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ВВЕДЕНИЕ

Практические занятия позволяют студентам приобрести навыки работы в микробиологической лаборатории и более детально изучить некоторые вопросы теоретического курса.
С объектом изучения микробиологии – микроорганизмами – студенты могут ознакомиться только с помощью микроскопа. 

В процессе изучения микробиологии у студентов формируется представление о микроорганизмах, их многообразии, уникальной роли в природе, особенностях, возможности использования микробов и продуктов их жизнедеятельности в различных отраслях хозяйства, в том числе и сельского. 

Овладение микробиологическими навыками, знакомство со строением, культуральными, биохимическими свойствами микроорганизмов помогут в дальнейшем рационально использовать эти особенности в практической деятельности и грамотно строить свои взаимоотношения с микромиром.
Для успешного выполнения лабораторных работ необходимо предварительно ознакомиться с изучаемыми вопросами каждого занятия. На занятиях преподавателем уточняется, как усвоен материал, даются пояснения того, что может вызвать затруднение. Все индивидуальные задания на занятиях студент выполняет самостоятельно, и только по ряду заданий студенты объединяются в группы, при этом каждый студент должен получить индивидуальный результат.

Каждое занятие оформляется в тетради по определённой схеме. Это, как и работа в лаборатории, требует от студента аккуратности, пунктуальности. Лабораторный практикум построен так, что каждое последующее занятие базируется на материале предыдущего и с каждым занятием увеличивается объём работ и сложность их выполнения. 

На девятой неделе после изучения ряда тем теоретического курса и лабораторного практикума студенты выполняют контрольные задания в виде тестов. По завершении лабораторного практикума они защищают итоговую работу (см. прил. 6), оформив отчёт (см. прил. 1) и сделав доклад о полученных результатах исследования, на конференции студентов. Также в ходе изучения микробиологии студенты должны самостоятельно изучить ряд тем курса (см. прил. 7). Студенты заочной формы обучения пишут реферат по выбранной теме (см. прил. 5).
Данный лабораторный практикум составлен так, что, развивая творческие способности студентов, позволяет организовать учебно-исследовательскую и научно-исследовательскую работу.
РАЗДЕЛ 1. ОБЩАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ
МОРФОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ
Лабораторная работа 1

Микробиологическая лаборатория. 
Правила поведения и техника безопасности. 
Микроскопирование. Морфология бактерий 
Цель работы: усвоить правила работы в микробиологической лаборатории и технику безопасности; освоить работу с осветителем и микроскопом, особенности микроскопирования с иммерсионным объективом; научиться оформлять протокол исследования (результаты и анализ микроскопирования); изучить основные формы бактерий.

Задание 1. Ознакомиться с правилами работы, поведения в микробиологической лаборатории, техникой безопасности:
1. В микробиологической лаборатории студент может работать только в белом хлопчатобумажном халате.

2. Рабочее место, микроскоп, осветитель закрепляются за студентом на весь семестровый период.

3. В лабораторию не вносить посторонних вещей и предметов, запрещается входить в головных уборах и верхней одежде.
4. В лаборатории соблюдать чистоту и опрятность при работе. Особенно следует соблюдать осторожность при работе с живыми микробами, так как в изучаемых объектах (при анализе воздуха, воды, почвы, молока, мяса и др.) могут быть выделены патогенные для человека микроорганизмы. Некоторые микробы, особенно споры грибов, являются аллергенами, поэтому необходимо предупреждать их распыление (не оставлять открытые чашки, пробирки, колбы с культурами), работать аккуратно, не допуская резких движений и активного дыхания.
5. Посуду, инструменты, отработанный материал подвергать дезинфекции (помещать в сосуд с дезинфицирующим раствором), иглы, бактериологические петли – стерилизации (прокаливать в пламени горелки).

6. В лаборатории нельзя пить, есть, курить.

7. Во время работы волосы должны быть заколоты. Запрещается в халате выходить из лаборатории.
8. Не зажигать спиртовку от спиртовки (это взрывоопасно), не бросать горящих спичек.

9. Соблюдать осторожность при работе с химическими и другими реактивами. При взвешивании готовых микробиологических питательных сред и химических реактивов не наклоняться над весами, не вызывать активное движение воздуха.
10. Не соприкасаться с металлическими и другими предметами, с проводами и контактными частями электросети.
11. Без разрешения преподавателя не включать электроприборы и аппаратуру. О неисправности приборов сообщать преподавателю.
12. Во время микроскопирования и приготовления питательных сред запрещается перемещение студентов вблизи электропроводов от осветительной системы микроскопов и приборов.
13. После окончания работы и уборки рабочего места руки протереть дезинфицирующим раствором и вымыть с мылом. Рабочее место сдать дежурному студенту.

14. Выполнение правил поведения и техники безопасности на учебных занятиях контролирует дежурный студент. После ознакомления с правилами необходимо расписаться в журнале.

Задание 2. Изучить и усвоить последовательность техники микроскопирования бактериальных препаратов:
1. Установить микроскоп в наиболее удобном положении на рабочем месте.

2. Макровинтом, подняв тубус, вывести малый объектив из отверстия предметного столика на высоту 2 см.
3. Поднять конденсор до уровня предметного столика, ирисовая диафрагма должна быть открыта полностью (при микроскопировании живых объектов конденсор опущен, диафрагма прикрыта).
4. Наладить правильное освещение: включить осветитель и установить свет средней интенсивности.
5. Поместить на предметный столик микроскопа готовый окрашенный препарат.

6. Сфокусировать объект (производить фокусирование всегда движением объектива вверх, т.е. от препарата; при перемещении предметного столика – движением столика вниз, предварительно максимально подняв препарат к поверхности фронтальной линзы); пользуясь макровинтом, установить фронтальную линзу приблизительно в 1 см от препарата. Просмотреть микробную картину (размеры и форму клеток) при малом увеличении (×120) и выбрать место для детального исследования. Изучить микробную картину.

7. Аккуратно повернуть револьверную головку и установить большее увеличение (×600). Сфокусировать объект, который располагается приблизительно в 1 мм от фронтальной линзы. Изучить, как выглядят микробные клетки при данном увеличении.

8. Немного поднять тубус микроскопа и, повернув револьвер, установить иммерсионный объектив (×1350; ×1500).
9. Нанести каплю иммерсионного (кедрового) масла на выбранный для микроскопирования участок препарата.

10. Сфокусировать изображение, погружая в иммерсионное масло фронтальную линзу, и наблюдать сбоку, чтобы не раздавить стекло и не повредить линзу. Если не установить фокус, следует перейти на малое увеличение и сфокусировать изображение, а затем снова установить иммерсионный объектив и сфокусировать с помощью макровинта, а затем – винта тонкой настройки (микровинта, который слегка поворачивается вперёд либо назад (вправо либо влево), но ни в коем случае не совершать при повороте полный оборот!). Фокусная плоскость линзы находится менее чем в 1 мм от поверхности стекла! Зарисовать микробную картину (оформить протокол исследования), отразив форму, размер клеток, характер концов палочковидных, расстояние между клетками в конгломератах, наличие спор, возможно капсулы, и, у спорообразующих, – клетки в разных стадиях спорообразования.
11. Выключить осветитель.

12. Стереть мягкой тканью масло с фронтальной линзы и корпуса иммерсионного объектива.

13. Привести микроскоп в нерабочее положение: конденсор опустить, револьверную головку повернуть и установить малый объектив, мягкой тканью стереть масло с фронтальной линзы иммерсионного объектива, а затем опустить малый объектив в отверстие предметного столика. Привести в порядок своё рабочее место.
Задание 3. Научиться оформлять протокол исследования.

Микроскопическую картину в поле зрения микроскопа при большом увеличении зарисовать цветными карандашами в соответствии с цветом красителя. Поле зрения обозначить кругом (рис. 1). Под рисунком указать: объект исследования, например: культура дрожжей на 10% растворе сахарозы или колония 1 на ПАС-1, препарат 25; увеличение, например: в 1500 раз (увеличение окуляра ×15, умноженное на увеличение объектива ×100); способ окраски, например: окраска фуксином/по Граму. Нарисовав микробов, определить форму, стадию спорообразования, капсулу, включения и т.д. и подписать.
	         Клеточная стенка
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	          Клетки в разных стадиях

            почкования


Рис. 1. Культура дрожжей на 10% растворе сахарозы

или колония 1 на ПАС-1, препарат 25,
 ×1500, фуксин
Задание 4. Пользуясь определителем и рис. 2, изучить формы бактерий. Зарисовать, подписать и выучить основные формы бактерий:
· шаровидные (кокки, диплококки, стрептококки, стафилококки, тетракокки, сарцины); 
· палочковидные неспорообразующие (бактерии, диплобактерии, стрептобактерии);
· палочковидные спорообразующие (бациллы, диплобациллы, стрептобациллы; спора может располагаться центрально и терминально, т.е. на конце клетки);
· клостридии разных типов спорообразования: в месте формирования споры клетка раздувается и видоизменяется (в виде веретена – клостридиальная форма – либо в виде барабанной палочки, теннисной ракетки, сигары, груши – плектридиальная форма; спора в клетке может располагаться центрально, но если ближе к боковой стенке, то латеральная форма); 

· извитые (вибрионы, спириллы, спирохеты).

Кроме основных форм, бактерии бывают: нитчатой формы; часто с неровными стенками и небольшими ответвлениями – микобактерии; с множественными выростами, похожими на мицелий плесневого гриба, – актиномицеты. Микоплазмы могут быть бесформенными, но могут иметь различную форму: сферическую, овальную, тонких нитей и звёзд. Миксобактерии в определённой стадии развития образуют плодовые тела. Среди бактерий есть клетки: треугольные, четырех-, пяти-, шестиугольные; тороиды (в виде замкнутого и разомкнутого кольца); в виде пирамиды; серповидные; с выростами – простекобактерии; стебельковые; образующие звёздчатые комплексы (скопления клеток в виде звезды); закрученные вокруг своей оси по спирали и др.
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Рис. 2.  Формы бактерий.
Лабораторная работа 2

Техника приготовления микробиологического препарата. 
Знакомство с формами бактерий

Цель работы: отработать технику приготовления фиксированного микробиологического препарата; изучить основные формы бактерий на примере микрофлоры ротовой полости, микроорганизмов, выделенных из воздуха и других сред.

Знакомство с формами бактерий обычно происходит на окрашенных микробиологических препаратах. Для этого можно использовать колонии микроорганизмов, которые выросли в посевах в чашках Петри при анализе микрофлоры воздуха, микрофлору ротовой полости и другие культуры бактерий, предварительно выращенные.

Задание 1. Отработать последовательность приготовления фиксированного окрашенного препарата.

Техника приготовления фиксированного окрашенного препарата

1. Приготовление мазка. Работы проводить при зажжённой спиртовке (горелке). На обезжиренное предметное стекло нанести каплю воды, затем, приоткрыв левой рукой крышку чашки Петри, предварительно прокалённой петлёй захватить из одной колонии небольшое количество микробной массы, которую внести в каплю воды, тщательно перемешать и сделать тонкий мазок по поверхности стекла.

2. Высушивание. Полученный мазок высушить на воздухе.

3. Фиксация. Захватив пальцами боковые рёбра стекла, несколько раз провести его тыльной стороной над пламенем горелки. Фиксация проводится для того, чтобы: 

а) обеспечить лучшее прилипание мазка к стеклу;

б) убить микроорганизмы, обеспечив безопасность;

в) сделать мазок более восприимчивым к окраске, так как убитые микроорганизмы лучше прокрашиваются.

4. Окраска. Фиксированный препарат поместить на специальную подставку и покрыть раствором соответствующего красителя. Окрашивание вести фуксином (3 мин) или метиленовой синью (5 мин). Затем краситель слить, мазок промыть водой и препарат подсушить полосками фильтровальной бумаги.

5. Подготовка к микроскопированию. На абсолютно сухой препарат нанести небольшую каплю иммерсионного масла и рассматривать микробную картину, пользуясь иммерсионным объективом.

Задание 2. Приготовленный препарат микроскопировать при увеличении ×1350 или ×1500. Различные формы бактерий зарисовать, оформив протокол исследования. Для успешного выполнения задания следует пользоваться определителями.
Вопросы для самопроверки
1. Каково устройство оптической системы биологического микроскопа?

2. Что такое иммерсия?

3. Что такое иммерсионный объектив и в каких случаях он используется?

4. Что и с какой целью используется в качестве иммерсионного масла?
5. Расстояние от фронтальной линзы микроскопа до микроскопического препарата при использовании сухого объектива ×40.
6. Расстояние фронтальной линзы микроскопа до микроскопического препарата при использовании иммерсионного объектива.
7. Положение конденсора при микроскопировании фиксированных препаратов.
8. Положение конденсора при микроскопировании живых препаратов.
9. Положение диафрагмы при микроскопировании живых препаратов.
10. Положение диафрагмы при микроскопировании фиксированных препаратов.
11. Когда используют винт тонкой настройки микроскопа и как его вращают?
12. Как осуществляют фокусировку препаратов?
13. Состояние фронтальной линзы иммерсионного объектива после работы.
14. Положение микроскопа после работы.
15. Что такое фазово-контрастная микроскопия?

16. Что такое люминесцентная микроскопия?

17. Что такое электронная микроскопия?
Лабораторная работа 3

Методы исследования клеток микроорганизмов 

(техника приготовления микробиологических препаратов)
Цель работы: познакомиться с методами исследования микробных клеток, красителями, используемыми в микробиологической практике.

При изучении самой клетки или выявлении структур (капсул, спор), строения клеточной стенки или биохимических особенностей по определённым схемам используют разнообразные методы окрашивания – простые (используется один краситель) и сложные (используется несколько красителей, закрепители и протравители). 
Краситель при окрашивании проникает в микробную клетку. Это даёт возможность рассматривать не только внешние признаки – форму клеток, размеры, капсулы, жгутики, но и некоторые особенности внутренней структуры – споры, включения, в некоторых случаях – нуклеоид. 

В микробиологической практике используют основные и кислые красители. Клетки, как и нуклеоиды, окрашиваются основными красителями, реже – нейтральными. Кислые красители используют при окрашивании фона, что увеличивает контрастность неокрашенных форм.

Из основных (ядерных) красителей чаще применяют: красные – фуксин основной феноловый, сафранин, нейтральный красный; фиолетовые – метиловый фиолетовый, генциановый фиолетовый, кристаллический фиолетовый; синие – метиленовый голубой или синий, азур II; зелёные – малахитовый зелёный, брильянтовый зелёный; жёлто-коричневые – везувин, хризоидин.
Из кислых (протоплазматических) красителей используют: красные – фуксин кислый, эозин, эритрозин, Конго красный; жёлтый – пикридиновую кислоту; черный – нигрозин.

Растворы красителей могут быть как водные, так и спиртовые. Спиртовые растворы красителей более стойкие. Водные растворы окрашивают медленнее.
Задание 1. Изучить методы окрашивания и их особенности.

Прижизненное (витальное) окрашивание
Взвесь микробов внести в каплю 0,001% раствора метиленового синего или нейтрального красного и затем приготовить препарат «раздавленная капля». Микроскопировать ×600.
Негативный метод окрашивания
На предметное стекло нанести каплю 3% водного красителя Конго красного и в эту же каплю внести микробную массу, слегка перемешать. Смесь распределить по спирали со смещением. Мазок высушить на воздухе, не фиксировать. Микроскопировать ×1500.

На красно-коричневом фоне видны неокрашенные микробные клетки.

Цитохимический метод исследования
 
Окраска кислотоустойчивых бактерий по методу Циля – Нильсена. 

1. Фиксированный мазок окрасить карболовым фуксином через полоску фильтровальной бумаги с подогреванием до появления паров (1 раз) в течение 3–6 мин (не более 7 мин).
2. Снять бумагу и после охлаждения стекла мазок промыть водой (можно не промывать).

3. Обесцветить препарат 0,5% серной кислотой.
4. Промыть водой или 3–5% серной кислотой 5–7 сек.

5. Окрасить метиленовым синим 3–5 мин.

6. Промыть водой, высушить. Микроскопировать ×1500.
 Некислотоустойчивые бактерии обесцвечиваются серной кислотой и окрашиваются метиленовым синим в голубой цвет, кислотоустойчивые, спиртоустойчивые бактерии окрашиваются в красный цвет.
Окраска спор

При образовании споры часть цитоплазмы с ядерным веществом посредством мембраны обособляется от остальной части клетки и покрывается многослойной оболочкой. Так как многослойная оболочка слабо проницаема для красителей, то при обычных способах окраски споры не прокрашиваются и имеют вид плотных, сильно преломляющих свет образований.
При всех способах окраски спор их сначала протравливают различными химическими веществами: хромовой, соляной, серной, уксусной кислотой, аммиаком, перекисью водорода. При последующем окрашивании кроме споры окрашивается и цитоплазма самой клетки. Поэтому, чтобы добиться характерной окраски споры, цитоплазму обесцвечивают, так как она слабее удерживает адсорбированный ею краситель.
Окраска спор по методу Циля – Нильсена

1. На фиксированный над пламенем горелки препарат нанести 5% раствор хромовой кислоты.

2. Через 5 мин промыть его водой и накрыть полоской фильтровальной бумаги.

3. Залить раствором карболового фуксина. Препарат подогреть на пламени горелки до появления паров, затем отвести в сторону, добавить краситель и снова подогреть. Таким образом окрашивать мазок 8 мин.

4. Охладить мазок, снять бумагу, промыть водой, промокнуть фильтровальной бумагой. После такой обработки клетки полностью хорошо прокрашены.

5. Для обесцвечивания цитоплазмы мазок обработать 1% серной кислотой в течение 15–30 сек.

6. Промыть мазок водой.

7. Окрасить мазок метиленовым синим в течение 5 мин.

8. Вновь промыть водой и высушить. Микроскопировать ×1500.
Окраска спор по методу Ожешко
1. На нефиксированный мазок нанести 0,5% раствор соляной кислоты и подогреть на пламени горелки 2–3 мин.

2. Кислоту слить, препарат промыть водой, просушить и фиксировать над пламенем горелки.

3. Далее окрашивание проводить аналогично методу Циля – Нильсена.

4. Споры бактерий окрашиваются в красный цвет, вегетативные клетки – в синий.

Окраска спор по методу Пешкова

1. Мазок фиксировать над пламенем или смесью (спирт + формалин), окрасить метиленовой синью Лёффлера с подогреванием до кипения и кипятить 15–20 сек. 
2. Затем промыть водой. 
3. Докрасить мазок в течение 10 сек 1% водным раствором нейтрального красного или в течение 30 сек – 0,5% раствором. 
4. Промыть водой, высушить фильтровальной бумагой. Микроскопировать ×1500.
Споры окрашиваются в голубой или синий цвет, молодые споры – в чёрно-синий, цитоплазма вегетативной клетки – в розовый, включения (хроматиновые) – в фиолетовый. 
Окраска капсул по методу Бурри – Гинса

Приготовить тушевой препарат по Бурри. Для этого смешать каплю взвеси микробов с каплей туши на конце предметного стекла, обезжиренного смесью Никифорова, и при помощи предметного стекла со шлифовальным краем приготовить мазок (так же, как мазок крови), затем его высушить и зафиксировать. Микроскопировать ×1500.
На тёмно-дымчатом фоне видны неокрашенные капсулы и клетки бактерий.

Окраска капсул по методу Михина

Зафиксировать мазок, окрасить метиленовым голубым (лучше старым раствором) в течение 2–3 мин при подогревании. Краситель быстро смыть водой, мазок высушить. Микроскопировать ×1500.
Тела микробных клеток окрашиваются в тёмно-синий цвет, капсулы – в светло-розовые или розово-красные тона.

Окраска жгутиков

Жгутики – тончайшие образования (0,02–0,04 мкм), легко отрываются от клетки при обработке. Это затрудняет их исследование. В основе методов окрашивания жгутиков лежит обработка их протравителями, в результате которой они увеличиваются в объёме и становятся видны в биологический микроскоп.

Необходимо подготовить микробную культуру к прокрашиванию. Несколько дней подряд необходимо делать пересевы на свежую питательную среду (в жидкую среду или в конденсационную воду свежей скошенной агаризированной среды). В день приготовления препарата петлёй перенести микробов в пробирку с 5–6 мл стерильной водопроводной воды температурой 37 оС. Петлёй работать осторожно, не перемешивать культуру с водой! Культуре дать распределиться в воде, выдержав её в течение 30–60 мин при комнатной температуре. Приготовить живой препарат «висячая капля» и убедиться в подвижности микробов. В случае отсутствия подвижности выдержать культуру в термостате около 2 суток при температуре 35–37 оС.

Принципиальное значение имеет чистота предметных стёкол. Стёкла кипятят в растворе бихромата калия в крепкой серной кислоте, затем дважды промывают в растворе едкого натра. После промывают водой и помещают на хранение в банку с 96% спиртом. Перед приготовлением мазка необходимо сильно нагреть ту сторону стекла, на которую будет сделан мазок, стекло после нагревания охладить. 

Методика окраски:
1. Суспензию бактерий нанести на предметное стекло и высушить при комнатной температуре. Допускается фиксация препарата быстрым одноразовым проведением над пламенем горелки.
2. Обработать препарат протравителем в течение 3–5 мин (0,5% раствором соляной кислоты), нагревая его до появления паров, или без нагревания выдержать в течение 15–20 мин.

3. Промыть сильной струёй дистиллированной воды в течение 30 сек и высушить на воздухе.

4. Окрасить препарат при лёгком нагревании (до появления пара) карболовым фуксином Циля либо раствором, содержащим 1 часть насыщенного спиртового раствора фуксина в 10 частях воды, в течение 3–4 мин.

5. Препарат промыть водой, высушить. Микроскопировать ×1500.

Жгутики и клетки бактерий окрашиваются в розовый цвет.

Окраска волютина по методу Омелянского

1. Высушить и зафиксировать мазок культуры дрожжей.

2. Окрасить мазок основным феноловым Циля в течение 30–40 сек.

3. Промыть мазок водой.

4. Погрузить стекло в 1% раствор серной кислоты на 20–30 сек и сразу промыть водой. 
5. Окрасить слабым раствором метиленового голубого (1:40) в течение 15–20 сек. Микроскопировать ×600, ×1500.
На препарате зёрна волютина окрашены в красный цвет, цитоплазма – в голубой.

Окраска волютина по методу Лёффлера
1. Высушить и зафиксировать мазок культуры дрожжей.

2. Окрасить мазок метиленовым синим Лёффлера в течение 3 мин.

3. Промыть водой и, не подсушивая, накрыть покровным стеклом.

Зёрна волютина окрашены в красно-фиолетовый цвет, цитоплазма – в голубой.

4. Под покровным стеклом с помощью полоски фильтровальной бумаги перетянуть каплю 1% раствора серной кислоты. Зёрна волютина сохранят окраску, а цитоплазма обесцветится.

5. Под покровным стеклом с помощью полоски фильтровальной бумаги перетянуть каплю 5% раствора соды. Зёрна волютина обесцветятся, а цитоплазма сохранит свой цвет. Микроскопировать ×600, ×1500.
Окраска жира

Жир содержится в клетках практически всех микроорганизмов, но особенно много его накапливается при старении культуры.

1. На предметное стекло нанести небольшую каплю 40% раствора формалина.

2. Зафиксировать препарат: прокалённой петлёй внести в каплю формалина культуру микроба (хорошо подходят старые культуры дрожжей, Bacillus mycoides, Bacillus megaterium) и выдержать 5 мин. 
3. В полученную каплю добавить небольшую каплю метиленового синего на 10 мин.

4. Туда же внести каплю судана III (краситель, растворимый в жире, индикатор жироподобных веществ).
5. Образовавшуюся каплю накрыть покровным стеклом, избыток жидкости аккуратно удалить фильтровальной бумагой. Микроскопировать ×1500.

Цитоплазма клеток синего цвета, включения жира – розово-оранжевого.
Окраска по Граму

1. На обезжиренное предметное стекло нанести мазок культуры (площадью 1–2 см2), высушить на воздухе.
2. Фиксировать над пламенем горелки. 

3. Сразу же нанести раствор Люголя на 1 мин, до почернения мазка. Стекло держать в наклонном положении над сливной чашкой.
4. Обработать 96% спиртом – 20–30 сек! Промыть водой.

5. Окрасить фуксином Пффейфера 1 мин, промыть водой, высушить. Микроскопировать ×1350 или ×1500. 

Примечание. Грамположительные бактерии окрашиваются в тёмно-фиоле-товый цвет, грамотрицательные – в красный. Возраст культуры существенен: достоверную по Граму окраску дают двух-, трёхсуточные клетки; в старых культурах мёртвые клетки всегда грамотрицательные.

Задание 2. Микроскопически исследовать отобранные для изучения колонии, приготовив препараты. Микроскопировать ×600, ×1350 или ×1500. Оформить протокол исследования, описать микробную картину: размеры, форму, характер концов палочковидных бактерий, сочетания клеток и их соединение в конгломератах, отношение к окраске (по Граму), наличие включений, спор и их расположение в клетке, наличие капсул, подвижность, кислотоустойчивость. 
Вопросы для самопроверки
1. Классификация бактерий по форме.
2. Кокковые формы в зависимости от расположения кокков, размеры.
3. Палочковидные формы в зависимости от расположения клеток, размеры (отношение диаметра к длине клетки), характер концов клеток, соединение их в образованиях.
4. Морфологическое различие бактерий и бацилл.
5. Морфологическое различие бацилл и клостридий.
6. Морфологические формы клостридий.
7. Извитые формы бактерий, их размеры.
8. Формы бактерий, отличающиеся от основных форм.
9. В каком случае при приготовлении препарата обезжиривается предметное стекло?

10. Почему микробная масса должна быть размазана очень тонким слоем по стеклу?

11. Что такое фиксация мазка и каковы её цели?

12. Способы фиксации мазка.
13. Что такое окрашивание мазка?

14. Позитивные и негативные красители.
15. Что такое простой метод окрашивания и техника его приготовления?

16. Какие красители используются в простых методах окрашивания?

17. Что позволяют увидеть простые методы окрашивания?

18. Существуют ли временные ограничения при окрашивании мазков?

19. Что такое сложные методы окрашивания?

20. Какие сложные методы окрашивания вы знаете?

21. Какие соединения используются в качестве закрепителей и протравителей?

22. Что позволяют изучить сложные методы окрашивания микробиологических препаратов? 

23. Основные красители (примеры). В каком случае они используются?

24. Кислые красители (примеры). В каком случае они используются?

25. На чём основаны сложные методы окраски и для чего они применяются?

26. Окраска по Граму: суть метода и техника.
Лабораторная работа 4

Питательные среды
Цель работы: познакомиться с составом питательных сред и требованиями к ним. 

Для культивирования и изучения микроорганизмов пользуются питательными средами.

Питательные среды должны удовлетворять следующим требованиям: 
1. Питательная среда должна содержать все необходимые элементы питания – витамины, различные факторы роста. 
2. Питательная среда должна иметь определенную реакцию среды (рН) – нейтральную или слабощелочную. 
3. Питательная среда должна быть прозрачной. 
4. Питательная среда должна быть стерильной.
5. Питательная среда должна быть достаточно влажной. 

По составу питательные среды бывают естественные и искусственные и синтетические.

К естественным питательным средам относятся продукты животного и растительного происхождения – молоко, мясной бульон, фрукты, овощи и т.д.

Искусственные питательные среды готовят, добавляя к естественным настоям и отварам растительного или животного происхождения неорганические соли, углеводы и азотистые вещества.

Синтетические питательные среды состоят из химически чистых соединений в определённом соотношении с точно известным составом и количеством. 
Применяют питательные среды различной консистенции: жидкие, плотные, полужидкие, сыпучие (пропаренное пшено, отруби, пропитанные питательным раствором, используются в промышленной микробиологии). 
Для уплотнения питательных сред используют агар-агар и желатину.

Агар-агар – полисахарид, получаемый из водорослей.

Желатина – азотсодержащее органическое соединение, получаемое при выварке костей и хрящей животных.

К искусственным жидким питательным средам относится мясо-пептонный бульон (МПБ).
Мясо-пептонный агар – искусственная твёрдая питательная среда, мясо-пептонная желатина – искусственная полутвёрдая. 

По назначению питательные среды делятся на обычные, специальные, элективные и дифференциально-диагностические, селекционные. 
Обычные среды применяются для выращивания большинства микроорганизмов. К ним относятся бобово-пептонный (БПБ) и мясо-пептонный бульоны (МПБ), мясо-пептонный агар (МПА), мясо-пептонная желатина (МПЖ), питательный агар сухой (ПАС).
Специальные среды применяются для выделения и культивирования определенных групп микроорганизмов. Например, среда Омелянского применяется для выделения возбудителей анаэробного разложения клетчатки; среда Чапека – для культивирования грибов. 
Элективные среды используют для выделения и накопления микробов одного вида. Сопутствующие микроорганизмы или совсем не растут на таких средах, или развитие их задерживается. К таким средам относятся накопительные среды С.Н. Виноградского для изучения почвенных микроорганизмов. 
Дифференциально-диагностические среды применяются для изучения биохимических свойств микроорганизмов, среда Эндо – для выделения бактерий кишечной палочки.

Селективные среды используют для селекции микроорганизмов (против какого-либо признака), например, среда с пенициллином для пенициллиноустойчивых бактерий.
Задание 1. Познакомиться с техникой приготовления готовых микробиологических сред.

Приготовление питательных сред
Фильтрование. Взвесить количество питательной среды по рецептуре (например, 0,9 г среды ПАС-2 или 1,05 г среды ПАС-1) и отмерить 30 мл дистиллированной воды.

