Обработанную од­
нократно среду оставляют до остывания, при этом по достижении темпе­
ратуры 28—30 С в ней прорастают споры. Среда снова подвергается обра­
ботке горячим паром. После второй обработки среда оставляется на сутки 
для прорастания трудно оживляемых спор и вновь помещается в аппарат 
Коха на 30 минут. 

Техника безопасности! Аппарат Коха после окончания времени об­
работки и выключения открывается только через 10-15 минут во избе­
жание ожогов. 

Однократная стерилизация сред, а также посуды, перевязочных ма­
териалов может осуществляться обработкой насыщенным паром при дав­
лении выше атмосферного - автоклавированием. Совместное действие 
давления и высокой температуры пара обеспечивает одновременную ги­
бель и вегетативных клеток, и спор. Для проведения автоклавирования 
требуется специальная комната, автоклав и специальная подготовка, обу­
чающая условиям и технике выполнения данного процесса. 

Температура, дополнительное давление (указывается значение дав­
ления, добавляемого к атмосферному) определяются составом питатель­
ных сред, стабильностью их компонентов. Среды, содержащие субстраты, 
не выдерживающие нагревания до 120 С (молоко, дрожжевой автолизат, 
дрожжевая вода, желатин), стерилизуются при 0,5 атм. в течение 20-
30 минут. МПБ и МПА автоклавируют при давлении в 1 атм. 20-30 минут, 
картофельную среду и почвенную вытяжку - при 1,5 атм. 30 минут. Имеет 
значение рН среды: ниже 6,5 происходит пептонизация желатина и среда 
уже не застынет. В кислой среде при высокой температуре и давлении 
возможны процессы гидролиза входящих в состав сред полимеров, если 
реакция среды щелочная, то при стерилизации в осадок выпадают соли 
железа, карамелизуются и становятся недоступными для микроорганизмов 
сахара. Поэтому среды стерилизуют в условиях нейтрального рН, а после, 
если нужно, подкисляют или подщелачивают. 

Для сред, субстраты которых не выдерживают нагревания совсем 
(например, белковые среды, сыворотки, антибиотики, витамины), а также 
для культуральной жидкости, которую нужно освободить от микроорга­
низмов, но сохранить все компоненты, применяют фильтрование через 
бактериальные фильтры: мембранные фильтры, фильтры Зейтца. 

Мембранные фильтры. Изготавливают из коллодия, ацетата, целлю­
лозы. По форме это диски толщиной 0,1 мм с размерами пор от 0,35 до 1,2 
мкм. 
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Фильтры Зейтца. Плотные диски из смеси асбеста с целлюлозой. 
С увеличением содержания целлюлозы пористость диска возрастает. 

Кроме этого, используют фильтры из каолина с примесью кварцево­
го песка - «свечи» Шамберлена (ученик Пастера) и Беркефельда. Марки­
ровки и работа с бактериальными фильтрами описаны в специальных 
практических руководствах. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Чашки Петри, пробирки, колба с дис­
тиллированной водой, пипетки, шпатели, бумага для завертывания. 

Задание 1. Знакомство с устройствами для стерилизации посуды, 
инструментов и сред 

1. Познакомиться с работой сушильного шкафа, аппарата Коха, бак­
терицидных ламп. 

2. Подготовить для стерилизации чашки Петри, пробирки с дистил­
лированной водой, пипетки и шпатели. 

Задание 2. Коллоквиум по пройденным темам 

Вопросы к коллоквиуму 
1. Основные отличия прокариотической организации клеток от эука-

риотической. 
2. Размеры и форма клеток бактерий. Жизненные формы бактерий^" 
3. Дифференциация клеток и покоящиеся формы бактерий. 
4. Поверхностные структуры прокариотических клеток: слизистые 

слои, капсулы, чехлы, ворсинки. 
»5. Органы движения бактерий: жгутики. Строение и механизмы дви­

жения. Расположение жгутиков. 
6. Строение клеточной стенки грамположительных бактерий. 
7. Строение клеточной стенки грамотрицательных бактерий. 
8. Необычные клеточные стенки бактерий. Клеточные стенки архе-

бактерий. 
9. Особенности строения и функций цитоплазматической мембраны 

прокариот. Видоизменения ЦПМ. 
10. Цитоплазма. Нуклеоид, процессы репликации ДНК у бактерий. 

Плазмиды. 
11. Клеточные органоиды бактерий: рибосомы, включения. 
12. Методы изучения морфологии бактериальных клеток. 
13. Методы посевов, пересевов и культивирования микроорганизмов. 
14. Понятия и методы стерилизации, пастеризации, дезинфекции. 
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Занятие № 6 
Посевы микроорганизмов из различных сред обитания. 

Бактериологическое исследование воздуха закрытых помещений 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Осуществление посевов проб почвы и воздуха для 
количественного учета микроорганизмов. Коллоквиум по пройденному 
материалу. 

Основные места обитания микроорганизмов: почва, вода и макроор­
ганизмы. В воздухе микроорганизмы не живут, но, попадая туда из почвы, 
воды и макроорганизмов, переживают неблагоприятные для жизни условия. 

Почвенная микробиота. Наибольшее количество микроорганизмов 
обнаруживается в почве. Масса биоты, включая бактерии, грибы, водорос­
ли, может достигать нескольких тонн на гектар почв. Микроорганизмы -
основные почвообразователи. Состав и процессы жизнедеятельности мик-
робиоты в значительной мере зависят от свойств и растительного покрова 
почвы. Корневые выделения растений - мощный фактор развития микро­
организмов, возможностей взаимодействий между собой и с макроорга­
низмами и их биохимической активности. На корнях растений развиваются 
грибы, с клетками корня вступают в симбиоз бактерии; что сопровождает­
ся образованием клубеньков. В почвах обнаруживаются микроскопические 
водоросли, цианобактерий. Из цианобактерий обычны виды рода Microcys­
tis — бесформенные или близкие к округлым слизистые колонии с мель­
чайшими шаровидными клетками, расположенными1 беспорядочно в толще 

' слизи. Клетки рода Gloeocapsa - более крупные, объединены по две или 
четыре в многослойные слизистые капсулы. Колонии некоторых видов 
этого рода образуют окрашенные колонии: желтые, красные, фиолетовые. 
Часто встречаются представители родов Nostoc, Anabaena, Cylindrosper-
тит, Phormidium, Lyngbya, Microcoleus, Oscillatoria и другие. Интенсивное 
развитие почвенных водорослей и цианобактерий возможно только в фо-
тотрофном слое - верхнем слое почвы. В зависимости от влажности почвы 
и наличия листового опада этот слой составляет несколько сантиметров. 
Из простейших в почве обитают жгутиковые (Euglena, Chlamydomonas, 
Cryptomonas, Ochromonas); саркодовые: голые и раковинные амебы; инфу­
зории - Colpoda, Paramecium. 

В почве встречается огромное количество различных представителей 
царства грибов, поскольку они активные разлагатели органического веще­
ства. Из класса зигомицетов в почве живут представители родов Rhizopus, 
Mucor, Zygorhynchus, Phycomyces, Mortierella. Аскомицеты и базидиомице-
ты представлены очень обширно. Микроскопические аскомицеты дрожжи 
в природе в основном находятся в ассоциации с растениями. Они обильно 
развиваются на листовых пластинках; в нектаре цветков, в экссудатах де­
ревьев, в раневых повреждениях, на поверхности ягод, плодов и фруктов. 
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В почве дрожжей относительно немного, наиболее хорошо изучены педо-
бионты (обитатели почв) из рода Lipomyces. Липомидеты участвуют в 
трансформации органических соединений, их внеклеточные полисахариды 
оказывают воздействие на структурные свойства почвы и, возможно, 
включаются в состав гумуса. Из несовершенных микроскопических грибов 
особенно много в почве гифомицетовых. Некоторые их них разлагают 
целлюлозу и другие полимеры мертвых растительных тканей. Самые рас­
пространенные грибы среди почвенных гифомицетов - Pinicillum и Asper­
gillus. К гифомицетам относятся также темноокрашенные грибы родов А1-
tenaria, Cladosporium, Ulocladium, Stemphylium (рис. 10). Эти грибы синте­
зируют внутриклеточные черные пигменты - меланины, которые после от­
мирания мицелия входят в состав гумуса. Многие несовершенные грибы -
обитатели почв - поражают корневые системы растений (фузариоз, корне­
вые гнили). Инфекционные зачатки некоторых фитопатогенных грибов 
могут длительное время сохраняться в почве без развития за счет действия 
микроорганизмов-антагонистов, выделяющих супрессорные соединения. 
К таким микроорганизмам относятся бактерии из группы актиномицетов. 

Рис. 10. Представители несовершенных грибов (схематическое изображение): 
1 - р. Мисог, 2 - p. Aspergillus; 3 - p. Penicillum; 

4 - p. Fusarium; 5 - p. Oidium; 6 - p. Saccharomyces; 
7 - p. Schizosaccharomyces; 8 - Saccharomycoides; 9 - p. Candida 
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Миксомицеты - небольшая и своеобразная группа грибоподобных 
организмов. Они имеют амебоидную стадию, вегетативное тело, представ­
ленное голой плазменной массой. Спороносные структуры - спорокарпы — 
сходны со спороносными образованиями у грибов. В клеточных стенках 
спор и спорокарпов, в отличие от грибов, присутствует целлюлоза. У мно­
гих в циклах развития есть подвижные стадии - миксофлагелляты с двумя 
гладкими апикальными жгутиками. Плазмодий содержит множество ядер 
и обладает отрицательным фототаксисом и положительным гидротакси­
сом. Питаются миксомицеты так же, как амебы, - бактериями. На сухих 
освещенных местах образуют слизистую массу желтого, белого, оранжево­
го или красного цвета. Размножаются спорами, которые в большом числе 
образуются внутри спорангиев. 

В почве обитает множество прокариот. Это основное место обитания 
свободно живущих бактерий. В почве живут многие представители класса 
Proteobacteria - нового класса бактерий, который образован на основе фи­
логенетического подхода. Это грамотрицательные аэробные палочки и 
кокки родов Pseudomonas, Alcoligens, Azotobacter, Azomonas, Rhizobium и 
другие. 

К псевдомонадам близки спириллы, сапротрофы, встречающиеся в 
местах скопления остатков животного и растительного происхождения. 
На корнях некоторых трав, главным образом злаковых, обитают спириллы 
с высокой азотфиксирующей активностью - Azospirillum. Миксобактерии -
скользящие бактерии, они имеют цикл развития с образованием плодовых 
тел и миксоцист и являются активными разлагателями целлюлозы, это 
аэробные органотрофы с выраженной гидролитической активностью. Наи­
более типичные роды - Myxococcus, Polyangium. Наиболее активные разла-
гатели целлюлозы в аэробных условиях - цитофаги. Они способны гидро-
лизовать и другие полисахариды 

Из факультативно-анаэробных грамотрицательных палочковидных 
бактерий типичными представителями почв и воды являются p. Serratia, 
p. Proteus. В почвенных суспензиях обнаруживаются простекобактерии -
бактерии, обладающие характерным выростом - простекой в виде стебель­
ка. Типичные представители - бактерии рода Caulobacter. 

В почве обнаруживается множество грамположительных бактерий, 
которые являются обычными ее обитателями. Здесь можно встретить око­
ло 300 видов спорообразующих аэробных палочек рода Bacillus. В почве 
бациллы связаны с разложением различных органических соединений -
белков, полисахаридов (рис. 11, 12). 
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Рис. 11. Колонии на плотной среде (а) и общий вид клеток 
с эндоспорами Bacillus megaterium (б) 

Рис. 12. Колонии на плотной среде (а) и общий вид клеток 
с эндоспорами Bacillus mycoides (б) 

На глубине 10-15 см обитают анаэробные спорообразующие палоч­
ковидные бактерии, представители обширного рода Clostridium, насчиты­
вающего в настоящее время более 600 видов, а также роды Desulfotomacu-
lum, Anaerobacter. Бактерии этой группы способны активно фиксировать 
молекулярный азот. Клостридии в анаэробных условиях разлагают белки, 
вызывая процессы гниения. С частичками почвы ряд клостридии может 
попасть в человеческий организм и вызвать заболевания. При попадании 
почвы в открытую рану в ней возможно развитие бактерий вида Clostri­
dium tetani, выделяющих столбнячный токсин, или бактерий вида 
Cl.perfringens, вызывающих газовую гангрену. В консервы с пылью или 
водой могут попасть споры Cl.botulinum, развитие которых в анаэробных 
условиях в нейтральной среде будет сопровождаться выделением ботули-
нического токсина, вызывающего смертельное отравление. Среди ана­
эробных спорообразующих бактерий обнаружены в почве два вида грамм-
отрицательных бактерий, отнесенных к новому роду Sporomusa. Пока это 
единственное исключение из правила, что эндоспоры образуют только 
грамположительные бактерии. В почвах и содовых озерах встречаются фо-
тотрофные гелиобактерии, активные азотфиксаторы. 

Из коринеподобных бактерий в почве наиболее распространены арт-
робактерии (род Arthrobacter). Это плеоморфная культура: на свежих пита­
тельных средах кокки удлиняются, превращаясь в палочки неправильной 
формы, которые при делении резко изгибаются под углом (bending тип де-
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ления). Артробактерии участвуют в процессах минерализации органиче­
ских соединений в аэробных условиях. Широко распространены в почках 
целлюлозолитические бактерии рода Cellulomonas. 

Одной из самых обширных групп почвенной микробиоты являются 
актиномицеты (рис. 13). Нокардиоформные актиномицеты представлены 
родами Nocardia и Rhodococciis, способными деструктировать гуминовые 
кислоты и углеводороды. Род Frankia - азотфиксирующие симбионты небо­
бовых растений, они образуют на корнях клубеньки, подобные ризобиям; 
имеют типичный воздушный мицелий со спорангиями, разделенными на 
множество спор. Актинопланы - группа актиномицетов, распространенных 
в почве, лесной подстилке, на живых растениях и в воде природных источ­
ников. 

Рис. 13. Актиномицеты: стрептомицеты и микобактерии 

Род Actinoplanes образуют не распадающиеся на фрагменты нити, 
спорангии с подвижными спорами, род Micromonospora имеет неподвиж­
ные споры, род Catellatospora - в цепочках. 

Стрептомицеты - актиномицеты, образующие нити, не распада­
ющиеся на фрагменты, воздушный и субстратный мицелий. Род Streptomyces 
формирует обильный воздушный мицелий с цепочками спор разной длины, 
для представителей других родов (Intrasporangium, Kineosporia, Sporichtyd) 
характерно слабое развитие воздушного мицелия, разнообразные по форме 
споры. Стрептомицеты - типичные почвенные обитатели, образующие анти­
биотики против других бактерий и грибов и проявляющие разнообразную 
гидролитическую активность, в том числе хитинолитическую. 

С фекалиями в почву попадают и представители энтеробактерий, 
живущие в желудочно-кишечном тракте животных и человека. Большин­
ство из них быстро погибает, так как не может выдерживать жесткую кон­
куренцию с почвенными обитателями, но некоторые сохраняют жизнеспо­
собность достаточно долгое время. 
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Эпифитная микробиота. На поверхности растений можно обнару­
жить бактерии, принадлежащие к родам Agrobacterium, Arthrobacter, Bacil­
lus, Burkholderia, Clavibacter, Clostridium, Curtobacterium, Erwinia, Pseudo-
monas, Rhizobacter, Rhizomonas, Xanthomonas, множество различных видов 
грибов. Среди бактерий на листьях и сладких выделениях растений живут 
представители родов Sarcina, Micrococcus, Mytilococcus, Rhodococcus. Па­
тогенны для растений виды рода Erwinia, Agrobacterim, многие грибы. До 
80 % от общего количества эпифитов составляют клетки Erwinia herbicola-
грамотрицательной неспорообразующей палочки. На МПА Erwinia herbi-
cola формирует золотисто-желтые колонии. Бацилл и актиномицетов на 
растениях мало, чаще встречаются споры разных видов грибов: Penicillum, 
Fusarium, Mucor и др. 

Водная микробиота. Со сточными водами в водоемы попадают 
представители почвенной микробиоты. Кроме того, есть множество собст­
венной водной микробиоты. В грязных водоемах живет большое количест­
во спирилл, вибрионов и спирохет, а также обитают актинопланеты. 
В пресных и морских водоемах встречается огромное многообразие циа-
нобактерий, прохлорофитов и различных микроскопических водорослей. 
В пресных и соленых водоемах также обитают зеленые и пурпурные бак­
терии, в пластовых водах и стоячих водоемах - сульфатредуцирующие 
бактерии. В водоемы также попадают и представители живущих в других 
организмах микробов (симбионтов и паразитов). 

Воздух. В воздухе микроорганизмы не живут, но, попадая туда из поч­
вы, воды и других организмов, переживают неблагоприятные условия. В ат­
мосферном воздухе на открытых пространствах обнаруживаются споры бак­
терий, грибов, представители эпифитной микробиоты. В воздухе закрытых 
помещений к данным микроорганизмам присоединяются представители 
микробиоты человека, выделяемые им с выдыхаемым воздухом и капельками 
слюны из ротовой полости и верхних дыхательных путей. Из воздуха закры­
тых помещений могут высеваться микрококки, стрепто- и стафилококки, 
сардины, нейсерии, бациллы, неспорообразующие палочки (псевдомонады, 
лактобактерии, коринебактерии и др.). Реже (при отсутствии проветриваний 
и влажной уборки) высеваются плесневые грибы, дрожжи, кандиды и другие 
представители патогенной микробиоты. Количество бактерий и грибов в воз­
духе определяется площадью помещения, высотой потолков, количеством 
находящихся в нем людей и частотой уборок. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Стерильные чашки Петри, стериль­
ный МПА в пробирках по 20 мл. Стерильные пипетки и шпатели. 

ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Почвенная суспензия с разведением 10"4, 
воздух закрытого помещения. 
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Задание 1. Посев почвенной микробиоты 
1. Осуществить посев почвенной суспензии из разведения 10"4 (гото­

вится лаборантом). 
2. Для этого отобрать 1 мл суспензии из пробирки и перенести в сте­

рильную чашку Петри (без среды), распределить с помощью стерильного 
шпателя. 

3. В чашку залить 20 мл МПА температурой 45°С из пробирки. Тем­
пературу среды определить, поднеся пробирку к щеке, если негорячо -
среду можно вылить в чашку. Осторожными круговыми движениями, не 
задевая крышку и не поднимая чашку, агар перемешать с суспензией. 

4. После застывания среды чашку перевернуть крышкой вниз, завер­
нуть, промаркировать. 

5. Чашки поместить на выращивание в термостат при 28°С. 

Задание 2. Посев воздушной микробиоты закрытых помещений 
1. Осуществить посев микроорганизмов из воздуха закрытого поме­

щения седиментационным методом Коха. 
2. В стерильную чашку вылить 20 мл МПА. Чашку Петри с застыв­

шим МПА открыть на 10 минут на расстоянии около 1,5 м от пола и дать 
возможность клеткам и спорам осесть на поверхность агара. 

3. Крышку закрыть. Чашку перевернуть крышкой вниз, завернуть в 
бумагу, промаркировать и поставить на выращивание в термостат при 28°С. 

Задание 3. Коллоквиум по пройденным темам 

Вопросы к коллоквиуму 
1. Экологические группы микроорганизмов. Взаимоотношения мик­

роорганизмов между собой и с макроорганизмами. 
2. Почвенная микробиота. 
3. Микробиота воды и воздуха. 
4. Нормальная микробиота кожи и верхних дыхательных путей чело­

века. 
5. Нормальная микробиота желудка и тонкого кишечника человека. 
6. Нормальная микробиота толстого кишечника человека. 
7. Функции микробиоты человека. Дисбактериоз. 
8. Санитарно-показательные микроорганизмы. 
9. Бактериологический контроль. 
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Занятие Же 7 
Количественный учет бактерий и микроскопических грибов 

в почве и воздухе 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Провести количественный учет бактерий и грибов по 
КОЕ на МПА. Описать культуральные признаки выросших колоний. Позна­
комиться с возможностями и недостатками идентификации бактерий и грибов 
по культуральным признакам. Осуществить посев накопительных культур. 

Клетки микроорганизмов на питательной среде начинают размно­
жаться и образуют колонии, видимые невооруженным глазом. Каждая ко­
лония обычно вырастает из одной попавшей в данное место клетки или 
споры или кусочка мицелия, получивших название колониеобразующей 
единицы (КОЕ) в случае бактерий или пропагулы для грибов. 

Количественный учет бактерий в почве 
Количество КОЕ и пропагул в почве устанавливают, умножая число 

колоний в чашке на степень разведения суспензии. Суспензия готовится из 
1 г сырой почвы в стерильную колбу с 99 мл стерильной дистиллирован­
ной воды (разведение 10"2). Количество микроорганизмов в данном разве­
дении может оказаться слишком большим, поэтому готовят второе разве­
дение: 1 мл из разведения 10"2 переносят в стерильных условиях в стериль­
ную колбу с 99 мл стерильной дистиллированной воды. Полученное разве­
дение 10 высевается на МПА. 

Однако расчет ведут на 1 г абсолютно сухой почвы. Для получения 
абсолютно сухой почвы в отдельный металлический или стеклянный бюкс 
помещают навеску почвы (5-10 г) и сушат при 105 С до постоянной мас­
сы. Определяют процент влажности почвы. Отсюда находят истинный вес 
почвы без воды в 1 г сухой почвы (т) . 

Расчет: X клеток на 1 г сырой почвы = А * 10 ; 
Y клеток на 1 г абсолютно сухой почвы = X * 1/ т. 
Пример: На МПА выросло 6 колоний из 1 г сырой почвы разведения 10 . 

А процент влажности почвы - 30 %, то есть сухой почвы 0,7 г. 
Количество клеток на 1 г сухой почвы = 6 х 10"4 / 0,7 = 85714 клеток. 

Количественный учет бактерий в воздухе 
Для расчета микробного числа в воздухе используют формулу Оме-

лянского: 
X кл/м3 = А х 100 х ЮО х 5 / С х 10, 

где А — количество выросших колоний; 100 — площадь 100 см ; 100 - ко­
эффициент пересчета на 1 м3; С - площадь чашки Петри в см ; 5 - время 
общепринятой экспозиции, мин; 10 - время выбранной экспозиции, мин. 

C = TCR2 = 3,14 х (4,5/ = 63,56см2-
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Задание 1. Количественный учет микроорганизмов в почве 
и воздухе закрытого помещения 

1. Посчитать количество бактериальных колоний и грибных пропа-
гул в чашке Петри с почвенным посевом. 

2. Посчитать общее микробное число на 1 г сухой почвы. Посчитать 
отдельно бактериальное и грибное число. 

3. Посчитать количество бактериальных колоний и грибных пропа-
гул в 1 м воздуха закрытого помещения. Определить качество воздуха, ес­
ли общее микробное число <4000 кл/м3 характеризует чистый воздух; 
от 4000 до 7000 кл/м3 - загрязненный; >7000 кл/м3 - грязный. 

4. Объяснить полученный результат. 

Описание кулыпуральных признаков 
Из культуральных признаков выросших на плотных средах колоний 

важнейшими являются: форма и размеры колоний; профиль и поверхность 
колонии; форма края колонии; цвет колонии; структура; консистенция. 

1. Размер колонии. Измеряют с помощью линейки или окулярного 
микрометра (при очень малом размере). Величина указывается в милли­
метрах. Крупными считаются колонии размером более 4 мм, 2-4 мм -
средние, 1—2 мм - мелкие. Колонии менее 1 мм называются точечными. 

2. Поверхность колонии может быть гладкой, шероховатой, борозд­
чатой, складчатой, морщинистой, с концентрическими кругами, радиаль­
ной исчерченностью и т. д. 

3. Профиль колонии - изогнутый, бугристый, плоский, выпуклый, 
кратерообразный, конусовидный и т. д. (рис. 14). 

4. Блеск и прозрачность - блестящая, матовая, тусклая, мучнистая, 
прозрачная. 

5. Край колонии - ровный, волнистый, зубчатый, бахромчатый, ло­
пастный, реснитчатый, ворсистый, ветвистый, фестончатый (рис. 15). 

6. Цвет колонии: бесцветная (грязно-белая), белая, желтая, золоти­
стая, оранжевая, сиреневая, красная, черная, голубовато-серая. 

7. Структура колонии: однородная, мелко- или крупнозернистая, 
струйчатая, мучнистая, пленчатая, врастающая в агар, легко снимающаяся 
с агара. 

8. Консистенция. Определяется при приготовлении препарата (взя­
тии культуры на петлю). Может быть плотной, мягкой, слизистой (прили­
пает к петле), тягучей, волокнистой (снимается целиком), хрупкой (легко 
ломается). 

40 



Рис. 14. Форма колоний: а) круглая; б) круглая с фестончатым краем; 
в) круглая с валиком по краю; г); д) ризоидные; 

е) круглая с ризоидным краем; ж) амебовидная; з) нитевидная; 
и) складчатая; к) неправильная; л) концентрическая; м) сложная 

Задание 2. Описание культуральных признаков колоний 
1. Выберите одну колонию бактерий на чашке Петри с почвенным 

посевом и одну из чашки с посевом из воздуха. Опишите их по культу-
ральным признакам. 

2. Сравните выбранные колонии с данными ниже описаниями. 
3. Приготовьте постоянные препараты из этих колоний. 
4. Промикроскопируйте препараты при увеличении 15x90 в иммер­

сионной системе. 
5. Прочтите описания, приведенные ниже, сделайте возможное пред­

положение о роде, а иногда и виде бактерий, если есть полное совпадение 
признаков. 

Предположение не может быть утверждением до выделения бакте­
рий в чистую культуру и идентификации по ряду более важных признаков, 
чем культуральные и морфологические (окраска по Граму, отношение к 
кислороду, особенности метаболизма). 
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Рис. 15. Профиль и структура колоний 

Род Bacillus. Аэробы, растут на поверхности агара. Палочковидные, 
по Граму окрашиваются положительно, образуют эндоспоры. 

Bacillus megaterium - земляная палочка, образует на МПА колонии 
гладкие, белые, выпуклые с жирным блеском. Края колонии чаще ровные, 
реже волнисто-бахромчатые. Споры внутри клеток овальные или цилинд­
рические, не больше диаметра клеток. Длина клеток 5-7 мкм, иногда 
больше. 

Bacillus subtilis - сенная палочка. Колонии на агаре сухие, мелко­
морщинистые, бархатистые; бесцветные или розовые, часто срастаются с 
агаром. Края колонии волнистые. Палочки короткие и тонкие, длина 3-
5 мкм. Споры овальные, расположены не строго по центру. Подвижны, 
жгутики расположены перитрихиально. 

Bacillus mesentericus - картофельная палочка. Вызывает порчу хле­
ба: мякиш на разломе становится тягучим и липким, появляется затхлый 
гнилостный запах. Колонии образует тонкие, сухие, морщинистые, серовато-
белые. Палочковидные клетки тонкие, длинные или короткие от 3 до 
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10 мкм. Иногда клетки соединены в длинные цепочки. Споры овальные и 
продолговатые, не больше диаметра клетки. 

Bacillus mycoides — грибовидная палочка. Образует ризоидные коло­
нии, напоминающие рост гриба, стелющиеся по поверхности агара. Длина 
клеток 5-7 мкм, иногда до 10 мкм. В цитоплазме обнаруживается много 
запасных включений. Подвижные, перитрихи. 

Bacillus cereus - образует восковидные колонии, толстые, компакт­
ные, матовые со складчатым центром и ризоидными краями. Иногда мел­
кобугристые с бахромчатыми краями, от которых отходят тонкие сплете­
ния нитей. Клетки толстые, диаметром 1-1,5 мкм, длиной 3-5 мкм. Оди­
ночные или соединены в цепочки. Споры овальные, расположены субтер­
минально (ближе к концу клеток). 

Bacillus Idosus — колонии сухие, матовые, плоские, мелкоморщини­
стые. Легко и целиком снимаются с агара. Клетки представляют собой 
тонкие прямые палочки длиной 2-3 мкм, подвижные. Споры овальные, об­
разуются в центре клетки. 

Род Pseudomonas. Образуют на МПА колонии круглые, неправиль­
ной формы, плоские или выпуклые, слизистые и пастообразные. Могут 
быть бесцветные, прозрачные или пигментированные (белые, синие, сине-
зеленые, красные, желтые, бурые и черные). Характерная особенность -
образование некоторыми видами сине-зеленого или желто-зеленого флуо­
ресцирующего пигмента, иногда диффундирующего в агар. Образование 
пигмента зависит от состава и рН среды. Клетки псевдомонад прямые или 
слегка изогнутые, часто с заостренными концами. Располагаются одиноч­
но или короткими цепочками. Размеры клеток от 1,5 до 4 мкм в длину и 
диаметром 0,5-1 мкм. Микроаэрофилы, могут осуществлять нитратное 
дыхание (денитрофикацию) в условиях недостатка кислорода. Клетки ок­
рашиваются по Граму отрицательно. 

Род Flavobacterium. Колонии на МПА выпуклые, круглые, диаметром 
2-3 мм, край ровный. Чаще колонии гладкие и блестящие, прозрачные, жел­
того цвета за счет выделения каротиноидов. Пигменты в среду не диффунди­
руют. Встречаются желто-оранжевые и даже красноватые колонии. 

Клетки палочковидные, размером от 1 до 3 мкм, тонкие - диаметр 
0,5 мкм. Концы клеток закругленные, клетки неподвижны. Располагаются 
в препарате одиночно, парами и в виде коротких цепочек, реже - в виде 
нитей. Характерен снэпинг-тип обособления при делении, напоминающий 
защепки. Окрашиваются по Граму отрицательно, эндоспор не образуют. 

Род Micrococcus на МПА образуют колонии мелких и средних раз­
меров (2-4 мм). Колонии выглядят очень разнообразно: матовые, блестя­
щие, маслянистые; гладкие, выпуклые, плоские; зернистые, мелкоскладча-
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тые; пастообразной или слизистой консистенции, реже - сухие и плотные. 
Цвет также различный: белый, серый, буроватый, желтый, розовый или 
красный. Пигменты в среду не диффундируют. Клетки шаровидные, мел­
кие (диаметр 0,2-1,5 мкм), одиночные, в парах, тетрадах или образуют 
скопления неправильной формы. Грамположительные. Аэробы, реже фа­
культативные аэробы. 

Род Sarcina. Образуют колонии средних размеров. Круглые, выпук­
лые или плоские; гладкие, бугристые или складчатые, зернистой структу­
ры; матовые или жирно-блестящие. Цвет клоний: желтый, лимонно-
желтый, иногда розовый, красный или белый. Клетки кокковидной формы, 
диаметр 1,8-3 мкм, находятся в парах, тетрадах или 8-клеточных пакетах. 
По Граму окрашиваются положительно. Аэротолерантные анаэробы. 

Род Mycobacterium. На МПА растут медленно, поэтому образуют 
мелкие круглые компактные колонии, иногда слегка приподнятые; мягкие, 
пастообразной или слизистой консистенции (растекающиеся по субстра­
ту), реже - сухие, крошащиеся, бугристо-складчатые; матовые или бле­
стящие; бесцветные или окрашенные в розовый, оранжевый, желтый, зеле­
ный, синий, бурый или черный цвета. Пигмент в среду не выделяют. Мо­
лодые клетки ветвятся, угловатые с неправильными контурами, длиной 3— 
7 мкм, диаметром 0,7 мкм. С возрастом клетки распадаются на отдельные 
кокки и палочки. Обособление при делении по снэпинг-типу. Большинство 
видов грамположительные. 

Актиномицеты образуют колонии при выращивании не менее 7 су­
ток и позже. Обычно колонии шероховатые, рыхлые по консистенции. Мо­
гут быть бугристые, складчатые, бородавчатые с мучнистым налетом. Раз­
ноцветные. Срастаются с агаром. При микроскопировании выглядят в виде 
несептированных ветвящихся нитей длиной 10-50 мкм. 

Задание 3. Посев в накопительную культуру 
1. Сделайте посев методом штриха на скошенный агар части культу­

ры из выбранной колонии, выросшей на чашке Петри с почвенной суспен­
зией на поверхности агара (аэроб) или уколом вглубь среды на столбик, 
если выбранная колония образовалась в глубине агара (анаэроб). 

2. Проделайте те же операции по отношению к выбранной колонии 
из чашки Петри, выросшей при высеве из воздуха закрытого помещения. 

Примечание. В случае недостатка времени и материалов возможен 
посев одной накопительной культуры (на выбор) одному студенту. 
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Часть II. ВЫДЕЛЕНИЕ ЧИСТОЙ КУЛЬТУРЫ БАКТЕРИЙ. 
ИЗУЧЕНИЕ ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 

БАКТЕРИЙ 

Тема 2. Получение чистых культур. Цитохимические методы изучения 
микроорганизмов 

При изучении физиолого-биохимических особенностей бактерий и 
для установления их видовой принадлежности необходимы выделение 
чистой культуры и работа с ней. Чистой называют культуру, выращенную 
из одной клетки и содержащую микроорганизмы одного вида. 

Выделение чистой культуры идет в три этапа: получение накопи­
тельной культуры, выделение чистой культуры и анализ ее чистоты. 

Для получения накопительной культуры осуществляют посев коло­
нии на среду, где данная культура будет хорошо развиваться, а также соз­
даются другие условия, способствующие ее росту. В идеале сначала под­
бираются элективные (избирательные) условия среды, обеспечивающие 
преимущественное развитие данного вида бактерий, затем осуществляется 
посев и выращивание. Чистую культуру получают из отдельной колонии 
накопительной культуры или с роста по штриху на плотной среде при ус­
ловии его однородности. В этом случае готовят разведения по методу Коха 
и делают посев из самого крайнего разведения, где должно присутствовать 
небольшое количество бактериальных клеток. 

Получение чистых культур аэробных бактерий. Посев осуществля­
ется на поверхность агаризованной среды в чашках Петри распределением 
капли соответствующего разведения стерильным шпателем. Затем этим же 
шпателем проводится по поверхности агара еще 1—3 чашек. Чашки поме­
щают в термостат на 2—7 суток, как так скорость роста разных микроорга­
низмов различна. Посев считается удачным, если в чашках присутствуют 
отдельные, но единообразные колонии, находящиеся на некотором рас­
стоянии друг от друга. Материал колонии микроскопируется и при отсут­
ствии засора другими микроорганизмами отсевается в пробирку на ско­
шенный агар методом штриха или в жидкую среду методом смыва с петли. 

Получение чистой культуры факультативных аэробов (или анаэро­
бов). Посев осуществляют из разведения под агар. Сначала в стерильную 
чашку Петри помещается капля разведения, распределяется шпателем и 
затем заливается расплавленной средой с температурой 38—40 С. 

Строгие анаэробы высеваются в полностью наполненные средой 
флаконы, из которых откачивается воздух. Флаконы плотно упаковывают­
ся и помещаются в анаэростат, где воздух заменен на аргон. 
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Занятие JV» 8 
Анализ накопительной культуры бактерий. 
Посев и выращивание клона методом Коха 

Описание роста по штриху. При описании роста по штриху можно 
использовать следующую схему. 

Мощность и форма роста. Рост может быть скудным, умеренным 
или обильным. Скудный или слабый рост дает еле заметную полоску роста 
не на всей линии штриха. Умеренный или ограниченный рост — 1—2 мм 
шириной по всей штриховой линии. Обильный или затягивающий рост не 
ограничен штриховой линией, распространяется по всей поверхности ага­
ра. Некоторые бактерии дают комбинированный рост: в некоторых местах 
ограниченный, в других - обильный и даже скудный. Такая форма роста 
связана с большой потребностью данного микроорганизма во влаге (кон­
денсат присутствует снизу скошенного агара). 

Форма края. Может быть ровной, гладкой, волнистой, четковидной в 
виде цепочки изолированных колоний, диффузной, лопастной, ризоидной и т. п. 

Профиль роста (макрорельеф). Может быть плоским (пленчатый 
штрих) или выпуклым с различной степенью выпуклости. 

Поверхность штриха (микрорельеф). Может быть гладкой или буг­
ристой, складчатой, бугровато-складчатой. 

Блеск штриха. Блестящий штрих может иметь жирный блеск, блеск 
застывающего сала, влажный блеск. Штрих также может быть матовым, 
мучнистым. 

Пигментация штриха. Пигментацию лучше наблюдать в отражен­
ном свете. Необходимо различать окраску самого штриха и возможное вы­
деление пигмента в агар. Цвет культуры может быть различным, обычно 
пигментация соответствует пигментации колонии, из которой осуществ­
лялся посев штриха. 

Консистенция культуры. Определяется при снятии материала с агара 
для приготовления препарата. Она может быть слизистой, тягучей, пасто­
образной, сухой и т. п. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Освоить технику анализа роста культуры по 
штриху. Овладеть техникой выделения чистой культуры методом предель­
ных разведений Коха. Осуществить посев клона из разведения 1:100000. 
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ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; чашки 
Петри с МПА; стерильные шпатели, пипетки, пробирки со стерильной 
дистиллированной водой, бактериологическая петля, песочные часы, кри­
сталлизатор с мостиком, горелка, колба с водопроводной водой. Термостат 
для выращивания бактерий. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь для протирки 
объектива; иммерсионное масло; раствор водного фуксина; капельница с 
дистиллированной водой для приготовления препарата; х/б ткань для мик­
роскопа и стекол; набор для приготовления постоянных препаратов: пред­
метные стекла, кусочек сухого мыла, полоски фильтровальной бумаги. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Накопительные культуры бактерий, выра­
щенные из посевов, осуществленных на предыдущем занятии. 

Задание 1. Приготовление разведений клеточной суспензии 
1. Небольшое количество накопительной культуры в стерильных ус­

ловиях взять на бактериологическую петлю и поместить в первую пробир­
ку со стерильной дистиллированной водой. 

2. В стерильных условиях 1 мл суспензии перенести пипеткой во 
вторую пробирку со стерильной дистиллированной водой. 

3. Операцию повторить до получения последнего разведения (см. 
рис. 16). 

0,05МЙ 

/ ^ г » ^ i**^» I—S*^4 

Рис. 16. Схема приготовления разведений и проведения посевов 
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Задание 2. Посев клона из разведения 1: 100000 
1. Проведите посев на чашку Петри с агаризованной средой 0,1 мл из 

последнего разведения. 
2. Распределите суспензию по поверхности агара стерильным шпа­

телем. Чашка должна находиться в стерильной зоне, крышка приоткрыва­
ется со стороны горелки. При посеве анаэробов сначала наносится суспен­
зия и распределяется по дну стерильной чашки, затем заливается агар с 
температурой 40°С. 

3. Заверните чашки крышкой вверх и поместите в термостат на вы­
ращивание. 

4. Звпишите в тетради условия посева и выращивания клона. 

Задание 3. Подготовка и микроскопирование постоянного пре­
парата накопительной культуры 

1. Приготовьте предметное стекло и поместите его на мостик кри­
сталлизатора. 

2. Сделайте постоянный препарат накопительной культуры и окрась­
те его водным фуксином. 