Среду высыпать в стерильный стакан и, приливая воду небольшими порциями, размешать стерильной стеклянной палочкой до получения однородной массы. Довести до кипения, постоянно помешивая, кипятить до полного расплавления агара – 2–3 мин, после чего стерилизовать кипячением в течение 5 мин, а затем горячую среду профильтровать в стерильные пробирки через ватный тампон с марлевой прокладкой (ватно-марлевый фильтр): на стеклянную воронку наложить марлевую салфетку так, чтобы ее края немного заходили за края воронки, поверх марли поместить слой гигроскопической ваты и профильтровать небольшую порцию горячей дистиллированной воды, чтобы фильтр был влажным. После фильтрования стерилизовать среду 20 мин при температуре 121 °С. 
Методы разлива и посева. Среду охладить до 45–50 оС и разлить в чашки Петри слоем 4–5 мм (всего по 10–15 мл в каждую), а после отвердевания осуществить: посев из воздуха; поверхностный посев – 0,1 мл необходимого разведения распределить методом растирания по поверхности отвердевшей питательной среды; глубинный посев – в чашки предварительно внести по 1 мл болтушки – разведения определённой степени, а затем прилить питательную среду и осторожно перемешать, чтобы среда не оказалась на краях чашки или на внутренней поверхности крышки. Пластинка среды должна быть ровная и гладкая, без повреждённых участков!
Взвешивание среды. Взвешивание среды производить на бумаге, включив и уравновесив электронные весы. Пользоваться стерильными совочками или стерильными пинцетами. При взвешивании не должно быть никакого перемещения!
Задание 2. Изучить состав и характеристики питательных сред для культивирования микроорганизмов, классифицировать их, ответить на вопросы.
Вопросы для самопроверки
1. Что такое питательная среда?

2. Требования, которым должна удовлетворять питательная среда.
3. Классификация питательных сред.
4. Питательные среды по происхождению и их характеристика.
5. Питательные среды по составу и их характеристика.
6. Питательные среды по назначению и их характеристика.
7. Как проверяют стерильность питательной среды?
8. Для чего предназначены специальные среды?
9. Для чего предназначены дифференциально-диагностические среды?
10. Каково правильное положение чашки Петри с посевом при культивировании микроорганизмов. Какие условия в этом случае соблюдаются?
11. Из чего получают агар-агар, желатину, пептон? Их основные характеристики? Для чего их вводят в питательные среды?
12. МПБ, МПЖ, МПА – что это такое? Основные характеристики.
13. Для каких целей используют простые питательные среды?
14. Для каких целей используют элективные питательные среды?
Задание 3. Изучить методы стерилизации (уничтожения микроорганизмов), классифицировать их и ответить на вопросы.
Методы стерилизации
Стерилизация (от лат. sterilis – бесплодие) – полное уничтожение вегетативных и споровых форм микроорганизмов в каком-либо объекте. Стерилизация – это обязательное условие получения чистых культур микроорганизмов.

Существуют различные методы стерилизации. 
1. Фламбирование – прокаливание в пламени горелки. Таким способом стерилизуют бактериологические петли, иглы, шпатели, пипетки, стёкла.

2. Кипячение. Кипячением стерилизуют иглы, шприцы, пинцеты и другие инструменты, резиновые и стеклянные предметы. Для лучшей стерилизации в дистиллированную воду добавляют 2% двууглекислой соды. Кипятят 20–30 мин. После стерилизации воду осторожно сливают. Дистиллированную воду и физиологический раствор стерилизуют кипячением в колбах с ватными пробками на небольшом огне, поставив их на асбестовую подставку.

3. Стерилизация сухим жаром в сушильных шкафах (или печах Пастера). В печи Пастера стерилизуют стеклянную, чистую, предварительно высушенную посуду. Колбы закрывают ватными пробками. Пробки, чашки Петри и пипетки, пробирки, колбы, цилиндры, стаканы, стеклянные трубочки и палочки, шпатели заворачивают определенным образом в бумагу (после стерилизации хранят в бумаге, стерильность сохраняется несколько месяцев). Режим стерилизации – 170 оС в течение 1–1,5 часов. Затем сушильный шкаф отключают, дают температуре снизиться до 45 оС, открывают шкаф и достают посуду. 
4. Стерилизация текучим паром в аппарате Коха.


Аппарат Коха представляет собой сосуд цилиндрической формы, сверху неплотно закрытый крышкой. На дне аппарата имеется решётчатая подставка на ножках, до уровня которой наливают воду. На подставку помещают металлическое ведёрко также с дном в виде решётки. В это ведёрко ставят стерилизуемые питательные среды в пробирках. Ведёрко закрывают неплотно крышкой. При нагревании образующиеся водяные пары устремляются вверх, проходят через отверстия в подставке, отверстия в дне ведёрка и нагревают пробирки. Стерилизуют в течение 30 мин. При стерилизации паром погибают только вегетативные формы микроорганизмов. Поэтому стерилизацию текучим паром проводят три дня подряд, выдерживая в перерывах стерилизуемый материал при температуре, благоприятной для прорастания спор в вегетативные клетки. После первой стерилизации материал постепенно остывает при комнатной температуре до следующего дня. Если в культурах имелись споры, они прорастают в вегетативную форму. В следующие два дня стерилизацию текучим паром повторяют. Таким способом стерилизуют питательные субстраты, не выдерживающие температуры выше 100 оС. 
5.  Метод тиндализации был предложен учёным Тиндалем для стерилизации материалов, денатурирующихся при нагревании выше 58–60 оС (коллоидные растворы, сыворотки крови и другие белоксодержащие вещества). Тиндализация – стерилизация в водяной бане, например, при температуре 56–58 оС в течение 6–7 дней (при 70–80 оС – 3 дня, при 60–65 оС – 5 дней). В первый день материал прогревают в течение 2 ч; в последующие дни – по 1 ч. В промежутках между прогреваниями обрабатываемый материал выдерживают при комнатной температуре. 
6. Автоклавирование – стерилизация паром под давлением в автоклаве. Режим стерилизации – 3–4 атмосферы в течение 20 мин. В автоклаве стерилизуют питательные среды, выдерживающие нагревание выше 100 оС, стеклянную посуду, отработанный материал и др. Режим выбирают в зависимости от объекта обработки. При стерилизации паром под давлением погибают как вегетативные клетки, так и споры.
7. Пастеризация – уничтожение вегетативных форм микроорганизмов под действием повышенной температуры. Метод был предложен Л. Пастером для сохранения питательной ценности пищевых продуктов, которая снижается при высоких температурах. Режим пастеризации – до 80 °С в течение 30 мин, при 90 °С – 15 мин и меньше, затем резкое охлаждение до 4–8 °С. Резкое охлаждение препятствует прорастанию спор. 
8. Фильтрование. Стерилизация фильтрованием осуществляется пропусканием материала через бактериологические фильтры. В результате фильтрации происходит пропускание или задержка фильтром мельчайших частиц (бактерий) в зависимости от величины пор фильтрующей пластинки. В данном процессе имеет также значение адсорбционная способность материала, из которого сделан фильтр. Обычно фильтруют жидкости, не выдерживающие нагревания (сыворотки, растворы антибиотиков и т.д.). Фильтры бывают твердые – керамические (цилиндрической формы в виде «свечей»), асбестовые (в виде пластинок) и мембранные (с наиболее точной калибровкой пор).


Керамические фильтры (фильтры Шамберлана, Беркефельда, отечественного производства) изготовляют из каолина, кварцевого песка. Более широко используют фильтры Зейтца – плотные пластины, изготовленные из смеси асбеста с целлюлозой. Отечественные асбестовые фильтры обозначаются марками Ф и СФ. Стерилизующими являются фильтры марки СФ.


Мембранные ультрафильтры (коллодийные мембраны) имеют вид тончайших листков белой бумаги. Готовят их из гемицеллюлозы, обработанной соответствующими реактивами, температурой и прессованием. Эти фильтры различают по диаметру и величине пор. 


Стерильность полученных фильтратов проверяют посевом на питательные среды с последующим выдерживанием в термостате несколько дней.
9. Химическая стерилизация используется для сохранения вакцин, сывороток, в которые добавляют фенол в количестве 0,25–0,5%, хлороформ – 0,5%, формалин – 0,05% и др. Питательные среды консервируют хлороформом, толуолом, эфиром. Для освобождения от консерванта среду нагревают до 56 оС. Для дезинфекции используют 1–3% раствор хлорамина, 3–5% раствор фенола, 70% этиловый спирт.

Вопросы для самопроверки
1. Что такое стерилизация, дезинфекция?

2. Цель стерилизации.
3. Требования к стерилизации.
4. Методы стерилизации. Классификация.
5. Физическая стерилизация. Её классификация.
6. Что такое химическая стерилизация?
7. Суть и особенности холодных и горячих методов стерилизации.
8. Суть методов дробной стерилизации.
9. В каком случае применяют пастеризацию, кипячение, фламбирование?
10. Стерилизация сухим жаром, её режим. Для каких объектов она используется?
11. Стерилизация паром под давлением (её название, режим, особенности, кто предложил данный метод).
12. Особенности стерилизации текучим паром.
13. Дробная стерилизация (её суть).
14. Разновидности дробной стерилизации, их суть? 
15. Имя учёного, предложившего один из видов дробной стерилизации, цель данного вида стерилизации.
16. Неполная стерилизация (название). В каком случае её применяют? Имя учёного, предложившего данный вид стерилизации.
17. Стерилизация фильтрованием (её суть). В каких случаях её используют?
18. Почему нужно сперва снизить в сушильном шкафу температуру до 45 оС, а затем достать простерилизованную посуду?
Лабораторная работа 5

Культивирование микроорганизмов в лабораторных условиях
Цель работы: освоить технику визуального изучения колоний и описание культуральных признаков бактерий.

Задание 1. Освоить технику изучения роста культуры на плотных питательных средах и описание культуральных признаков бактерий: изучить колонии, выросшие на среде в чашках Петри, отобрать изолированно расположенные колонии различных типов, обвести их со стороны дна чашки восковым карандашом, пронумеровать. Исследовать рост культуры на плотных питательных средах и записать характеристику культуральных признаков по схеме в таблицу (с. 27).

На поверхности плотных питательных сред микроорганизмы могут расти в виде колонии, штриха или сплошного газона. Колонией называют изолированное скопление клеток одного вида, выросшее в большинстве случаев из одной клетки. В зависимости от того, где развивались клетки (на поверхности плотной питательной среды, в толще ее или под поверхностью среды), различают поверхностные, глубинные и донные колонии. Колонии, выросшие на поверхности среды, отличаются большим разнообразием и являются наиболее существенной особенностью роста микроорганизмов на плотном субстрате. При их описании изучают и описывают следующие признаки:

· форма колонии – округлая, амёбовидная, неправильная, ризоидная и т.д.;

· размер (диаметр) колонии – измеряют в мм; если размеры колонии не превышают 1 мм, то их называют точечными;

· поверхность колонии – гладкая, шероховатая, бороздчатая, складчатая, морщинистая, с концентрическими кругами или радиально исчерченная и т.д.;

· профиль колонии (рис. 3) – плоский, выпуклый, кратерообразный, конусовидный и т.д.;

· блеск и прозрачность – колония блестящая, матовая, тусклая, мучнистая, прозрачная;

· цвет колонии – бесцветная (грязно-белые колонии относятся к бесцветным) или пигментированная (белая, жёлтая, золотистая, оранжевая, сиреневая, красная, синяя, чёрная). Особо отмечают выделение пигмента в субстрат, когда наблюдается окрашивание среды вокруг колонии. При описании колоний актиномицетов отмечают пигментацию воздушного и субстратного мицелия, а также выделение пигментов в среду; 

· край колонии (рис. 4) – ровный, волнистый, зубчатый, бахромчатый и т.д.;

· структура колонии (рис. 5) – однородная, мелко- или крупнозернистая, струйчатая и т.д. (край и структуру колонии определяют с помощью лупы или при малом увеличении микроскопа: для этого чашку помещают на столик микроскопа крышкой вниз);

· консистенция колонии – определяют, прикасаясь к её поверхности петлёй. Колония может легко сниматься со среды, может быть плотной, мягкой или врастающей в среду, слизистой (прилипает к петле), тягучей, плёнчатой (снимается целиком), хрупкой (легко ломается при прикосновении петлёй).

Глубинные колонии, напротив, довольно однообразны. Чаще всего они похожи на более или менее сплющенные чечевички (лодочкообразные, в проекции имеющие форму овалов с заострёнными концами), либо на комочки ваты (некоторые скопления бактерий напоминают пучки ваты с нитевидными выростами в питательную среду). Образование глубинных колоний часто сопровождается разрывом плотной среды, если развивающиеся микроорганизмы выделяют углекислоту или другие газы.

 Донные колонии самых разнообразных микроорганизмов имеют вид тонких прозрачных пленок, стелющихся по дну.

Размеры и некоторые другие особенности колоний изменяются с возрастом и зависят от состава среды, поэтому при их описании указывают возраст культуры, состав среды и температуру культивирования.

 При описании роста микроорганизмов по штриху отмечают следующие его особенности: скудный, умеренный или обильный, сплошной с ровным или волнистым краем, чётко видный, напоминающий цепочки изолированных колоний, диффузный перистый, древовидный или ризоидный. Характеризуют оптические свойства налёта, его цвет, поверхность и консистенцию.

Для описания колоний и роста по штриху хемоорганогетеротрофные микроорганизмы чаще всего выращивают на мясо-пептонном агаре или питательном агаре сухом, применяют также и мясо-пептонную желатину. Для лучшего рассмотрения глубинных колоний среды с агаром или желатиной осветляют.
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Рис. 3. Профиль колонии: 1 – изогнутый; 2 – кратерообразный; 3 – бугристый; 4 – врастающий в субстрат; 5 – плоский; 6 – выпуклый; 7 – каплевидный; 8 – конусовидный
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Рис. 4. Край колонии: 1 – гладкий; 2 – волнистый; 3 – зубчатый; 4 – лопастной; 
5 – неправильный; 6 – реснитчатый; 7 – нитчатый; 8 – ворсинчатый; 9 – ветвистый
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Рис. 5. Структура колонии: 1 – однородная; 2 – мелкозернистая; 3 – крупнозернистая;
 4 – струйчатая; 5 – волокнистая
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Лабораторная работа 6
Выделение чистой культуры микроорганизмов 
на плотных питательных средах
Цель работы: освоить технику выделения чистой культуры, используя для пересева на соответствующую элективную среду или МПА отобранные для исследования колонии, изолированно расположенные, представленные одним видом (однородность характера роста колоний будет свидетельствовать о чистоте выделенной культуры микроорганизма).

Постановка исследования

Задание 1. Сварить питательную среду и разлить в чашки Петри, предварительно сделав надписи на дне каждой чашки, быстро закрыть их. После отвердевания среды чашки стерилизовать при температуре 112 оС 30 мин.
Задание 2. Чашку Петри установить около горелки, зафиксировать левой рукой, крышку приподнять большим, средним и указательным пальцами так, чтобы в образовавшуюся щель свободно прошла только микробиологическая петля или шпатель, находящиеся в правой руке (крышка приоткрыта в сторону горелки!).

Получение газонного посева 
Первый вариант. Прокалённой биологической петлёй захватить исследуемый материал из колонии и штриховыми движениями распределить по поверхности питательной среды (рис. 6). После операции петлю прокалить. 
Второй вариант. Прокалённой петлёй внести каплю посевного материала на поверхность питательной среды (рис. 8), растереть микробную массу по поверхности питательной среды стерильным шпателем (можно использовать стеклянную палочку с плоским концом), который быстро развернуть из бумаги у пламени горелки. Если используют несколько чашек Петри, то из первой чашки шпатель вынимают, чашку быстро закрывают, а этот же шпатель, с остатками микробной массы, быстро переносят во вторую чашку с питательной средой и круговыми движениями растирают оставшихся на шпателе микробов по поверхности питательной среды (или вращая чашку Петри по кругу, или осуществляя посев штрихами). Чашку закрывают и так же делают посев тем же шпателем в 3, 4, 5 и т.д. чашках. Шпатель после работы опускают в сосуд с дезинфицирующим раствором. Чашки быстро закрывают и ставят в термостат для инкубирования микроорганизмов. В процессе посева с использованием метода растирания микробной массы по поверхности питательной среды добиваются того, что в последней чашке Петри вырастает только одна или две колонии, изолированно расположенные.
Инкубировать при температуре, оптимальной для выделяемой культуры.





Рис. 6. Схема посева штрихами
Культивирование микроорганизмов на плотных питательных средах производится с целью определения общего количества живых микроорганизмов в исследуемом материале, выделения чистых культур микроорганизмов и описания их культуральных признаков по характеру образования колоний. 
Для выделения микроорганизмов используют следующие методы:
· механические методы: метод рассева вглубь среды – метод Коха; метод рассева по поверхности плотной питательной среды – метод Дригальского, метод Пастера и другие.
· методы выделения чистых культур по биологическим свойствам: метод прогревания исследуемого материала, метод обогащения, метод заражения лабораторных животных и растений и другие.

Основными приёмами при культивировании микроорганизмов и выделении чистых культур бактерий являются посев и пересев на питательные среды – самый распространенный прием бактериологической техники.

 Цель посева:
1. Выделение чистых культур микроорганизмов.

2. Сохранение в жизнеспособном состоянии чистой культуры, так как при росте микроорганизмов происходит израсходование питательного материала и насыщение питательной среды продуктами обмена.

3. Поддержание определенного возраста культуры при исследовании морфологических и биохимических свойств микроорганизмов.

4. Идентификация микроорганизмов – непременное условие сохранения в посеве только одного вида микробов при строгой стерильности.

 Выделение чистой культуры включает 3 этапа:

1. Получение накопительной культуры.

2. Выделение чистой культуры.

3. Определение чистоты культуры.
Приёмы посева (рассева) микроорганизмов по поверхности 
плотных питательных сред
При рассеве микробов целостность поверхности среды не нарушать!
1. Посев штрихом (рис. 7). Микробную массу берут петлёй, делают по поверхности застывшей питательной среды параллельно шесть штрихов. Затем петлю прокаливают, снова берут микробы и наносят очередные шесть штрихов и т.д. (количество штрихов может быть разное).
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Рис. 7. Схема последовательности нанесения штрихов 
микробиологической петлёй (1–24)
2. Рассев шпателем (рис. 8). Микробную массу или споры актиномицета, гриба берут петлёй, наносят на агаровую пластинку и шпателем распределяют по поверхности питательной среды в одной чашке (получение сплошного газона) или этот же шпатель переносят в каждую последующую чашку и в последней получают одиночные колонии.
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Рис. 8. Схема последовательности рассева микробных клеток шпателем
Рассев микробов (рис. 9) осуществляют петлёй, делая одинаковую штриховую линию в каждой чашке и не прокаливая петлю, добиваясь уменьшения количества микробных клеток в последней чашке. 
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Рис. 9. Схема последовательности рассева микробных клеток 
микробиологической петлёй


3. Рассев петлёй по секторам (1–3) в одной чашке (рис. 10). Действуют так же, как и в предыдущем приёме, но штрихи делают в каждом секторе.
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Рис. 10. Схема последовательности рассева микробных клеток петлёй по секторам
Методы выделения чистой культуры
Чистой культурой называют микроорганизмы одного вида, выросшие на питательной среде.

Для выделения чистой культуры существует несколько методов.

Метод Дригальского. Берут несколько чашек Петри со стерильным МПА (ПАС), устанавливают их в ряд. В первую чашку на поверхность среды наносят каплю микробной массы. Стерильным шпателем растирают каплю по поверхности агара, закрывают чашку крышкой, после чего этот шпатель переносят во вторую чашку (затем – в третью, четвертую и т.д.) и растирают оставшиеся на нём микробные клетки по поверхности питательной среды. Чашки помещают в термостат, перевернув их вверх дном. Самый значительный рост будет в первой чашке, в последней чашке обычно получают изолированные друг от друга колонии.

Колонии изучают по их внешнему виду, из них готовят микробиологические препараты и микроскопируют. Отобрав колонию с характерными для данного вида признаками, из нее бактериологической петлёй производят посев в пробирки с МПБ и МПА для получения чистой культуры микроба одного вида.

Метод Пастера основан на последовательном разведении в 10 пробирках с жидкой средой капли смеси бактерий с расчетом получить в последней пробирке чистую культуру.

При использовании плотных питательных сред разведения производят в плотной расплавленной среде и содержимое каждой пробирки с разным количеством исследуемого материала (микробов) выливают в отдельную чашку Петри. После выдерживания в термостате в чашках с наибольшим разведением обнаруживают отдельные колонии. Пересеяв отдельную колонию в среды в пробирках, культивируют в термостате и получают чистую культуру микроба.
Анализ исследования

Задание 3. После инкубирования (обычно 2–5 суток) посевы изучить: описать характер роста культуры на среде и культуральные признаки по схеме (см. с. 27), приготовить живые и фиксированные препараты. Микроскопировать при увеличении ×600, ×1500. Изучить форму, размеры клеток, способность к движению, наличие спор и их расположение, наличие капсул, включений в клетках (гликоген, гранулёза, волютин, жир), отношение к окраске по Граму. Оформить протокол и описать микробную картину. Данные занести в нижеприведённую таблицу.
Регистрация признаков культуры
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клеток*
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к движению **
	Наличие особенностей ***
	Наличие включений в клетках **** 
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* Кроме того, описать характер концов клеток, как выглядят концы прилегающих друг к другу клеток и расстояние между ними. 
** Анализ живого препарата.
*** С – спор, П – пигментов, К – капсул (поставить + или –).
**** ГЛ – гликогена, ГР – гранулёзы, В – волютина, Ж – жира (поставить + или –).

Вопросы для самопроверки
1. Что такое микробная культура и как её получить?

2. Что такое культивирование (инкубирование) микроорганизмов и какова его цель?

3. Методы механического разделения микроорганизмов и их суть.
4. Что такое методы посева и пересева и какова их цель?

5. Метод выделения чистых культур споровых форм бактерий и его суть.
6. Методы выделения чистых культур по биологическим свойствам и их суть.
7. Что такое чистые культуры микроорганизмов?

8. Техника выделения чистой культуры микроорганизма.
9. Этапы выделения чистой культуры.
10. Приёмы рассева микроорганизмов в процессе выделения чистой культуры.
11. Что такое колония?

12. Характер роста бактерий на плотных питательных средах.
13. Какие признаки микроорганизмов относятся к морфологическим?

14. Что понимают под культуральными признаками бактерий?

15. Перечислите культуральные признаки бактерий.
16. Методы изучения актиномицетов.
Лабораторная работа 7
Физиолого-биохимические свойства микроорганизмов
Характеристика физиолого-биохимических особенностей микроорганизмов включает описание особенности роста на разных питательных средах и определённые превращения веществ, входящих в состав этих сред. Обычно учитывают использование микроорганизмами различных соединений углерода и азота, их отношение к кислороду, способность проявлять ферментативную активность в отношении различных субстратов и продуцировать антибиотические вещества. В ряде случаев определяют чувствительность микроорганизмов к тем или иным антибиотикам.
Использование соединений углерода

Цель работы: определить способность микроорганизмов использовать углеводы и углеводороды.

Использование углеводов и многоатомных спиртов
Микроорганизмы характеризуются неодинаковой способностью использовать различные соединения углерода для конструктивного и энергетического метаболизма. Из углеводов и многоатомных спиртов микроорганизмы могут использовать следующие соединения: арабинозу, ксилозу, рамнозу, глюкозу, фруктозу, маннозу, галактозу, сорбозу, сахарозу, лактозу, мальтозу, трегалозу, целлобиозу, раффинозу, декстрин, крахмал, инулин, целлюлозу, глицерин, эритрит, маннит, дульцит, сорбит, инозит, салицин.
Постановка исследования
Задание 1. Приготовить раствор углевода (5 г на 100 мл дистиллированной воды) и добавить к нему количество обычной среды по прописи из расчёта на 100 мл раствора; перемешать, сварить, простерилизовать и разлить в чашки Петри. 

Задание 2. После отвердевания среды чашки со стороны дна разделить на секторы. Осуществить посев исследуемых культур (микробную массу можно взять из колоний микрофлоры воздуха): в каждом секторе сделать штрих микробной массы. Контрольный посев осуществить в той же последовательности на обычной среде, но без углевода и с теми же микроорганизмами.

Культивировать при температуре 26–28 оС в течение 2–10 суток.
Анализ исследования
Задание 3. Просматривать культуры каждые сутки, вести записи, в которых отражать скорость роста микроорганизмов во всех секторах или отметить отсутствие роста. По окончании культивирования проанализировать интенсивность роста культур в сравнении с ростом аналогичных культур на контрольной среде, не содержащей испытываемых соединений углевода. Сделать зарисовки и вывод о способности микроорганизмов использовать тот или иной источник углевода.
Использование углеводородов

В качестве источника углерода многие микроорганизмы способны использовать углеводороды. К таким микроорганизмам относятся бактерии из родов Pseudomonas (окисляют наиболее полно, без накопления промежуточных продуктов), Acinetobacter (продукты окисления выделяются в среду), Nocardia (продукты выделения накапливаются в клетке); дрожжи – многие виды из рода Candida с высоким выходом полезных продуктов (коэффициент использования углеводов 0,5, а углеводородов от 0,7 до 1,0).
Постановка исследования
Для изучения свойств микроорганизмов использовать питательную среду (pH 7,2) следующего состава (г/мл):
KNO3 – 0,4;
KH2PO4 – 0,06;
Na2HPO4 – 0,14;
MgSO4 – 0,08;
агар – 0,2;
дистиллированная вода – 100.
Задание 4. Навеску внести в стакан и прилить, помешивая, воду. Среду сварить, простерилизовать и разлить в 5 чашек Петри. 
Задание 5. После отвердевания среды в центре агаровой пластинки вырезать лунку диаметром 8–10 мм. В лунку внести 2–3 капли углеводорода, простерилизованного фильтрованием. От лунки к периферии осуществить посев радиальными штрихами разных микроорганизмов (рис. 11). 

Культивировать микроорганизмы, не переворачивая чашки, при температуре 26–28 оС в течение 7–10 суток.

 



Рис. 11. Схема посева: восемь штрихов – посев различных микроорганизмов штрихами или по секторам; круг в центре – лунка с жидким углеводородом
Анализ исследования
Задание 6. Просматривать посевы каждые сутки. Проанализировать скорость роста культур микроорганизмов, наличие или отсутствие роста по штрихам в сравнении с контрольным посевом в той же последовательности на обычной среде, но без углеводорода и с теми же микроорганизмами. Вести записи и делать зарисовки. Сделать вывод о способности микроорганизмов использовать углеводороды в качестве источника углерода.
Образование внеклеточных ферментов

Цель работы: выявить микроорганизмы-продуценты ферментов – гидролаз.

Микроорганизмы способны использовать в качестве питательных субстратов самые разнообразные высокомолекулярные соединения: полисахариды, белки, нуклеиновые кислоты, липиды и т.д. Однако макромолекулы не могут проникать через мембрану клетки. Они подвергаются вне клетки гидролизу, который осуществляется под воздействием экзоферментов, относящихся к классу гидролаз. Процесс идёт до димеров и мономеров, которые затем и проводятся в микробную клетку специфическими транспортными механизмами с участием белков-переносчиков (пермеаз или транслоказ, находящихся в цитоплазматической мембране). Образование экзоферментов широко распространено среди различных групп микроорганизмов. Для того чтобы выявить микроорганизмы-продуценты ферментов – гидролаз, следует использовать специальные методы. Сущность методов заключается в том, что микроорганизмы следует выращивать на агаризированных средах с макромолекулярным субстратом. Если клетки будут выделять в среду экзоферменты, гидролизирующие данное соединение, то вокруг колоний образуется зона, в которой можно обнаружить продукты гидролиза. 
Выявление амилолитической активности
Крахмал подвергается гидролитическому расщеплению под действием амилаз, активными продуцентами которых являются различные виды бактерий из родов Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, актиномицеты, мицелиальные грибы.
Постановка исследования
Задание 1. Осуществить постановку исследования. Для этого использовать питательную среду (pH 6,8–7,0) следующего состава (г/мл):
пептон – 1;
КH2PO4 – 0,5;
крахмал – 0,2;
агар – 1,5;
дистиллированная вода – 100.
Навеску внести в стакан и прилить, помешивая, воду. Среду сварить, простерилизовать и разлить в чашки Петри. После отвердевания осуществить посев микроорганизмов штрихом по диаметру чашки (рис. 12).
Культивировать при температуре 25–28 оС в течение 2–10 суток.
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Рис. 12. Схема посева: четыре штриха – посев разных микробных культур
Анализ исследования
Задание 2. Просматривать посевы каждые сутки. Проанализировать скорость роста культур микроорганизмов, наличие или отсутствие роста по штриху. Вести записи и делать зарисовки. 
Задание 3. Агаровую пластинку обработать раствором Люголя. Для этого на поверхность среды налить 3–5 мл раствора Люголя. Среда, содержащая крахмал, окрасится в синий цвет, а зона гидролиза останется бесцветной или приобретёт красно-бурую окраску, если крахмал гидролизовался до декстринов. Зону гидролиза крахмала измерить (мм) от края штриха до границы светлой зоны. Чем больше диаметр светлой зоны, тем выше амилолитическая активность. Сделать вывод о способности микроорганизмов использовать крахмал в качестве источника углерода.

Определение антибиотической активности микроорганизмов
Цель работы: изучить методы определения антибиотической активности микроорганизмов. 
В процессе жизнедеятельности многие микроорганизмы образуют специфические продукты, которые обладают высокой физиологической активностью по отношению к другим микроорганизмам и вирусам, задерживая их рост или убивая их. Они называются антибиотиками. В отличие от общебиологических ядов антибиотики проявляют своё действие лишь по отношению к отдельным, вполне определённым видам или группам микроорганизмов, т.е. действуют избирательно. Они имеют характерные «спектры действия» (набор чувствительных микроорганизмов) и разные механизмы действия. Одни антибиотики – пенициллин, фумагиллин, бацитрацин – подавляют развитие ограниченного числа видов микроорганизмов. Другие – тетрациклины, хлорамфеникол, эритромицин, карбомицин – имеют широкий спектр действия, т.е. подавляют рост многих грамположительных и грамотрицательных бактерий, в том числе таких как риккетсии, вирусов. Наиболее часто активными продуцентами антибиотических веществ являются стрептомицеты, мицелиальные грибы и спорообразующие бактерии. Почвенная бацилла Bacillus subtilis образует антибиотики полипептидной цепи, действующие на бактерии путём нарушения синтеза клеточной стенки или цитоплазматической мембраны.
Способы выявления антибиотических свойств микроорганизмов основаны на способности антибиотических веществ диффундировать в агаризированные среды и образовывать зоны, в которых не развиваются тест-организмы. Величина зоны отсутствия роста указывает на степень активности данного антибиотического вещества в отношении исследуемой тест-культуры и зависит от его концентрации и химической природы, а также от плотности культуры тест-организма, состава и толщины слоя агаризированной среды, температуры инкубации, длительности диффузии. 
В качестве тест-организмов берут Escherichia coli (грамотрицательные бактерии), Staphylococcus aureus (грамположительные бактерии), Bacillus subtilis (спорообразующие бактерии), дрожжи рода Saccharomyces.
Для выявления антибиотической активности используют методы перпендикулярных штрихов и агаровых блочков.