3. Промикроскопируйте препарат с увеличением 15x90 в иммерси­
онной системе. 

4. Сделайте рисунок постоянного препарата накопительной культу­
ры, отметив однородность культуры, форму и относительные размеры кле­
ток, образование характерных скоплений. 

5. Сдайте рабочее место лаборанту. 
6. Подпишите лабораторное занятие у преподавателя. 

Занятие № 9 
Анализ чистоты клона бактерий. 

Посев и выращивание чистой культуры 

Описание выросших клонов. Клон - потомство одной клетки, обра­
зующее на агаризованной среде колонию, культуральные признаки кото­
рой соответствуют данному виду микроорганизмов. Следует отметить, что 
культуральные признаки имеют различную диагностическую ценность для 
различных групп микроорганизмов. Например, для грамотрицательных эн-
теробактерий, не выделяющих пигменты, рост на обычных агаризованных 
средах типа МПА не имеет значительной ценности для идентификации. 
А у такого представительного рода спорообразующих грамположительных 
палочковидных бактерий, как Bacillus, культуральные признаки могут по­
мочь в дифференцировании вплоть до вида (см. Часть I). 
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При описании выросших колоний необходимо обратить внимание на 
следующие признаки: 1) количество выросших колоний; 2) форму и разме­
ры колоний; 3) край и профиль колоний; 4) цвет и структуру колоний; 
5) блеск, прозрачность и консистенцию. 

Удачными чашки с клонами считаются при условии наличия одно­
родных колоний. Число колоний не должно превышать 5-8, должен отсут­
ствовать газонный рост. При микроскопировании в препарате не должно 
обнаруживаться посторонних клеток, нехарактерных скоплений клеток. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Анализ и описание роста клона. Посев в чистую 
культуру. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; пробирка 
со скошенным агаром или со столбиком (для анаэробов), бактериологиче­
ская петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, колба с 
водопроводной водой. Термостат для выращивания бактерий. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь для протирки 
объектива; иммерсионное масло; раствор водного фуксина; капельница с 
дистиллированной водой для приготовления препарата; х/б ткань для мик­
роскопа и стекол; набор для приготовления постоянных препаратов: пред­
метные стекла, кусочек сухого мыла, полоски фильтровальной бумаги. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Выращенные клоны бактерий из посевов 
осуществленных на предыдущем занятии. 

Задание 1. Анализ и описание роста клона 
1. Рассмотрите и проведите подсчет выросших колоний. Если коло­

ний много, они неоднородные или присутствует газонный рост, процедуру 
выделения клона (описана в предыдущем занятии) необходимо повторить. 

2. Если выросшие клоны соответствуют требованиям, проведите 
описание колоний по обычной схеме. Занесите данные в тетрадь. 

Задание 2. Микроскопическая оценка чистоты клона 
1. Приготовьте постоянный препарат клона с окраской водным фук­

сином. 
2. Промикроскопируйте препарат, увеличение 15x90 в иммерсион­

ной системе. 
3. Сделайте рисунок и отметьте все признаки, имеющие значение для 

идентификации (форму и относительные размеры клеток, наличие харак­
терных скоплений клеток). 
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Задание 3. Посев чистой культуры бактерий из клона 
1. Проведите посев небольшого количества клеток из колонии клона 

на поверхность скошенного агара методом штриха (аэробы) или вглубь 
агара столбика методом укола (анаэробы) бактериологической петлей. Все 
манипуляции выполняются в стерильной зоне горелки. 

2. Промаркируйте пробирки и поместите их на выращивание в тер­
мостат, 28-30°С. 

3. Запишите в тетради условия посева и выращивания чистой куль­
туры. 

4. Уберите и сдайте лаборанту свое рабочее место. 
5. Подпишите лабораторное занятие у преподавателя. 

Занятие № ю 
Анализ чистой культуры бактерий. Окраска по методу Грама 

Визуальный контроль. При просматривании роста в пробирках не­
обходимо убедиться в однородности роста по всему штриху или уколу, от­
сутствии посторонней пигментации или нехарактерных данной культуре 
признаков. 

Микроскопический контроль. При микроскопировании постоянно­
го препарата, приготовленного из материала чистой культуры, не должно 
выявляться никаких посторонних клеток нехарактерной формы, размеров 
или не обнаруживаемых ранее клеточных скоплений. Однако необходимо 
помнить, что морфологические признаки могут зависеть от возраста куль­
туры и условий культивирования, некоторые культуры полиморфны. 

Окраска по методу Грама. Метод окраски предложен датским вра­
чом Христианом Грамом в 1884 году. Им было замечено, что при окраске 
генциан-виолетом краситель способен задерживаться в поверхностных 
структурах одних бактерий и легко вымывается спиртом у других. Следо­
вательно, при вторичной окраске, например, водным фуксином или ней­
тральным красным часть бактерий остается фиолетовой (по первичному 
красителю), а часть окрашивается в красный цвет. Бактерии, сохраняющие 
первичную окраску генциан-виолетом, обозначаются как грамположитель-
ные, а окрашивающиеся вторично в красный цвет - грамотрицательными. 
Позднее была открыта причина такого характера окраски. Оказалось, что у 
грамположительных бактерий клеточная стенка содержит значительное 
количество пептидгликана, слой которого непосредственно связан с ЦПМ. 
Генциан-виолет формирует комплексные соединения с пептидгликановым 
слоем, которые укрепляются реакцией с йодом в ячейках пептидгликано-
вого слоя и полностью не вымываются этанолом. У грамотрицательных 
бактерий пептидгликановый слой тонкий и не связан с мембраной, краси­
тель там не удерживается. Однако для точной оценки результатов окраши-
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вания необходимо соблюдать несколько правил: окраску проводить у мо­
лодых культур, в старых культурах результаты могут искажаться; окраши­
вать тонкие мазки (из толстых краситель хуже вымывается); строго при­
держиваться процедуры окраски; использовать контрольные культуры, 
мазки которых наносятся на то же стекло, что и анализируемый мазок. 

Метод окраски по Граму. На одно обезжиренное предметное стекло 
наносятся три мазка: слева и справа - контрольных культур, окраска кото­
рых по методу Грама хорошо известна, а в центр - изучаемой культуры. 
Мазки высушиваются на воздухе и фиксируются в пламени горелки. На 
мазки наносят генциан-виолет на 1—2 минуты. Краситель сливают, мазки 
не промывают водой, а наносят раствор Люголя также на 1-2 минуты до 
почернения. Раствор Люголя сливают и мазки промывают этиловым спир­
том, погружая в стакан трижды одной стороной и, перевернув, трижды 
другой стороной. Для предотвращения излишнего вымывания красителя к 
спирту прибавляют 2 мл 10 %-ного раствора йода на 100 мл 96 %-ного эта­
нола. Затем препарат промывается водой и дополнительно окрашивается 
водным фуксином или нейтральным красным в течение 3-4 минут. 

При правильном окрашивании грамположительные бактерии оста­
ются окрашенными в фиолетовый цвет, грамотрицательные окрашиваются 
в розово-красный. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Анализ чистоты культуры. Освоение метода окра­
ски бактерий по Граму. Идентификация чистой культуры по методу Грама. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; пробирка 
со скошенным агаром или со столбиком (для анаэробов), бактериологиче­
ская петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, колба с 
водопроводной водой, пинцет. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь для протирки 
объектива; иммерсионное масло; раствор водного фуксина; капельница с 
дистиллированной водой для приготовления препарата; х/б ткань для мик­
роскопа и стекол; набор для приготовления постоянных препаратов: пред­
метные стекла, кусочек сухого мыла, полоски фильтровальной бумаги, кра­
сители: генциан-виолет, раствор Люголя. Спирт для промывки мазков в 
стакане. 

ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Чистые культуры, выделенные из почвы и 
воздуха. Контрольные культуры Bacillus cereus, Escherichia coll 

Задание 1. Анализ роста чистой культуры 
1. Проведите визуальный контроль роста бактерий по штриху. 
2. Опишите культуральные признаки роста чистой культуры по 

штриху или уколу, используя схему из занятия № 8. 
3. Запишите характеристику роста чистой культуры в тетрадь. 
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Задание 2. Окраска по методу Грама 
1. Приготовьте обезжиренное предметное стекло. 
2. Нанесите три капельки дистиллированной воды на одно стекло: 

справа, слева и по центру. Важно, чтобы капельки были на расстоянии 1,5 
см друг от друга и не менее 1 см от края стекла (рис. 17). 

3. Сделайте тонкие мазки контрольных культур бацилл и ишерихии 
справа и слева, анализируемой культуры - по центру (рис.17). Зафикси­
руйте высохшие мазки. 

4. Проведите окраску по приведенному выше описанию. 

0 0 0 
1 2 3 

Рис. 17. Расположение мазков на стекле при окраске по Граму. 
1 и 3 - контрольные штаммы; 2 - выделенный штамм 

Задание 3. Микроскопирование и анализ окраски 
1. Промикроскопируйте мазки. Увеличение 15x90 в иммерсионной 

системе. 
2. Сравните окраску идентифицируемой культуры с контрольными 

культурами: бациллы имеют грамположительную окраску, ишерихии -
грамотрицательную. 

3. Сделайте рисунки' постоянного препарата окраски по Граму 
(рис. 18). Запишите характер окраски выделенных штаммов. 

4. Уберите рабочее место. Сдайте чистые культуры лаборанту для 
дальнейших работ. 

Примечание. В случае сомнительного характера окраски рекоменду­
ется сделать пересев в новую среду и использование 24-часовой культуры 
для экспресс-тестирования. 
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Рис. 18. Окраска по методу Грама 

Экспресс-метод определения грам-типа микроорганизмов по Кре-
генсену. Метод основан на разрушении клеток грамотрицательных бакте­
рий в щелочной среде и определении свободной ДНК. 

На предметное стекло нанести каплю 3 %-ного раствора КОН и по­
местить в нее исследуемые бактерии на бактериологической петле. Хоро­
шо перемешать. Через 5-6 секунд при передвижении петли по стеклу в 
случае грамотрицательных бактерий образуется слизистый слой длиной 
1-2 см. Если слизь не образуется - культура грамположительная. 

Занятие № 11 
Выявление углеводных внутриклеточных включений бактерий 

Бактерии накапливают запасные питательные соединения в клетках 
при благоприятных условиях среды и избытке пищи. Полисахаридные 
включения накапливаются в виде крахмалоподобных (гранулезы) или гли-
когеноподобных углеводов. Чаще всего это гранулы сферической формы 
диаметром от 20 до 100 нм. Гранулеза - специфический запасной полиса­
харид анаэробных спорообразующих палочек из рода клостридий, осуще­
ствляющих маслянокислое брожение. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Выявление углеводных включений у выделенных 
штаммов бактерий, а также у дрожжей. Освоение метода прижизненной 
окраски углеводных запасных соединений. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; пробирка 
со скошенным агаром или со столбиком (для анаэробов), бактериологиче­
ская петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, колба с 
водопроводной водой. 
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РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь для протирки 
объектива; иммерсионное масло; х/б ткань для микроскопа и стекол; набор 
для приготовления постоянных препаратов: предметные стекла, кусочек 
сухого мыла, полоски фильтровальной бумаги, раствор Люголя. 

ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Чистые культуры, выделенные из почвы и 
воздуха; культура Saccharomyces cerevisiae. 

Задание 1. Окраска углеводных включений дрожжей 
1. Приготовьте чистое обезжиренное предметное стекло. Нанесите 

каплю раствора Люголя. 
2. Внесите в нее небольшое количество культуры дрожжей на бакте­

риологической петле. 
3. Накройте чистым покровным стеклом. Избыток жидкости уберите 

фильтровальной бумагой. 
4. Промикроскопируйте прижизненный препарат с увеличением 

15x90 в иммерсионной системе. 
5. Сделайте рисунок, проанализировав несколько полей зрения. Обо­

значьте гликогеноподобные включения дрожжевых клеток. Отметьте так­
же форму клеток, ядра, наличие делящихся и/или почкующихся клеток 
дрожжей. 

Задание 2. Окраска углеводных включений выделенных штам­
мов бактерий 

1. Приготовьте предметное стекло, поместите на мостик кристалли­
затора. 

2. Нанесите каплю раствора Люголя. На бактериологической петле 
внесите культуру бактерий. 

3. Накройте покровным стеклом, избыток жидкости уберите фильт­
ровальной бумагой. 

4. Промикроскопируйте препарат с увеличением 15х9Р в иммерси­
онной системе. 

5. Сделайте рисунок и обозначьте обнаруженные углеводные вклю­
чения (если есть). Укажите также и другие признаки клеток: форму, харак­
тер скоплений. 
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Задание 3. Пересев на новую питательную среду 
1. Небольшое количество культуры возьмите на бактериологическую 

петлю. 

2. Сделайте посев на поверхность скошенного агара методом штриха 
в случае аэробности бактерий или методом укола вглубь среды в случае 
факультативной анаэробности. 

3. Поместите пробирки на выращивание в термостат. Сдайте старые 
пробирки лаборанту. 

4. Уберите свое рабочее место. 

Примечание. Все манипуляции с культурами микроорганизмов выпол­
няются в стерильной зоне горелки с целью предотвращения их засорения. 

Задание 4. Коллоквиум по пройденным темам 

Вопросы к коллоквиуму 
1. Проблемы систематики бактерий. 
2. Нумеристическая таксономия. Исторические истоки. 
3. Компьютеризация нумеристической таксономии. Современное 

применение. 
4. Хемотаксономия. Достоинства и недостатки. 
5. Генотаксономия. Поиски наиболее надежного критерия. Особен­

ности филогении прокариот. 
6. Деление прокариот на отделы по особенностям строения клеточ­

ной стенки. 

Занятие № 12 
Окраска липидных внутриклеточных скоплений 

У дрожжей и других микроскопических эукариотов жиры накапли­
ваются в виде капелек триглицеридов, тогда как у бактерий жировые 
включения представляют собой гранулы поли-/}-оксимасляной кислоты. 
Гранулы окружены однослойной белковой оболочкой толщиной 2-3 нм. 
Большое количество гранул поли-Р-оксимасляной кислоты накапливают 
бациллы, хотя они обнаруживаются и у большинства других бактерий. Ка­
пли жира и гранулы хорошо преломляют свет и видны в световой микро­
скоп. Окраска липофильными красителями судан 3 и черный В делает их 
еще более заметными. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Выявление липидных включений у выделенных 
штаммов бактерий, а также у дрожжей. Освоение метода прижизненной 
окраски запасных липидных соединений. 

г 
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РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь для протирки 
объектива; иммерсионное масло; х/б ткань для микроскопа и стекол; набор 
для приготовления постоянных препаратов: предметные стекла, кусочек 
сухого мыла, полоски фильтровальной бумаги, раствор судана 3 в молоч­
ной кислоте. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; бакте­
риологическая петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, 
колба с водопроводной водой. 

ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Чистые культуры, выделенные из почвы и 
воздуха. Культура Saccharomyces cerevisiae. 

Задание 1. Окраска липидных включений дрожжей 
1. Приготовьте предметное стекло и нанесите на него каплю судана 3. 
2. Поместите небольшое количество культуры дрожжей на петле в 

каплю красителя. Накройте покровным стеклом. Излишки уберите фильт­
ровальной бумагой. 

3. Промикроскопируйте препарат при увеличении 15x90 в иммерси­
онной системе. 

4. Сделайте рисунок препарата. Отметьте наличие капель жира и 
другие структуры: ядра, гранулы, а также присутствие делящихся и/или 
почкующихся клеток. 

Задание 2. Окраска липидных включений выделенных штаммов 
1. Приготовьте предметное стекло и нанесите на него каплю судана 3. 
2. Поместите небольшое количество культуры выделенных бактерий 

на петле в каплю красителя. 
3. Накройте покровным стеклом. Уберите избыток жидкости фильт­

ровальной бумагой. 
4. Промикроскопируйте с увеличением 15x90 в иммерсионной системе. 
5. Сделайте рисунки препаратов и отметьте наличие гранул поли-р-

оксимасляной кислоты и другие морфологические особенности культур: 
форму клеток, характерные скопления. 

6. Сдайте пробирки с культурами на хранение лаборанту. Уберите 

свое рабочее место. 

Задание 3. Коллоквиум по систематике бактерий 

Вопросы к коллоквиуму 
1. Отдел фирмикутных бактерий. Класс фирмибактерий. 
2. Грамположительные аэробные и факультативно анаэробные кокки. 
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3. Анаэробные кокки. 
4. Грамположительные аэробные спорообразующие палочки и кокки. 
5. Грамположительные палочки, не образующие спор. 
6. Отдел фирмикутных бактерий. Класс таллобактерий. 
7. Группа коринеформных бактерий. 
8. Группа пропионовокислых бактерий. 
9. Группа актиномицетов. Семейства Actinomycetaceae, Mycobacte-

riaceae, Frankiaceae. 
10. Группа актиномицетов. Семейства Actinoplanaceae, Nocardiaceae, 

Streptomycelaceae. 

Занятие № 13 
Выявление волютиновых включений у дрожжей и бактерий 

Термин «волютин» был впервые предложен микробиологом Мейером, 
который обнаружил окрашивающиеся гранулы у бактерии Spirillum volutans. 
Впоследствии подобные включения были выявлены у микроскопических 
грибов и большинства бактерий. Диаметр гранул составляет 500 нм, они ок­
рашиваются основными красителями, причем цвет гранул отличается от ок­
раски применяемого красителя (метахроматизм). По химической природе во-
лютиновые гранулы (зерна) представляют собой полифосфаты, в которых 
остатки ортофосфорной кислоты соединены фосфоангидридными связями. 

Полифосфаты играют роль депо фосфатов (соли фосфатов в основ­
ном нерастворимы и поэтому малодоступны) и макроэргических соедине­
ний, поскольку содержат нестабильные фосфоэфирные связи. В настоящее 
время роль волютиновых зерен в регуляции пула адениновых нуклеотидов: 
АТФ, АДФ и АМФ, а также неорганического фосфата у микроскопических 
грибов и бактерий интенсивно исследуется. 

Окраска полифосфатов по методу Омелянского. Окраску волюти­
новых включений у бактерий эффективно проводить по методу Омелян­
ского. На обезжиренном предметном стекле готовят мазок бактерий, вы­
сушивают его на воздухе и фиксируют. После фиксации на мазок наносят 
карболовый фуксин Циля на 30 секунд. Затем препарат промывают водой 
и наносят 1 %-ный раствор серной кислоты на 20-30 секунд для обесцве­
чивания. Кислоту сливают, препарат снова промывают водой и дополни­
тельно окрашивают метиленовым синим 1 :40 в течение 30 секунд. Препа­
рат еще раз промывают водой и микроскопируют при увеличении 15x90 
с иммерсионной системой. Зерна волютина имеют красный цвет на фоне 
синей цитоплазмы клеток бактерий. 

Окраска волютина у дрожжей. Фиксированный в пламени горелки 
мазок окрашивают метиленовым синим по Лёффлеру в течение 3 минут. 
Препарат промывают водой и, не высушивая, наносят небольшую каплю 
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1 %-ного раствора серной кислоты. Суспензию накрывают покровным 
стеклом, удаляют избыток жидкости фильтровальной бумагой и микро-
скопируют при увеличении 15x90 с иммерсией. Волютин имеет вид капель 
сине-фиолетового цвета на слабо-голубом фоне цитоплазмы дрожжевых 
клеток. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Выявление волютиновых включений у выделен­
ных штаммов бактерий, а также у дрожжей. Освоение метода окраски во-
лютина по Омелянскому и Лёффлеру. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь для протирки 
объектива; иммерсионное масло; х/б ткань для микроскопа и стекол; набор 
для приготовления постоянных препаратов: предметные стекла, кусочек 
сухого мыла, полоски фильтровальной бумаги, раствор метиленового си­
него 1 : 40 и по Лёффлеру; карболовый фуксин Циля. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; бакте­
риологическая петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, 
колба с водопроводной водой. 

ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Чистые культуры, выделенные из почвы и 
воздуха; культура Saccharomyces cerevisiae. 

Задание 1. Окраска волютина у бактерий по методу Омелянского 
1. Приготовьте предметное стекло для мазка. 
2. Сделайте тонкий мазок культуры и зафиксируйте его. 
3. Осуществите окраску мазка по приведенному выше описанию ме­

тода Омелянского 
4. Промикроскопируйте препарат с увеличением 15x90 с иммерсией. 
5. Сделайте рисунок препарата и отметьте все его характерные осо­

бенности. 

Задание 2. Окраска зерен волютина у дрожжей 
1. Приготовьте предметное и покровное стекло для мазка. 
2. Сделайте тонкий мазок культуры и зафиксируйте его. 
3. Проведите окраску мазка по описанию окраски волютина у дрож­

жей метиленовым синим Лёффлера. 
4. Промикроскопируйте препарат с увеличением 15x90 с иммерсией. 
5. Сделайте рисунок препарата и отметьте все его характерные осо­

бенности. 
6. Сдайте культуры лаборанту. Уберите свое рабочее место. 
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Задание 3. Коллоквиум по систематике бактерий. Грациликут-
ные бактерии 

Вопросы к коллоквиуму 
1. Класс Proteobacteria (Scotobacteria). 
2. Спирохеты. 
3. Аэробные спиральные и вирбионоподобные грамотрицательные 

бактерии. 
4. Аэробные грамотрицательные палочки и кокки. 
5. Факультативно-анаэробные грамотрицательные палочки. 
6. Анаэробные грамотрицательные прямые и изогнутые спиральные 

палочки. 
7. Грамотрицательные хемолитотрофные бактерии. 
8. Хламидобактерии. Риккетсии и хламидии. 
9. Почкующиеся или стебельковые бактерии. 

Занятие № 14 
Выявление эндоспорообразования у бактерий 

Грамположительные бактерии родов Bacillus, Sporolactobacillus, Clo­
stridium, Desulfotomaculum, Sporosarcina обладают свойством эндоспоро­
образования. При неблагоприятных условиях - уменьшения питательных 
веществ в среде, накопления продуктов обмена, увеличения количества 
бактериальных клеток - внутри клеток начинается процесс накопления ди-
пикалиновой кислоты, ионов Са2+ и формирования споры или реже не­
скольких спор. Различают несколько типов спорообразования: бацилляр­
ный, клостридиальный, плетридиальный, латеральный. 

Бациллярный тип спорообразования характеризуется тем, что спора 
не превышает диаметра клетки и клетка не изменяет своей изначальной 
формы. Спора (реже 2-3 споры) может располагаться центрально, полярно 
или субполярно. 

Клостридиальный тип спорообразования связан с увеличением диа­
метра споры по отношению к первоначальному диаметру вегетативной 
бактериальной клетки, поэтому клетка раздувается. Спора располагается 
по центру клетки. 

Плектридиальный тип. Диаметр споры больше диаметра вегетатив­
ной клетки, спора располагается на одном конце клетки. Клетка приобре­
тает вид барабанной палочки. 

Латеральный тип. Спора смещена к одной стороне клетки, из-за че­
го клетка раздувается с одного бока (Часть I, рис. 6). 

Обнаружение и окраску эндоспор лучше проводить на старых куль­
турах. При обычных способах окраски споры, имеющие дополнительные 
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толстые оболочки, краситель не берут или слабо прокрашиваются, поэтому 
имеют вид светлых включений внутри окрашенных частей еще сохранив­
шейся вегетативной клетки. 

Способ окраски спор по методу Ожешки. На обезжиренное пред­
метное стекло нанести тонкий мазок, высушить на воздухе. Не фиксируя, 
залить 0,5 %-ным раствором соляной кислоты. Подогреть препарат, держа 
пинцетом над пламенем горелки на высоте 10 см в течение 2 минут до по­
явления паров. Остатки кислоты слить, препарат поместить на мостик кри­
сталлизатора и осторожно промыть водой. Мазок покрыть фильтровальной 
бумагой и нанести на нее карболовый фуксин Циля до хорошей пропитки. 
Подогревать над пламенем горелки на протяжении 5 минут, добавляя кра­
ситель по мере его высыхания. Препарат поместить на кристаллизатор, 
бумагу удалить и промыть препарат водой. Залить препарат 1 %-ной сер­
ной кислотой, выдержать в течение 2 минут для обесцвечивания. Указано-
среднее время обесцвечивания, которое может несколько изменяться в за­
висимости от особенностей микроорганизмов и толщины мазка. . 

После обесцвечивания препарат снова промыть водой и докрасить 
метиленовым синим 1:40 в течение 10-15 минут. Затем препарат промыва­
ется водой, высушивается фильтровальной бумагой и микроскопируется. 
При правильном окрашивании споры красные (сохраняют окраску фукси­
ном Циля), а цитоплазма клеток и вегетативная клетка без споры — синие. 

Способ окраски спор по методу Пешкова. Тонкий мазок высушить 
на воздухе и фиксировать в пламени горелки. На фиксированный мазок 
нанести раствор метиленового синего по Лёффлеру. Держа мазок над пла­
менем горелки пинцетом, довести краситель до кипения и кипятить 15-
20 секунд. По мере испарения можно добавить краситель. Препарат осто­
рожно поместить на мостик кристаллизатора и после остывания промыть 
водой. Клетки докрасить водным фуксином в течение 30 секунд. Бактери­
альные клетки выглядят красными, а споры - синими. 

При обнаружении эндоспорообразования необходимо отметить тип 
спорообразования, расположение споры внутри клетки и форму спор (ок­
руглая, эллипсовидная или продолговатая). 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Выявление наличия или отсутствия эндоспорооб­
разования у выделенных штаммов бактерий. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь для протирки 
объектива; иммерсионное масло; х/б ткань для микроскопа и стекол; набор 
для приготовления постоянных препаратов: предметные стекла, кусочек 
сухого мыла, полоски фильтровальной бумаги. Красители: карболовый 
фуксин Циля; метиленовый синий 1:40; метиленовый синий по Лёффлеру, 
водный фуксин. Реагенты: 0,5 %-ный раствор НС1, 1 %-ный раствор H2S04. 
Вода для приготовления и промывки препаратов. 
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ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31, бакте­
риологическая петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, 
колба с водопроводной водой, пинцет. 

ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Чистые культуры, выделенные из почвы и 
воздуха; контрольная культура Bacillus subtilis. 

Задание 1. Окраска эндоспор по методу Ожешки 
1. На одно предметное стекло нанесите мазки своих штаммов (слева 

и справа) и по центру - мазок контрольной культуры Bacillus subtilis. 
2. Осуществите окраску препарата, строго следуя описанию метода 

окраски по Ожешки. 
3. Промикроскопируйте препарат при увеличении 15x90 в иммерси­

онной системе. 
4. Сделайте отдельные рисунки контрольной культуры и своих 

штаммов (три рисунка). Отметьте все характерные особенности: форму 
клеток, характер скоплений, наличие эндоспорообразования (или его от­
сутствие). 

5. В случае обнаружения эндоспорообразования отметьте форму 
спор, расположение их в клетке и тип спорообразования. 

Задание 2. Окраска эндоспор по методу Пешкова 
1. На одно предметное стекло нанесите мазки своих штаммов (слева 

и справа) и по центру - мазок контрольной культуры Bacillus subtilis. 
2. Осуществите окраску препарата, строго следуя описанию метода 

окраски по Пешкову. 
3. Промикроскопируйте препарат при увеличении 15x90 в иммерси­

онной системе. 
4. Сделайте отдельные рисунки контрольной культуры и своих штам­

мов (три рисунка). Отметьте все характерные особенности: форму клеток, ха­
рактер скоплений, наличие эндоспорообразования (или его отсутствие). 

5. В случае обнаружения эндоспорообразования отметьте форму 
спор, расположение их в клетке и тип спорообразования. 

6. Уберите свое рабочее место. Сдайте культуры лаборанту на со­
хранение для дальнейшей работы. 
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Тема 3. Изучение физиолого-биохимических признаков выделенных 
бактерий 

Занятие М 15 
Посев чистых культур на дифференциально-диагностические 

среды Гисса 

Характеристика сред Гисса. Посев на среды Гисса используется 
для определения сахаролитических способностей выделенных культур бак­
терий. Основу среды составляет 0,5 %-ный пептон и 0,1 %-ный К2НР04. Уг­
леводы добавляются в количестве 1%. Обычно используются среды с до­
бавлением глюкозы, сахарозы, лактозы, мальтозы, фруктозы, ксилозы, 
арабинозы, галактозы, рамнозы; спиртов: глицерола, сорбита, маннита и 
др. Изменение рН среды за счет образования кислых продуктов фиксиру­
ется с помощью добавленного в среду индикатора. Водный розовый имеет 
в кислой среде синюю окраску, а бромкрезоловый пурпурный и бром-
тимоловый синий - желтую окраску. Чтобы обнаружить газообразование, 
в пробирки с твердыми средами делают посев уколом, а в жидкую среду 
опускают поплавки (запаянные с одного конца специальные трубочки) за­
паянным концом вверх. 

Среды с углеводами засевают одновременно. Результаты фиксируют 
через 48-96 часов (3-суточный рост). 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Ознакомление с дифференциально-диагностическими 
средами Гисса. Осуществление посевов выделенных штаммов на среды 
Гисса с углеводами. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Среды Гисса с глюкозой, фруктозой, 
мальтозой. Лактозой, маннитом и другие в пробирках (столбики), 2/3 про­
бирки. Бактериологические петли, горелки. 

ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Чистые культуры, выделенные из почвы и 
воздуха. 

Задание 1. Характеристика используемых для посева сред, фик­
сация условий посева и выращивания 

1. Занесите в тетрадь характеристику сред: а) состав; б) цвет; в) кон­
систенцию. 

2. Укажите присутствующие индикаторы и их окраску в кислой, ней­
тральной и щелочной среде. 

3. Запишите условия и способ посева, а также условия выращивания. 
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Задание 2. Посев выделенных штаммов на дифференциально-
диагностические среды Гисса 

1 .Отберите небольшое количество культуры на бактериологическую 
петлю. 

2. Сделайте посев в столбик среды методом укола вглубь среды. 
3. Осуществите посев тем же методом и на другие среды Гисса. 
4. Промаркируйте пробирки и поместите на выращивание в термо­

стат 
5. Уберите свое рабочее место. 

Примечание. Все операции осуществляются в стерильной зоне го­
релки. 

Задание 3. Коллоквиум по систематике бактерий. Тенерикутные 
и мендосикутные бактерии 

Вопросы к коллоквиуму 
1. Общая характеристика микоплазм. 
2. Семейство Mycoplasmataceae. 
3. Семейство Spiroplasmataceae. 
4. Семейство Acholeplasmataceae. 
5. Общая характеристика архебактерий. 
6. Метаногены. 
7. Аэробные сероокисляющие и анаэробные серовосстанавливающие 

археи. 
8. Галобактерии. 
9.Термофильные и ацидофильные археи. 

Тренинг-тесты по систематике бактерий 

1. Бактерия имеет палочковидную форму, обитает в толстом кишечнике 
человека, грам(-), факультативный аэроб, вызывает язвенный колит. Назо­
вите род, вид, к какому отделу, классу она относится? 

2. Бактерия обитает глубоко в почве, грам(+), анаэроб, образует эндо­
споры; попав в кровь, вызывает опасное заболевание, нередко с летальным 
исходом. Попадание в пищу ведет к выделению токсинов, вызывающих 
легкое отравление. Санитарно-показательный организм для продуктов пи­
тания. Назовите род, вид, к какому отделу и классу она относится? 

3. Грам (-) палочка, относится к энтеробактериям. Природные очаги об­
наруживаются в Индии, вызывает смертельное заболевание у человека, 
свирепствовавшее в Средние века. Назовите род, вид, к какому отделу и 
классу она относится? 
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4. Бактерии живут глубоко в почве, строгие анаэробы. Образуют эндо­
споры, диаметр которых в основном больше диаметра клетки. Вырабаты­
вают смертельно опасный токсин, при попадании в организм человека 
тормозящий проведение нервного импульса. Назовите род, вид, к какому 
отделу и классу они относятся? 

5. Бактерии имеют аксиальные нити в периплазматическом пространст­
ве. Паразит, обитает в организме человека, вызывает тяжелое системное 
заболевание. Передается половым и бытовым путем. Назовите род, вид, к 
какому отделу и классу они относятся? 

6. Бактерии живут в толстом кишечнике человека. Грам (+) ветвящиеся 
палочки, анаэробы, полезные симбионты. Непатогенны ни при каких усло­
виях. Назовите род, вид, к какому отделу и классу они относятся? 

7. Бактерия окрашивается грам(-), палочка правильной формы, обитает в 
толстом кишечнике человека, использует простые органические соединения. 
Факультативный аэроб. Условно патогенны. Санитарно-показательный мик­
роорганизм. Назовите род, вид, к какому отделу и классу она относится? 

8. Бактерии грам(+), неподвижны, молодые клетки ветвятся, старые изо­
гнуты. Образуют небольшой мицелий, гифы которого распадаются на от­
дельные фрагменты. Вызывают тяжелое заболевание, впервые идентифици­
рованы Р. Кохом. Назовите род, вид, к какому отделу и классу они относятся? 
Какое еще тяжелое заболевание вызывают представители этого рода? 

9. Бактерия грам(-), плеоморфная мелкая палочка. Обнаруживается в 
ротовой полости и кишечнике человека. Анаэроб, условно патогенна. Уве­
личение числа этих бактерий в толстом кишечнике - признак дизбактерио-. 
за. Назовите род, вид, к какому отделу и классу они относятся? 

10. Бактерии окрашиваются грам(+), неподвижные палочки, имеющие 
на концах утолщения в виде булавы (гранулы волютина). Факультативные 
анаэробы. В организме человека'размножаются на миндалинах, выделяют 
смертельно опасный токсин. Назовите род, вид, к какому отделу и классу 
они относятся? 

11. Бактерия имеет изогнутую форму, подвижна за счет полярного жгу­
тика. Обитатель пресных водоемов Средней Азии, Индии. Распространяет­
ся с питьевой водой, вызывает заболевание, сопровождающееся обезвожи­
ванием. Назовите род, вид, к какому отделу и классу она относится? 

12. Грам(-) бактерия, имеет кокковидную форму, образует скопления в 
виде диплококков. Передается половым и бытовым путем, вызывает вене­
рическое заболевание. Назовите род, вид, к какому отделу и классу она от­
носится? 

13. Грам(+) кокки, мелкие, образуют цепочки клеток, так как делятся в 
одной плоскости. Условно или безусловно патогенны, виновники многих 
заболеваний человека. Назовите род, к какому отделу и классу они отно­
сятся? Назовите виды, вызывающие заболевания у человека, или перечис­
лите заболевания, которые они вызывают. 
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14. Бактерии имеют кокковидную форму, делятся в трех плоскостях с 
одинаковой скоростью, отличаются высокой потребностью в питатель­
ных соединениях, факультативные анаэробы. Живут на поверхности 
растений (эпифитная микробиота), на питательных средах образуют ко­
лонии желтого цвета. Назовите род, вид, к какому отделу и классу они 
относятся? 

Занятие №16 
Анализ посевов на среды Гисса. 

Посев на среды с желатином и крахмалсодержащую среду 

Использование углеводов. Различные микроорганизмы характери­
зуются различной способностью использовать те или иные углеводные со­
единения как источники энергии и углерода. Для идентификации гетеро-
трофов важно определить, какие углеводы используются и какие продукты 
обмена при этом образуются. 

Присутствие газообразования можно отметить по наличию разрывов 
и пузырьков внутри столбика среды и/или вспенивания на поверхности 
агара. При помещении в пробирку с жидкой средой поплавка газ заполняет 
его, вытесняя среду. 

Накопление в среде органических кислот — подкисление — приводит 
к изменению цвета индикатора, добавленного к среде Гисса. 

Отношение к кислороду. Облигатные аэробы растут на поверхно­
сти агара, роста по проколу нет, или он еле заметен. Микроаэрофилы ха­
рактеризуются ростом в виде «гвоздя». Факультативные анаэробы растут 
равномерно по всему проколу, аэротолерантные анаэробы в большей сте­
пени внизу прокола, а облигатные - только на дне пробирки. 

Посев на мясо-пептонную среду с желатином. Посев осуществля­
ется с целью обнаружения протеолитической активности микроорганиз­
мов. Среда готовится на основе мясо-пептонного бульона с добавлением 
желатина в концентрации 10-15%. Посев осуществляется проколом в про­
бирку, наполненную на 2/3 средой, и выращивание проводят при комнат­
ной температуре в течение 3-7 суток. 

Посев на среду с крахмалом. Посев позволяет обнаружить образо­
вание и выделение в окружающую среду или периплазматическое про­
странство амилолитических ферментов. Среда содержит пептон, КН2Р04, 
крахмал и агар-агар. Среда после стерилизации разливается в стерильные 
чашки Петри, посев осуществляется штрихом по поверхности агара. Вы­
ращивание в термостате в течение 2—7 суток. 
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ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Ознакомление с дифференциально-диагностиче­
скими средами - желатином и крахмалом. Осуществление посевов выде­
ленных штаммов на мясо-пептонный желатин и агаризованную среду с 
крахмалом. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Пробирки, заполненные на 2/3 мясо-
пептонным желатином. Чашки Петри с крахмалсодержащим агаром. Бак­
териологические петли, горелки. Спирт-эфирная смесь для протирки объ­
ектива; иммерсионное масло; х/б ткань для микроскопа и стекол; набор для 
приготовления постоянных препаратов: предметные стекла, кусочек сухо­
го мыла, полоски фильтровальной бумаги, дистиллированная вода для 
приготовления препаратов, раствор водного фуксина. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; бакте­
риологическая петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, 
колба с водопроводной водой. 

ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Чистые культуры, выделенные из почвы и 
воздуха, выросшие на средах Гисса. 

Задание 1. Анализ роста культур на средах Гисса с углеводами 
1. Внимательно рассмотрите пробирки с посевами и внесите данные 

в таблицу. 
2. Сделайте выводы об интенсивности использования тех или иных 

углеводов, отношении бактерий к кислороду, наличии или отсутствии га­
зообразования (табл. 1). 

Таблица 1 
Показатели роста выделенных культур на средах Гисса с углеводами 

Показатели 

Цвет 
До посева 
После посева 

Консистен. 
До посева 
После посева 
Образование 
газа 
Интенсивность 
и характер 
роста 
Выводы 

С глюко­
зой 

С фрук­
тозой 

С лакто­
зой 

С маль­
тозой 

С ман-
ман-

нитом 

С сор­
битом 
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Задание 2. Микроскопический анализ роста культур 
1. Приготовьте постоянные препараты из всех пробирок со средами 

Гисса. 
2. Окрасьте препараты водным фуксином. 
3. Промикроскопируйте с увеличением 15x90 в иммерсионной системе. 
4. Сделайте рисунки. Отметьте все характерные особенности куль­

тур, их чистоту или наличие засора. В случае засора результаты роста на 
среде с засором учитывать нельзя. 

Задание 3. Посев выделенных бактерий на среду с желатином 
и крахмалом 

1. Запишите в тетрадь характеристику среды с желатином: цвет, кон­
систенцию. 

2. Осуществите посев культур на среду с желатином методом проко­
ла вглубь среды. 

3. Осуществите посев на чашки Петри с агаризованным крахмалом 
методом штриха по поверхности агара. 

4. Промаркируйте пробирки и чашки и поставьте на выращивание: 
пробирки при комнатной температуре, чашки при температуре 28—30°С в 
термостат. 

5. Оставьте культуры на одной из сред Гисса в холодильнике до пе­
ресева. 

Занятие № 17 
Анализ посевов культур на среду 

с желатином и агаризованным крахмалом 

Разжижение желатина. Наличие изменения консистенции мясо-
пептонного желатина свидетельствует о способности микроорганизмов 
выделять протеолитические ферменты в окружающую среду. Внеклеточ­
ные протеазы выделяются грибами и многими грамположительными бак­
териями: бациллами, актиномицетами. Разжижение может быть послой­
ным, воронкообразным, мешковидным, пузырчатым. 

Гидролиз крахмала. Ряд микроорганизмов выделяет в окружа­
ющую среду амилолитические ферменты - амилазы. Активно продуциру­
ют амилазы бациллы, мицелиальные грибы. Гидролиз крахмала обнаружи­
вают по зоне просветления среды вдоль штриха или вокруг колоний. Для 
обнаружения зоны просветления проводят обработку чашки Петри раство­
ром Люголя. Если вокруг штриха или колоний нет синей окраски, то ами-
лолитическая активность обнаруживается. Чем больше диаметр светлой 
зоны, тем выше амилолитическая активность культуры. 
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ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Анализ роста культур на мясо-пептонном желати­
не и агаризованном крахмале. Обнаружение протеолитической и амилоли-
тической активности культур. Пересев на МПА. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь для протирки 
объектива; иммерсионное масло; х/б ткань для микроскопа и стекол; набор 
для приготовления постоянных препаратов: предметные стекла, кусочек 
сухого мыла, полоски фильтровальной бумаги, дистиллированная вода для 
приготовления препаратов, раствор водного фуксина, раствор Люголя. 
Пробирки с МПА: столбики для факультативных анаэробов и скошенный 
агар для аэробов. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; бакте­
риологическая петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, 
колба с водопроводной водой. 

ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Пробирки с посевами на мясо-пептонный 
желатин и чашки Петри с посевами на агаризованный крахмал, а также 
культуры на одной из сред Гиса. 

Задание 1. Анализ роста культуры на среде с желатином 
1. Рассмотрите пробы с желатином. Отметьте интенсивность роста и 

консистенцию среды. При наличии разжижения желатина отметьте его ха­
рактер, внесите данные в тетрадь. 

2. Сделайте постоянный препарат с окраской водным фуксином. 
3. Промикроскопируйте препарат с увеличением 15x90 в иммерси­

онной системе. 
4. Зарисуйте препарат и отметьте характерные особенности культу­

ры: форму клеток, скопления клеток. Убедитесь, что культура чистая. 

Задание 2. Анализ роста на агаре с крахмалом 
1. Сделайте постоянный препарат с культуры, выросшей на чашке 

Петри. Окрасьте фуксином. 
2. Промикроскопируйте препарат с увеличением 15x90 в иммерси­

онной системе. Убедитесь в чистоте культуры. 
3. Нанесите раствор Люголя на чашку Петри. При наличии светлой 

зоны измерьте ее диаметр. Отметьте в тетради наличие или отсутствие 
амилолитической активности. 

Задание 3. Пересев культур на свежую среду 
1. Убедившись в чистоте культур, сделайте пересев части культуры 

со среды Гисса на скошенный агар (штрихом) или в столбик (уколом 
вглубь среды). 

2. Поместите пробы на выращивание в термостат при температуре 
28-30°С. 

3. Уберите свое рабочее место. Сдайте старые культуры лаборанту. 
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Занятие № 18 
Определение чувствительности выделенных штаммов 

к антибиотикам 

Антибиотики - природные или синтетические соединения, облада­
ющие свойствами ингибировать или полностью прекращать рост и жиз­
недеятельность организмов. По спектру действия их делят на антибакте­
риальные (их обнаружено и синтезировано больше всего), антифунгаль-
ные, антипротозойные, антивирусные и цитотоксические (действующие 
на клетки животных и растений). В каждой из пяти групп антибиотики 
подразделяются на соединения широкого действия (действуют на боль­
шую часть представителей группы) и узкого действия (действуют на от­
дельных представителей). По механизму действия антибиотики класси­
фицируются на ингибирующие синтез элементов клеточной стенки и 
ЦПМ; ингибирующие синтез белка и аминокислот; ингибирующие син­
тез нуклеотидов и нуклеиновых кислот; блокирующие рецепцию и 
транспортные процессы в клетках. 

Открытие антибиотиков связано с работами английских микробиоло­
гов А. Флеминга, Э. Чейна и Г. Флори. В 20-х годах прошлого века они на­
блюдали бактерицидное действие пенициллина, антибиотика, выделяемого 
грибом рода Penicillum при конкуренции его с бактериями. В 1940 году 
Г. Флори и Э. Чейн впервые выделили из культуральной жидкости Penicil­
lum notatum пенициллин и исследовали его антимикробное действие. В на­
стоящее время описано несколько тысяч антибиотиков, образуемых как 
прокариотами (в основном настоящими актиномицетами), так и эукариота-
ми - грибами, простейшими, насекомыми. 

Техника определения чувствительности бактерий к антибиоти­
кам. Наиболее прост и доступен метод посева бактериальной культуры с 
нанесением дисков, пропитанных различными антибиотиками. Чтобы вы­
полнить данное исследование, в стерильные чашки Петри разливают по 
15 мл агаризованной питательной среды, например МПА. После застыва­
ния среды на поверхность делают посев 0,1 мл первичной (без разведения) 
суспензии культуры в дистиллированной воде методом распределения 
шпателем. Через 2-3 см на поверхность помещают с помощью стерильного 
пинцета диски 3^4 диска на чашку. Чашки инкубируют около 24 часов (в 
течение суток) в термостате при 28-30°С, затем замеряют размеры зон от­
сутствия роста. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Знакомство с техникой посева бактерий на опре­
деление чувствительности к антибиотикам. Осуществление посевов бакте­
рий с диск-антибиотиками. 
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РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь для протирки 
объектива; иммерсионное масло; х/б ткань для микроскопа и стекол; набор 
для приготовления постоянных препаратов: предметные стекла, кусочек 
сухого мыла, полоски фильтровальной бумаги, дистиллированная вода для 
приготовления препаратов, раствор водного фуксина. Чашки Петри с 
МПА. Наборы с диск-антибиотиками. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; бакте­
риологическая петля, шпатели Дригальского, стерильные пипетки, песоч­
ные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, колба с водопроводной во­
дой, пробирки с стерильной дистиллированной водой для приготовления 
бактериальных суспензий. 

ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Культуры бактерий, выделенных из почвы 
и воздуха на скошенном агаре или столбиках. 

Задание 1. Микроскопический контроль чистоты культуры 
1. Приготовьте постоянные препараты своих бактериальных культур 

с окраской фуксином. 
2. Промикроскопируйте при увеличении 15x90 в иммерсионной сис­

теме. 
3. Сделайте рисунки, отметьте все характерные особенности куль­

тур, убедитесь в чистоте выделенных культур. 

Задание 2. Посев бактерий на МПА с диск-антибиотиками 
1. Приготовьте суспензию бактериальных клеток, внеся небольшое 

количество бактерий на петле в пробирку со стерильной дистиллирован­
ной водой. 

2. Запишите в тетрадь названия антибиотиков, диски с которыми бу­
дете наносить на чашки Петри. 

3. Сделайте посев суспензии культуры по 0,1 мл стерильной пипет­
кой и распределите ее по поверхности агара шпателем. 

4. Через 2-3 минуты нанесите на чашки диски с антибиотиками сте­
рильным пинцетом (рис. 19). 

5. Поместите чашки на выращивание в термостат. 
6. Уберите свое рабочее место и сдайте пробирки с культурами лабо­

ранту. ^ - - ^ 

/ о О \ 

\ о о / 

Рис. 19. Схема расположения диск-антибиотиков на чашке Петри 
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Задание 3. Коллоквиум по пройденным темам. 
Физиология микроорганизмов 

Вопросы к коллоквиуму (полутестовые) 

Билет № 1 

1. Метаболизм прокариотов имеет: 
A. Незначительные различия в начальных этапах, но значительные различия в ко­
нечных этапах; 
Б. Значительные различия в начальных и промежуточных этапах, но незначительные 
в конечных; 
B. Значительные отличия на начальных и конечных этапах и незначительные в про­
межуточном метаболизме. 

2. Зависимый от бактериохлорофилла бескислородный фотосинтез осуществляют: 
A. Natronobacter; Б. Chloroflexus; В. Heliobacterium; Г. Spirullina. 

3. К какому процессу относятся реакции: 
KoA-SH + ПВК — СОг + Ацетил-КоА; 

Ацетил-КоА + Ацетил-КоА —»Диацетил + 2 KoA-SH; 
Диацетил + НАДН + Н* -> Ацетоин + НАД*. 
Каков смысл этих процессов? Кто их осуществляет? Как это применяется людьми? 

4. Назовите различия ассимиляционной нитратредукции и денитрификации 
-5г Дайте характеристику плазмидам. 

Билет № 2 

1. Sreptococcus pneumonia относятся по типу конструктивного метаболизма к: 
А. Автотрофам; Б. Копиотрофам; В. Факультативным паразитам; Г. Сапротрофам; 
Д. Паратрофам. 

2. Нейтральные аминокислоты, глюкоза, галактоза транспортируются с помощью: 
А. Унипорта; Б. Симпорта; В. Антипорта; Г. Сидерофоров. 

3. Все биосинтетические пути у бактерий находятся под контролем: 
А. Репрессии конечным продуктом; Б. Катаболитной репрессии; В. Катаболитной 
индукции. 

4. На какие два типа делят у бактерий реакции субстратного фосфорилирования? При­
ведите примеры реакций. 

5. Реакция: СНз 
I 

СНз-СО-СООН + HOOC-CH-CO~S-KoA -> НООС-СО-СН2-СООН + CH3-CH2-CO~S-KoA 
относится к: 
А. Гомоферментативному МКБ; Б. Спиртовому брожению; В. Пропионовокислому 
брожению; Г. Масляному брожению; Д. Пути Энтнера-Дудорова. 

•~6г Приведите примеры модификационной изменчивости клостридий. 

Билет № 3 

1. К прототрофам относятся: 
А. Стафилококки; Б. Цианобактерий; В. Сульфатредукторы; Г. Энтерококки; Д. Сарцины. 

2. Назовите принципы защиты процесса азотфиксации у цианобактерий. Почему это 
необходимо? 
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3. Какой тип брожения осуществляют кокки из родов Streptococcus и Pediococcus? 
4. Некоторые клостридии могут накапливать в среде этиловый спирт, ацетон, изопро-

пиловый спирт. Напишите реакции их образования. 
5. Ассимиляционная сульфатредукция. 

Билет № 4 

1. Фотосинтез, зависящий от бактериоруберина, осуществляет: 
A. Natronobacter; Б. Chloroflexus; В. Heliobacterium; Г. Spirullina. 

2. Реакция: Ксилулозо-5-фосфат + Н3РО4 —» ацетил-фосфат + 3-ФГА относится к: 
А. Гомоферментативному МКБ; Б. Гетероферментативному МКБ; В. Циклу Кальвина; 
Г. Пути Энтнера-Дудорова. Назовите фермент, который катализирует эту реакцию. 

3. Какой метаболический путь объединяет Sarcina ventriculi и Erwinia amylovora? 
А. Гликолиз; Б. Цикл ТКК; В. Путь Энтнера-Дудорова; Г. Спиртовое брожение. 

4. Каковы отличия брожения от неполного окисления. Приведите примеры неполного 
окисления. 

""St Дайте характеристику процессу трансформации. 

Билет № 5 

1. Чем отличаются прототрофы от ауксотрофов? Что является причиной превращения 
Е. coli из прототрофа в ауксотрофа? 

2. Реакция: Н-СО-СООН + СНэ-CO-S-KoA -» Малат относится к: 
А. Гликолизу; Б. Циклу ТКК; В. Глиосилатному пути; Г. МКБ и служит для: 
А. Получения энергии; Б. Синтеза углеводов; В. Синтеза жирных кислот. 

3. Назовите группы клостридии по особенностям энергетического метаболизма. 
4. Пурпурные несерные бактерии из рода Rhodospirillum склонны к: 

А. Фотолитотрофии; Б. Хемолитотрофии; В. Фотоорганогетеротрофии; Г. Фотолито-
гетеротрофии. 

~<*5г Охарактеризуйте конъюгацию бактерий как пример рекомбинативной изменчивости. 

Билет № 6 

1. Хламидии и риккетсии относятся по типу конструктивного метаболизма к: 
А. Автотрофам; Б. Олиготрофам; В. Копиотрофам; Г. Сапротрофам; Д. Прототро-
фам; Е. Паратрофам. 

2. Дайте определение процессам брожения. Назовите типы брожения у бактерий. В чем 
их принципиальное отличие друг от друга? 

3. Реакция: 
2-кето-3-дезокси-6-фосфоглюконовая кислота —» ПВК + 3-ФГА относится к: 
А. Гликолизу; Б. Пути Энтнера-Дудорова; В. ПФП; Г. ЦТК. Какие бактерии осуще­
ствляют этот процесс? Каков его биохимический смысл? 

4. Для каких бактерий характерно «флавиновое дыхание»? В чем его сущность? 
-§> Приведите примеры антигенной изменчивости бактерий и докажите, что это необхо­

димый элемент экологической адаптации микроорганизмов. 
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Билет ,№ 7 

1. Выберите аминокислоты, предшественником которых является оксалоацетат: 
А. Триптофан; Б. Аспартат; В. Лизин; Г. Алании; Д. Метионин; Е. Треонин; 
Ж. Серии; 3. Изолейцин. 

2. Дайте определение процессам дыхания, подчеркните их отличие от брожений. При­
ведите примеры типов дыханий у бактерий. Чем они отличаются друг от друга? 

3. С помощью какого механизма транспортируется натрий: 
А. Унипорт; Б. Симпорт; В. Антипорт; Г. С сидерофорами. 

-4г Опишите работу лакоперона Е. coli. 
5. Какие компоненты входят в состав фотосистем? Укажите функции каждого из них. 

Билет № 8 

1. Какое соединение (не считая углекислого газа) встречается среди продуктов всех 
видов брожений? С какой реакцией это связано? Какова роль этой реакции? 

2. Назовите бактерий, осуществляющие гетероферментативное молочнокислое броже­
ние. На какие две группы они делятся и почему? 

3. Диссимиляционная сульфатредукция. 
4. Восстановительный пентозофосфатный цикл Кальвина осуществляет: 

A. Natronobacter; Б. Chloroflexus; В. Heliobacterium; Г. Spirullina. 
-&. Главное отличие транспазонов от плазмид состоит в том, что они: 

А. Меньше по размеру; Б. Образуются реже; В. Не способны к автономной репликации. 

Билет № 9 

1. Напишите реакцию, отличающую энергетический катаболизм Е. coli от Shigella sone. 
Какое это имеет значение для человека? Назовите тип брожения. 

2. Дайте характеристику процесса, отраженного на схеме: 
N=N +2е + 2Н* ->HN=NH +2е + 2fT -+ H2N-NH2 +2е +2Н? -> 2NH3. 

3. Какой тип дыхания осуществляют бактерии родов Methanobacterium, Methanosarcina, 
Methanoplasma? Дайте подробную характеристику этому типу дыхания. 

-4? Трансдукция как тип генетической рекомбинации бактерий. 
5. Энергия трансмембранного потенциала используется для: 

А. Синтеза белков; Б. Транспорта Сахаров; В. Синтеза АТФ; Г. Движения. 

Билет № 10 

1. Приведите примеры механизмов аллостерической регуляции активности ферментов 
у бактерий. 

7 Рсзкиия* 
НОСС-СНгСНгСООН + CH3-CHrCO~S-KoA -» HOOC-CHrCHrCCMCoA + CHrCHrCOOH 
относится к брожению. Закончите процесс брожения. Назовите род 
бактерий, осуществляющих этот вид брожения. 

3. Электроннотранспортная цепь: 
__ -*• о ^ о 2 

НАДН + Н* -> Fe-S /FAD -» менахинон -» ЦХЬ-«• d -• 02 

Фумаратредуктаза 
Характерна для: 
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4. Восстановительный цикл Арнона характерен для: 
A. Natronobacter; Б. Chloroflexus; В. Heliobacterium; Г. Spirullina. 

-А Что такое обогащающая и обедняющая мутация у бактерий? 

Билет № 11 

1. Лактобактерии по типу конструктивного метаболизма относятся к: 
А. Прототрофам; Б. Сапротрофам; В. Олиготрофам; Г. Копиотрофам; Д. Паратрофам 

2. Напишите возможные реакции превращения CH3-CH2-CH2-CO~S-KoA —> 
К какому типу брожения они относятся? Чем определяется путь превращения? 

3. К какой физиологической группе относятся клостридии видов: tetani, perfringens, bo-
tulinum? Почему? 

4. Для каких бактерий характерны пурпурные мембраны? Какой процесс здесь осуще­
ствляется? 

-5*-Дайте определение патогенности и вирулентности. Каким видом гаменчивости опре­
деляется патогенность? Вирулентность? 

Билет № 12 

1. В каких формах усваивают азот бактерии? Что служит источником азота для Ки­
шечной палочки? Клостридии? Лактобактерии? 

2. Пировиноградная кислота служит предшественником: 
А. Гистидина; Б. Аланина; В. Триптофана; Г. Валина; Д. Глутамина. 

3. К какой физиологической группе относятся бактерии родов: Ацетобактер, Ацетоге-
ниум, Еубактериум. Какой тип дыхания характерен для них? 

~4*-Охарактеризуйте модификационную изменчивость E.coli. 
~&- Лиофилизация как метод хранения бактерий. 

Билет № 13 

1. Выберите вторичные продукты ж/д бактерий: 

А. Аминокислоты; Б. Ферменты; В. Антибиотики; Г. Этиловый спирт; Д. Молочная 

кислота. 

2. Фосфоенолпируват + эритрозо-4-фосфат - предшественники аминокислот: 

А. Аланина; Б. Лизина; В. Триптофана; Г. Тирозина; Д. Серина. 
3. Какова особенность использования тиоэфиров для синтеза АТФ у прокариотов? На­

пишите реакции возможных превращений ацетилфосфата. 
4. Что собой представляет разорванный ЦТК? Для каких бактерий он характерен? Ка­

кую роль осуществляет? 
т§«Микробиологическое получение витаминов. 
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Занятие № 19 
Анализ антибиотической устойчивости выделенных культур 

По спектру действия антибиотики делят на 5 групп, причем каждая 
включает две подгруппы: антибиотики широкого и узкого спектра действия. 

1. Антибактериальные антибиотики. Самая многочисленная груп­
па. Преобладают антибиотики широкого спектра действия: аминогликози-
ды, бета-лактамы, тетрациклины. В настоящее время стали появляться 
антибиотики более узкого спектра действия: полимиксины для грам(-) бак­
терий и ванкомщин для грам(+). 

2. Противогрибковые. В настоящее время в качестве антифунгаль-
ных препаратов используют производные азолов, пептидные и белковые 
антибиотики. Поиск эффективных антифунгальных препаратов продолжа­
ется. Широкого спектра действия — амфотерицин В, узкого — нистатин — 
против кандид. 

3. Антипротозойные. В настоящее время найдено не очень большое 
количество. Примеры широкого спектра действия: фуразолидон, фураци-
лин, метронидазол. 