Метод перпендикулярных штрихов. На питательный агар в чашке Петри по диаметру высевают штрихом предполагаемый продуцент антибиотического вещества (рис. 15) и инкубируют в зависимости от скорости роста при температуре 28–30 оС. После того как продуцент вырастет и образует антибиотическое вещество, диффундирующее в толщу агара, перпендикулярно к его штриху подсевают штрихами тест-организмы, начиная от периферии чашки. Лучше использовать густую микробную суспензию в стерильной водопроводной воде. В дальнейшем чашки с посевами инкубируют при температуре 28–30 оС в течение 2–10 суток в зависимости от роста тест-организмов. Нечувствительные к антибиотическому веществу тест-организмы растут вблизи штриха продуцента и наоборот, и чем больше это расстояние, тем более чувствителен тест-организм к антибиотическому веществу, образуемому данным продуцентом. 
Метод агаровых блочков. Продуцент и тест-организм выращиваются каждый на оптимальной для него питательной среде.
Состав среды (pH 7,1–7,2) для актиномицета – продуцента антибиотика (г/мл):
глюкоза – 3;
KNO3 – 0,55;
MgSO4 – 0,05;
NaCl – 0,1;
K2HPO4 – 0,04;
ZnSO4 – 0,0002; 

FeSO4 – 0,0002;
агар – 2,5;
вода дистиллированная – 100.

Навеску помещают в стакан и приливают, помешивая, воду. Затем доводят до кипения, стерилизуют и разливают в стерильные чашки Петри. После застывания агара высевают продуцент антибиотического вещества сплошным газоном.
Культивируют при температуре 28–30 оС в течение 8–10 суток. 
Получив культуру (газон) актиномицета, из неё вырезают блочки диаметром 6–8 мм и помещают их мицелием вверх на равном расстоянии один от другого и не ближе, чем на 1,5–2 см от края чашки на только что засеянную на МПА культуру тест-организма (рис. 21). Можно вырезать лунки в МПА и в них поместить блочки. На поверхности среды размещают 4–5 блочков с разными продуцентами антибиотиков. Чашки выдерживают при комнатной температуре 1 ч для диффузии антибиотических веществ в толщу агара, затем помещают в термостат при температуре, благоприятной для развития тест-организмов на сутки и более в зависимости от скорости роста тест-организма. Если тест-организм чувствителен к антибиотическому веществу продуцента, то после инкубации вокруг агаровых блочков образуются зоны отсутствия роста. Чем больше выделяется антибиотика и чем он активнее, тем больше будет диаметр зоны отсутствия роста тест-организма. Тест-организм, нечувствительный к антибиотическому веществу данного продуцента, растёт по всей поверхности среды и даже вблизи блочка продуцента.
Определение чувствительности микроорганизмов 
к антибиотическим веществам
Цель работы: изучить метод определения чувствительности микроорганизмов к антибиотическим веществам.

Чувствительность определяют с помощью бумажных дисков, пропитанных антибиотиками с определённой концентрацией. Исследуемые микроорганизмы выращивают на жидкой или плотной питательной среде (готовят суспензию микробных клеток в стерильной водопроводной воде) и 1 мл суспензии или жидкой культуры вносят в пробирку с 20 мл стерильной расплавленной и остуженной до 50 оС среды – МПА (ПАС-1, ПАС-2). Содержимое перемешивают и выливают в чашку Петри. После отвердевания среды на её поверхность помещают бумажные диски так же, как и блочки (рис. 21). Чашки выдерживают при комнатной температуре 1 ч, а затем помещают в термостат на 24 ч при температуре 28–30 оС. Если исследуемые бактерии чувствительны к данным антибиотикам, то вокруг дисков образуются зоны отсутствия роста. Диаметр зоны измеряют линейкой. Зона более 30 мм свидетельствует о высокой чувствительности микроорганизма к антибиотику, а менее 12 мм – о слабой чувствительности.
ЭКОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ
Лабораторная работа 8
Микробиологический анализ воздуха
Цель работы: определить общее количество микробов (бактериальную загрязнённость) в 1 м3 воздуха; определить общее качество воздуха обследованного помещения по микробиологическим показателям.

Для определения количества микроорганизмов в 1 м3 воздуха и их качественного состава используются методы:

1. Фильтрационный (прибор Дьяконова) – прохождение воздуха через стерилизованную жидкость, удерживающую все проходимые взвешенные частицы, в том числе микробов.

2. Аспирационный (прибор Кротова) – засасывание определённого объёма воздуха через прибор; в качестве питательной среды используется МПА для определения общего количества микроорганизмов.

3. Седиментационный – метод оседания микробов по Коху – оседание микробов на агаровую пластинку в течение определённого времени (этот метод наименее точный).
В воздухе обычно находятся микрококки, сарцины, различные спороносные и бесспоровые бактерии, дрожжи, споры грибов. Встречаются патогенные микроорганизмы, вирусы, туберкулёзная палочка, пневмококки, возбудители стрептококковых и стафилококковых инфекций.

Воздух закрытых помещений считается чистым, если количество микроорганизмов в 1 м3 не превышает 2000 клеток, содержание гемолитических стрептококков не более 10. В помещениях пищевых производственных цехов в 1 м3 должно быть не более 100–500 бактерий. На предприятиях молочной промышленности воздух в цехах считается хорошего качества, если при посеве из воздуха микроорганизмов сформировалось на поверхности питательной среды в чашке Петри 20–50 колоний бактерий, а дрожжей и мицелиальных грибов – до 5. 
Постановка исследования
Задание 1. Осуществить посев методом седиментации (оседания) по Коху.
В стерильную чашку Петри, предварительно подписанную со стороны дна, налить стерильную расплавленную среду или среду, сваренную и остуженную до 45–50 оС, закрыть крышку, равномерно круговым движением распределить её. После отвердевания установить чашку в выбранном для исследования месте и открыть её на 5 минут. Затем закрыть крышку и поместить в термостат при температуре 37 оС на 1 сутки, а затем инкубировать 2–3 суток при комнатной температуре. Через 3–4 суток произвести подсчёт выросших колоний бактерий и грибов. 

Можно инкубировать микроорганизмы при температуре 22 оС – 5 суток, при температуре 30 оС – 2 суток.

Примечание. Воздух – среда, неблагоприятная для развития микроорганизмов. Желательно для анализа отбирать чашки с количеством колоний, не превышающим 150–250 при их равномерном распределении на поверхности питательной среды.

Анализ исследования
Задание 2. Провести количественный учет.

По количеству колоний, выросших в чашках Петри, определить бактериальную загрязнённость воздуха, пользуясь формулой Омелянского. 

Установлено, что за 5 мин при спокойном состоянии воздуха на площадь 100 см2 оседает такое же количество микроорганизмов, какое содержится в 10 л воздуха. 

Рассчитав площадь питательной среды в чашке Петри и зная количество выросших на ней колоний микробов (подсчитав их), определяют количество микроорганизмов. 
Например, в чашке Петри выросло 25 колоний бактерий.
 Площадь питательной среды рассчитывается по формуле
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где     π ≈ 3,14;

r – радиус стандартной чашки Петри, равный 5 см.

Запишем кратко условие задачи:

на площади 78,5 см2 – 25 колоний
на площади 100 см2 – х колоний
Запишем пропорцию:
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Решив пропорцию, находим, что за 5 мин на 100 см2 осело 32 бактериальные клетки из 10 л воздуха (х = 32 колонии бактерий).

Для определения количества бактерий в 1 м3 (1 м3 = 1000 л) составим и решим пропорцию:
в 10 л воздуха – 32 бактерии
в 1000 л воздуха – х бактерий
Запишем пропорцию:
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Решив пропорцию, находим, что в 1 м3 воздуха на момент исследования содержалось 3200 бактерий (х = 3200 бактерий, или 3,2 × 103 бактерий).

Можно использовать формулу Омелянского
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где     Х – количество микроорганизмов в 1 м 3 воздуха;
а – количество колоний в чашке Петри; 

в – площадь чашки;
Т – время, в течение которого осуществлялся посев на питательную среду; 

5 – время по правилу Омелянского;
10 – объём воздуха в литрах.

Задание 3. Описать по схеме культуральные признаки сформировавшихся колоний (см. с. 27).

Задание 4. Микроскопически исследовать изученные колонии: приготовить фиксированные препараты, окрашенные простым методом, сложным – по Граму. Микроскопировать ×1350 или ×1500. Изучить морфологию клеток: форму, величину, отношение к окраске, наличие спор, капсул и характер концов бактерий. Оформить протокол исследования.

Примечание. Надпись на чашках Петри делается следующим образом: на дне чашки по краю, полукругом, аккуратно, мелкими читаемыми буквами указывают дату посева, название исследования, место посева (можно присвоить условный знак), питательную среду. Например, для выделения микрофлоры воздуха (МФ): 25.09 МФ 21 МПА, где 21 – это 4 этаж, кабинет 423, стол преподавателя, МПА – мясо-пептонный агар. 
Лабораторная работа 9
Исследование микрофлоры почвы
Цель работы: определить количество микроорганизмов в исследуемой почве, в прикорневой зоне и на корнях растений; сделать вывод о плодородии почвы.
Почва – благоприятная среда для развития и накопления многих видов бактерий, грибов, простейших, вирусов, так как в ней одновременно протекают противоположные процессы, осуществляемые микроорганизмами – синтез и распад веществ, окисление и восстановление, развитие аэробов и анаэробов, проявляются симбиоз, метабиоз, антагонизм и обнаруживается богатый видовой состав.


В 1 г почвы, богатой органикой, содержится:

· бактерий – несколько десятков миллиардов;
· актиномицетов – не более 10 миллионов;
· грибов – сотни тысяч и до миллионов;
· водорослей и простейших – несколько сотен тысяч.


Микроорганизмы, обитающие в почве, имеют меньшие размеры, чем микроорганизмы, выращенные на питательной среде в лаборатории. Большинство почвенных микроорганизмов – сапрофиты, разлагающие органо-минеральный комплекс почвы и создающие ее плодородие. Они попадают в почву с выделениями людей и животных, с остатками растений, в том числе и поражённых различными болезнями. Поэтому качественный и количественный состав микрофлоры почвы определяют как её плодородие, так и санитарное благополучие.

Знание микробиологического пейзажа почвы и направление биохимических процессов, происходящих в ней под влиянием жизнедеятельности микроорганизмов, позволяет судить о плодородии почвы. 

При изучении микрофлоры почвы количественные показатели содержания микробов зависят от метода исследования, а не от истинного их содержания, так как каким бы методом выделения микробов не пользовались и какую бы среду не применяли, все имеющиеся в почве микробы не вырастут. Поэтому при сравнительной характеристике упоминают, на какой среде сколько выросло колоний.
Наличие большого количества микробов в почве является условным показателем ее плодородия, а для более точного представления о плодородии почвы проводят исследование на наличие в ней определённых физиологических групп микробов – аммонификаторов, азотфиксаторов, денитрификаторов, нитрификаторов, целлюлозоразрушающих – и определение их активности. Каждую физиологическую группу микробов выделяют на специальных элективных средах (например, по С.Н. Виноградскому или используя методы, предложенные другими исследователями). 
Отбор почвенных образцов. Почва гетерогенна по своим свойствам, в том числе и по микробиологическим, поэтому для получения достоверных представлений о среднем количестве микроорганизмов и их разнообразии необходимо анализировать большое число индивидуальных образцов. Если такой возможности нет, то анализируют тщательно подобранный средний образец, который составляют смешиванием 3–7 индивидуальных проб весом 100–200 г.
Образцы для исследования микрофлоры различных горизонтов берут из почвенного разреза, который делается в день взятия образцов.

Образцы для исследования микрофлоры поверхностного слоя берут с помощью почвенного ножа с толстого слоя почвы, вынутого лопатой.
Подготовка почвенных образцов для микроскопического исследования. Для количественного учёта микроорганизмов почвы необходимо, чтобы клетки в почвенной суспензии находились в виде одиночных свободноплавающих клеток. Это может быть достигнуто несколькими способами: растиранием почвы, обработкой с использованием качалки или обработкой ультразвуком.
Растирание почвы. В небольшую фарфоровую ступку поместить 1 г почвы, увлажнить её до состояния пасты и растирать в течение 5 мин резиновым пестиком или пальцем в резиновой перчатке.
Определение общего количества микроорганизмов в почве
Цель работы: осуществить количественный учёт микроорганизмов в исследуемой почве, по микробному числу сделать вывод о степени насыщения исследуемой почвы органикой и обеспеченности растений элементами питания. 
Постановка исследования
Задание 1. Использовать метод предельных разведений (рис. 13): осуществить смыв микроорганизмов с частичек почвы, приготовив разведения, и произвести посев микроорганизмов глубинным методом из предпоследнего и последнего разведений на питательную среду в двух повторностях: 4–1, 4–2; 5–1, 5–2.

Использовать среды:

ПАС-1 – для выделения бактерий кишечной и кокковой групп;
ПАС-2 – для выделения энтеробактерий, кокков, коринебактерий;
МПА – для определения общего количества микробов.

Почву освободить от крупных частиц, корней, щебня и т.п. Измельчить, перемешать, взять навеску в 1 г и поместить в колбу. Затем прилить 99 мл стерильной воды. Взбалтывать 3–5 мин, отстаивать 2 мин. После каждого переноса 1 мл разведения размешивать 1 мин, отстаивать 30 сек (для плодородной почвы степень разведения – 10–8–10–10, для бедной – 10–6–10–7). В пробирки предварительно внести по 9 мл стерильной дистиллированной воды.
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Рис. 13. Схема предельных разведений
Из предпоследнего и последнего разведений пипетками взять по 1 мл разведения, предварительно взболтав и отстояв, внести в чашку Петри на дно (глубинный посев) по 2 или более повторности и залить по 15 мл среды (МПА, ПАС-1, ПАС-2) температурой 45–50 оС. Быстро закрыть чашки крышками, после охлаждения и отвердевания среды чашки с посевами перевернуть и поставить в термостат. 

Инкубировать до 2 суток (24–48 ч) при температуре 30–35 оС, затем 1–2 суток при комнатной температуре.
Примечание. Подписать пробирки, градуированные пипетки, чашки Петри, отметить повторности (4–1, 4–2; 5–1, 5–2).

Анализ исследования
Задание 2. Произвести количественный учёт микроорганизмов по формуле 

Хмo = nк × степень разведения,
где     Хмо – количество микроорганизмов (бактерий, грибов) в 1 г почвы; 
           nк – количество колоний, сформировавшихся на поверхности питательной среды. 
 Из суммы колоний, выросших на средах в двух чашках (2 повторности), вывести среднеарифметическое число и подсчитать количество микроорганизмов в 1 г исследуемой почвы по формуле
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Исходя из микробного числа, сделать вывод о степени насыщения исследуемой почвы органикой и обеспеченности растений элементами питания. 
Определение азотобактера в почве

Цель работы: определить по наличию бактерий из рода Аzоtоbаctеr степень насыщения почвы органикой и макро- и микроэлементами.
Бактерии рода Azotobacter являются тест-организмами на наличие фосфора и кальция в почве.

Постановка исследования
3адание 1. Вырастить накопительную культуру азотобактера.

Использовать среду Эшби.
Состав среды (г/мл): 


маннит (или глюкоза) – 2; 

	К2НРО4 
Мg2SО4 
NaСl 

К2SО4 

FеSО4 

СаСО3 

агар 
	–  0,02;
–  0,02;

–  0,02;

–  0,01;

–  следы;

–  0,5;

–  10–15;


вода водопроводная – 100.
На плотную среду Эшби (приготовить среду Эшби: навеску внести в стакан, прилить воду, довести до кипения, кипятить 5 мин, охладить до 45–50 оС и разлить в чашки Петри, после отвердевания произвести посев) в чашках Петри нанести пипеткой по 1 капле почвенной суспензии из двух последних разведений. Каплю распределить по поверхности среды стерильным стеклянным шпателем (не повреждая поверхность среды!). 
Инкубировать при температуре 28–30 оС в течение 6–7 суток. 
Анализ исследования
Задание 2. Произвести количественный учёт бактерий Аzоtоbаctеr сhrоососсum в 1 г почвы. Для подсчёта использовать формулу 
Хб  = nк × степень разведения.
Сделать вывод о плодородии почвы и возможности получения высоких урожаев при выращивании растений.
Задание 3. Описать культуральные признаки колоний Аz. сhrоососсum.
Задание 4. Микроскопическое исследование. Приготовить фиксированные, окрашенные фуксином, по Граму, препараты. Микроскопировать ×1500. Зарисовать микробную картину. Наблюдать клетки Аz. сhrоососсum: грамотрицательные, подвижные, размер 2–7 × 1,5–2,5 мкм, в молодых культурах палочки укороченные, с возрастом приобретают шаровидную форму, соединены в пары или группы и окружены большой слизистой капсулой. Строгие аэробы.
Образуют тёмно-коричневый пигмент, не растворимый в воде.

Задание 5. Сделать вывод о результатах исследования и о степени насыщения исследуемой почвы органическими веществами, макро- и микроэлементами, о возможности использования данного участка (с которого был отобран образец почвы для исследования) для выращивания высокопродуктивных растений.
Определение количества микроорганизмов ризосферы и ризопланы
Цель работы: осуществить количественный учёт микроорганизмов в слое почвы, прилегающем к корню (прикорневой зоне – микрофлора ризосферы), и на корнях растений (микрофлора ризопланы). Сравнить полученные данные с данными количественного учёта микроорганизмов в почве.

Постановка исследования
Задание 1. Стерильной лопатой подкопать почву под растениями, стряхнуть её так, чтобы на корнях остались частицы почвы не крупнее 1 см. Стерильным пинцетом извлечь корни, почву с них стряхнуть в стерильную чашку Петри, перемешать, измельчить, взять навеску в 10 г и поместить её в колбу с 90 мл стерильной водопроводной воды. Взбалтывать 10 мин вручную или на качалке и приготовить разведения. Рекомендуемая степень разведения – 10–8–10–10. Переносить 1 мл разведения стерильными пипетками последовательно из одной пробирки в другую (предварительно в пробирки налить по 9 мл стерильной дистиллированной воды). Отстаивать 30 сек. Из последнего и предпоследнего разведений сделать глубинный посев, т.е. внести в стерильную чашку Петри 1 мл разведения, а затем залить МПА температурой 45–50 оС, закрыть крышкой, быстро и аккуратно перемешать и оставить до отвердевания, после чего поместить в термостат.
Инкубировать при температуре 25–28 оС в течение 5–6 суток.

Задание 2. Определить влажность почвы: навеску почвы в количестве 10 г поместить в бюкс и высушить в сушильном шкафу до постоянного веса. 

Примечание. В процессе постановки исследования всё подписать: пробирки, градуированные пипетки, чашки Петри. Из предпоследнего и последнего разведений внести по 1 мл в чашки Петри (сделать посев по 2 или более повторности).
Анализ исследования
Задание 3. Произвести количественный учёт микроорганизмов ризосферы по формуле
Х мо  = nк × степень разведения.
Сделать пересчёт в зависимости от влажности почвы. 

Количество бактерий зависит от вида и стадии вегетации растений. Наибольшее их количество приходится на период цветения.

Задание 4. Описать культуральные признаки отобранных для исследования, изолированно расположенных колоний. Результаты занести в таблицу (см. с. 77).
Задание 5. Микроскопическое исследование:

1. Приготовить фиксированный препарат из смыва – разведения 10–2 (из колбы), окрасить по Граму. Микроскопировать ×1500. Зарисовать грамположительные и грамотрицательные бактерии. 
2. Приготовить фиксированные препараты из отобранных для исследования и описанных колоний, окрасить по Граму. Микроскопировать ×1500. Зарисовать микробную картину. Изучить морфологию ризосферных бактерий.

3. Составить полный отчет. Сделать вывод о количестве микрофлоры ризосферы и ризопланы.
Лабораторная работа 10

Актиномицеты
Цель работы: освоить методы изучения актиномицетов, строение колоний и мицелия, его ветвление, строение и расположение спороносцев.

Общие сведения об актиномицетах, их распространение и роль в почве
Термин «актиномицеты» – лучистые грибки (Actinomycetes) – впервые предложил Гарц (1877) для организма, который он наблюдал, исследуя ткань воспалительного очага у рогатого скота. Найденный микроорганизм давал нитевидные сплетения с лучевым расположением нитей.

В конце ХIХ – начале XX в. исследования актиномицетов сосредоточивались главным образом на их патогенных формах – возбудителях заболеваний человека и животных, вызывающих актиномикозы. Постепенно накапливались сведения об актиномицетах-сапрофитах, которые в больших количествах были обнаружены в почвах самых различных типов и разных географических зон от крайнего севера до экватора. Однако активное и всестороннее изучение актиномицетов началось тогда, когда стало возможно использовать продукты их жизнедеятельности – антибиотики – в медицине и других областях человеческой деятельности. Оказалось, что актиномицеты обладают антагонистическими свойствами по отношению к различным микробам и являются продуцентами разнообразных антибиотиков. 
В нашей стране изучение актиномицетов было начато в 1930 г. в Институте микробиологии АН СССР, теперь – России. Результатом всесторонних исследований их строения, развития, физиологии, изменчивости и классификации явился ряд монографий и определитель, созданный Н.А. Красильниковым (1938, 1949, 1950, 1970).

Русские исследователи одними из первых начали изучение антагонистических свойств актиномицетов [Нахимовская, 1937] и выделили из Act. violaceus антибиотик мицетин [Красильников и Кереняко, 1939].

В настоящее время к актиномицетам относят многочисленные и разнообразные по свойствам организмы, объединяемые в класс Actinomycetes. Одним из наиболее общих признаков, объединяющих всех представителей класса, является способность образовывать при развитии в питательной среде мицелий 0,6–1,4 мкм толщиной. У одних актиномицетов мицелий хорошо развит, у других способность к его образованию выражена лишь в виде тенденции клеток к ветвлению и проявляется в строго определённых условиях. Например, широко представленные в почвах представители рода Мycobacterium имеют палочковидные, слегка искривленные клетки с хорошо выраженным ветвлением. Имеется несколько родов актиномицетов, образующих настоящий мицелий только в начальной стадии развития, который в дальнейшем расчленяется на палочковидные и кокковидные элементы. По строению клетки и её химическому составу актиномицеты во многом напоминают бактерии, а по способности образовывать мицелий и строению органов плодоношения – грибы.

Актиномицеты широко распространены в природе. Они обнаруживаются в воздухе, в водоёмах, на растительных и животных остатках, но особенно много их в почвах. Так, из окультуренных почв выделяют более миллиона зародышей актиномицетов на 1 г почвы. Характерный запах, присущий влажной почве, обусловлен наличием в ней актиномицетов. Благодаря большой приспособляемости, актиномицеты являются преобладающей группой микроорганизмов в почвах низкого плодородия, в сухих, пустынных, засолённых и щелочных почвах, неблагоприятных для других групп микробов, в рухляках и мелкозёмах, находящихся на первых стадиях почвообразовательного процесса. Отличаясь ксерофитностью, они преобладают в плодородных почвах в засушливые периоды.

Актиномицеты участвуют в превращениях широкого круга органических и минеральных веществ, благодаря антагонистическим свойствам оказывают большое влияние на формирование микробных ценозов, являются продуцентами многих физиологически активных веществ – аминокислот, ферментов, витаминов.
Морфологические и культуральные признаки актиномицетов

Актиномицетная клетка сходна по строению с клеткой грамположительных бактерий. Развитие актиномицетов начинается с прорастания споры, которая образует одну или несколько ростовых трубок. В отличие от бактерий актиномицетная клетка обладает способностью вытягиваться в ветвящиеся длинные нити – гифы, сплетающиеся в мицелий, или грибницу. Гифы актиномицетов содержат большое число нуклеоидов и не разделены регулярными поперечными перегородками. Перегородки появляются лишь на определённых стадиях развития мицелия. Таким образом, актиномицеты в жизненном цикле проходят стадии одной клетки, многоядерного мицелия без поперечных перегородок (ценоцит) и многоклеточного образования. Ветвление нитей мицелия чаще всего моноподиальное, реже – дихотомическое или мутовчатое.

Колонии актиномицетов представляют собой сложную систему гифов, часть которых при росте на агаризированной среде проникает в субстрат – субстратный мицелий, а другая часть свободно ветвится в воздухе и образует на поверхности колонии пушистый, бархатистый или мучнистый налёт, состоящий из гифов воздушного мицелия.

Размножаются актиномицеты обрывками мицелия или спорами (достоверные сведения о половом процессе у актиномицетов отсутствуют). Споры образуются бесполым путём.

Споры у разных представителей актиномицетов образуются различными способами, например, отчленением кончика гифы (спороносца) поперечной перегородкой с последующим его формированием в спору (род Micromonospora). Под первой спорой может формироваться вторая, третья, и, таким образом, возникает цепочка спор (род Micropyspora). У других актиномицетов происходит разделение спорулирующей гифы большим числом одновременно образующихся поперечных перегородок на 30–100 участков – спор, которые в ходе развития приобретают утолщённые стенки (род Actinomyces).

Споры могут образовываться на воздушном и субстратном мицелии или только на одном из них. Они могут располагаться одиночно, парами или цепочками. Могут быть сосредоточены в спорангиях. Многие актиномицеты имеют подвижные споры, их движение осуществляется с помощью жгутиков.
По типу спорогенеза и характеру образующихся спор, а также по другим морфологическим признакам класс Actinomycetes делят на крупные таксономические единицы: порядки – семейства – роды. Более мелкие морфологические признаки служат для определения видов.

Одним из ведущих видовых признаков наиболее изученного рода Actinomycetes является форма спороносцев и спор. Спороносцы у этих организмов бывают прямые или спиральные, они располагаются на гифaх моноподиально или мутовками. Споры шаровидные, овальные или цилиндрические. Изучение поверхности оболочки спор в электронном микроскопе показало, что часто на ней имеются выросты шиловидной, волосовидной или сферической формы. Выросты споровой оболочки – признак, постоянный для данного вида.

Характерным свойством актиномицетов является образование ими красящих веществ – пигментов различной химической природы. Окрашенными могут быть споры, воздушный или субстратный мицелий, пигменты могут диффундировать в среду. Поэтому при изучении культуральных свойств актиномицетов описывают цвет и характер воздушного мицелия, изменение его окраски при развитии спор на нём, окраску и форму колоний, цвет питательной среды. Определение цвета проводят по специальным цветовым таблицам, соотнося цвет изучаемой культуры с цветом в таблице. Такое описание служит для определения вида актиномицета.

Методы изучения актиномицетов

Строение колоний и мицелия, его ветвление, строение и расположение спороносцев можно изучать, просматривая колонии актиномицетов, выросшие на плотной питательной среде в чашках Петри, при малом увеличении. 
Для более детальных исследований получают рост актиномицетов на предметных или покровных стёклах. 
Задание 1. Питательный агар разлить обычным способом в чашки Петри. В застывшем агаре, во всю глубину, стерильным скальпелем вырезать 1–2 желобка шириной 1 см. Края желобка с помощью петли засеять культурой актиномицета. На засеянные участки желобков наложить покровные или предметные стекла. 

Чашки с посевом инкубировать при температуре 26–28 оС. 

При этом актиномицет развивается на поверхности стекла, граничащей со средой.
Задание 2. Стёкла с развившейся на них культурой снять с агара и исследовать прижизненно или после фиксации и окраски красителями. Микроскопировать ×1500. Оформить протокол исследования. Описать микробную картину.
Задание 3. Приготовить препарат-отпечаток для знакомства с формой спор актиномицетов: чистое покровное стекло наложить на газон актиномицета и слегка прижать к поверхности мицелия. Затем снять и опустить его в каплю воды, подкрашенной красителем на предметном стекле, вниз той стороной, на которой имеется налёт актиномицета. Микроскопировать ×1500. Оформить протокол исследования. Описать микробную картину.
Примечание. Для фиксации и окраски мицелия актиномицетов применяют в основном те же методы, что и для бактерий. Хорошим фиксатором является жидкость Карнуа. Для изучения деталей строения спороносцев и спор можно применять фиксацию жаром и окрашивание 0,02% водным кристаллическим фиолетовым, который особенно хорошо прокрашивает субстратные споры.