4. Антивирусные. Широкого спектра действия: ремантадин, арби-
дол. Узкого действия: ацикловир (герпес-вирусы). 

5. Противоопухолевые. Оказывают цитотоксическое действие: ми-
томицин С. 

Действие антибиотиков может быть убивающим - цидным или сни­
жающим рост - статическим. 

Механизм действия антибиотиков. По механизму действия анти­
биотики можно также подразделить на 5 подгрупп. 

1. Антибиотики, нарушающие синтез пептидогликанов клеточной 
стенки бактерий - р-лактамы. Эта группа наименее токсична для макро­
организма, к этой группе относятся пенициллин и его многочисленные 
аналоги. Современные р-лактамы - группа цефалоспоринов: цефазолин, 
цефоперазон и др. Они действуют на широкий спектр бактерий. 

2. Антибиотики, нарушающие синтез белков. Многочисленная груп­
па с широким спектром действия: аминогликозиды, тетрациклины, стреп­
томицин. 

3. Антибиотики, нарушающие целостность ЦПМ, синтез компонен­
тов ЩТМ. Антибиотики широкого спектра действия: полимиксины, поли­
ены. Ванкомицин - активен в основном против грам(+) бактерий. Ванко-
мицин изменяет проницаемость мембраны, синтез РНК. 

4. Антибиотики, ингибиторы синтеза нуклеиновых кислот. Хиноло-
ны - ингибиторы синтеза ДНК. Рифомпицин (синтез РНК). 

5. Антибиотики, подавляющие синтез пуринов и аминокислот. Сюда 
относятся сульфаниламиды, антибиотики широкого спектра действия, не­
безопасны для макроорганизма. 
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Бактерии постоянно и достаточно быстро эволюционируют, приоб­
ретая новые признаки, в том числе и устойчивость к действию антибиоти­
ков. Формирование устойчивости определяется многими факторами. Это 
может быть обусловлено генной мутацией, которая приведет к изменению 
субстрата, на который действует антибиотик. Например, стрептомицин на­
рушает синтез белка в бактериальной клетке, взаимодействуя с одним из 
белков 30S субъединицы рибосом. Мутация в гене, кодирующем этот бе­
лок, может нарушать его способность связываться с стрептомицином, не 
влияя на работу рибосом. Поэтому клетки с этой мутацией становятся ус­
тойчивыми к стрептомицину. 

В дальнейшем была обнаружена плазмида, ответственная за фор­
мирование резистентности бактерий к действию неблагоприятных фак­
торов - R-плазмида. Данная плазмида имеет гены, кодирующие фермен­
ты, метаболизирующие конкретные антибиотики. Множественная ус­
тойчивость бактерий (к целому ряду антибиотиков) обычно обусловлена 
наличием у них Я-плазмиды. Распространение среди бактерий этой 
плазмиды ведет к повышению устойчивости бактерий к антибиотикам, 
применяемым в виде лекарственных средств, и вынуждает продолжать 
поиски все новых и новых препаратов для борьбы с бактериальными 
инфекциями. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Анализ антибиотической чувствительности выде­
ленных штаммов. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Линейки для измерения зон задержки роста. 
ОБЪЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ. Чашки Петри с посевами с диск-антибио­

тиками. 

Техника определения чувствительности микроорганизмов к ан­
тибиотикам. Проводят измерение зон задержки роста микроорганизмов 
вокруг дисков с антибиотиками. При зоне до 10 мм штамм расценивается 
как устойчивый, 11-15 мм - как малоустойчивый, 15-25 мм - как чувстви­
тельный. Зоны, превышающие 25 мм, свидетельствуют о высокой чувстви­
тельности к данному антибиотику. 

Задание. 1. Измерьте зоны задержки роста выделенного штамма во­
круг дисков с различными антибиотиками. 

2. Внесите данные в тетрадь. Охарактеризуйте чувствительность вы­
деленных штаммов к данным антибиотикам. 

3. Составьте отчет о свойствах выделенных штаммов по следующей 
схеме. 
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Характеристика свойств выделенного штамма 

1) Морфологические признаки: форма клеток и характер образуе­
мых скоплений, наличие или отсутствие подвижности. 

2) Окраска по Граму. 
3) Наличие и характер внутриклеточных включений. 
4) Наличие или отсутствие эндоспорообразования. 
5) Отношение к кислороду и тип катаболизма. 
6) Использование углеводов. 
7) Наличие или отсутствие разжижения желатина. 
8) Наличие амилолитической активности. 
9) Чувствительность к антибиотикам. 
10) Культуральные признаки. 

4. Сделайте предположение о родовой и (если возможно) видовой 
принадлежности выделенных штаммов бактерий. 

5. Отчитайтесь о проделанной работе преподавателю. 
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Часть III. ПРЕВРАЩЕНИЕ МИКРООРГАНИЗМАМИ 
ОРГАНИЧЕСКИХ ВЕЩЕСТВ. ЭВОЛЮЦИЯ ПРОКАРИОТ 

Тема 4. Изучение отдельных групп бактерий 

Бактерии способны осуществлять 8 типов жизни, четыре при исполь­
зовании в качестве источника энергии связей химических соединений (хе-
мотрофы) и еще четыре при использовании энергии света (фототрофы). 

Хемотрофы. Подразделяют на хемоорганогетеротрофов — источник 
углерода - органические соединения; донор электронов - органические со­
единения. К этой группе относится большинство бактерий (почвенные 
бактерии, энтеробактерии), а также все животные и грибы. 

Хемолитогетеротрофы. Источник углерода - органические соеди­
нения; донор электронов - неорганические соединения. Часть железо-, во­
дородных бактерий, часть сульфатредукторов. 

Хемоорганоавтотрофы. Источник углерода - углекислый газ; ис­
точник электронов - органические соединения. Сюда относят факульта­
тивных метилотрофов, окисляющих муравьиновую кислоту. 

Хемолитоавтотрофы. Источник углерода — углекислый газ; источ­
ник электронов — неорганические соединения. Большинство водородных, 
небольшое количество железобактерий, нитрифицирующие и нитрофици-
рующие бактерии, часть серных и сульфатредуцирующих бактерий. 

Фототрофы. Также подразделяют на четыре подгруппы. 
Фотолитоавтотрофы. Источник углерода - углекислый газ; источ­

ник электронов - неорганические соединения. Цианобактерии, прохлоро-
фиты, часть пурпурных и зеленых бактерий. 

Фотоорганоавтотрофы. Источник углерода — углекислый газ; ис­
точник электронов - органические соединения. Часть пурпурных бактерий. 

Фотолитогетеротрофы. Источник углерода - органические соеди­
нения; источник электронов - неорганические соединения. Часть пурпур­
ных и зеленых бактерий. 

Фотоорганогетеротрофы. Источник углерода - органические со­
единения; источник электронов - органические соединения. Часть пурпур­
ных бактерий, галобактерии. 

Занятие № 20 
Микроскопическое изучение молочнокислых бактерий 

Бактерии, осуществляющие молочнокислое брожение, относятся к 
одной из наиболее примитивных групп эубактерий. Они характеризуются 
большой потребностью в органических соединениях, поэтому растут толь­
ко на богатых органикой средах. Конструктивный метаболизм развит пло-
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хо, поэтому молочнокислые бактерии нуждаются в витаминных соедине­
ниях. Важнейшими признаками молочнокислых бактерий являются: грам-
положительность, осуществление гомо- или гетероферментативного мо­
лочнокислого брожения, отсутствие процессов дыхания, аэротолерантная 
анаэробность, требовательность к среде культивирования, отсутствие спор, 
отсутствие фермента каталазы. 

Для микроскопирования и наблюдений за молочнокислыми бакте­
риями готовят препарат из прокисшего молока (простокваша). Можно при­
готовить также фиксированные препараты из кисломолочных продуктов 
(йогурта, кефира, ацидофилина, ряженки, бифидока и др.). 

Если простоквашу хранить при комнатной температуре, то на ее по­
верхности появляется белая или кремовая бархатистая морщинистая плен­
ка. Такая же пленка обычно образуется на поверхности рассола при ква­
шении огурцов, капусты и других овощей. Это молочная плесень - Geotri-
chum candidum. 

Бактериологическую петлю вводят в сгусток и, повернув вокруг оси, 
извлекают. Сгусток наносят на предметное стекло очень тонким слоем без 
воды. Просушивают на воздухе и фиксируют спирт-эфирной смесью (1:1), 
несколько раз нанося смесь на мазок и сливая ее. При такой фиксации не 
только погибают и прикрепляются к стеклу бактерии, но и с помощью 
эфира извлекается и удаляется жир, капли которого на препарате мешают 
окраске и микроскопированию. 

Фиксированный препарат окрашивают метиленовым синим в тече­
ние 2-3 минут, промывают водой, высушивают и микроскопируют в им­
мерсионной системе. Метиленовый синий является лучшим красителем 
для молочнокислых бактерий, так как он слабо окрашивает фон (казеин) и 
хорошо - клетки бактерий. 

На препарате обычно преобладают мелкие шаровидные клетки, соб­
ранные в короткие цепочки - Lactococcus lactic, иногда также видны разных 
размеров тонкие палочки обычно правильной формы рода Lactobacillus bul-
garicus. На плотных средах эта бактерия образует мелкие характерные ко­
лонии в виде комочков ваты, выпуклые, непрозрачные, непигментирован-
ные. Если на поверхности прокисшего молока появилась пленка, то в мазке 
обнаруживаются также и клетки молочной плесени - Geothrichum candidum 
(Oidium lactis). Прямоугольные или овальные клетки плесени отличаются 
большими размерами по сравнению с бактериями (рис. 20). 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Познакомиться с микробиотой молочнокислых 
продуктов. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; бакте­
риологическая петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, 
колба с водопроводной водой. 
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РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь для протирки 
объектива; иммерсионное масло; раствор метиленового синего 1 : 40; рас­
твор эритрозина; х/б ткань для микроскопа и стекол; набор для приготов­
ления постоянных препаратов: предметные стекла, кусочек сухого мыла, 
полоски фильтровальной бумаги. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Кисломолочные продукты: йогурты, просто­
кваша, сыры. 

А Б 
Рис. 20. А - лактобактерии; Б - Молочная плесень 

Препарат из квашеной капусты: сначала втирают в предметное 
стекло кусочки капусты, подсушивают и фиксируют препарат над пламе­
нем горелки. Остывший препарат окрашивают эритрозином (этот краси­
тель, в отличие от фуксина, не окрашивают растительные элементы). 
В квашеной капусте преобладают тонкие, хорошо прокрашиваемые палоч­
ки Lactobacillus plantarum. 

Задание 1. Подготовка препаратов 
1. Приготовьте фиксированные препарат йогурта или простокваши. 
2. Окрасьте препараты метиленовым синим. 
3. Приготовьте препарат из квашеной капусты. 
4. Окрасьте эритрозином. 

Задание 2. Микроскопирование препаратов 
1. Промикроскопируйте препараты с иммерсионной системой. 
2. Сделайте рисунки препаратов, обозначьте характерные особенно­

сти обнаруживаемых микроорганизмов. 
3. Уберите свое рабочее место, сдайте лабораторную работу препо­

давателю. 

80 



Занятие Лг 21 
Микроскопирование маслянокислых бактерий 

Маслянокислые бактерии обитают в почве. Это в основном предста­
вители рода Clostridium. По преобладанию определенных конечных про­
дуктов различают истинно маслянокислое брожение (субстратами служат 
глюкоза, крахмал) — продукт в основном масляная кислота; ацетонобути-
ловое брожение - продукты масляная и уксусные кислоты, ацетон, бутило­
вый спирт; брожение пектиновых соединений — продукты различные кар-
боновые кислоты и спирты. Маслянокислые бактерии являются строгими 
анаэробами, распространены в почвах, в растительных остатках, навозе, 
молоке. В качестве источников азота маслянокислые бактерии используют 
различные азотистые соединения: пептон, аминокислоты, аммиачные соли. 
Некоторые способны к фиксации атмосферного азота. Характерная осо­
бенность маслянокислых бактерий - накопление гранулезы перед эндоспо-
рообразованием. 

Маслянокислое брожение крахмала можно наблюдать на среде с 
картофелем. Сырой неочищенный картофель нарезают мелкими кубиками, 
заполняют ими 1/3 высокой пробирки, добавляют немного мела, заливают 
водоповодной водой на 2/3 пробирки, закрывают ватно-марлевыми проб­
ками и помещают на водяную баню при 80°С на 10 минут для пастериза­
ции. Споры маслянокислых бактерий обычно имеются в кожуре картофе­
ля. 

Элективные условия для развития маслянокислых бактерий создают­
ся благодаря пастеризации (гибнут все вегетативные клетки неспорообра-
зующихся бактерий), крахмал - используется только бактериями, синтези­
рующими амилазу, высокий столбик среды способствует анаэробности ус­
ловий культивирования, образующиеся СОг и Н2 вытесняют воздух, со­
держащий кислород. 

Через 2-3 дня картофель всплывает вследствие бурного газообразо­
вания. Культуральную жидкость после окончания брожения используют 
для исследования морфологии маслянокислых бактерий и качественного 
определения продуктов брожения. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Познакомиться с морфологией и особенностями 
физиологии маслянокислых бактерий. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; бакте­
риологическая петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, 
колба с водопроводной водой. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Спирт-эфирная смесь для протирки 
объектива; иммерсионное масло; раствор Люголя; раствор 5 %-ного хлор­
ного железа; х/б ткань для микроскопа и стекол; набор для приготовления 
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препаратов: предметные и покровные стекла, кусочек сухого мыла, полос­
ки фильтровальной бумаги. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Накопительные культуры маслянокислых 
бактерий. 

Задание 1. Микроскопирование маслянокислых бактерий 
1. Подготовьте предметное стекло и поместите его на мостик кри­

сталлизатора. 
2. Наберите небольшое количество культуральной жидкости в пи­

петку и нанесите каплю на предметное стекло. 
3. К капле накопительной культуры добавьте каплю раствора Люголя. 
4. Накройте покровным стеклом и микроскопируйте с иммерсионной 

системой. 
5. Отметьте наличие сине-фиолетовых гранул гранулезы в клетках. 
6. Сделайте рисунок накопительной культуры маслянокислых бактерий. 

В культуральной жидкости можно провести определение продуктов 
брожения, прежде всего масляной кислоты. Реакция основана на образова­
нии маслянокислого железа при добавлении хлорного железа (FeCb). При 
нагревании растворы маслянокислого железа приобретают коричневую 
окраску. Раствор маслянокислого железа в отраженном свете имеет буро­
вато-коричневый цвет, а в проходящем свете - кроваво-красный. 

Задание 2. Проведение качественной реакции на масляную ки­
слоту 

1. В пробирку налейте 1-2 мл культуральной жидкости. 
2. Добавьте 0,5-1 мл 5 %-ного раствора хлорного железа 
3. Занесите в тетрадь полученные результаты. 

Занятие № 22 
Брожение и кислородное окисление целлюлозы 

Целлюлозу расщепляют анаэробные спорообразующие бактерии, 
обитающие в почве, навозе, на растительных остатках, в рубце жвачных 
животных. 

Первый этап Представляет собой гидролиз целлюлозы ферментом 
целлюлозой. Продуктом гидролиза является дисахарид целлобиоза. Целло-
биоза гидролизуется ферментом целлобиазой до двух остатков глюкозы. 

На втором этапе глюкоза сбраживается до уксусной, муравьиной, 
молочной кислот и этилового спирта, углекислого газа и водорода. 

Процесс окисления целлюлозы в аэробных условиях широко распро­
странен. В рыхлой, хорошо аэрированной почве целлюлозу окисляют 
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аэробные бактерии, актиномицеты и грибы. В данном случае глюкоза, об­
разующаяся при гидролизе целлобиозы, окисляется до С0 2 и Н 20, проме­
жуточными метаболитами служат оксикислоты. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Получение накопительных культур анаэробных и 
аэробных микроорганизмов, разрушающих целлюлозу. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Плоскодонные колбы на 50 мл с корковыми 
пробками, имеющими отверстия для выхода газов (со стеклянными тру­
бочками в центре). 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Небольшое количество почвы (жела­
тельно свежей), полоски фильтровальной бумаги. Среда для культивиро­
вания анаэробных целлюлозоразрушающих бактерий. Гелевые пластинки 
для культивирования аэробных целлюлозоразрушающих бактерий. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Культуры анаэробных и аэробных разруши­
телей целлюлозы. 

Задание 1. Получение накопительной культуры мезофильных 
анаэробных целлюлозоразрушающих бактерий 

В круглую плоскодонную колбу внести около 1-2 г фильтровальной 
бумаги, нарезанной узкими полосами, или ваты, и залить доверху средой 
следующего состава (%): KNH4HPO4 - 0,2; КН 2Р0 4 - 0,1; СаС12 - 0,03; пеп­
тон - 0,1; MgS04 - 0,05; СаСОз - 0,5 (готовится лаборантом). Среду зара­
зить небольшим количеством почвы, закрыть корковой пробкой с отвер­
стием для выхода газов и поставить в термостат при 30°С. 

Элективные условия для развития целлюлозоразлагающих бактерий 
определяются присутствием целлюлозы и анаэробностью, пептон стиму­
лирует процесс брожения. Через 7-10 суток начинается брожение целлю­
лозы, которое может длиться 2-3 недели. Фильтровальная бумага по мере 
сбраживания слегка ослизняется, желтеет и постепенно разрушается. 

Задание 2. Получение накопительной культуры аэробных бак­
терий, окисляющих целлюлозу 

Способ 1. Для получения данных накопительных культур использу­
ют метод Виноградского на гелевых пластинах. Поверхность геля покры­
вают стерильным кружком фильтровальной бумаги, по которому раскла­
дывают (по трафарету) 50 комочков почвы (диаметром 1-2 мм) или нано­
сят суспензию почвы. Чашки помещают во влажную камеру вверх дном и 
инкубируют при 28-30°С 8-10 суток. Вокруг комочков почвы появляются 
розовые, зеленые, желтые, буровато-желтые колонии бактерий. 

Способ 2. Можно также использовать среду Гетгинсона. Среду 
разлить в чашки Петри и на поверхность наложить фильтровальную бу­
магу, вырезанную по размеру чашки и предварительно простерилизо-
ванную. Стеклянной палочкой с оттянутым концом на поверхность 
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фильтра раскладывают параллельными рядами комочки почвы на рас­
стоянии 1 см. Засеянные чашки Петри помещают в эксикатор над водой 
и ставят в термостат 30°С. Через 10-14 суток вокруг комочков развива­
ются колонии целлюлолозоразлагающих микроорганизмов в виде жел­
тых, зеленых, оранжевых и коричневых пятен. В местах образования ко­
лоний фильтровальная бумага разлагается. 

Задание 3. Запишите в тетради условия выращивания накопитель­
ных культур анаэробных и аэробных целлюлолозоразрушающих бактерий. 

Занятие № 23 
Анализ роста накопительных культур целлюлозоразрушающих 

бактерий. Определение целлюлазной активности 

Через 7 суток роста начинается брожение целлюлозы анаэробными 
бактериями в основном по типу маслянокислого брожения. Этот процесс 
осуществляют бактерии из рода Clostridium. Процесс брожения сопровож­
дается выделением большого количества органических кислот: уксусной, 
янтарной, молочной, масляной, муравьиной; и спиртов: этилового, бутило­
вого, изопропилового, а также углекислого газа и водорода. 

Мезофильные анаэробные разрушители целлюлозы Clostridium оте-
lanskii- длинные, тонкие палочки с круглой спорой на конце клетки (рис. 21). 

В культуральной жидкости можно определить целлюлазную актив­
ность. Метод определения активности основан на определении восстанав­
ливающих Сахаров, образующихся при действии целлюлозолитических 
ферментов на целлюлозу. За единицу активности принимают количество 
фермента, катализирующего образование 1 мг восстанавливающих Сахаров 
в течение 1 минуты при температуре 50°С. 

Рис. 21. Clostridium omelanskii; 
а) молодые клетки; б) клетки со спорами 

84 



ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Анализ накопительных культур целлюлозоразру-
шающих бактерий. Микроскопирование анаэробных мезофильных целлю-
лозоразрушающих бактерий. Определение целлюлазной активности. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; бакте­
риологическая петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, 
колба с водопроводной водой. Пробирки, кипящая водяная баня. Фото-
электроколориметр КФК-2 или КФК-3, кюветы с толщиной поглощающего 
слоя 10 мм. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Колбы с брожением целлюлозы. 
Предметные стекла, раствор водного фуксина. 0,8 %-ный раствор микро­
кристаллической целлюлозы (КМЦ), 0,06 %-ный раствор ферроцианида 
калия, стандартный раствор глюкозы 0,15 мг/мл. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Культуры анаэробных разрушителей целлю­
лозы, целлюлазная активность культуральной жидкости. 

Задание 1. Микроскопирование накопительной культуры мезо­
фильных целлюлозоразрушающих бактерий 

1. Приготовьте предметное стекло для подготовки препарата. 
2. Достаньте пинцетом со дна колбы кусочек разлагающейся бумаги. 
3. Размажьте его по предметному стеклу без добавления воды. 
4. Высушите мазок и зафиксируйте в пламени горелки. 
5. Окрасьте мазок фуксином. 
6. Промикроскопируйте 15x90 в иммерсионной системе. 
7. Зарисуйте и отметьте характерные особенности представителей 

данной накопительной культуры. 

Задание 2. Определение целлюлазной активности 
1. Построение калибровочной кривой. 
Из раствора глюкозы с исходной концентрацией 0,15 мг/мл подго­

товьте серию разведений (табл. 2). 

Таблица 2 
Подготовка разведений стандартного раствора глюкозы 

Количество исходного 
раствора (мл) 

од 
0,3 
0,5 
0,7 
0,9 
1,0 

Количество 
воды (мл) 

0,9 
0,7 
0,5 
0,3 
0,1 
0,0 

Содержание глюкозы в полученных 
стандартных растворах (мкг/мл) 

15 
45 
75 
105 
135 
150 
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В пробирки с 1 мл каждого их разведений добавьте по 3 мл 0,06 %-ного 
раствора ферроцианида калия и поместите на кипящую водяную баню на 
10 минут. Пробирки охладить и измерить ОП при длине волны 410 нм про­
тив дистиллированной воды, толщина кюветы 10 мм. Постройте по полу­
ченным данным калибровочную кривую зависимости ОП от концентрации 
глюкозы. 

2. Отделите культуральную жидкость накопительной культуры цел-
люлозоразрушаюших бактерий от клеток фильтрованием через бумажный 
фильтр. 

3. Ход определение целлюлазной активности. 
Опытная проба. В пробирку внесите 5 мл 0,8 %-ного раствора мик­

рокристаллической целлюлозы, прогрейте 10 минут при 50 С и добавьте 
1 мл культуральной жидкости. Поместите в водяную баню при 50°С на 20 
минут для протекания ферментативной реакции. Затем один мл гидролиза-
та перенесите в другую пробирку и добавьте 3 мл 0,06 %-ного раствора 
ферроцианида, пробирку поместите в кипящую водяную баню на 10 ми­
нут. Пробирку охладите и измерьте ОП в тех же условиях, что и при по­
строении калибровочной кривой. Контрольная проба: 5 мл раствора КМЦ 
+ 1 мл культуральной жидкости, предварительно прокипяченной в течение 
15 минут для инактивации целлюлозолитической активности. Проводится 
через те же этапы, что и опытная. 

4. Расчет целлюлазной активности. По калибровочной кривой опреде­
лите количество глюкозы, соответствующее значению разницы ОП опытной 
и контрольной проб. Целлюлазную активность рассчитывают по формуле: 

С, мг/мин = А / В хТ х Ю00, 

где А - количество глюкозы (мкг/мл), найденное по калибровочной кри­

вой; В - количество культуральной жидкости (мл), Т - время гидролиза 

(мин), 1000 - пересчет глюкозы из мкг в мг. 

Занятие № 24 
Анализ роста аэробных целлюлозоразрушающих микроорганизмов 

В отличие от процесса анаэробного разрушения целлюлозы, который 
осуществляют только бактерии, в аэробных условиях этот процесс проис­
ходит под действием многих микроорганизмов различных систематиче­
ских групп: миксобактерий, актиномицетов и грибов. 

В кислых лесных почвах главными целлюлозоразрушителями можно 
считать грибы из родов: Trichoderma, Aspergillus, Penicillum и базидиаль-
ные грибы. Под травянистой растительностью степных и луговых ланд­
шафтов, кроме грибов, разрушителями целлюлозы являются миксобакте­
рий, актиномицеты и вибрионы рода Cellvibrio. В аэробных условиях глю-
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коза, образующаяся после гидролиза целлюлозы и целлобиозы, окисляется 
сначала до оксикислот, а затем до углекислого газа и воды. 

Через 10-14 суток культивирования вокруг комочков почвы разви­
ваются аэробные целлюлозоразлагающие микроорганизмы. Они форми­
руют желтые, зеленые, оранжевые и коричневые колонии. В местах обра­
зования колоний фильтровальная бумага разлагается, ослизняется, стано­
вится прозрачной. По морфологии можно сразу дифференцировать коло­
нии (пропагулы) плесневых грибов. 

Из миксобактерий можно обнаружить представителей родов Cyto-
phaga, Pofyangium, Sorangium. 

Cytophaga - слегка изогнутые, длинные палочки (3-8 мкм) с заост­
ренными концами. По мере старения палочки укорачиваются, концы ок­
ругляются и переходят в кокковидные миксоспоры (миксоцисты), соеди­
ненные слизью. Разные виды этого рода образуют на клетчатке желтые, 
розовые, пурпурные или красно-коричневые, иногда бесцветные колонии. 

Cellvibrio — мелкие, слегка изогнутые в виде полумесяца неспорооб-
разующие палочки с закругленными концами. Длина 1,3-2 мкм. Образуют 
колонии желто-оранжевого цвета. 

Cellfalcicuta — палочки, утолщенные в центре и заостренные на кон­
цах. На целлюлозе образуют слизистые зеленые колонии. Пигмент диф­
фундирует в среду, окрашивая гель в зеленый цвет. 

Poliangium и Sorangium - миксобактерий, как и Cytophaga. Представ­
ляют собой цилиндрические палочки с тупыми, закругленными концами, при 
старении укорачиваются и образуют миксоспоры, собранные по 12-40 в спо-
рангиоли - составные части плодовых тел. На целлюлозе образуют слизи­
стый налет желтого, оранжевого или темно-коричневого цвета (рис. 22). 

Из актиномицетов участие в разложении целлюлозы принимают Ac­
tinomyces violaceus, A. cellulosae и Micromonospora chalceae. 

Рис. 22. Аэробные бактерии, окисляющие целлюлозу: а - Cytophaga; 
б - Cellvibrio; в - Cellfalcicuta; г - Pofyangium, плодовые тела 
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ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Анализ накопительных культур аэробных целлю-
лозоразрушающих микроорганизмов. Микроскопирование аэробных цел-
люлозоразрушающих микроорганизмов. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; бакте­
риологическая петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, 
колба с водопроводной водой. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Чашки Петри с накопительными 
культурами аэробных целлюлозоразрушающих микроорганизмов. Пред­
метные стекла и покровные стекла. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Культуры аэробных разрушителей целлюлозы. 

Задание 1. Анализ роста накопительной культуры аэробных 
целлюлозоразрушающих бактерий 

1. Проведите анализ роста накопительной культуры аэробных цел­
люлозоразрушающих бактерий. 

2. Отметьте в тетради, появились ли признаки разложения фильтро­
вальной бумаги вокруг комочков почвы. 

Задание 2. Микроскопирование целлюлозоразлагающих грибов 
1. Подготовьте несколько предметных и покровных стекол для при­

готовления препаратов «раздавленная капля». 
2. Приготовьте препарат «раздавленная капля» для микроскопирова-

ния пропагул грибов, разрушителей целлюлозы, микроскопируйте с уве­
личением 15x40. 

3. Сделайте рисунки препаратов с соответствующими обозначениями. 

Задание 2. Микроскопирование аэробных целлюлозоразруша­
ющих бактерий 

1. Подготовьте предметные стекла для постоянных препаратов. 
2. Подготовьте постоянные препараты с бактериальных колоний, ок­

расьте фуксином, микроскопируйте при увеличении 15x90 в иммерсион­
ной системе. 

3. Сделайте рисунки препаратов с соответствующими обозначениями. 

Занятие № 25 
Посев накопительной культуры денитрификаторов 

Денитрификация - процесс нитратного дыхания, сопровождающийся 
образованием газообразных форм азота, что ведет к обеднению почвы со­
единениями азота, являющихся доступными для растений. Процессы де-
нитрификации протекают в анаэробных условиях, конечные продукты 
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выделяются из клеток в виде NO, N 2 0, N2 в зависимости от вида микроор­
ганизма и условий среды. 

Число денитрификаторов достаточно высоко, они обитают во влаж­
ных слабоаэрируемых почвах с высоким содержанием органических со­
единений. Процесс нитратного дыхания способны осуществлять предста­
вители родов Bacillus, Pseudomonas - хемоорганогетеротрофы; Thiobacillus 
denitrificans - хемолитотрофы. Для получения накопительной культуры 
денитрифицирующих бактерий используют синтетическую среду Гильтая. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Посев культур денитрифицирующих бактерий 
в накопительную культуру. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Пробирки со стерильной средой Гильтая. Ко­
мочки почвы. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Стерильное вазелиновое масло. 
ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Почвенные денитрификаторы. 

Задание 1. Посев накопительной культуры почвенных денитри­
фикаторов 

1. В пробирки со средой Гильтая поместить по комочку почвы, 
плотно закрыть пробками. 

2. Для создания анаэробных условий поверхность в пробирках по­
крыть тонким слоем вазелинового масла. 

3. Поместить пробирки в термостат при 30-35°С на 7-10 суток. 
4. Запишите в тетради условия выращивания накопительной культу­

ры денитрификаторов. 

Задание 2. Коллоквиум по происхождению и эволюции биохими­
ческих процессов микроорганизмов 

Вопросы к коллоквиуму 
1. Этапы химической эволюции на планете Земля. 
2. Возникновение низкомолекулярных органических соединений. 

Формирование оптической активности мономерных соединений. 
3. Полимеризация мономеров, роль оптических изомеров. 
4. Возникновение сложных химических систем, появление катали­

тических процессов. 
5. Возникновение и эволюция процессов матричного синтеза. Гипо­

теза формирования функциональных блоков Уголева. 
6. Формирование протоклетки. Гипотезы Фокса и Опарина. 
7. Эволюция биохимических процессов. Брожения. Проблема ак­

цептора электрона. 
8. Появление процессов фотосинтеза и их эволюция. 
9. Формирование систем антиоксидантной защиты у бактерий. 
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10. Появление дыхания. Флавиновое дыхание пропионовых бактерий. 
11. Эволюция электронно-транспортных цепей. 
12. Формирование некислородных типов дыхания. 
13. Эволюция генетического аппарата бактерий. 

Занятие № 26 
Анализ накопительной культуры почвенных денитрификаторов 

Через 7-10 суток в случае развития почвенных денитрификаторов 
наблюдается помутнение среды Гильтая, образование пены на поверхности 
за счет выделения углекислого газа и газообразных соединений азота. Не­
редко при развитии бактерий вида Pseudomonas aerogenosa наблюдается 
позеленение культуральнои жидкости за счет выделения сине-зеленого 
пигмента клетками данного вида псевдомонад. 

Ход процесса денитрификации можно контролировать также по ис­
чезновению нитритов и нитратов из среды культивирования. Для этого не­
обходимо провести качественную реакцию с дефиниламиновым реакти­
вом, реактивом «цинк-йод-крахмал» и с реактивом Несслера. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Анализ накопительной культуры денитрифици­
рующих бактерий. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Пробирки со средой Гильтая, зараженной ко­
мочками почвы. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; бактериологиче­
ская петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, колба с 
водопроводной водой. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Дифениламин, кристаллический; 
серная кислота, конц.; реактив Несслера; реактив цинк-йод-крахмал или 
реактив Грисса; 20%-ная серная кислота; водный фуксин. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Накопительная культура почвенных денит­
рификаторов. 

Задание 1. Анализ роста накопительной культуры почвенных 
денитрификаторов 

1. Отметить в тетрадях помутнение, образование пены на поверхно­
сти среды. 

2. Приготовить фиксированный препарат, достав бактериологиче­
ской петлей со дна пробирки часть культуры. Окрасить водным фуксином. 

3. Промикроскопировать препарат при увеличении 15x90 в иммерси­
онной системе. Сделать рисунок препарата в тетради. 
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Задание 2. Проведение качественных реакций на продукты про­
цесса денитрификации 

1. Провести реакцию на обнаружение азотистой кислоты. Для этого в 
фарфоровую чашку к 3-м каплям реактива цинк-йод-крахмала или реакти­
ва Грисса добавить 1 каплю 20 %-ной H2SO4 и 1 каплю исследуемой жид­
кости. В присутствии азотистой кислоты жидкость окрашивается в темно-
синий цвет или в розовый (реактив Грисса). 

2. Провести качественное определение азотной кислоты в культу-
ральной жидкости. В фарфоровую чашку к 3-4 каплям конц. серной кисло­
ты добавить кристаллик дифениламина и после его растворения 1 каплю 
исследуемой культуральной жидкости. В присутствии азотной кислоты 
жидкость окрашивается в темно-синий цвет. 

3. Для определения накопления аммиака в среде культивирования на 
фарфоровую пластинку к нескольким каплям среды добавить каплю реактива 
Несслера. В присутствии следов аммиака жидкость окрашивается в желтый 
цвет, при большой концентрации аммиака образуется коричневый осадок. 

Занятие № 27 
Получение накопительной культуры аммонификаторов 

Аммонификация - процесс разложения азотсодержащих соединений -
белков, пептидов, аминокислот, нуклеиновых кислот, мочевины, хитина, 
гумусовых веществ, - сопровождаемый выделением аммиака. Осуществ­
ляется многими бактериями и грибами. 

Для выявления анаэробных аммонификаторов получают их накопи­
тельную культуру на мясном бульоне с добавлением 2 %-ного пептона. 
Среду заливают в пробирки, заполняя 2/3 пробирки, закрывают ватными 
пробками и стерилизуют. 

Среду заражают комочком почвы. Для выделяющегося аммиака под 
пробку подвешивают полоску лакмусовой бумаги, для обнаружения серо­
водорода - полоску фильтровальной бумаги, смоченную 10 %-ным раство­
ром уксуснокислого свинца. Для герметичности пробирку плотно закры­
вают целлофановым колпачком. 

Пробирки инкубируют при 25-28°С. Через 3-5 суток проводят ана­
лиз наличия в среде аммонификаторов. Выделение аммиака выявляется по 
посинению лакмусовой бумаги, выделение сероводорода - по почернению 
бумаги, смоченной уксуснокислым свинцом. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Получение накопительной культуры анаэробных 
аммонификаторов. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Пробирки со средой, горелки. Термостат для 
культивирования. 
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РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Полоски лакмусовой бумаги и 
фильтровальной бумаги, пропитанной 10 %-ным раствором уксуснокисло­
го свинца. Комочки почвы. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Почвенные аммонификаторы. 

Задание 1. Посев в накопительную культуру анаэробных аммо-
нификаторов 

1. Внесите в пробирку со средой комочек почвы, работая в стериль­
ной зоне горелки. 

2. Поместите с помощью пинцета в пробирку лакмусовую бумагу и 
бумагу, пропитанную раствором уксуснокислого свинца, закрепив концы 
пробкой. 

3. Прикройте ватные пробки целлофановыми колпачками для боль­
шей герметичности. 

Задание 2. Выращивание накопительной культуры аммонифи-
каторов 

1. Поместите пробирки в термостат на выращивание. 
2. Запишите в тетради условия выращивания накопительной культу­

ры почвенных аммонификаторов. 

Занятие № 28 
Анализ накопительной культуры почвенных аммонификаторов. 

Определение их протеолитической активности 

Микроорганизмы-аммонификаторы выделяют в среду культивиро­
вания протеолитические ферменты. Активность внеклеточных протеаз 
можно определить, используя в качестве субстратов различные белки: ка­
зеин, желатин, альбумины. Выявить протеолитическую активность можно, 
сделав посев на плотную среду или более быстро - в жидкой культуре. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Анализ накопительной культуры аммонифици­
рующих анаэробных бактерий. Определение протеолитической активности 
аммонификаторов. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Пробирки с накопительной культурой аммони­
фикаторов. Микроскоп С-11 с осветителем ОИ-31; бактериологическая 
петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, горелка, колба с водо­
проводной водой. Центрифуга. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Водный фуксин; 5 %-ный раствор 
желатина с рН 7,3-7,5; 96 %-ный этиловый спирт; 1 %-ный раствор фе­
нолфталеина; 0,1 Н раствор NaOH. Фильтровальная бумага или центри­
фужные пробирки и воронки, микробюретки или пипетки для титрования с 
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ценой деления 0,02 мл. Конические колбы на 50-100 мл для проведения 
титрования. Иммерсионное масло. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Накопительная культура почвенных аммони-
фикаторов. 

Задание 1. Анализ накопительной культуры аммонификаторов 
1. Опишите в тетрадях качественные реакции на присутствие про­

дуктов аммонификации: аммиака и сероводорода. 
2. Приготовьте постоянный препарат из нижних слоев культураль-

ной жидкости. Окрасьте водным фуксином. 
3. Промикроскопируйте препарат при увеличении 15x90 в иммерси­

онной системе. 
4. Сделайте рисунок и отметьте особенности морфологии микроор-

ганизмов-аммонификаторов. 

Задание 2. Определение протеолитической активности экзофер-
ментов аммонификаторов 

1. Отделите культуральную жидкость от клеток методом фильтрова­
ния или центрифугирования в закрытых пробирках. 

2. К 10 мл 5 %-ного раствора желатина, нагретого до 40°С, прилейте 
2 мл культуральной жидкости. Сразу отберите 1 мл в коническую колбу с 
предварительно внесенными 20 мл 96 %-ного этанола и 0,2 мл 1 %-ного 
раствора фенолфталеина (контрольная проба). 

3. Оставшуюся смесь желатина с культуральной жидкостью помес­
тите в термостат с температурой 40СС на 3 часа для гидролиза. 

4. Контрольную пробу протитруйте 0,1 Н раствора NaOH. После по­
явления розового окрашивания прибавьте еще 4 капли щелочи и закончите 
титрование. 

5. Через 3 часа отберите 1 мл реакционной смеси в коническую кол­
бу с 20 мл 96 %-ного этанола и 0,2 мл 1 %-ного раствора фенолфталеина 
(опытная проба) и титруйте так же, как контрольную. 