Лабораторная работа 11

Распространение и значение почвенных водорослей

Цель работы: используя различные методы, выделить почвенные водоросли; изучить их морфологию.
Общие сведения о водорослях, их распространение и роль в почве
Водоросли (Algae) – это обширная группа хлорофиллоносных низших растений, объединяющая в своём составе 10 самостоятельных отделов (типов). Водоросли являются постоянной и характерной частью почвенных микробных ценозов и частью всего растительного сообщества – фитоценоза, населяющего данную область.
Развитие водорослей на поверхности почвы исследователи наблюдали еще в середине прошлого века.
Английский ученый Фрич (Fritsch) в 1907 г. составил первую сводку о роли водорослей в освоении новых земель, в почвообразовательном процессе и накоплении гумуса. Однако только после работ С.Н. Виноградского – основоположника почвенной микробиологии – стало возможным применение ми​кробиологических методов для изучения водорослей в почве, в результате чего были получены многочисленные сведения по почвенной альгологии, имеющие научную ценность.
В Советском Союзе первым начал использовать микробиологические методы для исследования альгофлоры почв К.И. Мейер. Он проводил свои работы в Московском университете с 1922 г. М.М. Голлербах в 1936 г. подробно изучил альгологический состав почв Ленинградской области. Его работа послужила толчком для целого ряда исследований экологоценологического направления.
Одним из крупнейших центров изучения почвенных водорослей в сельскохозяйственном аспекте является Кировский сельскохозяйственный институт (автор исследований Э.А. Штина).
Насколько постоянны водоросли в почвах? Во всех случаях, когда их пытались обнаружить, они были найдены. Водоросли населяют в основном поверхностный слой почвы. В корочке солонца их насчитывается до 5 млн. клеток, в целинной дерново-подзолистой почве в слое 0–10 см их число колеблется от 12 до 220 тыс. в 1 г. Если в верхнем сантиметровом слое насчитываются миллионы клеток, то на глубине 20 см имеются только тысячи клеток и меньше. Наибольшая глубина, на которой в почве еще были обнаружены водоросли, – 2,8 м.
Наиболее существенные факторы, влияющие на количество водорослей в почве, – это влажность, структура почвы, содержание азота и фосфора. Водоросли обильно развиваются весной и осенью, а в засушливую погоду и зимой их количество уменьшается. Многие почвенные водоросли обладают целым рядом морфологических и физиологических приспособлений, позволяющих им переносить неблагоприятные условия среды.
В процессе фотосинтеза водоросли синтезируют органическое вещество и выделяют кислород, способствуя лучшей аэрации почвы.
Развиваясь на поверхности скальных пород, водоросли являются одним из важных биологических факторов при выветривании и первичном почвообразовании.
Около 80 видов сине-зелёных водорослей, многие из которых обитают в почве, могут фиксировать атмосферный азот, вовлекая его в биологический круговорот.
Выделяемая водорослями слизь оказывает влияние на формирование структуры почвы и повышение водопрочности почвенных агрегатов. Развивающиеся на поверхности почвы водорослевые корочки уменьшают эрозию почвы.
К настоящему времени в почвах России насчитывают свыше 1200 видов водорослей. С расширением исследований и совершенствованием методов число известных видов постоянно увеличивается.
Главные группы почвенных водорослей

Почвенная альгофлора представлена в основном видами сине-зелёных, зелёных и диатомовых водорослей. Часто в почве обнаруживаются также жёлто-зелёные и эвгленовые водоросли. В тропических почвах иногда встречаются багрянки, которых нет в почвах России.
Сине-зелёные водоросли (Cyanophyta). Это самые древние, своеобразные, наиболее перспективные для использования водоросли. Имеют пигменты (хлорофилл, фикоциан, фикоэритрин, каротиноиды), и в зависимости от преобла​дания того или иного пигмента окраска культур может быть от зеленовато-синей до красной.
По строению клетки эти водоросли стоят близко к бактериям. Ядро представляет собой нуклеоид, пластинчатые структуры по периферии клетки образуют парахроматофор, содержащий пигменты [Пешков, 1966]. Оболочка состоит из пектиновых веществ, целлюлозы в клеточной стенке нет или ее очень мало. Характерное свойство оболочки – ее быстрое набухание и ослизнение. Основное запасное вещество – гликоген – по химическому составу близкое к крахмалу. Размножение вегетативное, полового процесса нет.
Среди сине-зелёных водорослей есть одноклеточные, нитчатые и колониальные формы. Колонии временные, строгой дифференцировки клеток нет.
К почвенным сине-зелёным водорослям относятся представители следующих родов:
Род Celeocapsa – одноклеточные водоросли, но чаще встречаются по нескольку клеток в слизи в виде колоний; размножаются делением.
Род Nostoc. Для данной цианобактерии характерно образование нитей в общей слизи (подобие колоний). Иногда колонии достигают размеров сливы. В нитях образуются гетероцисты, по которым трихом (нить) распадается на гормогонии. Наиболее известен вид Nostoc commune, распространённый на поверхности почвы. В сухом виде это тёмные корочки.
Род Phormidium – нитчатые формы водорослей. Нити снабжены тонкими расплывающимися слизистыми чехлами (влагалищами), благодаря чему легко соединяются в плёнки. Тёмные, чернильного цвета плёнки Phormidium autumnale часто встречаются на поверхности почвы.
Зелёные водоросли (Chlorophyta). Имеют зелёную окраску, зависящую от наличия в клетках хлорофилла. Кроме хлорофилла, в клетках есть каротиноиды, как и у высших растений.
Клетка имеет типичное для высших растений строение. Есть ядро, хроматофоры. Клеточная оболочка состоит из клетчатки. Продукт запаса – крахмал, реже – липиды. Размножение различными способами: вегетативное (деление), бесполое (зооспоры) и половой процесс (от изо- до оогамии). Структура тела – неклеточная (сифональная, т.е. таллом может быть не расчленён на клетки), одноклеточная, колониальная, настоящие нитчатки.
К зелёным водорослям относятся представители следующих родов:
Род Chlorella – очень мелкие (3–8 мкм) одноклеточные водоросли. Клетки круглые с чашевидным хроматофором. Размножаются делением и образованием бесполых неподвижных спор (автоспор).
Род Hormidium – нитчатые водоросли с мелкими (4–7 мкм) клетками. Хроматофор неполный, поясковый. Размножаются зооспорами или путем распада нитей на отдельные клетки.
Род Chlamydomonas – одноклеточные подвижные организмы, снабжённые на переднем конце тела двумя жгутами, с помощью которых они плавают в воде. Для них довольно обычна в почве пальмеллевидная стадия – скопление неподвижных клеток в слизи.
Распространённая в стоячих и медленно текучих пресных водах водоросль Spyrogyra (зелёная тина) не является характерной для почвы. Нити спирогиры состоят из крупных цилиндрических клеток с хроматофорами в виде спиральных лент.
Диатомовые водоросли (Bacillariophyta). Имеют панцирную двустворчатую оболочку (от греч. diatome – рассечение надвое), пропитанную кремнезёмом. Данная особенность отражается в употребляемом иногда названии этих водорослей – кремнёвки. Хроматофоры жёлтого или буроватого (благодаря пигменту – диатомину) цвета. Оболочка имеет характерный рисунок, сохраняющийся после прокаливания. По этому рисунку определяют виды диатомовых водорослей. Панцири кремнёвок сохраняются в почве очень долго. Геологи используют их для диатомового анализа при определении возраста отложений.
Размножаются диатомовые водоросли делением клеток и образованием половых спор (ауксоспор, способных к росту).
Типичными почвенными диатомовыми водорослями являются представители следующих родов:
Род Navicula (лодочка) – одноклеточные подвижные водоросли, по форме похожие на лодку;
Род Pinnularia – клетки сходны с Navicula, но отличаются более грубыми штрихами в рисунке створок;
Род Nitzschia – сильно вытянутые игловидные клетки; 

Род Hantzschia – самые распространённые в почве из диатомовых водорослей, имеют изогнутые в виде рога клетки.
Жёлто-зелёные водоросли (Хanthophyta). Долгое время их объединяли с зелёными водорослями. Пигменты – хлорофилл и каротиноиды. Запасное вещество – липиды; крахмала не образуется. В составе оболочки мало клетчатки, преобладают пектиновые вещества. Особенности строения: клеточная оболочка у некоторых видов состоит из двух половинок. Размножение зооспорами, которые имеют 2 жгутика разной длины. Отсюда другое название этих водорослей – Heteroconte (разножгутиковые). Есть одноклеточные и нитчатые представители.
Широко распространена водоросль рода Botrydium, развивающаяся обильно весной на поверхности глинистых почв. Талломы этой водоросли неклеточного строения и имеют вид зелёных шариков размером с крупную булавочную головку, уходящих своими бесцветными ризоидами в почву. При заливании водой образует подвижные зооспоры, оседающие на комочках почвы и дающие начало новым организмам.
Методы изучения почвенных водорослей
Для всех случаев поверхностных разрастаний необходимо начинать исследование с прямого микроскопирования. Однако при непосредственном микроскопировании почвы одни водоросли скрываются за почвенными частицами, другие встречаются редко и их можно пропустить. Кроме того, таким способом трудно определить вид водорослей. Поэтому применяются различные способы культивирования водорослей. Следует при этом помнить, что все водоросли – автотрофы и фотосинтетики, поэтому их культивирование проводят на минеральных средах и на свету.
Задание 1. Культивирование водорослей почвы. Почву слоем 1 см в ненарушенном состоянии поместить в чашку Петри или Коха, увлажнить стерильной дистиллированной водой до 80% от полной влагоёмкости и выдержать на свету. Через несколько дней на поверхности почвы появляется налёт водорослей, который требуется исследовать под микроскопом при увеличении ×120, ×300, ×600. Зарисовать и описать микробную картину.
Задание 2. Почвенные культуры водорослей на стёклах обрастания. На поверхность почвы (см. предыдущий метод) положить стерильные покровные стекла таким образом, чтобы между почвой и стеклом оставались отдельные воздушные (влажные) камеры. Через несколько дней стёкла снять. Микроскопировать ×120, ×300, ×600. На таких стёклах хорошо развиваются диатомеи. Зарисовать и описать микробную картину.
Задание 3. Культивирование водорослей на водных и агаровых средах. Для этих целей использовать минеральные среды и производить посев различными способами, принятыми в почвенной микробиологии (с использованием метода разведений почвенной суспензии либо методами: рассыпкой мелкозёма или раскладыванием комочков по поверхности агаровой пластинки). Просматривать такие культуры 2–3 раза в течение 2–3 месяцев. Сделать записи. Описать сроки развития и характер культуры.
Вопросы и задания для самопроверки

1. С чем связана неравномерность распределения микроорганизмов в атмосфере городов, над водоёмами, лесными массивами, в регионах с холодным и теплым температурным режимом?

2. Какова роль атмосферы в распространении возбудителей инфекционных болезней?

3. Почему зелёные насаждения уменьшают численность микроорганизмов в окружающей среде? 
4. Как распределяются микроорганизмы в верхних дыхательных путях, органах дыхания, на коже животных?
5. Какова роль микроорганизмов в формировании почвы и от чего зависит скорость почвообразовательного процесса?

6. Как распределяются в почве водоросли, грибы, актиномицеты, бактерии и бациллы (окислители и сбраживатели), другие микроорганизмы? Каковы их взаимоотношения?

7. Какими факторами среды определяется развитие микробного ценоза почвы?

8. Дайте определения понятиям: метабиотические отношения микроорганизмов, синтрофные взаимоотношения микроорганизмов.
9. Каково воздействие обработки почвы на почвенное микронаселение?

10. Какое влияние оказывает внесение извести на отдельные группы микроорганизмов?

11. Что такое сезонная «пульсация» запаса гумуса в почве?

12. Какова роль гумусовых соединений в оструктуривании почвы?

13. Как влияют отдельные виды удобрений на развитие микроорганизмов почвы?

14. Как развиваются микробиологические процессы при подготовке органических удобрений?
15. Как влияют пестициды на формирование микробных ценозов в почве?
16. Укажите в нижеприведённой таблице, для чего используются следующие методы почвенного исследования, поставив в соответствующей ячейке + или –.
	Методы
	Определение

	
	численности
	видового состава
	активности 
микробиологических 
процессов

	Прямое микроскопирование
	
	
	

	Высев на МПА
	
	
	

	Высев на среду Эшби

	
	
	

	Стекла обрастания по Н.Г. Холодному
	
	
	

	Капиллярный метод

	
	
	

	Метод «аппликаций» (пластинки с льняным волокном)
	
	
	

	Нитрификационная способность почвы

	
	
	

	Определение «дыхания» почвы
	
	
	


17. Познакомьтесь с методами выявления ризосферной микрофлоры Е.Ф. Берёзовой, Н.А. Красильникова, Е.З. Теппер. 
ВЛИЯНИЕ ФАКТОРОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ 
НА МИКРООРГАНИЗМЫ 

Успехи генетики и молекулярной биологии, одним из основных объектов изучения которых являются бактерии, привели к выявлению своеобразных, совершенных, а иногда и весьма сложных молекулярных механизмов, лежащих в основе взаимодействия бактериальной клетки с окружающей средой и не связанных непосредственно с процессами питания или энергетического метаболизма. Ещё недавно считалось, что под действием повышенных температур происходит денатурация белка, ускоряются процессы распада различных метаболитов. От скорости этих процессов будет зависеть судьба организма. При действии окислителей происходит окисление жизненно важных метаболитов, степень которого и определяет судьбу клетки.

В настоящее время установлено, что клеточные регуляторные механизмы, действующие на уровне генома, аппарата белкового синтеза и т.д., способствуют сохранению жизнеспособности организма в новых, неблагоприятных для него, условиях среды. 
Лабораторная работа 12

Влияние температуры на микроорганизмы
Цель работы: изучить влияние температуры на микроорганизмы.

Для каждого микроорганизма существуют: минимальная температура, ниже которой рост его не наблюдается, как бы долго не длился период инкубации; оптимальные температуры, при которых организм растёт с наибольшей скоростью; максимальные температуры, выше которых рост микроорганизма невозможен. Оптимальные температуры всегда ближе к максимальным. 

Скорость бактерий адаптироваться к тем или иным значениям температуры в большей степени связана с возможностью соответствующего изменения состава жирных кислот, входящих в липиды, формирующие бислой цитоплазматической мембраны.

Жирный состав липидов бактерий разнообразен и изменяется в зависимости от условий роста. 

Психрофилы обнаруживаются среди представителей 16 родов из различных систематических групп: Aerobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus, Corynebacterium, Nitrobacter, Nitrosomonas, Micrococcus, Proteus, Streptococcus, Clostridium, Pseudomonas и др.

Фитопатогенная психротрофная бактерия Pseudomonas syringae вызывает «ожоги» и пятнистость листьев, развиваясь весной на почках, листьях, цветах фруктовых деревьев. Бактерии являются центрами кристаллизации льда при температуре –2 оС. Образование льда приводит к механическому разрушению клеток растения, целостность растительных покровов нарушается, и создаются благоприятные условия для развития возбудителя болезни.

Развитие психротрофов может вызывать порчу пищевых продуктов при низких температурах, в том числе и в холодильных камерах. В молоке возможно развитие бактерий родов Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenes, Chromobacterium, Flavobacterium и др. Причем некоторые из этих бактерий образуют и термостабильные липазы и протеазы, сохраняют активность после пастеризации. Развитие данных бактерий в молоке приводит к появлению неприятного привкуса, запаха, окраски. Чем ниже температура хранения продукта, тем медленней развиваются бактерии. Поэтому молоко и молочные продукты должны храниться при температуре 0–4 оС и реализовываться в течение 24–36 часов!

В мясе при температуре ниже 0 оС могут размножаться психротрофные псевдомонады, многие грамположительные бактерии, в том числе Lactobacillus (Lactobacterium) viridescens и Brochothrix thermosphacta. Развитие последнего приводит к накоплению дурно пахнущих продуктов обмена и делает мясо непригодным к употреблению. При низких температурах в мясе могут развиться такие грамположительные психротрофные патогенные или токсикогенные бактерии, как Listeria monocytogenes. Clostridium botulinum (типа Е) может при температуре +6 оС не только размножаться, но и синтезировать экзотоксин, который парализует дыхание и работу сердца при полном сознании.

У мезофильных и термофильных микроорганизмов одна оптимальная температурная точка роста. 

К термофильным бактериям относятся, например, гомоферментативные молочнокислые бактерии Lactobacillus lactis, L. bulgaricus, способные к росту и развитию при температуре 45 оС и выше, при температуре 15 оС и даже 20 оС рост отсутствует, что является таксономическим признаком данных бактерий.

Многочисленна группа термофильных бактерий среди родов Bacillus и Clostridium, которые участвуют в самосогревании растительных масс.
Выявление термостойких бактерий и бацилл

Цель работы: выявить устойчивые к высоким температурам бактерии неспорообразующие и спорообразующие. 

Постановка исследования
Задание 1.
Чашку Петри с застывшим МПА расчертить на 3 сектора со стороны дна и обозначить секторы по продолжительности прогревания микробной культуры (мин): 1-й сектор – 0 (без прогревания), 2-й сектор – 10, 3-й сектор – 30.
Заготовить взвесь бесспоровых (споровых) бактерий (внести микробную массу петлёй в пробирку с 2 мл физиологического раствора).

Сделать посев петлёй штрихом из взвеси в 1-й сектор (0 – без прогревания). 
Водяную баню нагреть до температуры 80 оС. Прогреть в водяной бане пробирку со взвесью бесспоровых (споровых) бактерий в течение 10 мин и произвести посев микробов штрихом на 10-й сектор.

Снова поместить эту пробирку с культурой в водяную баню и прогреть её в течение 30 мин. Осуществить посев микроорганизмов на 30-й сектор.


Инкубировать при температуре 37 оС в течение 3–5 суток. 
Анализ исследования
Задание 2. По окончании инкубации сравнить характер роста микробной культуры на твёрдой питательной среде в секторах и описать его.

Задание 3. Приготовить микробиологический препарат, окрашенный фуксином, по Граму, другими методами. Микроскопировать ×1500. Изучить микробные клетки. Зарисовать и описать их.

Примечание. Время прогревания можно изменить в зависимости от выбранного объекта исследования.

Влияние температуры на развитие бактерий

Цель работы: определить, как меняется развитие бактерий в зависимости от температуры, являются ли выбранные величины величинами оптимального или лимитирующего действия.

Постановка исследования
Большинство микроорганизмов прекращают свой рост при температуре, равной 0 оС и ниже, и при температуре выше 45–50 оС.

Температура роста сенной палочки Bacillus subtilis и картофельной палочки Bacillus mesentericus: минимальные значения – 5–20 оС, максимальные – 45–55 оС. У данных бацилл не выявлена способность к температурной адаптации. 

Задание 1. Получить культуру сенной палочки Bacillus subtilis: сено из разнотравья нарезать ножницами и поместить в коническую колбу, залить водой, добавить щепотку мела (в дальнейшем это необходимо делать для нейтрализации продуктов жизнедеятельности бактерий). Кипятить в течение 15 мин (погибают не только вегетативные клетки всех групп бактерий, но и споры психрофильных и мезофильных бактерий). Охладить до температуры 25 оС.

Инкубировать при температуре 25 оС в течение 2–3 суток.

Задание 2. Получить культуру картофельной палочки Bacillus mesentericus: промыть клубень картофеля, нарезать ломтиками, поверхность натереть мелом, положить в стерильные чашки Петри. Выдержать в сушильном шкафу 10 мин при температуре 100 оС. 

Инкубировать при температуре 28–30 оС в течение 2–3 суток.

Анализ исследования
Задание 3. Исследовать поверхность сероватой плёнки, образовавшейся на поверхности отвара – естественной жидкой элективной среды. Она состоит из вегетативных клеток Bacillus subtilis, развившихся из эндоспор. При кипячении сохраняется их жизнеспособность, но целостность оболочек спор нарушается, внутрь поступает вода, в спорах активизируются ростовые процессы, и клетки прорастают. Другие микроорганизмы при этом вырастают редко и в небольших количествах.

Задание 4. На поверхности ломтиков картофеля наблюдать плотную морщинистую плёнку бактерий Bacillus mesentericus (грамположительных, подвижных).

Получение микробной культуры на твёрдых питательных средах 
при различных температурных режимах
Постановка исследования
Задание 1. Приготовить суспензию сенной и картофельной палочек: петлёй перенести микробную массу в пробирки с 1 мл стерильной воды, перемешать, взболтать. Петлёй взять 2–3 капли (количество капель одинаковое) и нанести на поверхность МПА (ПАС-1/ПАС-2). Растереть шпателем по поверхности питательной среды (сделать по четыре или более повторности).


Инкубировать в течение 5–7 суток при температуре:

1) 0–5 оС – в холодильнике;

2) 20–22 оС – при комнатной температуре, в лаборатории;
3) 28–30 оС – в термостате;
4) 45 оС – в термостате.
Анализ исследования
Задание 2. Изучить микробную картину, проанализировать характер роста культуры в зависимости от выбранного температурного режима. Сделать вывод об оптимальном температурном режиме для каждого исследованного вида спорообразующих бактерий. Данные занести в нижеприведённую таблицу.
Культуральные признаки бактерий
	Культуральные 
признаки
	Температурные режимы, оС

	
	0–5
	20–22
	28–30
	45

	Форма
	
	
	
	

	Размер
	
	
	
	

	Поверхность
	
	
	
	

	Профиль
	
	
	
	

	Блеск и прозрачность
	
	
	
	

	Цвет
	
	
	
	

	Край
	
	
	
	

	Структура
	
	
	
	

	Консистенция
	
	
	
	

	Степень развития культуры
	
	
	
	


Задание 3. Микроскопическое исследование. Из всех культур приготовить препараты, окрашенные по Граму. Микроскопировать ×1500. Сравнить размеры клеток, отношение диаметра к длине, характер концов, активность процесса деления и спорообразования, характер спорообразования. Отношение к окраске. Зарисовать и описать микробную картину.
Лабораторная работа 13

Влияние света на развитие бактерий
Цель работы: изучить влияние солнечного света и УФ-излучения на рост и развитие популяций бактерий.
Свет – основной фактор роста водорослей, цианобактерий, фотосинтезирующих зелёных и пурпурных бактерий, т.е. тех микроорганизмов, которые имеют пигменты, обеспечивающие возможность поглощать энергию солнца и превращать её в химическую энергию. Для большинства других бактерий радиация, видимая или невидимая, либо не оказывает влияния, либо является губительной.
Ультрафиолетовый свет – сильный бактерицидный агент, поэтому ультрафиолетовые лампы используют для стерилизации воздуха. Однако УФ-излучение не всегда вызывает гибель микробных клеток. Способны противостоять этому воздействию клетки микробов, имеющие каротиноидные пигменты. Они служат им защитной системой, снижающей повреждение нуклеиновых кислот УФ- и видимым излучением.
Многие микрококки, сарцины и другие бактерии, обнаруживаемые в воздухе, содержат каротиноидные пигменты и поэтому не гибнут на солнечном свете.
Постановка исследования
Задание 1. Произвести посев бактерий из воздуха.
Задание 2. После разрастания колоний отобрать для посева пигментированные и непигментированные, изолированно расположенные колонии, описать их культуральные признаки, приготовить фиксированные препараты, окрашенные по Граму.
Задание 3. Стерильной петлёй бактерии из отобранных для исследования колоний перенести в пробирки с 2 мл стерильной дистиллированной воды, перемешать.
Каждую чашку Петри с застывшей питательной средой МБА (ПАС-1, ПАС-2) со стороны дна разделить на секторы карандашом (рис. 14), подписать и обозначить секторы:
сектор I – выращивание микробов осуществить в темноте (при естественном свете), без облучения; 

сектор II – выращивание микробов производить после кратковременной обработки УФ-излучением в темноте (при естественном свете);
сектор III – выращивание микробов производить после более длительной обработки УФ-излучением в темноте (при естественном свете).
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Задание 4. На поверхность застывшей питательной среды обильно нанести микробную культуру: стерильной петлёй внести несколько капель суспензии микробов по секторам, сделать штрихи или растереть стерильным шпателем.
На дно чашки прикрепить черную бумагу, в которой в месте расположения II и III секторов сделать «окна».
Открыть «окно», расположенное напротив сектора II, и подвергнуть облучению бактерицидной лампой: 

· 1-й вариант – на 5 мин;

· 2-й вариант – на 10 мин. 

Открыть «окно», расположенное напротив сектора III, и подвергнуть облучению бактерицидной лампой:
· 3-й вариант – на 20 мин;

· 4-й вариант – на 30 мин;

· 5-й вариант – на 40 мин.
Задание 5. После облучения производить инкубирование с открытым (закрытым) окном:
1) при естественном свете, не в термостате, при комнатной температуре 20–22 оС;
2) в темноте, при температуре 37 оС, в термостате;
3) в темноте, при температуре 23 оС, в термостате; 

4) в темноте, при температуре 5–10 оС, в холодильнике.

Возможны другие варианты сочетания температурных режимов и освещённости.
Анализ исследования
Задание 6. Чашки с микробами просматривать каждые сутки и анализировать характер роста в зависимости от того:
1) какая микробная культура отобрана для исследования (пигментированная или не синтезирующая пигмент);
2) подверглась ли микробная культура действию бактерицидного агента и если подверглась, то в течение какого времени;
3) при какой температуре производилось инкубирование.
Задание 7. Сделать отчёт, заполнить нижеприведённую таблицу. Для каждой популяции описать культуральные признаки.

Культуральные признаки бактерий
	Культуральные 

признаки
	Световые режимы выращивания микробов

	
	В темноте
	В темноте после кратковременной обработки

УФ-излучением
	В темноте после длительной 

обработки 

УФ-излучением


	Форма
	
	
	

	Размер
	
	
	

	Поверхность
	
	
	

	Профиль
	
	
	

	Блеск и прозрачность
	
	
	

	Цвет
	
	
	

	Край
	
	
	

	Структура
	
	
	

	Консистенция
	
	
	

	Степень развития культуры
	
	
	


Задание 8. Микроскопическое исследование. Приготовить фиксированные препараты, окрашенные по Граму, из каждой популяции микробов (из каждого сектора или чашки Петри, если опыт ставился без разделения её на сектора). Микроскопировать ×1500. Проанализировать и описать микробную картину, сравнив размеры клеток, и отметить другие морфологические различия и изменения до воздействия излучения и после. Оформить протокол исследования.
Лабораторная работа 14

Антагонизм микроорганизмов
Цель работы: выявить микробы-антагонисты и изучить их антибиотическую активность.
В случае антагонистических отношений микроорганизм выделяет в окружающую среду продукты обмена веществ, которые могут угнетать рост других микроорганизмов либо убивать их.
Антибиотические вещества, выделяемые микроорганизмами-продуцентами, хорошо диффундируют в толщу агара (у бактерий – за 4–6 суток, у грибов – за 6–8 суток, у актиномицетов – за 8–10 суток). Эта особенность и используется в методах изучения взаимоотношений в биотическом сообществе.
Постановка исследования
Задание 1. На поверхность застывшего мясо-пептонного агара (ПАС-1, ПАС-2) в чашке Петри нанести микробиологической петлёй широкую полоску культуры, продуцирующей антибиотическое вещество, а перпендикулярно к ней параллельными штрихами (рис. 15) сделать посев культур тест-организмов (например, бактериальных культур, выделенных из воздуха). Чашки поместить в термостат при температуре 25–28 оС на 5–7 суток.
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Рис. 15. Схема посева: широкая полоса – микроорганизм, продуцирующий антибиотик;

пять штрихов – тест-организмы
Задание 2. Первый вариант (рис. 16). На поверхности мясо-пептонного агара (ПАС-1, ПАС-2) в чашке Петри сделать небольшое углубление (на рисунке – овал в центре), в которое налить раствор антибиотика (пенициллина, стрептомицина, тетрациклина, эритромицина и др.).

Вокруг углубления произвести посевы различных культур бактерий (на рисунке – восемь штрихов).

Второй вариант (рис. 16). В небольшое углубление (овал в центре) сделать посев микроорганизма, продуцирующего антибиотик, а вокруг – тест-организма (восемь штрихов), реагирующего на антибиотическое вещество.





Рис. 16. Схема посева: овал в центре – микроорганизм-антагонист, продуцирующий 
антибиотическое вещество, либо антибиотик; восемь штрихов вокруг – тест-организмы, испытываемые на антибиотическое вещество
Чашки поместить в термостат для инкубирования при температуре 25–28 оС на 3–7 суток.

Задание 3. Использовать метод агаровых блочков (рис. 24).
Поверхность питательного агара засеять сплошным «газоном» антаго​ниста (стерильным шпателем растереть микробную массу по поверхности застывшей питательной среды). После того как организм хорошо разовьётся и образует антибиотическое вещество, которое диффундирует в толщу агара (для бактерий – 4–5 суток, для грибов – 6–8 суток, для актиномицетов – 8–10 суток), стерильным пробочным сверлом вырезать агаровые блочки и перенести их на поверхность другой агаровой пластинки в чашке Петри, предварительно засеянной тест-организмом. 
Инкубировать в термостате при температуре 26–28 оС, длительность инкубирования  за​висит от скорости роста тест-организма (обычно 3–7 суток).
Анализ исследования
Задание 4. Антибиотик, диффундируя в агар, будет воздействовать по-разному на тест-организм, который будет развиваться на неодинаковом расстоянии от места нанесе​ния микробной полоски антагониста, углубления агарового блока либо непосредственно от антибиотика. Образование зон отсутствия роста тест-культуры, характер роста необходимо пронаблюдать и сделать вывод о влиянии антибиотика на тот или иной вид бактерий. Максимальное действие антибиотика проявляется на том организме, развитие которого начинается на большем расстоянии от штриха, углубления, блока. По размеру (диаметру) зон сделать вывод об антибиотической активности изучаемого микроорганизма. Данные занести в нижеприведённую таблицу.
	Микроорганизм- антагонист
	Тест-организм
	Расстояние от антагониста, на котором наблюдался рост тест-организма
	Характер роста

и другие 
особенности

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


Вопросы и задания для самопроверки
1. Как и какие факторы внешней среды влияют на микроорганизмы? 

2. На какие группы по отношению к температуре делят микроорганизмы?

3. Как влияет на микроорганизмы кислотность среды?

4. Какое действие оказывают на микроорганизмы излучения?

5. Какое действие оказывает давление осмотическое и гидростатическое?

6. Как зависит жизнедеятельность микробов от степени насыщения среды кислородом и на какие группы делятся микроорганизмы?
7. Каковы взаимоотношения между микроорганизмами?
8. Отметьте микроорганизмы-продуценты антибиотиков, поставив в соответствующей ячейке знак +.
	Антибиотики
	Микроорганизмы-продуценты

	
	Бактерии
	Грибы
	Актиномицеты

	Бревин
	
	
	

	Грамицидин
	
	
	

	Диплококцин
	
	
	

	Трихотецин
	
	
	

	Лактоцидин
	
	
	

	Пенициллин
	
	
	

	Биомицин
	
	
	

	Тетрациклин
	
	
	

	Стрептомицин
	
	
	

	Низин
	
	
	

	Лактолин
	
	
	


Лабораторная работа 15
Влияние питательных веществ на рост и развитие микроорганизмов
Культура плесневого гриба на искусственной питательной среде

Цель работы: определить степень потребности микроорганизмов в элементах питания на примере культуры плесневого гриба.

Гриб выращивают на плотной питательной среде, содержащей все необходимые питательные элементы, а также на средах, лишённых определённого элемента питания. Вывод о степени потребности гриба в элементах питания делают визуально, сравнивая характер развития гриба на средах: чем хуже грибная плёнка развивается на среде с исключённым элементом, тем этот элемент важнее для развития гриба.
Постановка исследования
Задание 1. Поставить опыт, состоящий из семи вариантов, каждый из которых – в нескольких повторностях. 
1. Сделать навеску солей по прописи (см. табл. 1).
Таблица 1

Состав питательных сред (г)

	Состав среды
	ППС*
	ППС без **
	ППС с 
Zn

	
	
	N
	K
	Р
	С
	зольных элементов
	

	Сахароза
	5
	5
	5
	5
	–
	5
	5

	КН2РО4 
	0,1
	0,1
	–
	–
	0,1
	–
	0,1

	МgSO4
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1
	–
	0,1

	MnSO4**
	0,02
	0,02
	0,02
	0,02
	0,02
	–
	0,02

	FeSO4**
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	–
	0,2

	CuSO4**
	0,04
	0,04
	0,04
	0,04
	0,04
	–
	0,04

	NH4NO3
	0,3
	–
	0,3
	0,3
	0,3
	–
	0,3

	NaH2PO4
	–
	–
	0,1
	–
	–
	–
	–

	KCl
	–
	–
	–
	0,1
	–
	–
	–

	ZnSO4**
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	0,18

	Пептон
	–
	–
	–
	–
	–
	0,7
	–


* ППС – полная питательная среда.
** Навеска солей (мг).

 В конические стерильные колбы поместить навески питательных сред и медленно влить 100 мл воды, постоянно помешивая. Затем растворить компоненты среды, закрыть колбы ватными пробками, подписать и простерилизовать кипячением в течение 5–10 мин.

2. После охлаждения питательных сред произвести заражение спорами гриба Aspergillus niger.

Инкубирование производить при температуре 25–30 оС в течение 5–7 суток.
Анализ исследования
Задание 2. Описать состояние культуры и сделать вывод о степени потребности гриба в элементах питания. Результаты оформить в виде нижеприведённой таблицы (за 100% принять развитие гриба на полной питательной среде).

	Вариант
	Характер развития гриба, %
	Оценка

	
	
	


Задание 3. На примере выращенного плесневого гриба ознакомиться с его строением, приготовив живые препараты.

Живой препарат «раздавленная капля»: препаровальной иглой надрезать кусочек мицелия (0,5 мм2) на границе между белым и окрашенными участками и поместить в каплю стерильной воды на предметное стекло. Затем накрыть покровным стеклом, препаровальной иглой слегка надавив в центре, избыток воды удалить фильтровальной бумагой.

Микроскопировать препарат при увеличении ×120, затем – при увеличении ×600. Обратить внимание на строение плодоносящих гиф, определить род плесневого гриба. Зарисовать и описать микробную картину.
Морфологические признаки плесневых грибов

Цель работы: познакомиться c морфологическими признаками плесневых грибов, научиться определять их родовую принадлежность. 

Задание 1. Определить родовую принадлежность плесневых грибов на основании микроскопического изучения особенностей строения мицелия, плодоносящих гиф и спор, пользуясь табл. 2 и определителем.
Вид плесневых грибов на питательных средах – продуктах растительного происхождения, навозе травоядных животных, почве, растительных и животных остатках:

· грибы рода Mucor формируют пушистый серый или белый налёт (лучшие препараты – из односуточной культуры);

· грибы рода Aspergillus растут медленно, рост появляется на вторые сутки и в более поздние сроки. В стадии спорообразования формируют конидии:

A. niger – чёрного цвета;

A. flavus – жёлтого цвета;

A. oryzae – зелёно-жёлтого цвета;

A. fumigatus – жёлто-зелёного цвета; для приготовления препарата берут кoнидии одно-, двухсуточной культуры;

· грибы рода Penicillium формируют пушок серо-зелёного или ярко-зелёного цвета с белым ободком по периферии, на концах гифов кисточки на участке серого и зелёного цвета образуются на 2–3 сутки.

Таблица 2 
Морфологические признаки плесневых грибов

	Наименование рода
	Мицелий
	Плодоносящие

гифы
	Тип спор
	Расположение спор

	Мucor

(мукор)
	Несептированный одноклеточный
	Несептированный спорангиеносец
	Эндоспоры
	В спорангиях на спорангиеносцах

	Aspergillus

(аспергилл – леечная 
плесень)
	Септированный многоклеточный
	Несептированный конидиеносец
	Экзоспоры (конидии)
	В виде «лейки» («струящейся воды из лейки») – свободное расположение на концах ответвлений плодоносящих гифов

	Penicillium

(пеницилл – кистевик)
	Септированный многоклеточный
	Септированный многоклеточный конидиеносец
	Экзоспоры (конидии)
	В виде «кисточек» – свободное расположение на концах ответвлений плодоносящих гифов


Среди грибов данных родов некоторые являются возбудителями опасных для растений, животных и человека заболеваний.
Грибы из родов Fusarium, Aspergillus, Mucor, Penicillium вызывают болезни семян ячменя, кукурузы, овса, пшеницы, риса и др.
Способность грибов к токсинообразованию

Заболевания животных, вызываемые микотоксинами, которые выделяются плесневыми грибами, называются микотоксикозами. Они возникают в результате использования кормов, поражённых грибами. 
Микотоксикозы могут вызвать грибы из родов Aspergillus, Penicillium, Mucor, Risopus, если создаются оптимальные условия для их развития в кормах, особенно в силосе, зерне. К таким условиям относятся: хорошая аэрация, рН 4–6, температура 20–25–30 оС. 
Выделяют микотоксины из зерна кукурузы, пшеницы, ячменя, овса, риса, арахиса, плодов масличных растений, кормов животных в случае поражения их грибами.

Некоторые виды аспергилловых грибов синтезируют афлатоксины (производные кумарина), обладающие канцерогенными свойствами, т.е. при определённых условиях они могут способствовать развитию опухолей; охратоксины и ряд других токсинов, обладающих мутагенными, иммунодепрессивными, нейротоксическими свойствами. Развитие грибов и продуцирование токсинов наблюдается в орехах арахиса и арахисовой муке, реже – в злаковых (пшеница, рожь, ячмень, кукуруза, рис и мука из них), бобовых и масличных культурах, молоке, мясе, яйцах, специях, кофе-бобах, сырах, кормах, силосе и др. Наиболее оптимальные условия роста и развития грибов: температура 20–30 оС, влажность 85–90%. Менее активно грибы продуцируют афлатоксины при более низкой температуре и влажности. 
Опасны токсины грибов из рода Fusarium, вызывающие фузариотоксикозы (особенно патогенны в условиях низких температур осенью и весной, после заморозков). Токсины трихотеценовые, зеараленон, монилиформин вызывают воспаление и некроз слизистых оболочек желудочно-кишечного тракта, кожи, поражают внутренние органы, сердечно-сосудистую и нервную системы, ингибируют синтез белка, поражают клетки тимуса, печени, лимфатических узлов. Заболевания затрагивают кроветворные органы. Токсины накапливаются при развитии грибов в зерновых (кукуруза, пшеница, сорго), кормах, в том числе в сене и соломе.

Пеницилловые грибы также накапливают ряд токсинов (например, патулин вызывает нейротоксическое, мутагенное, тератогенное действие) в зерновых, бобовых, арахисе, некоторых фруктах (яблоки), овощах (перец) и продуктах их переработки (соки, джемы, пюре, компоты), кормах и пастбищных травах.
РАЗДЕЛ 2. СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ

ЭПИФИТНАЯ МИКРОФЛОРА РАСТЕНИЙ
Эпифиты, их состав и функции 

Поверхность всех органов и частей растения обильно заселена микроорганизмами. Эти микроорганизмы называются микроорганизмами филлосферы, или эпифитными (от греч. epi – над и phyton – растение). Эпифитная микрофлора развивается на наземных частях растений и не оказывает вредного воздействия на них при жизни, не участвует в процессах порчи зерна, плодов и овощей. Эпифитные микроорганизмы существуют как олиготрофы, т.е. за счёт очень малых количеств питательных веществ – продуктов, выделяемых растением в процессе жизнедеятельности, и способствуют освобождению тканей растений от продуктов их обмена. 

Эти микроорганизмы, живя на поверхности растений, приобрели в процессе эволюции устойчивость к фитонцидам, периодическим колебаниям влажности, солнечной радиации. Кроме того, эпифиты (антагонисты) осуществляют защиту растения, являясь барьером на пути фитопатогенных бактерий и грибов, тем самым участвуя в усилении природного иммунитета растения. 
При нормальных условиях уборки и хранения растений состав эпифитов типичен и постоянен.

 В составе этой микрофлоры наиболее часто (до 80–90%) встречаются бактерии из рода Erwinia – E. herbicola («травяная палочка» – грамотрицательная, мелкая (1–3 × 0,7 мкм), бесспоровая, подвижная (моно- или лофотрих) бактерия, факультативный анаэроб), из рода Pseudomonas, молочнокислые бактерии (до 10%), микрококки, споровые бактерии (в основном аэробные), из рода Bacillus – B. mycoides и B. megatherium (до 2%), в незначительных количествах встречаются споры грибов (не более 5–7%), дрожжи и актиномицеты.

После уборки растений эпифиты остаются на поверхности зерна, овощей, фруктов, сена и т.д.

Численный и видовой состав эпифитной микрофлоры растений в значительной степени зависит от температуры и влажности среды. В жаркую и сухую погоду появляются B. subtilis. В условиях влажной и прохладной погоды часто развиваются мицелиальные грибы родов Fusarium, Rhisopus. На зерне при повышенной влажности и на морозобойном зерне часто выделяют Pseudomonas fluorescens и Fusarium, реже – Penicillium. Микрококки, бациллы, дрожжевые грибы выявляются в значительных количествах лишь во влажном зерне, которое не было своевременно подсушено после обмолота и хранилось в ворохе в течение 3–4 суток при температуре выше 10 оС, имело признаки самосогревания. Промороженное и перегретое зерно в равных условиях, вследствие более активного развития в нём микрофлоры, особенно плесеней хранения, может испортиться значительно быстрее нормального.

Среди полевых грибов, т.е. обнаруживаемых на зерне злаковых, бобовых, масличных культур сразу после уборки, присутствуют несовершенные грибы родов Alternaria, Helminthosporium, Fusarium, Dematium. 

Выявлена видовая специфичность полевых грибов для зерна той или иной культуры. На зерне пшеницы, ячменя, риса постоянно выявляются виды Alternaria, Helminthosporium. Для кукурузы характерны виды родов Fusarium и Cephalosporium, на зерне овса, кроме названных родов, нередко присутствуют грибы рода Trichoderma, а на зерне гречихи – грибы рода Ascochyta.

При относительной влажности воздуха не более 80% на зерне пшеницы, ячменя, овса, ржи, риса, кукурузы преобладают виды Alternaria, которые не уменьшают всхожесть зерна, и она остаётся в пределах 95–98%.

При влажной погоде зерно заражено грибами Alternaria, Helminthosporium, Fusarium. Всхожесть зерна понижена или полностью отсутствует. При посевах смывов с данного зерна поверхностная микрофлора не выявляется.

В связи с высокой потребностью во влаге полевые грибы на хранящемся зерне не развиваются.

Кроме полевых грибов, к типичной зерновой микрофлоре относят грибы родов Aspergillus, Penicillium, Rhisopus. Они обнаруживаются на хранящемся зерне, что при определённых условиях становится основной причиной его самосогревания и порчи. Эти грибы называют плесенями хранения. Они относятся к ксерофилам и нетребовательны к влаге в отличие от полевых грибов, которые являются гидрофилами и чувствительны к отсутствию влаги. Аспергилловые грибы-ксерофилы (Asp. restrictus и Asp. glaucus) развиваются на сухих субстратах – зерне ячменя, пшеницы, овса, ржи, риса, кукурузы и др., в результате чего возрастает влажность зерна и создаются условия для развития мезофилов Asp. candidus, Asp. flavus, Asp. ochraceus, Penicillium. Такие грибы, как Asp. fumigatus, Asp. niger, обычно не участвуют в порче зерна в хранилищах до тех пор, пока влажность не придёт в равновесие с относительной влажностью выше 90%. 

Полное отсутствие или незначительное содержание плесеней хранения на созревающем и свежеубранном зерне обусловлено губительным действием солнечной радиации на прозрачные споры этих грибов. После обмолота при хранении в ворохе или любом хранилище, где исключено действие солнечного света, плесени хранения вследствие биологических особенностей получают преимущество в развитии по сравнению с полевыми грибами. 

В результате исследований установлено, что воздух хранилищ (особенно дозаторной и сепараторного отделения, где проводят очистку зерна) сильно заражён спорами грибов. В 1 м3 может содержаться от 35 до 90 тыс. спор. Преобладали виды Asp. glaucus, Asp. nidulans, Asp. flavus, Penicillium sp. Виды Alternaria, Fusarium, Cladosporium выявлялись в единичных количествах.

Плесени хранения способны развиваться при широком диапазоне температур. Среди аспергилловых грибов есть термотолерантные виды, развивающиеся при повышенных температурах (50–55 оС) и участвующие в процессе самосогревания зерна и кормовых продуктов. Среди пеницилловых грибов немало психротолерантных видов, для развития которых не являются препятствием низкие температуры (до –5 оС).

При нарушении условий хранения семян (повышение влажности) резко изменяется чувствительность микроорганизмов и процентное соотношение между различными группами: уменьшается количество полезной микрофлоры, и резко возрастает число споровых форм бактерий, обнаруживаются микрококки, значительное количество грибов, относящихся к плесеням хранения.

Вследствие широкого распространения, высокой ферментативной активности, нетребовательности к недостатку влаги, способности к выживанию в условиях повышенных и пониженных температур, при недостатке кислорода и избытке углекислоты в окружающей среде плесени хранения влияют на ухудшение качества и вызывают порчу хранящегося зерна и продуктов его переработки.

На поверхности растений и семян могут встречаться фитопатогенные и патогенные виды бактерий и грибов (они попадают с частичками пыли или с капельками влаги из воздуха, с частичками почвы, с испражнениями животных и людей, переносятся насекомыми). Это возбудители микозов зерновых культур: твёрдая и мокрая головня в виде головнёвых мешочков или заспоренного зерна, спорынья в виде склероциев рожков, щуплое фузариозное зерно.

Партии зерна, содержащего фитопаразиты, необходимо подвергать дополнительной подработке и размещать отдельно от партий здорового зерна. Грибные болезни – микозы – резко снижают урожайность, ухудшают качество зерна и продуктов его переработки, нередко придают им ядовитые свойства. Пищевые и кормовые отравления грибкового происхождения получили название микотоксикозов. Наиболее частыми возбудителями микотоксикозов являются спорынья и грибы рода Fusarium, вызывающие фузариозы. Они широко распространены, особенно в районах с влажным, прохладным климатом, и поражают не только зерновые (пшеницу, рожь, просо, ячмень, кукурузу), но и овощные культуры (картофель, свёклу), некоторые виды плодов. Некоторые виды Fusarium накапливают токсины, которые устойчивы к действию высоких температур и сохраняются при варке крупы и выпечке хлеба, – F. graminearum и F. sporotrichiella.

 Кроме сапрофитных и фитопатогенных микроорганизмов, на свежеубранное зерно могут попадать патогенные микробы – возбудители инфекционных заболеваний человека и животных. Они не размножаются на растении и находятся в состоянии анабиоза. Попадая с кормом в организм животного, они могут вызвать у него токсикоз или инфекционные заболевания, передающиеся человеку (зоонозы).

Зерно – неблагоприятная среда для развития патогенных микроорганизмов, но в течение определённого периода зерно может исполнять роль косвенного передатчика той или иной инфекции. При работе с зерном следует соблюдать правила личной гигиены. Необходимо строго соблюдать инструкции по очистке и дезинфекции зернохранилищ, мукомольных предприятий, складов и других помещений, предназначенных для хранения зерна и продуктов его переработки.

При оценке качества и безвредности зерна в первую очередь необходимо учитывать степень заражённости его грибной флорой, главным образом видами Aspergillus и Penicillium, являющимися продуцентами веществ с токсичными свойствами и токсинов – афлатоксинов (аспергилловые грибы), обнаруживаемых во всех видах зерна. Особенно подвержены накоплению патогенных микроорганизмов шроты, отруби и другие комбикорма. Афлатоксины не разрушаются при высоких температурах и сушке. 

Поэтому видовой состав микроорганизмов используется как показатель качества хранящегося зерна, муки, круп и кормов.
Микрофлора плодов и овощей

Состав естественной эпифитной микрофлоры плодов и овощей зависит от вида и сорта растения, климата и местонахождения (открытый или защищённый грунт). Играет роль и стадия развития, особенно степень зрелости плодов, ягод, овощей. Плодовые овощи, развивающиеся вблизи поверхности почвы, инфицируются почвенной микрофлорой, поскольку в 1 г пахотной почвы численность микроорганизмов может достигать нескольких миллиардов клеток. Микроорганизмы переносятся с воздушными потоками, и в 1 м3 бывает до нескольких тысяч микробных клеток и спор бацилл, актиномицетов и плесневых грибов.

На поверхности плодов и овощей распространены дрожжи рода Saccharomyces, плёнчатые дрожжи родов Pichia (пихия), Hansenula (хансенула), Debaryomyces (дебариомицес). Много пигментных и слизеобразующих дрожжей родов Sporobolomyces (спороболомицес), Rhodotorula (родоторула), Torulopsis (торулопсис), Hanseniospora (хансениоспора), Candida (кандида), Cryptococcus (криптококкус), Pullularia (пуллулариа), Trichosporon (трихоспорон). Представители этих родов устойчивы к солнечной радиации.

На поверхности плодов и ягод среда кислая, поэтому дрожжей больше, чем бактерий (кислотность лимонов, клюквы, винограда, ананаса – 2,5–3,5, апельсинов, яблок – 3,5–4,5, бананов – 4,5–5). Исключение составляют молочнокислые и уксуснокислые бактерии, для которых такая кислотность оптимальна или допустима.

Молочнокислые бактерии на поверхности плодов и ягод представлены видами Streptococcus lactis (на капусте, салате, малине, яблоках, картофеле), Streptococcus cremoris (на капусте, картофеле, спелом винограде), на поливных участках – видом Streptococcus feacalis, на капусте – видами родов Pediococcus и Leuconostoc. Среди палочковидных молочнокислых бактерий доминируют Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum.

Доля молочнокислых бактерий среди эпифитов зависит от вида растения. Численность этих бактерий на капусте белокочанной и краснокочанной, плодах огурца, томата, на укропе колеблется в пределах 104–106 клеток в 1 г; на тыкве, картофеле, свёкле – 102, на ягодах вишни и зрелых неповреждённых ягодах винограда – единичные клетки, на повреждённых и испорченных ягодах винограда – от тысяч до миллионов клеток.

 Численность и состав микрофлоры на плодах, овощах, корнеплодах и клубнях зависит от погодных условий, типа почвы: в 1 г болгарского перца, зелёного горошка – несколько миллионов клеток, на 1 см2 листьев салата – от n × 105 до n × 107 клеток, на плодах груши и сливы на 1 см3 от n × 104 до n × 105, на 1 см3 абрикосов, персиков n × 104, на 1 см3 яблок в пределах n × 102, в 1 г клубней картофеля, свёклы, репы, моркови количество микробов колеблется от n × 107 до n × 109. На картофеле широко представлены не только эпифитные и ризосферные микроорганизмы, но и почвенные, такие как бациллы, клостридии, псевдомонады, микрококки, актиномицеты, встречаются и плесневые грибы, и простейшие.

Количественный состав микроорганизмов на ягодах зависит от вида растения, степени спелости ягоды и погодных условий, в том числе и от момента сбора урожая. На малине, почти не обладающей фитонцидной активностью, количество микроорганизмов значительно выше, чем на землянике. Земляника, особенно лесная, вообще считается стерильной ягодой, поскольку обладает сильным фунгистатическим и бактериостатическим действием вследствие наличия летучих ароматических веществ – фитонцидов. В индивидуальных садах землянику часто опрыскивают или удобряют фекалиями. В этом случае ягоды могут служить источником глистных заболеваний. 

На многих овощах чаще встречаются бактерии родов Alcaligenes (алкалигенес), Flavobacterium (флавобактериум), Micrococcus. На поверхности корнеплодов моркови, свёклы и др. в большом количестве обнаруживаются спорообразующие бактерии родов Bacillus и Clostridium (отдельные виды обнаруживаются в 100% проб). В то же время на обсеменённость клостридиями баклажанов, томатов, капусты приходится не более чем 10% от всего количества выделенных микроорганизмов.

Промывание проточной водой и последующая сушка на солнце или просто высушивание на солнце снижают численность микроорганизмов на клубнях и корнеплодах.

Эпифитная микрофлора свежих плодов и овощей не может стать причиной заболевания человека, даже если их есть немытыми. Заболевания вызывают патогенные микроорганизмы: бактерии кишечной группы, стафилококки, энтеровирусы (кишечные вирусы), возбудитель сибирской язвы (Bacillus anthracis), столбняка (Clostridium tetani), ботулизма (Clostridium botulinum), холерный вибрион (Vibrio cholera), а также дрожжи – возбудители кандидомикозов. 

В почве патогенные микроорганизмы сохраняют жизнеспособность от 1 до 12 месяцев и более. При комнатной температуре некоторые из них жизнеспособны: на яблоках 1–15 дней, на малине 1–5. Примерно столько же дней выживают бактерии рода Shigella (шигелла) и холерный вибрион на плодах огурца, редисе, зелёном луке, грушах, сливе, винограде, смородине. Возбудитель сальмонеллёза (Salmonella typhi) сохраняет жизнеспособность в почве до 5 недель.

На плоды и овощи патогенные микроорганизмы попадают из различных источников: от больных людей и животных с мокротой, слюной, гнойными выделениями; с кожи, ногтей, загрязнённых предметов, с грязного инвентаря, с оборудования, тары, транспортных средств, почвы; заносятся ветром, мухами, больными птицами, грызунами; с фекалиями, которыми могут удобрять культуры.

Особенно опасен перенос микроорганизмов с зелёными овощами, которые не подвергают термической обработке. Запрещено орошение овощных полей фекальными сточными водами, отходами очистных сооружений. При исследовании продаваемых на рынках овощей часто выделяют кишечную палочку (до 40% обследованной продукции). Следует тщательно промывать проточной водой зелёные овощи (салат, петрушку, сельдерей, укроп, кинзу и др.), при этом эпифиты остаются на поверхности плодов и овощей. Кислоты плодов и овощей оказывают бактерицидное действие на патогенные микроорганизмы, эпифитная микрофлора также антагонистически действует на них.

Безвредная эпифитная микрофлора может стать причиной порчи плодов и овощей в ряде случаев: при неблагоприятных погодных условиях в день сбора урожая, механических повреждениях, нарушении условий транспортировки и хранения. Плоды и овощи содержат влагу и различные органические вещества, поэтому являются прекрасным естественным питательным субстратом для микробов, поскольку последние находят в них все необходимые питательные элементы. Проникнув в повреждённую растительную ткань, микроорганизмы начинают размножаться, потреблять питательные вещества, выделяя при этом различные метаболиты, в том числе с неприятным запахом и ядовитыми свойствами. Продукт портится. Обычно процесс порчи начинают плесневые грибы, так как кислая среда является для них благоприятной. В дальнейшем, с изменением кислотности, в процессах порчи начинают принимать активное участие бактерии.

Порчу плодов и овощей вызывают главным образом микроорганизмы. В отдельных случаях причиной порчи могут быть физико-химические реакции, протекающие в продуктах.

Наиболее устойчива к проникновению микроорганизмов в течение длительного времени неповреждённая кожица плодов и овощей, на которой отсутствует влага (вода или сок из повреждённых экземпляров), особенно если они хранятся в прохладном и сухом, подвергнутом дезинфекции помещении при оптимальном сочетании температуры, влажности, состава газовой среды. Необходимо учитывать степень зрелости, сорт, реакцию клеточного сока и характер обращения с плодами и овощами.
Лабораторная работа 16

Выделение эпифитной микрофлоры
Цель работы: определить общую заражённость микроорганизмами растительной массы (сена, сенажа, комбикормов, круп, муки и др.) с использованием методов смыва и предельных разведений.
Постановка исследования
Отбор образцов (проб). Для исследования берут как грубые (сено, солома, силос), так и концентрированные корма (зерно, комбикорм, крупу), другую растительную массу.

 Для фитопатологического анализа семян и микробиологического исследования кормов отбирают среднюю пробу в следующем количестве: зерно, мука, крупа – 1 кг, сено – 0,5 кг, силос – 1 кг. Упаковывают в стерильную бумагу, в мешочки из синтетической ткани или помещают в стеклянные банки с плотно закрывающимися крышками.

В лаборатории делают: органолептический анализ (анализируется цвет, запах, наличие заплесневения и грибов паразитов); первичные посевы с целью выделения чистых культур бактерий и грибов и определения общей бактериальной и грибной заражённости образцов.

Используют методы смыва и предельных разведений, глубинный и поверхностный посевы (глубинный посев – 1 мл разведения (болтушки) под среду или 0,1 мл по поверхности среды с растиранием стеклянным шпателем).

Высевы делают на среды: 
· МПА – для выделения аэробных бактерий;

· сусло-агар с мелом – для выделения молочнокислых;

· картофельную среду с мелом – для выделения маслянокислых;

· агар Чапека – для выделения грибов.

Взвешивание эпифитной массы. Взвешивание эпифитной массы (зерно, сено, листья, цветы, крупа, плоды, ягоды и т.д.) необходимо производить на бумаге, уравновесив весы. Пользоваться стерильными совочками или стерильными пинцетами.
Приготовление болтушки (разведения определённой степени). Для анализа эпифитной микрофлоры взвесить 1 г растительной массы, поместить в колбу с 99 мл стерильной воды и 2–3 г хорошо отмытого песка и взбалтывать круговыми движениями или на качалке в течение 10 мин (разведение 1:100), затем отстоять 1–2 мин. Отстоять жидкость и фильтровать 1 мл болтушки стерильной пипеткой через 3–4 слоя марли в стерильную пробирку с 9 мл стерильной воды (1:1000) или приготовить разведение без фильтрования: перенести его в пробирку с 9 мл стерильной воды и получить разведение 1:1000, или 10–3 степени. В зависимости от предполагаемой обсеменённости микроорганизмами разведение может быть и большей степени.

Задание 1. Приготовить болтушку определённой степени разведения. 

Задание 2. Произвести глубинный посев из предпоследнего и последнего разведений в нескольких повторностях для выделения эпифитной микрофлоры (степень разведения 10–5–10–7).

Инкубирование микроорганизмов производить при температуре 28–30 оС в течение 5–6 суток.
Анализ исследования
Задание 3. Произвести количественный учёт микроорганизмов, определив общую бактериальную заражённость:
1. Подсчитать количество колоний в чашках Петри. Если колоний очень много, подсчёт вести, разделив чашку на секторы, с последующим пересчётом на всю площадь.

2. Подсчитать количество микроорганизмов на 1 г растительной массы по формуле
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где 106 – степень разведения.
3. Сделать вывод об обсеменённости растительной массы микробами и о качестве хранения, исходя из микробного числа.

Задание 4. Изучить колонии в посевах в чашках Петри, сгруппировать в типы по похожести признаков, отобрав изолированно расположенные отдельные типы (описать их), обвести данные колонии со стороны дна чашки маркером, пронумеровать; исследовать и описать микробную картину. Оформить протокол исследования по схеме в виде следующей таблицы:
Описание культуральных признаков

	Характеристика
	1-я колония

(указать название среды, расположение в среде,
№ препарата)
	2-я колония

(указать название среды, расположение в среде, 

№ препарата)
	3-я колония

(указать название среды, расположение в среде, 

№ препарата)

	Форма
	
	
	

	Размер
	
	
	

	Поверхность
	
	
	

	Профиль
	
	
	

	Блеск и прозрачность
	
	
	

	Цвет
	
	
	

	Край
	
	
	

	Структура
	
	
	

	Консистенция
	
	
	


Примечание. Расположение – это местонахождение колонии, а именно: на поверхности питательной среды (чаще всего растут аэробы, хотя нередко формируют колонии факультативные и облигатные анаэробы), в питательной среде (преимущественно формируют колонии факультативные анаэробы) или под поверхностью питательной среды (формируют колонии только облигатные анаэробы).
Задание 5. Микроскопическое исследование. Микроскопически исследовать изученные колонии, приготовив микробиологические препараты, окрасить фуксином, по Граму, другими методами. Изучить морфологию микробов: форму, величину, отношение к окраске, наличие спор, капсул и характер концов клеток. Микроскопировать ×1500. Зарисовать и описать микробную картину.
Прямой посев на плотную питательную среду
Цель работы: определить степень поражённости зерна грибами.
Постановка исследования
Объект исследования – свежее обмолоченное зерно или колосья.
Питательная среда – агар Чапека.
Задание 1. Стерильным пинцетом из колосьев или обмолоченного образца отобрать 100 семян, нормальных по внешнему виду, продезинфицировать от внешней микрофлоры (или без дезинфекции, учитывая то, что зерно не содержит другой микрофлоры, кроме полевых грибов). Разложить семена по поверхности питательной среды на расстоянии 1–1,5 см друг от друга и от бортов чашек Петри. В каждой чашке помещается от 10 до 25 семян (в зависимости от их размеров).

Инкубировать при температуре 28–30 оС в течение 3–4 суток.

Анализ исследования
Задание 2. Проанализировать процесс набухания зерна, размягчения оболочки и прорастание мицелия гриба. Подсчитать количество зёрен, поражённых грибами, и здоровых. 

Задание 3. Зарисовать и описать проростки здоровых и поражённых грибами семян. Измерить проростки, сгруппировать по размерам (хорошо, средне, ущербно развиты) и рассчитать процентное соотношение.

Задание 4. Отметить и описать формирование вокруг зёрен колоний гриба. Описать мицелий грибов, отметить участки спороношения. Микроскопировать непосредственно в чашках Петри при увеличении ×120. Зарисовать микробную картину. Работать с большой осторожностью, так как споры грибов являются аллергенами! 

Задание 5. Приготовить живые препараты в капле смеси глицерина с водой. Микроскопировать при увеличении ×600. Наблюдать органы спороношения грибов рода Fusarium. Зарисовать и описать микробную картину.
Примечание. Плотные тёмно-оливковые, тёмно-серые, чёрные колонии Alternaria, Helminthosporium, Cladosporium, тёмные слизистые – Dematium, пушистые бело-розовые или малиновые – Fusarium. Обычно рост других организмов не наблюдается.

Конидиеносцы и конидии тёмноокрашенных грибов хорошо различимы при микроскопировании 4–5-суточных колоний.