6. Проведите расчет протеолитической активности экзоферментов 
аммонификаторов по формуле: 

ПА = ( а - а к ) х l ,4K/txP, 

где а - количество 0,1 Н NaOH, пошедшего на титрование 1 мл опытной 
пробы; ак - то же для контрольной пробы; 1,4 - коэффициент пересчета 
количества 0,1 Н раствора щелочи в миллиграммы азота аминокислот и 
полипептидов; К - поправка к титру щелочи (1,06); t- время протеолиза, ч; 
Р - коэффициент, учитывающий разведение (21,2). 
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Занятие № 29 
Обнаружение свободноживущих азотфиксирующих микроорганизмов. 
Получение накопительной культуры сульфатредуцирующих бактерий 

Свободноживущие азотфиксирующие микроорганизмы встречаются 
среди различных групп, относящихся и к хемотрофам (азотобактер, клост-
ридии), и к фототрофам (цианобактерии, прохлорофиты). 

Наиболее изученными аэробными свободноживущими азотфиксато-
рами являются представители рода Azotobacter. 

Azotobacter chrococcum - кокковидные клетки размером 3-7 мкм в 
виде диплококков в едином слизистом чехле. Старые колонии темнеют до 
темно-серого и темно-коричневого цвета. Активность азотфиксации до 
20 мг азота на 1 г потребленного органического вещества. 

Из анаэробов распространены бактерии вида Clostridium pasteuria-
пит. Бактерии осуществляют маслянокислое брожение, активность азот­
фиксации - 12 мг азота на 1 г потребленного органического вещества. 

Для обнаружения природных азотфиксаторов используют синтети­
ческие среды, в которых отсутствуют источники азота. Например, среда 
Эшби. 

Восстановление сульфатов, так же как и нитратов, может происхо­
дить с двумя целями: либо восстановленная до S " сера используется в 
процессах анаболизма; либо сульфатное дыхание — сероводород выделяет­
ся в окружающую среду. К сульфатредуцирующим бактериям относится 
множество родов и видов из разных таксономических групп, многие стро­
гие анаэробы. Для получения анаэробных сульфатредукторов используют 
среду Постгейта и максимально анаэробные условия культивирования. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Посев на среду Эшби для получения накопитель­
ной культуры свободноживущих азотфиксаторов. Посев на среду Постгей­
та для получения накопительной культуры сульфатредукторов. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Термостат 28-30°С. 
РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Колбы объемом по 100 мл с 30 мл 

среды Эшби; пробирки, доверху наполненные средой Постгейта. Комочки 
почвы. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Свободноживущие азотфиксаторы. Сульфат-
редуцирующие бактерии. 

Задание 1. Посев накопительной культуры свободноживущих 
азотфиксаторов 

1. В колбу со средой Эшби внесите по одному комочку почвы 
(1/2 чайной ложки). Закройте ватно-марлевыми пробками. 

2. Поместите колбы в термостат при 28-30 С на 5-6 суток. 
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3. Запишите условия посева и выращивания свободноживущих азот-
фиксаторов. 

Задание 2. Посев накопительной культуры сульфатредукторов 
1. В пробирки со средой Постгейта внесите 1 мл болотной воды. 
2. Закройте резиновыми пробками и залейте парафином. 
3. Поместите пробирки в термостат на выращивание на 14 суток. 
4. Запишите в тетради условия посева и выращивания сульфатредук­

торов. 

Занятие № 30 
Анализ накопительной культуры свободноживущих азотфиксаторов 

На 5-6-е сутки на поверхности среды Эшби образуется бурая пленка, 
в которой при микроскопировании обнаруживаются кокковидные, доста­
точно крупные, собранные в скопления по две клетки азотобактера. Элек­
тивными условиями для развития азотобактера становятся отсутствие в 
среде соединений азота, аэрация, присутствие соединений фосфора и каль­
ция, в которых нуждаются представители данного рода. 

Если наблюдается вспенивание жидкости в колбе и появляется запах 
масляной кислоты, то это указывает на развитие на дне колбы в относи­
тельно анаэробных условиях бактерий вида Clostridium pasteurianum. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Анализ накопительной культуры свободноживу­
щих азотфиксаторов. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп БИОЛАМ, С-11 с осветителем ОИ-31; 
бактериологическая петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, го­
релка, колба с водопроводной водой. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Черная тушь, раствор Люголя. 2 %-ный 
раствор хлорного железа. Пробирки. Иммерсионное масло. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Свободноживущие азотфиксаторы. 

Задание 1. Анализ накопительной культуры азотфиксаторов 
1. Опишите внешний вид накопительной культуры в колбах. 
2. Из пленки на поверхности приготовьте постоянный препарат, не­

гативно окрашенный тушью. 
3. Микроскопируйте препарат при увеличении 15x90 в иммерсион­

ной системе. Зарисуйте клетки азотобактера, сделайте необходимые обо­
значения. 

4. Приготовьте препарат «раздавленная капля» в каплю раствора 
Люголя (для окраски гранулезы), взяв на петлю образец со дна пробирки. 
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5. Промикроскопируйте при увеличении 15x90 с иммерсией. Зари­
суйте и отметьте особенности морфологии клостридий. 

Задание 2. Обнаружение в культуральной жидкости масляной 
кислоты 

1. 5 мл жидкой среды из накопительной культуры перенесите в про­
бирку. 

2. Добавьте 2 мл 2 %-ного раствора хлорного железа. Нагрейте до 
кипения. 

3. Пары образующегося маслянокислого железа в проходящем свете 
имеют кроваво-красный цвет. 

Занятие № 31 
Анализ накопительной культуры сульфатредуцирующих бактерий 

Через 14 суток инкубации на среде можно наблюдать почернение 
культуральной жидкости за счет образования сульфида железа. В культу­
ральной жидкости можно обнаружить представителей рода Disulfotomacu-
lum — палочковидные спорообразующие бактерии. Возможно обнаружение 
и других представителей сульфатредуцирующих бактерий. 

ЦЕЛЬ ЗАНЯТИЯ. Анализ накопительной культуры сульфатредукто-
ров. 

ОБОРУДОВАНИЕ. Микроскоп БИОЛАМ, С-11 с осветителем ОИ-31; 
бактериологическая петля, песочные часы, кристаллизатор с мостиком, го­
релка, колба с водопроводной водой. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ. Раствор водного фуксина. Иммерси­
онное масло. 

ОБЪЕКТ ИЗУЧЕНИЯ. Сульфатредуцирующие бактерии. 

Задание. 1. Анализ накопительной культуры сульфатредукторов 
1. Приготовьте постоянный препарат накопительной культуры сульфат-

редукторов. 
2. Промикроскопируйте препарат при 15x90 в иммерсионной системе. 
3. Зарисуйте препарат, отметьте характерные морфологические при­

знаки сульфатредуцирующих бактерий. 

Задание 2. Оформление отчета об изучении отдельных групп 
бактерий 

1. Представление результатов анализа роста накопительных культур. 
2. Сдача преподавателю рисунков и характеристик морфологических 

особенностей различных групп бактерий. 
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ПРИЛОЖЕНИЯ 
Приложение 1 

Составы специальных сред, используемых на лабораторных занятиях 

Дрожжевой автолизат. Прессованные пекарские дрожжи нарезают 
небольшими кусочками и закладывают в емкость с расчетом, чтобы авто­
лизат занимал около 1/5 объема (100 г дрожжей на 0,5 л). Емкость закры­
вают ватно-марлевой пробкой и ставят в термостат при 60°С на 2 суток. 
По мере разжижения дрожжей емкость встряхивают для равномерного 
прогревания содержимого (1—2 раза в сутки). Конец автолиза характеризу­
ется полным разжижением дрожжей. Автолизат должен иметь коричневый 
оттенок и приятный запах. Качество автолизата ухудшается, если темпера­
тура становится ниже 58 С. После окончания автолиза в емкость добавля­
ется тройной объем теплой водопроводной воды. Разведенный автолизат 
стерилизуется при 1 атм., 120 С в течение 30 минут. 

Плотная среда Сабуро для культивирования дрожжей и грибов. 
Основой среды служит дрожжевая вода. На 1 л водопроводной воды берут 
80 г прессованных или 20 г сухих дрожжей, кипятят 15 минут, фильтруют 
через бумажный фильтр, разливают по флаконам и стерилизуют при 1 атм. 
20 минут. К 100 мл стерильной дрожжевой воды добавляют 1 % пептона, 
2 % агара, нагревают до растворения агара, затем добавляют 4 % глюкозы 
(или мальтозы), фильтруют, разливают в пробирки и стерилизуют при 
0,5 атм. 20 минут. Среду можно готовить на 1 %-ном пептоне. После сте­
рилизации среду в пробирках скашивают. 

Жидкая среда Сабуро. Отличается от вышеописанной отсутствием 
агара. Среду разливают в колбы по 150-200 мл и стерилизуют. 

Среда Чапека (для грибов), в г/л: 
NaN03 - 2; KCl - 0,5; KH2P04 - 1; Fe2(S04)3x 7Н20 - 0,01; MgS04* 

7Н20 - 0,5; рН 5,2. Стерилизуют при 0,5 атм. в течение 20 минут. После 
стерилизации над пламенем горелки добавляют 1-2 % стерильного раство­
ра глюкозы или сахарозы. 

Другой вариант: на 1 л: сахароза 20 г, NaN03 — 2,0 г; КН2Р04 — 1,416 г; 
MgS04 - 0,5 г; КС1 - 0,5 г; СаСОз - 3,0 г, агар - 20 г. Стерилизовать. Перед 
разливом в среду добавит 4 мл/л стерильной концентрированной молочной 
кислоты. 

Среда Чапека-Докса, в г/л: сахароза - 30,0; нитрат натрия - 3,0; 
К2НР04 - 1,0; сульфат магния - 0,5; хлорид калия - 0,5; сульфат железа -
0,01; агар-15. 

Среда для получения накопительной культуры анаэробных цел-
люлозоразрушающих бактерий, в %: 

KNH4HP04 - 0,2; КН2Р04 - 0,1; СаС12 - 0,03; пептон - 0,1; MgS04 -
0,05; СаСОз-0,5. 
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Также может быть использована среда Ишменецкого: мясо-
пептонный бульон 500 мл, СаСОз - 2 г, фильтровальная бумага - 15 г, водо­
проводная вода - 0,5 л. Среда разливается высоким слоем в пробирку. На дно 
пробирки помещают полоски фильтровальной бумаги. Пробирки закрывают 
ватными пробками и стерилизуют. Затем заражают комочком почвы. 

Среда для культивирования актиномицетов. Агар на отваре из 
овсяной муки: 100 г муки в 1 л воды кипятят на водяной бане в течение ча­
са при 60°С, фильтруют и добавляют 3% агара и стерилизуют. 

При изучении актиномицетов используют также среды с глюкозой. 
1. В г/л дистиллированной воды: глюкоза - 14,0; СаС03 - 0,7; KN03 -

0,7; MgS04 - 0,35; NaCl - 0,35; K2HP04 - 0,35; FeS04 - следы; агар - 20. 
2. В г/л дистиллированной воды: глюкоза - 10; натрий лимоннокис­

лый - 11,2; КН2Р04 - 2,38; К2НР04 - 5,65; (N114)2804 - 2,64; MgCl2 - 1,21; 
ZnS04 - 0,012; FeS04 - 0,11; C11SO4 - 0,006; MnC03 - 0,0012; агар - 20,0. 

Среда Ваксмана для актиномицетов (г/л): глицерин - 3; К2НР04 - 1; 
нитрит натрия - 2; сульфат магния - 0,5; хлорид калия - 0,5; СаСОз - 0,01; 
сульфат железа - 0,01. рН 7.0. 

Приготовление гелевых пластин для метода Виноградского (по­
лучение накопительных культур аэробных целлюлозоразрушающих 
бактерий). Для приготовления пластин из кремнекислого геля соляную 
кислоту плотностью 1,9 в цилиндре разбавляют водой до плотности 1,10 
(примерно 1 :1). Жидкое стекло (Na20*3Si02 или K2Si03) наливают в дру­
гой цилиндр и разводят дистиллированной водой до плотности 1,06-1,08 
(примерно 1 : 5). Для определения плотности использовать ареометры. По­
лученные растворы кислоты и жидкого стекла смешивают в равных объе­
мах, при этом жидкое стекло осторожно приливают к кислоте, постоянно 
перемешивая. Чтобы устранить возможность появления в толще геля по­
лостей, полученный раствор нагревают до кипения, хорошо перемешивают 
и разливают в чашки Петри слоем не менее 0,7 см. Через 8-10 часов обра­
зуется гель. Чашки с застывшим и обсохнувшим сверху гелем помещают в 
большой стеклянный сосуд и ставят под кран для промывания. На водо­
проводный кран надевают трубку, конец которой опускают на дно сосуда. 
Струя воды должна быть слабой. Промывание осуществляют в течение 5-
7 дней. Отмытые от следов хлора (проверить по реакции с AgN03) чашки с 
кремневыми пластинами окунают в кипящую воду или стерилизуют в ки­
пятильнике Коха при 100°С 3 раза по 30 минут через каждые 24 ч. 

Промытые и стерилизованные гелевые пластины пропитывают 
2-3 мл среды следующего состава (в г/200 мл дистиллированной воды): 
KN03 - 2,5; К2НР04 - 1,0; MgS04><7H20 - 0,5; NaCl - 0,5; FeS04><7H20 -
0,01; MnS0 4 *4H 2 0- 0,01. 

Среда Гетгинсона (для аэробных целлюлозоразрушающих бак­
терий). В г/л: КН 2Р0 4 - ОД; NaCl - 0,1; СаС12 - 0,1; FeCl3 - 0,1; 
MgS04x7H20 - 0,3; NaN0 3 - 2,5; агар - 2%. 
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Аэробные целлюлозоразрушающие бактерии количественно можно 
учесть на среде Имшенецкого и Солнцевой. 

Среда Имшенецкого и Солнцевой. В %: NaN03 - 0,25; К2НР04 -
0,1; MgS04 - 0,03; NaCl - 0,1; СаС12 - 0,01; СаСОз - 0,5; добавлять угле­
кислый кальций необязательно. 

Среда Рана для выявления жироокисляющих бактерий. В г/л 
дистиллированной воды: К 2НР0 4 - 5; СаС12 - 1; (NH4)3P04 - 5; NaCl - сле­
ды; MgS04x7H20 - 1; FeCl3x7H20 - следы. 

Среда Гильтая для выделения денитрифицирующих бактерий. 
1-й раствор (в г/250 мл воды): KNO3 - 2,1; аспарагин - 1,0; 2-й раствор 
(г/50 мл воды): КН2Р04 - 2,0; MgS04 - 2,0; СаС12 - 0,2; FeCl3 - следы; ли­
моннокислый натрий - 5,0. 

Растворы 1-й и 2-й сливают и доводят объем до 1000 мл дистиллиро­
ванной водой, рН 7,0. Среду разливают высоким слоем в пробирки и сте­
рилизуют. 

Среда для культивирования простейших (в г/100 мл). Глюкоза -
0,5; пептон - 0,2; морская соль - 0,1; дрожжевой экстракт - 0,1 мл. 

Среда Зарука (для культивирования цианобактерий) (г/л): NaH-
С0 3 - 6,0; FeS04 - 0,01; K 2S0 4 - 1,0; ЭДТА - 0,08. 

Среда Эшби для культивирования азотобактера. В г/л дистилли­
рованной воды: сахароза - 20,0; К2НР04 - 0,2; MgS04 - 0,2; NaCl - 2,0; 
K2SO4 - 0,1; СаСОз - 5,0; агар - 20,0. 

Среда Постгейта для выращивания сульфатредукторов. Раствор 1, 
в г: К2НР04 - 1; NFL,C1 - 1; СаС12 х Н 2 0 - 0,1; MgS04 х 7Н20 - 2; лактат 
натрия - 70%-ный раствор - 3,5 мл; дрожжевой экстракт - 1 мл, рН 7,4; 
дистиллированная вода - 980 мл. Раствор 2, в г: FeS04

 х 7Н20 - 0,5; дис­
тиллированная вода - 10 мл. Раствор 3, в г: аскорбиновая кислота - 0,1; ти-
огликолят натрия - 0,1; рН 7,4; дистиллированная вода - 10 мл. 

Растворы стерилизуют отдельно, затем сливают и разливают по сте­
рильным пробиркам до самого верха. 

Мясо-пептонный желатин. На 1 л мясо-пептонного бульона 
100-150 г желатина. В случае 10 % МПЖ температура плавления состав­
ляет 24°С; в случае 15 % - 25°С. 

После растворения желатина при осторожном нагревании проверяют 
рН среды. Она должна быть слабощелочная. Кипятят 5 минут, охлаждают 
до 40-50°С. Взбитый с небольшим количеством воды яичный белок вли­
вают в охлажденную желатиновую среду, хорошо взбалтывают и снова на­
гревают. Среда после выпадения белков в осадок должна стать прозрач­
ной. Ее фильтруют в горячем виде через бумажный фильтр и стерилизуют. 

Крахмало-аммиачная среда (г/л): растворимый крахмал - 10; 
сульфат аммония - 2; К2НР04 - 1; MgS04x7H20 - 1; хлорид натрия - 1; 
СаС0 3 -3;агар-15. 
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Приложение 2 

Приготовление красителей для лабораторных занятий 

1. Феноловый раствор генциан-виолетта: генциан-виолетта - 1 г; 
спирта этилового 96 %-ного - 10 мл; фенола кристаллического - 2 г; вода 
дистиллированная - 100 мл. Можно использовать спиртовой раствор ген­
циан-виолетта: генциан-виолетта - 1 г; спирта этилового 96 %-ного 100 
мл, глицерина - 5 мл. Флакон со смесью поместить в термостат на 24 часа, 
профильтровать. 

2. Раствор Люголя: йодид калия - 2 г; йод кристаллический - 1 г; 
вода дистиллированная - 300 мл. Сначала готовят концентрированный 
раствор йодида калия в 5 мл воды, в нем растворяют йод, затем воду дово­
дят до 300 мл. 

3. Карболовый фуксин Пиля: фуксин основной - 1 г; фенол кри­
сталлический - 5 г; спирт этиловый 96 %-ный - 10 мл; глицирин - не­
сколько капель; вода дистиллированная - 100 мл. Основной фуксин рас­
творить в этаноле и добавить растворенный в воде фенол. Раствор тща­
тельно перемешать и оставить на несколько дней. Перед использованием 
профильтровать. 

4. Фуксин основной: фуксин основной — 10 г; этанол 96 %-ный —100 мл. 
5. Фуксин Пфейфера (водный раствор карболового фуксина 

Циля): 1 мл карболового фуксина Циля и 9 мл дистиллированной воды. 
6. Насыщенный раствор метиленового синего: 3 г красителя и 100 

мл 96 %-ного этилового спирта. Раствор оставить на 2-3 дня, несколько 
раз перемешать, отфильтровать. 

7. Метиленовый синий по Лёффлеру: 30 мл насыщенного спирто­
вого раствора метиленового синего смешать со 100 мл 0,01 %-ного раство­
ра КОН. 

8. Метиленовый синий 1:40: 1 мл насыщенного спиртового раство­
ра метиленового синего и 40 мл дистиллированной воды. 

9. Судан Ш: 0,1 г судана III растворить в 200 мл 96 %-ного этилово­
го спирта или концентрированной (40 %-ной) молочной кислоты. 

10. Приготовление туши. Одну часть туши смешивают с девятью 
частями дистиллированной воды и стерилизуют в пробирках, закрытых 
ватными пробками, либо в тушь можно добавить несколько капель форма­
лина. Тушь выдерживают две недели, пока все взмученные частицы не 
осядут на дно. Для окрашивания препарата осторожно берут только верх­
нюю часть отстоявшейся жидкости. 

11. Приготовление фильтровальной бумаги, пропитанной уксусно­
кислым свинцом: нарезать полоски фильтровальной бумаги, погрузить их на 
5—10 минут в 5 %-ный водный раствор уксуснокислого свинца, высушить на 
воздухе. Стерилизовать в чашках Петри автоклавированием при 0,5 атм. 
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