При микроскопировании органов спороношения грибов рода Fusarium хорошо различимы массовые скопления серповидных или овально-удлинённых конидий, характерных для грибов этого рода.

Вопросы и задания для самопроверки

1. По каким показателям различают корма?
2. Какая микрофлора называется эпифитной и каковы её основные физиологические группы?

3. Каковы взаимоотношения между микроорганизмами и растениями до и после скашивания?

4. От чего в большей степени зависит численный и видовой состав эпифитной микрофлоры?

5. Что включают в себя понятия «полевые грибы» и «плесени хранения» и где выявляют данные грибы?

6. Что происходит при нарушении условий хранения семян, продуктов их переработки?

7. Как оказываются на поверхности растений, зерна и продуктах его переработки, плодах и овощах фитопатогенные и патогенные микроорганизмы?

8. Что используется как показатель качества хранящихся зерна, муки, круп, сухих кормов?

9. Каков состав эпифитной микрофлоры плодов и овощей?

10. Как готовят обыкновенное и бурое сено? Какова роль микроорганизмов в этих процессах?

11. Что такое сенаж? Как протекают микробиологические процессы при сенажировании?

12. Каковы способы силосования кормов и роль микроорганизмов в процессе силосования?

13. Как происходит смена физиологических групп микроорганизмов в процессе силосования и развитие каких микроорганизмов нежелательно?

14. Какие существуют способы дрожжевания кормов?

15. Как получают кормовой белок с помощью дрожжей?

16. Какова характеристика водорослей как продуцентов белка?
17. Как протекают микробиологические процессы в рубце жвачных животных?

18. Какова характеристика микотоксикозов и как они проявляются у животных?
19. В нижеприведённой таблице отметьте положительную (+) и отрицательную (–) роль эпифитной и ризосферной микрофлоры растений.

	Показатели
	Микрофлора

	
	эпифитная
	ризосферная

	
	+
	–
	+
	–

	Удаление с растения продуктов 
его метаболизма

	
	
	
	

	Продуцирование стимуляторов 
роста растений

	
	
	
	

	Антагонисты фитопатогенных 
микробов
	
	
	
	

	Минерализация органических 
веществ в почве
	
	
	
	

	Самосогревание зерна

	
	
	
	

	Симбиоз с корневой системой
	
	
	
	

	Выделение токсических веществ 
в почву
	
	
	
	

	Возбудители болезней семян 
и корневой системы
	
	
	
	

	Участие в процессах заготовки 
кормов (силосование)


	
	
	
	


МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА СЫРЬЯ 
И ПРОДУКЦИИ ПЕРЕРАБОТКИ РАСТЕНИЕВОДСТВА 
И ЖИВОТНОВОДСТВА
Санитарно-показательные микроорганизмы.
Количественные и качественные показатели

Качество пищевых продуктов определяется комплексом органолептических, физико-химических, микробиологических показателей в соответствии с требованиями действующей нормативной документации.

Важнейшими характеристиками сырья и пищевых продуктов является их безопасность и микробиологическая стойкость. Под безопасностью понимают отсутствие вредных примесей химической и биологической природы, в том числе патогенных микроорганизмов и ядовитых продуктов их жизнедеятельности. Понятие «микробиологическая стойкость» подразумевает потенциальное сохранение продукта без порчи.

Микрофлора сырья и пищевых продуктов – это сложная динамичная система, связанная с внешней средой, что осложняет способы её исследования и трактовку полученных результатов. Для оценки качества сырья, пищевых продуктов, условий их производства и хранения пользуются количественными и качественными микробиологическими показателями.

Количественными показателями учитывают общее число микроорганизмов в 1 г (1 см3), 1 мл продукта. Основным количественным тестом является количество МАФАМ продукта – количество живых мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов в 1 г (1 см3), 1 мл; можно использовать термин КОЕ – колониеобразующие единицы в 1 г (1 см3), 1 мл. МАФАМ не определяется только у продуктов, изготовленных с использованием заквасок. В зависимости от вида продукта и способа его изготовления этот показатель может свидетельствовать об общем санитарно-эпидемиологическом состоянии продукта, о свежести или начальной порче внешне доброкачественного продукта, нарушении технологических режимов при производстве, возможности вторичного загрязнения, стойкости при хранении в заданных условиях и позволяет своевременно реализовать продукт. Для многих продуктов МАФАМ нормируется. Стойкость пищевых продуктов при хранении оценивают также по количеству мицелиальных грибов, дрожжей и специфических для каждого вида продукции возбудителей порчи.

Качественными показателями учитывают отсутствие либо наличие микробов конкретных видов в определённой массе продукта. Их применяют для характеристики микрофлоры продукта в целях прогнозирования возможных видов его порчи, а также безопасности продукта для здоровья населения.

Прямое выявление в сырье и пищевых продуктах патогенных микроорганизмов и их ядов проводится в соответствии с существующими нормативными документами. Обычно проверяют сальмонелл, золотистого стрептококка, протея. Для ряда пищевых продуктов устанавливают дополнительные требования: выявление Clostridium botulinum и их токсинов, Clostridium рerfringens, Bacillus cereus и др. Согласно требованиям ГОСТов патогенные микроорганизмы и их токсины должны отсутствовать в определённом объёме (массе) материала, подвергнутого исследованиям (в 25, 50 г и другом количестве). Непосредственное выявление патогенных микробов в естественных субстратах, в том числе и в пищевых продуктах, связано с большими трудностями, главным образом из-за их небольшой концентрации. Поэтому, кроме прямых методов обнаружения патогенных микроорганизмов, применяют косвенные, позволяющие установить факт загрязнения исследуемых объектов (сырья, пищевых продуктов, оборудования, рук работников и др.) выделениями человека и теплокровных животных. Индикатором такого загрязнения служат так называемые санитарно-показательные микроорганизмы.

Санитарно-показательные микроорганизмы входят в состав нормальной микрофлоры тела и с его выделениями поступают во внешнюю среду. Так как подавляющее большинство патогенных микробов попадает во внешнюю среду с выделениями человека и животных, то обнаружение на объекте исследования санитарно-показательных микроорганизмов может служить сигналом санитарного неблагополучия и потенциальной опасности. 

В настоящее время в качестве показателя фекального загрязнения сырья, пищевых продуктов, оборудования, рук работников и объектов окружающей среды используются бактерии группы кишечных палочек (БГКП – колиморфные). В группу, кроме Escherichia coli, входят бактерии других родов семейства Enterobacteriaceae: Citrobacter, Klebsiella, Serratia, которые также встречаются в кишечнике человека и теплокровных животных, но в отличие от E. coli имеют более широкий ареал распространения. Некоторые виды этих микроорганизмов обитают в почве, в воде, на растениях. Истинная (фекальная) кишечная палочка E. coli считается показателем свежего фекального загрязнения и отличается от других БГКП своими биохимическими свойствами. Одним из них является способность сбраживать углеводы при повышенной температуре (44–44,5 оС). Для некоторых пищевых продуктов содержание БГКП нормируется ГОСТом. На отдельные виды продуктов разработаны рекомендации (в виде ведомственных инструкций, указаний), которые могут быть использованы в практической работе.

Допустимое содержание БГКП выражается или в виде коли-титра БГКП (коли-титр – минимальное количество (масса, объём) продукта, в котором могут быть обнаружены эти бактерии), или в виде коли-индекса (определённая масса (объём) продукта, в которой БГКП должны отсутствовать).

Выявление БГКП при обследовании предприятий по переработке сырья, торговли или общественного питания свидетельствует о низком санитарном состоянии объекта.

Таким образом, гигиенические нормативы по микробиологическим показателям предусматривают контроль за четырьмя группами микроорганизмов:

1-я группа. Санитарно-показательные микроорганизмы – количество МАФАМ (КМАФАнМ) оценивается по числу колониеобразующих единиц в 1 г (мл) продукта (КОЕ, г (мл));

2-я группа. Условно-патогенные микроорганизмы – оцениваются по наличию эшерихиа коли, золотистого стафилококка, бактерий рода протея, сульфитредуцирующих клостридий;

3-я группа. Патогенные микроорганизмы – оцениваются по наличию в том числе сальмонелл;

4-я группа. Микроорганизмы порчи – дрожжи, плесневые грибы – оцениваются в КОЕ.

Нормируется масса продукта, в котором не допускаются БГКП, условно-патогенные, патогенные микроорганизмы, микроорганизмы порчи.

Дополнительно для рыбной продукции регламентируется наличие парагемолитического вибриона (не более 10 КОЕ/г), а для салатов из сырых овощей – наличие иерсиний.

Гигиенические показатели качества и безопасности продовольственного сырья и пищевых продуктов регламентируются СанПиН 2.3.2-96 «Гигиенические требования к качеству продовольственного сырья и пищевых продуктов».

Согласно СанПиН 2.3.2.560-96 при входном контроле безопасность сырья и продукции определяют по всем нормируемым показателям, безопасность готовой продукции оценивают только по микробиологическим показателям. 
Система критических контрольных точек
В целях гарантии качества выпускаемой продукции, её безопасности за рубежом активно внедряется система критических контрольных точек (НАССР – Hazard Analysis Critical Control Paint – критические пределы надзора вредных факторов) в качестве основы экспертизы. Характерной особенностью данной системы является планомерный надзор и контроль за качеством пищевых продуктов при предварительном определении всех возможных факторов, связанных с полным циклом обращения с пищевыми продуктами, начиная с условий выращивания животных, среды обитания промысловых животных и гидробионтов, сырья, его переработки, производства продуктов и заканчивая исследованием готового продукта, контролем его хранения, транспортировкой и реализацией.

Это существенно отличается от ранее применявшегося метода санитарно-гигиенического контроля и надзора, в котором основное внимание было уделено надзору лишь за конечным качеством продукта. Вначале система НАССР была разработана для микробиологического контроля качества пищевых продуктов, но в последние годы применяется и для выявления остаточных количеств химических веществ, в том числе химикатов сельскохозяйственного назначения (удобрений, гербицидов, пестицидов и др.), антибактериальных веществ, гормонов, а также включений в пищевые продукты инородных веществ с целью контроля и предотвращения их избыточного содержания.

Международным комитетом по стандартизации микроорганизмов в пищевых продуктах (ICMSF) рекомендовано ВОЗ внедрение НАССР в международный стандарт, а в ЕС считаются обязательными обработка и производство импортированных морепродуктов и мяса с применением системы НАССР. 
Профилактика пищевых заболеваний
Причиной пищевых заболеваний чаще всего является использование недоброкачественного сырья, нарушение санитарных правил и технологического режима изготовления продукта, а также сроков и температурных режимов хранения, транспортировки и реализации продукта.

Важнейшими профилактическими мероприятиями являются следующие:

1. Систематический ветеринарно-санитарный надзор за убойными животными, условиями убоя скота, первичной обработкой, разделкой туш и др.

2. Строгое соблюдение санитарно-гигиенического режима на предприятиях пищевой промышленности, общественного питания, торговли.

3. Выполнение гигиенических требований к содержанию помещений, оборудования, инвентаря, посуды, тары на предприятиях пищевой промышленности, общественного питания, торговли. Периодическая (определённая нормативами) санитарная обработка помещений для хранения продуктов, холодильных камер, тары и т.д.

4. Соблюдение санитарных правил, предотвращающих инфицирование микроорганизмами перерабатываемого сырья и полуфабрикатов: соблюдение условий хранения, транспортировки и реализации продукции, исключающих повторное обсеменение и размножение в них микробов; недопущение соприкосновения продуктов, прошедших тепловую обработку, с сырыми (особенно мясными) продуктами.

5. Систематическая борьба с грызунами, мухами на предприятиях, в торговле, быту.

6. Постоянное проведение санитарно-просветительской работы среди персонала предприятий, строгое соблюдение им правил личной гигиены, повышение санитарной культуры.

7.  Периодическое (определённое нормативами) медицинское обследование работников, соприкасающихся с сырьём и пищевыми продуктами, отстранение от работы бациллоносителей, лиц с гнойничковыми поражениями кожи, катаром верхних дыхательных путей и другими заболеваниями.

8. Расфасовывание и упаковывание продукции непосредственно на предприятиях, её производящих, что исключает контакт работников торговли с продуктами и предотвращает вторичное загрязнение их микроорганизмами. 

9. Систематический санитарно-микробиологический контроль перерабатываемого сырья, полуфабрикатов, ингредиентов, воды, готовой продукции, санитарного состояния технологического оборудования и инвентаря.

Современные зарубежные пищевые предприятия с жесточайшим контролем температурных режимов обработки и хранения продукции принимают все необходимые меры для защиты сырья и готовой продукции от внешнего загрязнения.
Вопросы для самопроверки

1. Что понимается под количественными показателями качества сырья и пищевых продуктов?

2. Что такое качественные показатели?

3. Какими методами определяют качественные показатели и какие при этом выявляют микроорганизмы?

4. Что понимается под санитарно-показательными микроорганизмами и какие бактерии используются в качестве индикатора?

5. Что такое гигиенические нормативы качества сырья и пищевых продуктов по микробиологическим показателям? Чем они регламентируются?

6. Что такое система критических контрольных точек и где она применяется?

7. Каковы причины пищевых заболеваний и что входит в комплекс профилактических мероприятий?
Лабораторная работа 17
Микробиологический анализ воды, напитков, соков, вин
Цель работы: определить общее количество бактерий (КОЕ) в воде, напитке, минеральной воде, соке, вине; выделить санитарно-показательные микроорганизмы из группы кишечной палочки (БГКП).

Постановка исследования
 Объект исследования – водопроводная вода, вода открытого водоёма, минеральная вода, напиток, сок, вино и др.

Питательные среды:
1. МПА, ПАС-1 (для выделения бактерий).

2. Среда Эндо (для выделения бактерий группы кишечной палочки – энтеробактерий).

Задание 1. Для выделения микроорганизмов водопроводная вода, минеральная вода, напиток, сок, вино могут использоваться без разведения; воду открытых водоёмов следует разводить не менее чем 1:1000.

Водопроводную воду набирать в стерильную ёмкость из-под крана: кран предварительно обжечь и, открыв его, часть воды пропустить. Набрать 500 мл воды. Стерильной пипеткой взять 1 мл воды и вылить в стерильную чашку Петри, сделать две повторности (2 чашки); затем сделать еще две повторности.
В первую и во вторую чашки влить по 15 мл МПА/ПАС-1, в третью и четвёртую – по 15 мл среды Эндо, чашки быстро закрыть, круговым движением осторожно перемешать и после застывания перевернуть (предварительно чашки подписать).
Первая и вторая чашки с посевами на МПА или ПАС-1 экспонируются при температуре 25–30 оС (можно при температуре 37 оС) в течение 5–7 дней.
Третья и четвёртая чашки с посевами на среде Эндо экспонируются при температуре 37 оС в течение 2–3 суток. 
Первый просмотр – через сутки.
Анализ исследования
Задание 2. 1. Подсчитать общее количество колоний (количественный учёт) и сделать вывод о чистоте объекта исследования, анализируя посевы на МПА или ПАС-1. 
При посеве без использования метода разведений использовать формулу 
Хмо = nк,
где  n – количество колоний в чашке Петри.

При посеве с использованием метода разведений использовать формулу 

Хмо = nк  × 103,
где 103 – степень разведения.
При подсчёте общего числа микробов (Хмо) в 1 мл нужно количество колоний (nк) умножить на степень разведения (обычно 102–103).
2. Подсчитать количество колоний кишечной палочки на среде Эндо, сделать вывод о чистоте воды, другого объекта, определив коли-титр, коли-индекс.
Задание 3. Визуально изучить колонии, сгруппировать в типы по похожести, отобрать для исследования изолированно расположенные колонии из разных типов и описать культуральные признаки по схеме (см. с. 77).
Задание 4. Микроскопическое исследование. Из изученных и описанных колоний сделать фиксированные мазки, окрасить простым методом и по Граму. Мазки на стекле пронумеровать в такой же последовательности, что и колонии в чашке, например, 1, 2, 3 (рис. 17). Микроскопировать ×1500. Зарисовать и описать микробную картину. Сделать отчёт. 
  SHAPE  \* MERGEFORMAT 



 1                           2                            3
Рис. 17. Расположение мазков на стекле
Примечания: 
1. Escherichia coli (кишечная палочка) – грамотрицательная, может существовать в почве, воде, молоке и других субстратах. Обнаружение её в питьевой воде и пищевых продуктах является показателем их недавнего загрязнения фекалиями. Сбраживает сахара до лактата, сукцината, муравьиной кислоты, ацетата, образуя СО2, Н2 и этанол. Длина 1,5–3 мкм, палочка округлой формы, спор и капсул не образует. Перитрих, факультативный анаэроб, лучше растет в аэробных условиях. Оптимальная температура для развития – 37 оС, температурный предел – 44–46 оС. В воде и почве в обычных условиях выживает в течение нескольких месяцев. При нагревании до 60 оС погибает через 15 мин.

Формирует колонии:
· на МПА (через 18–24 ч) – мутные, влажные, слабовыпуклые;
· на среде Эндо – фуксиновые с характерным металлическим блеском.
 2. Санитарные нормы для водопроводной воды:
· коли-индекс (количество кишечных палочек, которое содержится в 1 мл воды) – не более 3;
· коли-титр (наименьший объём воды, в котором обнаруживается 1 кишечная палочка) – не более 300; 

· водопроводная вода должна иметь микробное число не более 100 (102);
· вода открытого водоема – не более 1000 (103).

Водопроводная вода, содержащая от 100 до 500 бактерий в 1 мл, считается сомнительной, выше 500 – непригодной для питья.

3. Применение дифференциально-диагностических сред основано на том, что при росте на них кишечной палочки в результате жизнедеятельности бактерий расщепляется лактоза, введённая в среду, и при этом образуются кислые продукты, которые бактериями выделяются в питательную среду. В силу этого окисляется введённый в среду индикатор – фуксин – и среда на месте развивающихся колоний Escherichia coli окрашивается в ярко-красный цвет, а сама колония отливает металлическим блеском.

Вопросы для самопроверки

1. Каковы места обитания микроорганизмов?

2. Какие микробоценозы встречаются в водоёмах? Каковы характеристики зон сапробности?

3. Какова численность микроорганизмов в разных водоёмах?

4. Как происходит самоочищение воды? Какие факторы способствуют этому процессу?

5. Каковы методы определения качества воды?

6. Каковы методы определения качества соков, напитков, лимонадов?

7. Микробиологические требования к производству вина.
8. Болезни вин, вызываемые микроорганизмами, и их предупреждение?

Лабораторная работа 18

Микробиологическое исследование молока
Цель работы: отработать технику определения качества молока по микробиологическим показателям: общей обсеменённости и наличию санитарно-показательных микроорганизмов.
Благодаря высокому содержанию в молоке углеводов и жиров, оно является благоприятной средой для развития микроорганизмов. Поэтому для оценки качества молока большое значение имеет исследование его микрофлоры.

При микробиологическом анализе молока определяют общую численность бактерий, титр кишечной палочки как санитарно-показательный микроорганизм, проводят редуктазную и другие пробы.

Определение количества бактерий в молоке
Постановка исследования
Состав среды для определения общего количества бактерий (г/мл):
гидролизованное молоко – 2,5;
агар – 1,5;
питьевая вода – 100.
Задание 1. Осуществить постановку опыта. Приготовить разведения. Для исследования микрофлоры сырого молока использовать его третье или четвёртое разведение, для исследования пастеризованного молока – первое или второе. 
Из пробирки с требуемым разведением стерильной пипеткой взять 1 мл, перенести в стерильные чашки Петри (в двух- или трёхкратной повторности) и залить расплавленной и охлаждённой до 45–50 оС средой (МПА или ПАС-1). Круговыми движениями перемешать содержимое чашки, дать среде застыть.

Посевы поместить в термостат и инкубировать микроорганизмы при температуре 25–30 оС в течение 2–3 суток.
Анализ исследования
3адание 2. Провести количественный учёт: через 3 дня подсчитать количество колоний в каждой чашке Петри и умножить его на степень разведения: 
Хб  =  nк  × степень разведения.
Рассчитать среднее арифметическое с учётом повторностей.
Сделать вывод о степени загрязнения молока микроорганизмами, сравнив полученные результаты с данными ГОСТа.

Задание 3. Визуально изучить колонии, сгруппировать в типы по похожести, отобрать для исследования изолированно расположенные колонии из разных типов и описать культуральные признаки по схеме (см. с. 77).
Задание 4. Микроскопическое исследование. Из изученных и описанных колоний сделать фиксированные мазки, окрасить простым методом и по Граму. Мазки на стекле пронумеровать в такой же последовательности, что и колонии в чашке Петри. Микроскопировать ×1500. Оформить протокол исследования. Описать микробную картину. Сделать отчёт. 

Примечание. Типичные молочнокислые бактерии дают характерные глубинные лодочкообразные колонии.
Определение титра кишечной палочки
Коли-титром молока называют наименьший его объём, в котором обнаружена одна кишечная палочка.
Постановка исследования
Задание 1. Влить 1 мл пастеризованного молока из второго или третьего разведений в стерильную чашку Петри и залить расплавленной и охлаждённой до 45–50 оС средой Эндо.

Инкубировать посевы при температуре 37 оС в течение 2–3 суток.
Анализ исследования
Задание 2. Визуально изучить посевы. Отобрать для исследования колонии Escherichia coli, при отсутствии их – колонии других кишечных бактерий из семейства Enterobacteriaceae (розовые и красные без металлического блеска). Сгруппировать в типы, описать.

Задание 3. Микроскопическое исследование. Исследовать 2–3 колонии, мазки можно сделать на одном стекле (рис. 17). Подписать, нумерацию сохранить такую же, как у колоний, отобранных для исследования. Провести окраску мазков по методу Грама. Подсчитать количество колоний в чашке Петри и определить коли-титр, заполнив нижеприведённую таблицу.
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Примечание. В соответствии с ГОСТом предельное содержание бактерий в 1 см3 пастеризованного молока в бутылках и пакетах группы А – 5 × 104, группы Б – 1 × 105, во флягах и цистернах – 2 × 105, стерилизованном молоке 1 × 103. Предельный титр кишечной палочки в молоке группы А – 3 см3, группы Б и фляжном – 0,3 см3. Патогенные бактерии, в том числе и сальмонеллы, не допускаются в 25 см3 пастеризованного молока и в 50 см3 пастеризованного молока, предназначенного для детских учреждений. Срок хранения пастеризованного молока 36 ч при температуре от 2 до 6 оС.
Вопросы для самопроверки
1. Каковы источники обсеменения молока микроорганизмами? Как развиваются микробиологические процессы при хранении молока?

2. Что такое пороки молока микробного происхождения?

3. Какие инфекционные болезни передаются через молоко?

4. Каковы способы сохранения молока и их характеристика?

5. Санитарно-микробиологические требования к молоку. Какими показателями и документами они определяются?

6. В чем отличие продуктов молочнокислого брожения от продуктов смешанного брожения?

7. Кисломолочные продукты и их характеристика.
8. Кисломолочные продукты смешанного брожения и их характеристика.
9. Источники загрязнения масла и пороки микробного происхождения.
10. Микроорганизмы, участвующие в созревании сыра. Пороки сыров микробного происхождения.
Лабораторная работа 19

Микробиологический анализ мяса, мясопродуктов, рыбы

Цель работы: определить качество сырья или продукта, исходя из общей обсеменённости микроорганизмами исследуемого объекта, и на основе анализа мазков-отпечатков; выявить санитарно-показательные микроорганизмы.

Микробиологическое исследование мяса проводят для определения его микробной загрязнённости и пригодности в пищу, выявления микробов-возбудителей разных болезней. Наряду с микробами, в мясе могут быть продукты их жизнедеятельности. Вначале проводят органолептическое исследование мяса, затем, в зависимости от степени свежести, микроскопируют мазки-отпечатки и делают посевы на универсальные и дифференциально-диагностические среды.

Постановка исследования
Объект исследования – мясо (свежее, охлаждённое, замороженное), колбасные изделия, рыба (пробы по 200 г).
Питательные среды:
1. МПА, ПАС-1, ПАС-2 – универсальные среды для количественного определения микроорганизмов.

2. Среды Эндо, Плоскирёва, Левина – дифференциально-диагнос-тические, для выделения бактерий группы кишечной палочки.

Все операции проводят при горящих спиртовках!
Задание 1. Приготовить мазки-отпечатки. Для этого 3–4 предметных стекла обезжирить, пронумеровать и сделать два-три отпечатка с поверхности отобранной пробы (верх, низ, боковая поверхность). Затем раскалённым металлическим шпателем прижечь поверхность мяса (колбасы, рыбы) в месте разреза, для того чтобы убить находящихся там микробов. Сделать стерильным скальпелем разрез на обеспложенном месте и быстро, прижав к разрезанной поверхности обезжиренное стекло, сделать мазок-отпечаток (четвёртый); по ГОСТу стерильно вырезают на разной глубине кусочки продукта и срезанными сторонами прикладывают к предметному стеклу, чтобы получить отпечатки на поверхности стекла. 

Задание 2. С другой свежесрезанной поверхности вырезать 1 см3 мяса (колбасы, рыбы), наколоть скальпелем, поместить в стерильную ступку (бюкс) и растереть со стерильным стеклянным порошком; после чего туда добавить 9 мл физиологического раствора, т.е. получить разведение со степенью 10–1.

Задание 3. Сварить и простерилизовать питательные среды МПА (ПАС) для определения общего количества микробов и дифференциально-диагностическую среду для выявления бактерий из группы кишечной палочки. 

Посев производить из разведения 10–1:

1) глубинный: 1 мл разведения под среду (вначале в чашки внести 1 мл разведения, затем прилить охлажденную до 50 оС среду); 

2) поверхностный: 0,1 мл разведения методом растирания по поверхности питательной среды (вначале в чашки разлить среды, затем на отвердевшую поверхность среды внести 0,1 мл разведения и стерильным шпателем распределить его по поверхности питательной среды).

Инкубирование (культивирование) посевов на универсальных средах производить при температуре 28–30 оС, на дифференциально-диагностической среде – при температуре 37 оС.
Примечание. При анализе колбас отбирают пробу. Один батон колбасы (имеется в виду, что вся партия приготовлена из одного сырья и находится в одинаковых условиях) обжигают на спиртовом тампоне. Разрезают поперёк стерильным ножом и из середины батона вырезают 200 г. Дальше поступают так же, как при анализе мяса.

При анализе рыбы (морской) выполняют те же действия, что и при анализе мяса.

Задание 4. Работа с мазками-отпечатками. Мазки-отпечатки высушить на воздухе, фиксировать в пламени спиртовки и окрасить по Граму. Микроскопировать ×1500.
Определение свежести продукта по мазкам-отпечаткам

Для определения свежести мяса по мазкам-отпечаткам рекомендуется использовать следующие показатели:

1. Мясо совершенно свежее, охлаждённое – отпечатка тканей мяса на стекле почти нет, окраска мазка слабая. При микроскопировании из поверхностных слоёв видны единичные кокки и палочки. В препарате-отпечатке из глубинных слоёв микробы отсутствуют.

2. Мясо условно-годное – мазки-отпечатки окрашены удовлетворительно, так как тканевый сок содержит больше плотных веществ (начало распада тканей). В полях просмотра видны кокки и небольшое число палочек.

3. Мясо несвежее – мазки сильно окрашены, так как к стеклу прилипает большое количество распавшейся ткани. В полях просмотра много палочек и кокков. При сильном разложении кокки почти отсутствуют, обнаруживаются в основном палочковидные формы бактерий. 

Проникновение бактерий в толщу мяса свидетельствует о снижении его качества. На этом основано (ГОСТ 23392-78) бактериоскопическое исследование мяса, позволяющее быстро установить степень его свежести. При этом определяют количество бактерий и степень распада мышечной ткани путём микроскопирования окрашенных по Граму мазков-отпечатков (см. табл. 3).
Таблица 3

Определение свежести продукта по мазкам-отпечаткам
	Степень свежести мяса
	Показатели бактериоскопической пробы 
(в поле зрения микроскопа)

	Свежее
	Микроорганизмы не обнаруживаются или имеются лишь единичные (до 10 клеток) кокки и палочки. Следов распада мышечной ткани нет

	Сомнительная 
свежесть
	Обнаруживаются не более 30 кокков или палочек, а также следы распада мышечной ткани: ядра мышечных волокон в состоянии распада, исчерченность волокон слабо различима

	Несвежее
	Обнаруживается свыше 30 кокков или палочек. Наблюдается значительный распад мышечной ткани: почти полное исчезновение ядер и полное исчезновение исчерченности мышечных волокон


Анализ исследования
Задание 5.1. Подсчитать общее количество колоний (количественный учёт) и сделать вывод о чистоте объекта исследования (мяса, мясопродуктов, рыбы), анализируя посевы на МПА или ПАС. 
При глубинном посеве с использованием метода разведения расчёт производить по формуле 
Хб = nк × 101,

где 101 – степень разведения.
При поверхностном посеве 0,01 мл разведения (степень разведения 10–2) степень разведения для подсчета – 102.

При подсчёте общего числа микробов (Хмо) в 1 см3 продукта нужно количество колоний (nк) умножить на степень разведения.

2. Подсчитать количество колоний кишечной палочки на среде Эндо, сделать вывод о чистоте объекта, определив коли-индекс.

Задание 6. Визуально изучить колонии, сгруппировать в типы по похожести, отобрать для исследования изолированно расположенные колонии из разных типов и описать культуральные признаки по схеме (см. с. 77).

Задание 7. Микроскопическое исследование. Из изученных и описанных колоний сделать фиксированные мазки, окрасить простым методом и по Граму. Мазки на стекле пронумеровать в такой же последовательности, что и колонии в чашке. Можно делать мазки на отдельных стёклах. Микроскопировать ×1500. Оформить протокол исследования. Описать микробную картину. Сделать отчёт. 

Лабораторная работа 20

Микробиологический анализ яиц
Цель работы: определить качество яиц, исходя из общей обсеменённости микробами; выявить санитарно-показательные микроорганизмы.
Микробы попадают в яйцо не только во время его формирования, но и при его хранении. С поверхности яйцо защищено скорлупой, которая имеет поры диаметром от 4 до 10 мкм. Через поры микробы проникают внутрь яйца. Особенно этому способствуют повышенная влажность и температура. В содержимом поражённых яиц обнаруживают вульгарного протея Proteus vulgaris, кишечную палочку Escherichia coli и другие энтеробактерии, псевдомонады из рода Pseudomonas, то есть в основном те бактерии, которые способны передвигаться. В зависимости от места хранения через поры, кроме бактерий, могут проникать плесневые грибы (чаще это представители родов Penicillium, Aspergillus, Cladosporium) и дрожжи. Белок яйца – хорошая среда для развития микробов. Чаще поражаются старые яйца, в которых во время хранения понижаются защитные силы, нейтрализуется лизоцим. Свежие яйца обладают естественным иммунитетом. Больше лизоцима содержится в яичном белке кур (5,71 мг/мл) и меньше – в белке яиц водоплавающей птицы: уток (1,80 мг/мл), гусей (0,38 мг/мл). Развитие микробов в белке яиц ведёт к порче продукта. У таких яиц видны при просвечивании колонии микробов в виде тёмных пятен и точек.

Особенно опасно яйцо водоплавающей птицы (уток, гусей), оно часто бывает заражено сальмонеллами, микобактериями и другими возбудителями инфекционных болезней. Поэтому их запрещено использовать для продажи и употреблять при изготовлении мороженого, майонеза и кулинарных изделий. Такие яйца в специально маркированной таре отправляют на хлебопекарные предприятия для выработки мелкоштучных изделий из теста при высокотемпературной обработке. Яйца можно употреблять только после проварки в кипящей воде в течение 13–14 мин.

Постановка исследования
Задание 1. Провести пробу с погружением яйца в воду. Яйцо осторожно погружают тупым концом в стакан с водой. При этом испорченное яйцо стоит на дне и не всплывает, свежее – ложится на дно стакана.

Задание 2. Сделать мазок из содержимого испорченного яйца, окрасить по Граму и микроскопировать при увеличении ×1500. По составу и количеству микробов сделать вывод о процессах, происходящих в яйце.

Задание 3. Провести исследование на наличие кишечных палочек, сальмонелл, вульгарного протея. Для этого осуществить посев 0,1 мл из разведения 10–1 на среду Эндо методом растирания по поверхности питательной среды. Культивировать при температуре 37 оС в течение 2–3 суток.

Анализ исследования
Задание 4. Визуально изучить посевы. Отобрать для исследования колонии Escherichia coli, при отсутствии их – колонии других кишечных бактерий из семейства Enterobacteriaceae (розовые и красные без металлического блеска). Сгруппировать в типы, описать.

Задание 5. Микроскопическое исследование. Исследовать колонии, мазки можно делать по 2–3 на одном стекле. Подписать, нумерацию сохранить такую же, как у колоний, отобранных для исследования. На среде Эндо кишечная палочка даёт характерные тёмно-красные колонии с металлическим блеском. Проводят окраску мазка по методу Грама. Кишечная палочка грамотрицательна. Подсчитывают количество колоний в чашке Петри и определяют коли-индекс, заполнив следующую таблицу:
	Количество пробы
яйца
	Количество колоний 
на среде Эндо
	Коли-индекс

	
	
	

	
	
	


Примечание. Коли-индекс – это количество кишечных палочек, которое содержится в 1 мл яйца.
Получение элективной культуры протея

Цель работы: получить элективную культуру протея.

Протей (Proteus vulgaris) широко распространён в природе. Он часто встречается в недоброкачественном мясе, яйцах и других белковых продуктах. Накопление его в продуктах может стать причиной отравления человека. Наличие протея в продуктах свидетельствует о нарушении санитарных норм при разделке туш, обработке яиц, в местах торговли и т.д. 
Особенностью протея является его активная подвижность, используемая для получения элективной культуры. Если материал, загрязнённый протеем, внести в конденсационную воду скошенного агара, то через сутки инкубации на поверхности агара можно обнаружить характерный тонкий, волнообразный, голубовато-серый налёт его «роения», «опережающий» сопутствующую флору.
Постановка исследования
Задание 1. В пробирку со скошенным МПА в конденсационную воду опустить кусочек несвежего мяса так, чтобы он не коснулся поверхности среды. Для этого пробирку держать горизонтально, агаром кверху, кусочек мяса пинцетом или бактериальной петлёй поместить на стенку пробирки и закрыть её пробкой.

Инкубировать при температуре 37 оС 24 часа.

Анализ исследования
Задание 2. Проанализировать и описать характер роста культуры. Приготовить микробиологический препарат, окрашенный по Граму. Микроскопировать ×1500. Оформить протокол исследования, описать микробную картину.
Вопросы для самопроверки

1. Каковы причины эндогенного и экзогенного обсеменения мяса микробами?
2. Каковы факторы, влияющие на развитие микробов при созревании мяса?

3. Что такое пороки мяса микробного происхождения и каковы причины, способствующие их развитию?

4. Что такое токсикоинфекция и токсикозы? Микробы, вызывающие токсикоинфекцию и токсикозы.
5. Возбудители каких инфекций передаются через мясо?

6. Что понимается под физическими и химическими методами консервирования мяса? Какие из них более надёжны?

7. Как и почему содержимое яиц поражается микробами?

8. Какие микроорганизмы вызывают гниение и плесневение яиц?

9. Яйцо какой птицы как источник заражения потенциально более опасно? Как проводят обеззараживание таких яиц?

10. Способы консервирования яиц, их положительные и отрицательные стороны.
ВОЗБУДИТЕЛИ БОЛЕЗНЕЙ, ФОРМИРУЮЩИЕ КОЛОНИИ 

НА УНИВЕРСАЛЬНЫХ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕДАХ
 При выделении микроорганизмов возможен рост на универсальных средах возбудителей болезней, передающихся человеку от животных через молоко, яйца, мясо и другие пищевые продукты. Такими микроорганизмами являются:
1. Возбудитель сибирской язвы (Bacillus anthracis). Это крупная палочка, концы клеток которой, обращенные друг к другу, резко обрублены; чаще всего клетки располагаются цепочкой, но могут располагаться одиночно и попарно. По Граму палочка красится положительно, неподвижна. В организме образует капсулу, вне организма при наличии влаги, кислорода и при температуре 12–42 оС формирует внутри клетки спору овальной формы, располагающуюся в центре, не превышающую её диаметра. Аэроб. Вегетативные клетки погибают при 75 оС через 2–3 мин. Споры термоустойчивы: выдерживают кипячение в течение более часа и даже автоклавирование до 10 мин, десятки и сотни лет сохраняются в почве. Возбудитель образует сложный экзотоксин. 

На МПА (ph 7,0–7,4) образует через 16–24 ч культивирования серовато-белые шероховатые или матовые с серебристым оттенком, локонообразными (состоят из длинных нитей, образуемых клетками возбудителя) краями колонии, напоминающие под лупой «головку медузы» или «гриву льва». 

2. Возбудитель рожи свиней (Erysipelothrix insidiosa). Возбудитель поражает главным образом молодняк животных (3–12 мес.). Это тонкая, прямая или слегка изогнутая палочка длиной 1–1,5 мкм и шириной 0,2 мкм. Располагается одиночно, парами, иногда в виде нитей или небольшими кучками. Спор и капсул не образует, неподвижна, по Граму красится положительно. Факультативный анаэроб – микроаэрофил. Образует сероводород. 

 На МПА образует едва заметные круглые прозрачные колонии, напоминающие капельки росы.

3. Возбудитель листериоза (основной возбудитель Listeria monocytogenes). Листерии – мелкие полиморфные (иногда овоидной или кокковидной формы) палочки, по Граму красятся положительно, спор и капсул не образуют, подвижны. Температурный диапазон развития – 25–60 оС, оптимум – 30–37 оС, могут развиваться при 0 оС, не погибают при замораживании. Факультативный анаэроб. Не образуют сероводород, продуцируют каталазу.

 Обладают высокой способностью приспосабливаться к окружающей среде: во льду сохраняют жизнеспособность 5,5 мес., в крепких солёных растворах (содержащих 30% соли) при температуре 4 оС – 2 мес.

Listeria monocytogenes выделена из многих пищевых продуктов, в том числе из мяса (в мороженых баранине сохраняется 20 дней, свинине – 14 мес.), колбас, сырого молока, мороженого, мягкого сыра, рисового супа, мороженых и консервированных омаров, крабов, салатов, разнообразных холодных закусок.

Заболевание характеризуется сепсисом (острым и хроническим), явлениями менингоэнцефалита, который в большом проценте случаев приводит к смертельному исходу. Встречаются лёгкие формы болезни и бактерионосительство. 

 На МПА формирует прозрачные, мелкие, округлой формы росинчатые колонии, края ровные. 

При микроскопировании клетки располагаются в виде частокола или латинской буквы V и поодиночке. 

4. Возбудитель сальмонеллёза (род Salmonella). Мелкие, короткие палочки с закруглёнными концами, тоньше кишечной палочки, длиной 2–3 мкм, шириной 0,6 мкм, подвижные (кроме одного вида), спор и капсул не образуют, грамотрицательные. Факультативные анаэробы. Температурный диапазон 5–46 оС, культивируют при оптимальной температуре 37 оС, но хорошо растут и при 18–20 оС, кислотность сред 7,2–7,6. При охлаждении до 0 оС сохраняют жизнеспособность в течение 142 дней, при кипячении гибнут мгновенно.
Сальмонеллы содержат термостойкие эндотоксины, которые, попадая с мясными и другими пищевыми продуктами в пищу, вызывают отравление у человека.

Сальмонелл выделяют из молочных продуктов, яйцепродуктов, мяса уток, гусей, кур, индеек, кремов, сливочного масла, студней, ливерных и кровяных колбас, варёных овощей, рыбопродуктов. Распространителями их могут быть мухи, мыши, крысы. 

Сальмонеллёзная токсикоинфекция у человека проявляется через несколько часов после употребления заражённых продуктов. Острота и длительность заболевания различны. Некоторые из переболевших остаются бактерионосителями. Три основных типа сальмонеллёза – брюшной тиф, гастроэнтерит и септицемия.
На МПА сальмонеллы формируют круглые, выпуклые, гладкие, полупрозрачные, с ровными краями колонии. Со временем появляются слизистые валы. 

5. Бактерии группы кишечных палочек – возбудители колибактериоза. К ним относятся роды Escherichia (E. coli), Citrobacter, Enterobacter. Бактерии представляют собой мелкие короткие палочки, в основном подвижные, грамотрицательные, не образующие спор и капсул. Факультативные анаэробы. Кислотность среды 7,2–7,4, оптимальная температура 30–37 оС, диапазон температур роста 5–46 оС, хорошо растут и при комнатной температуре. Рост кишечной палочки при температуре 43–46 оС позволяет выделить её из мяса и мясопродуктов, воды, молока и др. субстратов. 

При нагревании до 60 оС E. coli погибает через 15–20 мин, при 75 оС – через 4–5 мин. 

E. coli (кишечная палочка) – постоянный обитатель желудочно-кишечного тракта человека и теплокровных животных, выполняет в организме важную функцию – синтезирует витамины К, В, U и антимикробные вещества – колицины, воздействующие на сальмонеллы, шигеллы и другие патогенные бактерии. В то же время среди кишечных палочек встречаются варианты, способные вызывать острые кишечные заболевания. Они получили название энтеропатогенных кишечных палочек, образуют термостабильные эндотоксины, а некоторые штаммы образуют и экзотоксины, которые часто являются причиной острых желудочно-кишечных болезней молодняка сельскохозяйственных животных, человека и особенно детей.

Пищевые токсикоинфекции, вызванные этим микробом, чаще всего связаны с употреблением мясных и молочных продуктов (готовые блюда из рубленого мяса, домашняя простокваша, кефир, творог) и блюд из сырых овощей и фруктов.

Во внешней среде кишечная палочка живет недолго, поэтому обнаружение её в различных пищевых субстратах говорит о свежем фекальном загрязнении. 

На МПА бактерии кишечной палочки формируют выпуклые колонии круглой формы, с ровными краями, полупрозрачные, с серовато-голубоватым оттенком, со временем принимают серо-белый цвет.

Дифференциально-диагностические среды (Эндо, Левина, Плоскирёва) служат для дифференцировки бактерий рода Escherichia от сальмонелл. Эшерихии способны ферментировать лактозу. На среде Эндо кишечная палочка, разлагая лактозу до молочной кислоты, восстанавливает обесцвеченный сульфитом натрия индикатор (краситель – фуксин), образует колонии красного цвета с металлическим блеском. На среде Левина E. coli образует колонии чёрного цвета, на среде Плоскирёва – розового.

6. Бактерии рода Proteus. Это мелкие, коккоподобные, грамотрицательные палочки разной длины, иногда встречаются нитевидные формы, очень подвижные, спор и капсул не образуют. Факультативные анаэробы. Хорошо культивируются на простых средах с кислотностью 7,2–7,4 при оптимальной температуре 25–37 оС. Диапазон роста 5–43 оС. Выдерживают нагревание до 65 оС в течение 30 мин, pH – в пределах 3,5–12, отсутствие влаги – до 1 года, высокую концентрацию поваренной соли (13–17%) – в течение 2 суток. Обладают протеолитической способностью. Устойчивы к посолу (10–12% NaCl). Обитают в кишечнике человека и теплокровных животных. Два вида протея – P. vulgaris и P. mirabilis – вырабатывают кишечные яды – энтеротоксины. Чаще всего протей развивается в мясных, рыбных продуктах, особенно в измельчённых овощных гарнирах, салатах. Инкубационный период 4–20 ч. 

На МПА колоний не формируют, а образуют вуалеобразный налёт, стелющийся по поверхности среды.
На среде Плоскирёва образуют изолированные полупрозрачные колонии средней величины.
7. Бактерии из рода Clostridium: 
Cl. perfringens. Микроорганизм вырабатывает токсины. Это крупная, грамположительная, неподвижная, прямая, толстая палочка 2–6 мкм на 0,8–1,5 мкм, образует спору и капсулу. Спора чаще всего располагается субтерминально. Анаэроб. Культивируется при температуре 37–43 оС. Диапазон температур 6–50 оС, кислотности 6,0–7,5. Оптимальная температура 45 оС и кислотность среды 6,5 обеспечивают продолжительность генерации около 10 мин. Не развивается в кислой среде с кислотностью ниже 3,5–4,0 и в среде, содержащей 10–12% хлорида натрия. Споры выдерживают кипячение в течение 30–60 мин, а у отдельных штаммов – до 6 ч. Микроорганизм бурно ферментирует лактозу, но не образует каталазы. 
Из шести типов один штамм – тип А – вызывает пищевые токсикоинфекции. Энтеротоксины высвобождаются из вегетативных клеток в период образования зрелых спор. Этот микроб является естественным обитателем кишечника человека и животных. 

Из продуктов животного происхождения наибольшую обсеменённость имеют мясо и мясопродукты, молочные продукты (обсеменённые вегетативными клетками), рыба и морепродукты, а из растительных – мука, крупы, бобовые, пряности, зелень, свежие овощи (обсеменённые спорами).

Cl. botulinum – возбудитель ботулизма. Крупные палочки длиной 3,4–8,6 мкм и шириной до 1,3 мкм, подвижные до момента спорообразования, перитрихи, грамположительные, капсул не образуют, строгие анаэробы, споры расположены субтерминально – в виде теннисной ракетки, ложки, лодочки. Оптимальная температура роста 30–40 оС, pH 7,2–7,4. Споры при 100 оС сохраняют жизнеспособность в течение 6 ч, в спирте – в течение 2 мес., при 120 оС погибают через 10 мин, прорастают при концентрации хлорида натрия до 6–8%. Вегетативные клетки перестают развиваться и размножаться при pH 4,4 и температуре 10–12 оС и ниже, при 80 оС они погибают в течение 15 мин. Оптимальная температура для развития и размножения 20–37 оС.
Ботулотоксины (нейротоксин (самый сильнодействующий из известных в мире ядов) и гемолизин) характеризуются высокой устойчивостью к действию протеолитических ферментов, кислот и низких температур, однако инактивируются под влиянием щелочей и высокой температуры: при 80 оС – через 30 мин, при 100 оС – через 15 мин. Широко распространены в окружающей среде. Продукты растительного происхождения загрязняются через почву.
8. Бактерии из рода Bacillus. Bacillus cereus. Это крупная спорообразующая, грамположительная, подвижная палочка. Аэроб. Оптимальная температура культивирования 30–32 оС при кислотности 9–9,5, минимальная температура 5–10 оС. При pH 4,5–5 прекращает своё развитие. Бацилла устойчива к высокой концентрации соли (до 10–15%) и сахара (до 40–60%). Споры термоустойчивы и могут сохраняться в продукте не только при кулинарной обработке, но даже и при стерилизации консервов. 

Bacillus cereus выделяют из различных продуктов животного и растительного происхождения, а также из ряда сухих продуктов – молока, яичного порошка, суповых концентратов.

Органолептические изменения не наблюдаются даже при накоплении в 1 г продукта 105–10 6 клеток.

Bacillus cereus продуцирует энтеротоксин, но отравление могут вызвать образовавшиеся под влиянием протеолитических ферментов этих бацилл продукты расщепления белка (например, токсичные амины). Инкубационный период от 4 до 16 ч, длительность заболевания 1–2 суток.

При культивировании на МПА образует крупные колонии с изрезанными краями или налёт белого цвета, иногда с мучнистой поверхностью. 

При микроскопировании клетки располагаются в виде цепочек или пакетообразных скоплений, реже – отдельно друг от друга.

9. Бактерии из рода Staphilococcus. Аэробы и факультативные анаэробы. Бактерии неприхотливы к питательным средам. Культивируются при оптимальной температуре 32–37 оС, при кислотности среды 7,2–7,6. Развиваются при температуре от 10 до 43 оС. Оптимальная температура для размножения 22–37 оС. Стафилококки устойчивы к нагреванию: при 80 оС погибают только через 10 мин. Энтеротоксины Staphilococcus aureus (золотистый стафилококк) инактивируются после 2,5–3 ч кипячения. Данный вид обладает устойчивостью к концентрации поваренной соли – до 12%, сахара – до 60%, что необходимо учитывать при консервировании пищевых продуктов. 
При культивировании бактерий на МПА через 12–24 ч появляются круглые, диаметром 2–4 мм, выпуклые, с ровными краями колонии цветов: белого – S. epidermidis (кожный), оранжевого – S. aureus (золотистый), лимонно-жёлтого – S. saprophyticus (сапрофитный). У некоторых штаммов колонии золотисто-жёлтого цвета. 
Выделяют из молока, мяса, продуктов их переработки, мучных кондитерских изделий с заварным кремом, из других пищевых продуктов и кулинарных изделий.

У человека стафилококковая инфекция локализуется на кожных покровах, в носоглотке, кишечнике, других органах.

Стафилококк, находясь в молоке, продуцирует токсины при комнатной температуре через 8 ч, при температуре 35–37 оС – в течение 5 ч; в мясном фарше, сыром и варёном мясе при 22–37 оС – через 14–26 ч, а при добавлении в фарш хлеба скорость образования токсинов увеличивается в 2–3 раза, в готовых котлетах – через 3 ч, в печёночном паштете – через 10–12 ч; в кулинарных изделиях с заварным кремом – через 4 ч. Вакуумная упаковка мясопродуктов ингибирует рост стафилококков. 

Патогенные и сапрофитные стафилококки имеют одинаковые морфологические и отчасти биохимические свойства, поэтому дифференциация патогенных стафилококков от непатогенных имеет большое практическое значение.
Таблица 4

Дифференциация патогенных стафилококков от непатогенных 
и условно-патогенных
	Свойство
	Вид

	
	S. aureus

патогенный
	S. epidermidis
условно-патогенный
	S. saprophyticus
непатогенный

	Выделение коагулазы
	+
	±
	–

	Гемолиз (растворение) эритроцитов
	+
	±
	–

	Лецитиназная активность
	+
	±
	–

	Ферментация маннита
	+
	±
	–

	Разжижение желатина
	+
	±
	–

	Свёртывание молока
	+
	±
	–

	Выделение фермента фибринолизина
	+
	±
	–


Условные обозначения: + наличие свойства; – отсутствие свойства; ± свойство может быть выявлено в зависимости от условий существования или культивирования.

Токсигенные стафилококки выделяют токсины, обладающие следующими свойствами: гемотоксин лизирует эритроциты, лейкоцидин разрушает лейкоциты, некротоксин вызывает некроз тканей, летальный токсин – гибель животных, энтеротоксин – пищевые отравления. Энтеротоксин является самым термостойким из всех известных токсинов: выдерживает кипячение в течение 2 ч. Способность стафилококков выделять фермент – коагулазу, свёртывающую плазму крови, – это важнейший признак их патогенности.

Патогенные стафилококки вызывают пептонизацию белков. Вследствие этого появляется порок пищевых продуктов – горький вкус. Некоторые штаммы выделяют фермент липазу, разлагают жиры и вызывают порок – прогорклый вкус.

Патогенные коагулазоположительные стафилококки при развитии в продуктах (молочных и мясных) в большинстве случаев продуцируют энтеротоксин.

10. Бактерии из рода Streptococcus. Грамположительные, неподвижные кокки, диаметр клеток 0,8–1 мкм, спор и капсул не образуют. Формируют короткие и длинные цепочки.
Потенциально опасными из энтерококков являются штаммы Streptococcus faecalis. Размножаются при температуре от 10 до 15 оС, устойчивы к высыханию, воздействию низких температур, при 85 оС погибают в течение 10 мин. 
Стрептококки на МПА формируют серовато-белые колонии диаметром до 1 мм, но плохо растут на универсальных средах.
Патогенные стрептококки в процессе жизнедеятельности выделяют токсины: эритрогенный токсин – гемолитический стрептококк Str. haemoleticus (вызывает полный гемолиз эритроцитов – β-гемолиз); гемолизин – зеленящий стрептококк Str. viridans (вызывает частичное разрушение структуры эритроцитов, вокруг колоний образует зелёную зону гемолиза – α-гемолиз). Гемолизин, стрептолизин, а также токсин, вызывающий пищевые отравления, при кипячении погибают немедленно, режимы пастеризации обезвреживают патогенные стрептококки. 

Негемолитические стрептококки (Str. anhaemolyticus) не изменяют эритроцитов.
Вопросы для самопроверки
1. Что собой представляют возбудители бактериальных инфекций? Какие заболевания они вызывают?
2. Что собой представляют возбудители бациллярных инфекций? Какие заболевания они вызывают?

3. Какие бациллярные инфекции могут передаваться от животных через сырье и пищевые продукты (назовите, какие) к человеку?

4. Какие бактериальные инфекции могут передаваться от животных через сырье и пищевые продукты (назовите, какие) к человеку?
5. Какова характеристика основных возбудителей дерматомикозов?

6. Что собой представляют возбудители вирусных инфекций? Чем они характеризуются? Как они устроены? РНК- и ДНК-содержащие вирусы и болезни, ими вызываемые?

учебно-исследовательская 
И НАУЧНО-ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКАЯ работа студентов

Порядок выполнения работы по выбранной теме исследования
1. План микробиологического исследования продумать заранее. Изучить теорию вопроса. Продумать и выбрать методику исследования. Подсчитать необходимое количество посуды (чашек Петри, колб конических и круглодонных, градуированных пипеток, цилиндров, пробирок, шпателей, пинцетов, скальпелей, стаканов, палочек, трубочек), количество стерильной воды или физиологического раствора. Сделать расчёт питательных сред и заявку на оборудование и посуду.

2. Осуществить методы смыва и предельного разведения, посев на твёрдую питательную универсальную, или дифференциально-диагнос-тическую, или элективную, или специальную среду (в зависимости от объекта исследования и поставленной задачи) из нужного разведения, а из проб воды (колодезной, водопроводной, минеральной), напитков, соков, вин, молока сделать посев без разведения.
3. Выбрать оптимальный режим, срок культивирования микроорганизмов и вырастить микробную культуру.

4. Изучить рост микробной культуры в процессе культивирования (просмотр вести каждые сутки). Результаты фиксировать.

5. По окончании культивирования визуально изучить колонии, сформировавшиеся на поверхности твёрдой питательной среды; изменения в опытах на жидких синтетических средах.

6. Колонии, выросшие на твёрдых питательных средах, сгруппировать в типы по похожести и описать, отметить, какие колонии преобладают: на поверхности – поверхностные, в среде – глубинные, под питательной средой – донные.
7. Произвести количественный учёт – подсчитать развившиеся колонии и вычислить (по формуле) количество микроорганизмов в 1 г почвы, зерна, крупы, муки, комбикормов, биопрепаратов, семян, растительной массы и др.; в 1 мл воды различных источников, водопроводной, минеральной, напитка, лимонада, сока, молока, вина и др.; в 1 м3 воздуха; на 1 см3 мяса, мясопродуктов, рыбы, хлеба и др.

8. Оформить соответствующие записи и отчёт. Сделать вывод о результатах количественного учёта.

9. Проанализировать характер роста колоний в чашках Петри и отобрать для исследования изолированно расположенные колонии различных типов, описать культуральные признаки по схеме (см. с. 77).

10. Провести микроскопическое исследование, приготовив простые и сложные микробиологические препараты из отобранных для исследования колоний. Оформить протокол исследования.
11. Сделать вывод о результатах проведённого исследования: сравнить данные количественного учёта с показателями ГОСТа, СанПиН или с данными литературных источников; указать, какие микроорганизмы выявлены, отметить наличие спорообразующих бактерий и плесневых грибов. Сделать заключение об общей обсеменённости и наличии санитарно-показательных микроорганизмов, качестве сырья или продукта по микробиологическим показателям, о возможных путях обсеменения объекта исследования. Изложить рекомендации по предотвращению попадания микроорганизмов в продукты или сырьё и сохранению сырья и продуктов высокого качества.

При выполнении работы пользоваться данными рекомендациями и методическими указаниями к лабораторным работам 16–20.


Возможные схемы выполнения исследований по некоторым темам*

Микрофлора почвы
Определение колониеобразующих единиц (КОЕ) в почве

1. Посев почвенного образца произвести методом смыва с последующим предельным разведением в сочетании с глубинным посевом.

2. Количественный учёт численности микроорганизмов в 1 г образца почвы осуществить по формуле
Хмо = nк × степень разведения,
где Хмо – количество бактерий/грибов в 1 г почвы;
       nк – среднее число колоний в чашках Петри. 
 
Степень разведения 10–8–10–10.
3. Заполнить нижеприведённую таблицу.
	Тип почвы
	Количество микроорганизмов 
в зависимости от типа почвы

	
	

	
	


Получение микробного пейзажа (стекла обрастания по Н.Г. Холодному)


Метод непосредственного микроскопического изучения почвенных микроорганизмов разработал академик Н.Г. Холодный.

1. В почве сделать небольшой разрез и плотно приложить к нему стерильное обезжиренное предметное стекло (стёкла) и закопать. Место отметить. Закопанное стекло вскоре покроется почвенным раствором, к его поверхности прилипнут органические и минеральные коллоидные частички, и в этой среде начнут размножаться микроорганизмы, которые образуют ценозы, характерные для данной почвы в данное время.

2. По истечении срока экспозиции (обычно через 1 месяц) стекло отделить от почвы, подсушить на воздухе и фиксировать в пламени горелки. Осторожно отмыть зафиксированный препарат водой от крупных частиц (для этого оставить стекло в стакане с водой на 1 ч). После окрасить фуксином, эритрозином. Промыть водой, подсушить фильтровальной бумагой. 

3. Микроскопирование. На абсолютно сухой препарат нанести иммерсионное масло и микроскопировать вначале при увеличении ×300, ×600, а затем – ×1500. Оформить протокол исследования. Составить описание микробной картины.
Определение токсичности почв в отношении высших растений 
методом почвенных пластинок


Степень токсичности определяют по разнице в количестве проросших семян и длине проростков и корней в опытном варианте и контроле. Токсичными считаются почвы, вызывающие угнетение прорастания семян на 20–30% и более.

Определение токсичности почв необходимо проводить на свежих семенах, так как после хранения образцов реакция на токсичность значительно изменяется.

1. Поставить опытный вариант исследования: почву, определяемую на токсичность, с помощью пинцета освободить от крупных корневых остатков и тщательно перемешать металлическим шпателем. Навеску в 60 г поместить в чашку Петри. Почву увлажнить водой до состояния сухой пасты и тщательно размазать по чашке до получения ровной поверхности. Семена испытуемого растения предварительно замочить в водопроводной воде на 1 сутки, а затем разложить по поверхности почвы. Количество семян – от 10 до 50 в зависимости от размера семян. Лучше брать мелкие семена с небольшим запасом питательных веществ, т.е. семена, более подверженные влиянию внешней среды (пшеница, вика, горчица и др.).

2. Поставить контрольный вариант: семена того же растения замочить в воде на 1 сутки. В чашку Петри положить вату и – сверху – фильтровальную бумагу, смочить водой и разложить такое же количество семян, как и в опытном варианте.

Проращивание семян в обоих вариантах проводить при температуре 25 оС в течение 5–7 дней. Каждый день смачивать их равным объёмом воды.

3. По окончании проращивания подсчитать количество проросших семян в опытном и контрольном вариантах. Замерить длину проростков и корней. Сделать вывод о токсичности почвы.

Микрофлора растений:
эпифитная и ризосферная микрофлора (сырьё для пищевых продуктов и пищевые продукты растительного происхождения)
1. Посев эпифитной микрофлоры с семян пшеницы, ячменя, овса и другого урожая разных лет; с круп, муки, сухариков, макаронных изделий; с комбикормов произвести методом смыва с последующим разведением в сочетании с глубинным или поверхностным посевом.

2. Количественный учёт – расчёт количества микроорганизмов на 1 г – осуществить по формуле 
Хмо = nк  × степень разведения.
Рекомендуемая степень разведения 10–5–10–9.

3. Посев микроорганизмов зоны корня (ризосферных микроорганизмов) произвести методом смыва с использованием метода разведения, глубинным либо поверхностным посевом по методикам выявления ризосферной микрофлоры Е.Ф. Берёзовой, Н.А. Красильникова, Е.З. Теппер. 
 
Для количественного учёта используют формулу Хмо = nк × степень разведения.

Рекомендуемая степень разведения 10–8–10–10.
Микрофлора воды, соков, напитков, вин
1. Посев микрофлоры речной, водопроводной, минеральной воды, напитков, соков, вина произвести без разведения и с учётом предполагаемого загрязнения микроорганизмами, с использованием метода разведения, поверхностным или глубинным посевом на универсальные и дифференциально-диагностические среды. Использовать моделирование режима хранения при разных температурах в период, предшествующий исследованию.
2. Подсчёт (количественный учёт) сделать, используя формулу
Хб = nк × степень разведения.
Степень разведения для речной воды 10–3–10–5 в зависимости от степени загрязнения, для других объектов – 10–2 –10–4.

3. При посеве на питательную среду (среду Эндо, Плоскирёва) с целью выделения бактерий из группы кишечной палочки произвести подсчёт коли-титра и коли-индекса. 

Микрофлора воздуха
Определение общей бактериальной загрязнённости воздуха

1. Посев произвести методом осаждения микроорганизмов на поверхность плотной питательной среды в чашке Петри (по Коху). Осуществляя посев микроорганизмов, выбрать не только разные помещения, но и в одном помещении чашки экспонировать на различных высотах и в разных точках. Для большей достоверности в каждой точке осуществить посев в несколько чашек Петри (несколько повторностей).

2. Количественный учёт. Для подсчёта использовать формулу Омелянского
	Хмо
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где Хмо – количество микроорганизмов в 1 м3 воздуха;
       а – количество колоний в чашке Петри;
       в – площадь чашки;
      Т – время, в течение которого осуществлялся посев на питательную среду; 

      5 – время по правилу Омелянского;
     10 – объём воздуха в литрах.
Изучение загрязнения воздуха микроорганизмами

1. Установить заселённость воздуха микробами в разных помещениях, на открытом воздухе и уточнить зависимость количества микробов от высоты. Результаты исследования занести в нижеприведённую таблицу.
	Исследуемое место/

помещение
	Дата
	Высота 
расположения чашек при 
посеве
	Время
	Число клеток в 1 м3

	
	посева
	учёта
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


Анализ бактериальных препаратов
1. Осуществить посев образца из бактериальных удобрений или биопрепарата для защиты растений методом смыва с использованием предельных разведений в сочетании с глубинным посевом.

2. Количественный учёт численности микроорганизмов в 1 г образца произвести по формуле
Хб = nк  × степень разведения,
где  Хб – количество бактерий в 1 г бактериального удобрения или биопрепарата;
        nк – среднее число колоний в посеве в чашках Петри. 

Рекомендуемая степень разведения 10–6–10–8. 
3. Заполнить нижеприведённую таблицу.
	Вид биоудобрения или биопрепарата
	Количество микроорганизмов в 1 г

	
	


Значение питательных элементов для микробов
 Установить значение отдельных питательных элементов для развития микробов на примере грибов родов Аspergillus, Mucor, Penicillium и результаты исследования занести в нижеприведённую таблицу *.
	Вариант опыта
	Число спор в 1 мл 
суспензии, инокулированной в среду
	Срок

культивирования
	Результаты



	Полная питательная среда (ППС)
	
	
	

	ППС без азота 
	
	
	

	ППС без калия
	
	
	

	ППС без фосфора
	
	
	

	ППС без углерода
	
	
	

	ППС без зольных элементов
	
	
	

	ППС с Zn
	
	
	


* Условия культивирования для всех вариантов идентичны.

Влияние факторов внешней среды на микроорганизмы
Влияние температуры на рост микроорганизмов
Выявить оптимальную температуру для роста исследуемой культуры и заполнить нижеприведённую таблицу.
	Микроорганизмы
	Даты
	Количество колоний и характер роста

	
	посева
	учёта
	Температура культивирования, оС

	
	
	
	0
	+22
	+37

	
	
	
	
	
	


Действие бактерицидных веществ на микроорганизмы
Исследовать чувствительность различных микроорганизмов (неспорообразующих палочковидных бактерий, бацилл, пигментообразующих бактерий) к действию фитонцидов (лук, чеснок, хрен, лесная земляника и др.) и антибиотических веществ.
Результаты описать и зафиксировать на рисунках (см. рис. 18–21).

 
 




	Рис. 18. Схема посева: овал – частицы растения, выделяющего фитонциды; четыре сектора – посевы тест-организмов
	Рис. 19. Схема посева: широкая полоса – посев антагониста; штрихи – посевы тест-организмов









	Рис. 20. Схема посева: диск в центре 
пропитан антибиотиком; шесть секторов – посевы тест-организмов
	Рис. 21. Схема посева: три диска пропитаны разными антибиотиками и разложены на посев одного тест-организма


Определение антибиотических свойств
Определить антибиотическую активность исследуемого актиномицета и антибиотическую устойчивость тест-организмов. Результаты описать и зафиксировать на рисунках (см. рис. 22–23).
1. Использовать метод перпендикулярных штрихов.






Рис. 22. Схема посева: широкая полоса – рост актиномицета; 

штрихи – посевы тест-организмов
2. Использовать метод дисков.






Рис. 23. Схема посева: круг в центре – диск, пропитанный антибиотиком; 

штрихи – посевы тест-организмов

3. Заполнить нижеприведённую таблицу и сделать выводы.
	Тест-организмы
	Зоны подавления роста тест-организмов антибиотиками, мм

	
	Повторность
	Среднее значение

	
	1-я
	2-я
	

	
	
	
	


Изучение действия химических веществ на жизнедеятельность микробов
Изучить действие химических веществ различных концентраций (формалина, фенола, хлорамина и др.) на рост микробов и возможность использования их как дезинфицирующие средства. Результаты описать и отобразить на рис. 24.





Рис. 24. Схема посева: три диска фильтровальной бумаги, 

пропитанные химическими соединениями
Примечание. Предложены основные схемы выполнения исследований. В исследовании по каждой теме возможно моделирование постановки и анализа исследования. Обязательным во всех работах является микроскопическое изучение полученных микробных культур и оформление протокола с описанием микробной картины. 

ОСОБЕННОСТИ ПРОИЗНОШЕНИЯ ЛАТИНСКИХ НАЗВАНИЙ МИКРООРГАНИЗМОВ

Латинский алфавит включает 26 букв.
	Начертание буквы
	Название
	Произношение
	Начертание буквы
	Название
	Произношение

	А а
	a
	а
	N n
	эн
	н

	В b
	бэ
	б
	О о
	о
	о

	С с
	цэ
	ц или к
	P р
	пэ
	п

	D d
	дэ
	д
	Q q
	ку
	к

	Е е
	э
	э
	R r
	эр
	р

	F f
	эф
	ф
	S s
	эс
	с

	G g
	гэ
	г
	T t
	тэ
	т

	H h
	га
	как украинское г
	U u
	у
	у

	I i
	и
	и
	V v
	вэ
	в

	J j
	йот
	й
	W w
	дубль-вэ
	в

	K k
	ка
	к
	X x
	икс
	кс

	L l
	эль
	ль
	Y y
	ипсилон
	и

	M m
	эм
	м
	Z z
	зэта
	з (в некоторых словах негреческого происхождения произносится как ц)


Из 26 звуков – 7 гласных (A а, E е, I i, O о, J j, U u, Y у) и 19 согласных (B b, C с, D d, F f, G g, H h, K k, L l, M m, N n, P p, Q q, R r, S s, T t, V v, W w, X x, Z z).

Следует учитывать особенности произношения некоторых звуков в латинском языке при сочетании их с другими звуками.
Произношение гласных
E е произносится как русское [э]:
Acetobacter   [ацэтоба́ктэр];
Actinomyces   [актиноми́цэс];
Bdellovibrio   [бдэ́лловибрио].
Латинские согласные перед звуком [э] не смягчаются.
I i произносится как русское [и]:
Bacillus   [баци́ллус];
Clostridium   [клостри́диум];
Micrococcus   [микроко́ккус].
Y y произносится как русское [и] (встречается только в словах греческого происхождения):
Hyphomicrobium   [гифомикро́биум];
Mycobacterium   [микобактэ́риум];
Hyphomonas   [гифомо́нас];
Yersinia   [иэрси́ния].
J j  в начале слова или слога перед гласным и в середине слова между двумя гласными произносится как русское [й]:
Beijerinckia   [бэийэри́нкиа].
Произношение согласных
C с перед гласными е, i, у, дифтонгами ае, ое произносится как русское [ц]:
	Cellfalcicula   [цэльфальци́кула];
Cellvibrio   [цэ́львибрио];
Cytophaga   [цитофа́га];
Ascomycetes   [аскомицэ́тэс];
Bacillus   [баци́ллус];

Citrobacter   [цитроба́ктэр].


Перед гласными а, о, u, перед согласными и в конце слова Сс произносится как русское [к]:
	Candida   [канди́да];
Casuarina   [казуари́на];
Diplococcus   [диплоко́ккус];
Clostridium   [клостри́диум];

Bacterium   [бактэ́риум];
Coxiella   [коксиэ́лла];
Mucor   [му́кор].


H h произносится как украинское придыхательное г (х):
Hypoxulon   [гипоксило́н];
Hyphomicrobium   [гифомикро́биум];
Hyphomonas   [гифомо́нас];
Halobacterium   [галобактэ́риум];
Heliobacillus   [гэлиобаци́ллус];
Haemophilus   [гэмофи́лус].
K k употребляется редко, так как звук [k] обычно передаётся буквой с:
Klebsiella   [клэбсиэ́лла].
L l произносится мягко, как русское [л’]:
Salmonella   [сальмонэ́лла];
Leptospira   [лэптоспи́ра].
S s обычно произносится как русское [с]; если же он находится между двумя гласными или между гласным и согласными к, n, m, то как русское [з]:
	Sarcina   [сарци́на];
Seliberia   [сэлибэ́рия];
Spirillum   [спири́ллум];
Staphylococcus   [стафилоко́ккус];
Spirosoma   [спироcо́ма];
Fusarium   [фуза́риум];
Nitrosospira   [нитрососпи́ра];
Nostoc   [носто́к];
Proteus   [протэ́ус];
Aspergillus   [аспэрги́ллус];
Fluorescens     [флюорэ́сцэнс].


Q q употребляется только в сочетании с u и произносится как буквосочетание [кв].
X x произносится как [кс]:
Erysipelothrix   [эризипэло́трикс];
Coxiella   [коксиэ́лла];
Leptothrix   [лэптотри́кс].
Z z произносится как русское [з] и встречается в словах, взятых из других языков:
Zygomonas   [зигомо́нас], но     
provazekii   [прова́чека];
venezuelae   [венесуэ́ла];
Peziza   [пэци́ца].
В латинском языке часто встречаются дифтонги – это сочетание двух гласных звуков, произносимых как один звук или слог.
Дифтонг ае произносится как русское [э]:
Bacillaceae   [баци́ллацээ];
Spirochaeta   [спирохэ́та].
Дифтонг ое произносится как русское [о]:
Oedocephalium   [одоцэфа́лиум];
Gloeobacter   [глооба́ктэр].
Дифтонг аu произносится как русское [ау]:
Aulosira   [аулози́ра];

Beauveria   [бэаувэ́риа].

Дифтонг eu произносится как русское [эу]:
Pseudomonas   [псэудомо́нас];
Eubacterium   [эубактэ́риум];
Eucaryotae   [эукарио́тэ];
Leuconostoc   [лэуконосто́к].
Имеют  специфическое произношение и другие сочетания букв.

Сочетание ngu перед гласными произносится как [нгв]; su – как [св], но
Desulfotomaculum   [дэсульфотомаку́лум];
Desulfococcus   [дэсульфоко́ккус].
Сочетание ti перед гласными произносится как [ци]:
Serratia   [сэрра́циа];
Dematium   [дэма́циум].
Но после s, t, x сочетание ti произносится как [ти]:
Nitrosocystis   [нитрозоку́стис];
Stigmatella   [стигма́тэлла].
Сочетание sch произносится как [сх], а не как [ш] (в латинском языке шипящих звуков нет), и произносится как [ш] только в словах нелатинского происхождения:
Escherichia   [эшэри́хиа];

Schizosaccharomyces   [шизосаккароми́цэс], но  
Metschnikovii   [ме́чникови].
Сочетание ех перед гласной произносится как [экз]:
Flexibacter  [флэкзиба́ктэр].
Перед согласным это сочетание произносится как [экс].
В словах, заимствованных из греческого языка, встречаются диграфы – сочетания ch, ph, th, rh, являющиеся графическими знаками для передачи соответствующих греческих букв. Они произносятся:
ch  – как русское [х] (встречается в словах греческого происхождения):
Trichothecium
   [трихотэ́циум];
Аchromobacter  [ахромоба́ктэр];
Chlorobium   [хлоро́биум];
Achromatium   [ахрома́тиум];
ph – как русское [ф]:
Staphylococcus   [стафилоко́ккус];
Sphaerotilus   [сфэроти́лус];
Cytophaga   [цитофа́га];
th – как русское [т]:
Thiobacillus  [тиобаци́ллус];
Trichothecium  [трихотэ́циум];
Arthrobacter  [артроба́ктэр];
Cladothrix  [кладотри́кс];
Thiobacterium  [тиобактэ́риум];
Thiothrix  [тиотри́кс];
rh – как русское [р]:
Rhizobium  [ризо́биум];
Rhodopseudomonas  [родопсэудомо́нас];
Rhodotorula  [родото́рула].
При чтении латинских названий важно соблюдать правила ударения. В латинском языке ударение никогда не падает на последний слог. Обычно оно падает на второй слог с конца, если слог долгий; если же он краткий, то ударение перейдёт на третий (с конца) слог независимо от того, будет ли он долгим или кратким.

Некоторые слова греческого происхождения, оканчивающиеся на -ia, сохраняют греческое ударение вопреки правилам латинского языка.

Для правильного произношения слов, имеющих больше двух слогов,  важно определить, будет ли предпоследний слог (второй с конца слова) долгим или кратким.

Слог считается долгим, если:
1) он содержит дифтонг ае, ое, аu, еu:
Anabaéna  [анабэ́на];
Blastocáulis  [бластока́улис];
Spirocháeta  [спирохэ́та];
2) гласная стоит перед двумя и более согласными:
Achromobácter  [ахромоба́ктэр];
3) гласная стоит перед х или h:
Thiothríx  [тиотри́кс].
Слог считается кратким, если его гласная стоит:
1) перед гласной или h:
Sorángium [сора́нгиум];
2) перед b, d, p, t, с, сочетающимися с l или r:
Thermoplásma  [тэрмопла́зма];
Desúlfovibrio
 [дэсу́льфовибрио];
Bdéllovibrio  [бдэ́лловибрио];
Actínoplanes  [акти́нопланэс];
Rhódocyclus  [ро́доциклус];
3) перед ch, th, rh, ph, du:
Choanephóra   [хоанэфо́ра].
Суффиксы ur, in, at, ut, osus, aris долгие (на них ударение ставится):

Serrátia  [сэрра́тия];

Tenericútes  [тэнэрику́тэс];

Proteus vulgáris  [протэус вульга́рис];

Paracoccus furiósus  [паракоккус фурио́зус];

Pediococcus damnósus  [пэдиоко́ккус дамно́зус].

Суффиксы ul, ol, ilis, belis, idus краткие (на них ударение не ставится):
Grácilis   [гра́цилис];
Mirо́bilis  [миро́билис];
Móbilis   [мо́билис];
Tórula
 [то́рула];
Asticcacaulis  [астиккака́улис].
ЗАДАНИЯ ДЛЯ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ РАБОТЫ СТУДЕНТОВ

1. Используя форму нижеприведённой таблицы (см. с. 118), опишите следующие процессы и микроорганизмы, участвующие в них:

1. Процесс аммонификации, протекающий в аэробных условиях. 

2. Процесс аммонификации, протекающий в анаэробных условиях.

3. Процесс азотфиксации, осуществляемый свободноживущими бактериями, аэробами и анаэробами. 

4. Процесс азотфиксации, осуществляемый бактериями-симбионтами.
5. Процесс нитрификации, осуществляемый нитрозными бактериями.
6. Процесс азотфиксации, осуществляемый фотосинтезирующими микроорганизмами.
7. Процесс нитрификации, осуществляемый нитратными бактериями.
8. Процесс денитрификации.
9. Иммобилизация азота.
10. Молочнокислое брожение, осуществляемое гомоферментативными бактериями.
11. Молочнокислое брожение, осуществляемое гетероферментативными бактериями.
12. Маслянокислое брожение.
13. Брожение пектиновых веществ.
14. Спиртовое брожение.
15. Пропионовокислое брожение.
16. Анаэробное дыхание: восстановление нитрата.
17. Анаэробное дыхание: восстановление сульфата.
18. Анаэробное дыхание: восстановление серы до сероводорода.
19. Анаэробное дыхание: восстановление карбоната.
20. Неполное окисление: уксуснокислые бактерии.
21. Неполное окисление: мукоровые, аспергилловые и пеницилловые грибы.
22. Разложение целлюлозы в аэробных условиях.
23. Разложение целлюлозы в анаэробных условиях.
24. Оксигенный фотосинтез: водоросли и цианобактерии.
25. Аноксигенный фотосинтез: пурпурные и зелёные серобактерии.
26. Аноксигенный фотосинтез: пурпурные бактерии автотрофы.
27. Аноксигенный фотосинтез: пурпурные бактерии гетеротрофы.
28. Процесс окисления органического субстрата.
29. Хемосинтез и бактерии, способные в качестве источника углерода использовать диоксид углерода.
30. Минерализация органических соединений серы.
31. Сульфофикация.
32. Десульфофикация.
33. Минерализация органических соединений фосфора.
34. Перевод нерастворимых минеральных форм фосфора в растворимые.
35. Минерализация органических соединений железа.
36. Перевод нерастворимых минеральных форм железа в растворимые.
	Название процесса
	Микроорганизмы (название на русском языке и латыни), их характеристика
	Рисунок

микроорганизмов
	Исходные субстраты
	Конечные продукты
	Условия, благоприятствующие процессу, особенности
	Значение

в природе и хозяйстве

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


2. Укажите отличительные признаки прокариот и эукариот, поставив в соответствующей ячейке + или –, и функции, выполняемые структурными элементами.
	Признаки
	Функции
	Эукариоты
	Прокариоты

	Наличие истинного ядра с мембраной
	
	
	

	Хромосомы
	
	
	

	Наличие нуклеоида
	
	
	

	Наличие в клетке митохондрий, комплекса Гольджи, эндоплазматического ретикулума
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	Мезосомы
	
	
	

	Наличие рибосом (указать тип)
	
	
	

	Наличие в составе клеточной стенки
	целлюлозы
	
	
	

	
	пептидогликана, хитина
	
	
	

	Споры для
	размножения
	
	
	

	
	сохранения
	
	
	

	Вакуоли
	
	
	

	Жгутики
	
	
	

	Движение цитоплазмы
	
	
	

	Размножение
	
	
	

	Эндоцитоз
	
	
	


3. Укажите, ферменты из каких классов катализируют процессы, поставив в соответствующей ячейке + или –.
	Процессы
	Ферменты *

	
	ЛИГ
	Г
	И
	О
	Т
	Л

	Окислительно-восстановительные
	
	
	
	
	
	

	Перенос отдельных радикалов, частей молекул и целых атомных группировок
	
	
	
	
	
	

	Синтез сложных органических соединений из простых
	
	
	
	
	
	

	Отщепление от субстратов определённых химических групп с образованием двойной связи
	
	
	
	
	
	

	Превращение органических соединений в их изомеры
	
	
	
	
	
	

	Реакции расщепления и синтеза с участием воды
	
	
	
	
	
	


* ЛИГ – лигазы, Г – гидролазы, И – изомеразы, О – оксидоредуктазы, Т – трансферазы, Л – лиазы.
4. Распределите микроорганизмы в зависимости от типа строения клетки и по ключевому источнику углерода, поставив в соответствующей ячейке + или –.
	Микроорганизмы
	Тип строения клетки*
	Группы по источнику С**

	
	Э
	П
	НФ
	А
	Г

	Мукор
	
	
	
	
	

	Стафилококки
	
	
	
	
	

	Дрожжи
	
	
	
	
	

	Водоросли
	
	
	
	
	

	Стрептококки
	
	
	
	
	

	Бациллы
	
	
	
	
	

	Сарцины
	
	
	
	
	

	Простейшие
	
	
	
	
	

	Микоплазмы
	
	
	
	
	

	Плесневые грибы
	
	
	
	
	

	Аспергилл
	
	
	
	
	

	Микобактерии
	
	
	
	
	

	Миксобактерии
	
	
	
	
	

	Бактериофаги
	
	
	
	
	

	Риккетсии
	
	
	
	
	

	Хламидии
	
	
	
	
	

	Актиномицеты
	
	
	
	
	

	Пеницилл
	
	
	
	
	

	Архебактерии
	
	
	
	
	

	Цианобактерии
	
	
	
	
	

	Актинофаги
	
	
	
	
	

	Вирусы
	
	
	
	
	

	Диплобациллы
	
	
	
	
	

	Микрококки
	
	
	
	
	

	Клостридии
	
	
	
	
	

	Стрептобактерии
	
	
	
	
	

	Вирионы
	
	
	
	
	

	Бактерии
	
	
	
	
	


 * Э – эукариотическая, П – прокариотическая, НФ – неклеточные формы.
 ** А – автотрофы, Г – гетеротрофы.
5. Укажите методы изучения состава и численности почвенного микронаселения (не менее шести).
	Используемые методы
	Что позволяет изучить данный метод

(указать видовой состав, численность)

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	


6. Укажите качественный и количественный состав микроорганизмов (преобладающие виды) в почвах разного типа (не менее шести).
	Тип почвы
	Количество микроорганизмов 
в 1 г почвы
	Преобладающие виды грибов, актиномицетов, бактерий

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	


7.  Укажите, какие бактериальные удобрения используются в сельском и лесном хозяйстве.
	Название 
бактериального удобрения
	Состав и 
используемые 
микроорганизмы
	Какой процесс 
активизируется 
и каково его влияние 
на растение
	Под какие культуры используется, способ применения

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


8. Укажите препараты, применяемые в защите сельскохозяйственных растений и лесонасаждений, и их значение (в каждой группе представить характеристику не менее шести препаратов).
	Название препарата и используемые микроорганизмы
	Назначение (против кого используется) и принцип действия

	
	Насекомые
	Грызуны
	Микроорганизмы

	Бактериальные


	
	 
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	Грибные
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	Вирусные
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


9. Приведите примеры антибиотиков (не менее десяти), выделяемых различными группами микроорганизмов, и их назначение.
	Антибиотики
	Продуценты
	Назначение

	
	бактерии
	бациллы
	грибы
	актиномицеты
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


10.  Консервирование сельскохозяйственной продукции (силосование, квашение овощей, дрожжевание кормов и т.д.) и микробиологические консерванты.
	Название продукции
	Способ 
консервирования
	Условия среды, активизирующие процесс
	Консервант
	Дополнительная информация

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


11. Отметьте, какие микроорганизмы использованы в биопрепаратах, поставив в соответствующей ячейке + или –.
	Препараты
	Бактерии
	Грибы
	Вирусы
	Актиномицеты

	Дендробациллин
	
	
	
	

	Битоксибациллин
	
	
	
	

	Боверин
	
	
	
	

	Микоризин
	
	
	
	

	Бактероденцид
	
	
	
	

	Вирин
	
	
	
	

	Триходермин
	
	
	
	

	Трихоцетин
	
	
	
	

	Фитобактериомицин
	
	
	
	

	Лепидоцид
	
	
	
	

	Гомелин
	
	
	
	

	Дипел
	
	
	
	

	Инсектин
	
	
	
	

	Форей
	
	
	
	

	Бикол
	
	
	
	

	Агат
	
	
	
	


КОНТРОЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ 

Закончите предложения, поясните определения, закономерности, определите правильную последовательность техники приготовления препаратов.
Устройство микроскопа и техника микроскопирования 
бактериальных препаратов
1. При использовании иммерсионной системы микроскопа разрешающая способность…

2. Между иммерсионным объективом микроскопа и препаратом находится…

3. Как определить общее увеличение микроскопа?

4. Каким методом готовится препарат живых бактерий?

5. Перечислите значения сухого объектива. 

6. Перечислите значения иммерсионного объектива.

7. Выбрать из представленных ниже цифр операций те, что соответствуют технике приготовления препарата «раздавленная капля», и расставить их в нужной последовательности:

1) бактериальной петлёй внести микробную массу в каплю Люголя;

2) обезжирить предметное стекло;

3) протереть предметное стекло;

4) нанести на предметное стекло каплю Люголя;

5) нанести на предметное стекло каплю воды;

6) зафиксировать мазок в пламени спиртовки или смесью Никифорова;

7) высушить препарат и нанести иммерсионное масло;

8) окрасить мазок красителем;

9) накрыть препарат покровным стеклом;

10) бактериальной петлёй внести микробную массу в каплю воды;

11) перемешать микробную массу с водой и размазать тонким слоем по стеклу;

12) промыть препарат водой;

13) высушить мазок;

14) перемешать микробную массу с раствором Люголя.
8. Выбрать из представленных выше цифр операций те, что соответствуют технике приготовления фиксированного препарата, и расставить их в нужной последовательности.
Введение в микробиологию

9. О каких свойствах микроорганизмов идёт речь:

· круговорот веществ в природе;
· накопление полезных ископаемых;
· самоочищение вод;
· почвенное плодородие.
10. По интенсивности какой деятельности микроорганизмы не имеют себе равных в природе?

11. Имя учёного, который предложил объединить микроорганизмы в третье царство.
12. Имена учёных, которые сформулировали принцип биохимического единства жизни.
13. Какое название предложено было дать третьему царству?

14. Сформулируйте принцип биохимического единства жизни.
15. Высшие протисты (тип клетки, представители).
16. Низшие протисты (тип клетки, представители).
17. О чём идёт речь: 

· малые размеры; 
· морфология; 
· распространение в литосфере, гидросфере, атмосфере; 
· активность и пластичность метаболизма; 
· удобство обращения в лаборатории.
18. Имя учёного, экспериментально доказавшего применяемость закона сохранения энергии к любому живому организму.
19. Правило Рубнера.
20. Что определяет пластичность обмена веществ микроорганизмов?

21. У каких организмов (микроорганизмов или высших) клеточные регуляторные механизмы играют более существенную роль?

22. На какой  глубине численность микроорганизмов в почве больше? 

23. На каких глубинах морей и океанов встречаются микроорганизмы?

24. Какой средой для микроорганизмов является атмосфера?

Влияние факторов внешней среды на микроорганизмы

25. Как могут действовать на микроорганизмы условия внешней среды?

26. Перечислите группы факторов внешней среды.
27. Перечислите физические факторы.
28. Перечислите химические факторы.
29. Перечислите биологические факторы.
30. Поступление веществ в бактериальную клетку и протекание всех биохимических процессов может происходить только при каком условии?

31. Расшифруйте понятия: биоз, абиоз, анабиоз.
32. Имеются ли у микроорганизмов механизмы, регулирующие температуру?
33. Места обитания холодолюбивых микроорганизмов.
34. Места обитания теплолюбивых микроорганизмов.
35. При какой температуре ферменты у психрофилов прекращают принимать участие в реакциях?

36. Чем обусловлена высокая проницаемость мембран клеток психрофилов?

37. Оптимальное значение кислотности для большинства бактерий.
38. Предельные значения кислотности для микроорганизмов.
39. Кислотоустойчивые микроорганизмы (приведите пример).
40. Щёлочеустойчивые микроорганизмы (приведите пример).
41. В какой среде разрушаются компоненты клеток – ДНК, АТФ?

42. Чем объясняется устойчивость многих бактерий к разной кислотности? 

43. В какой среде разрушаются компоненты клеток – ДНК, фосфолипиды?

44. Окислительно-восстановительный потенциал для облигатных аэробов.
45. Окислительно-восстановительный потенциал для факультативных анаэробов.
46. Окислительно-восстановительный потенциал для облигатных анаэробов.
47. Какие окислительно-восстановительные ферменты отсутствуют у облигатных аэробов (в силу чего они чувствительны к средам, насыщенным О2)?

48. Как называются микроорганизмы, развивающиеся только при высоком давлении?

49. Как называются микроорганизмы, развивающиеся только при нормальном давлении?

50. Для того чтобы микробная клетка успешно развивалась, внутриклеточное осмотическое давление должно быть больше или меньше осмотического давления среды? Почему важно именно такое внутриклеточное осмотическое давление?
51. Название микроорганизмов, развивающихся на средах с высоким осмотическим давлением.
52. Как называются микроорганизмы, растущие в средах с содержанием хлорида натрия до 32%?

53. Как называется подавление роста микроорганизмов под воздействием физических или химических факторов?

54. Как называется гибель микроорганизмов под воздействием физических или химических факторов?

55. Поверхностно-активные вещества (ПАВ) (мыльные растворы, СМС – синтетические моющие средства) способствуют повышению или понижению поверхностного натяжения воды?

56. Повреждение какой структуры бактериальной клетки  вызывают ПАВ?

57. Какие структуры бактериальной клетки повреждают фенол, крезол?

58. Нарушение каких процессов в клетке вызывают акридины?

59. Какие процессы  в клетке вызывает 40% раствор формальдегида?

60. Какое действие оказывают соли тяжёлых металлов в клетке?

61. Какие процессы вызывают в клетке ультрафиолетовые лучи?

62. Что вызывают в клетке рентгеновские лучи, γ-лучи, (-излучения?

63. Какие образования позволяют микробной клетке пережить воздействие ультрафиолетовых лучей?

64. Окисление каких структур в клетке вызывают окислители (Cl, J, KMnO4, H2O2)?

Морфологическое строение прокариотической клетки

65. В каких единицах измеряются размеры большинства микроорганизмов?

66. В каких единицах измеряются размеры вирусов?

67. Из каких соединений состоят капсулы?

68. Функция капсулы.
69. Длина жгутиков.
70. Ширина жгутиков.
71. Функция жгутиков.
72. Перечислите таксисы, которые могут совершать бактерии.
73. Количество жгутиков у бактерий.
74. Химический состав жгутиков.
75.  Функция фимбрий.
76. Длина фимбрий.
77. Ширина фимбрий.
78. Количество фимбрий.
79. Химический состав фимбрий.
80. Функция пилей.
81. О какой структуре идёт речь: тонкая, эластичная, проницаема для солей и   других низкомолекулярных соединений?

82. С какой структурой клетки связана соединительными тяжами клеточная стенка?

83. Толщина клеточной стенки у грамположительных бактерий.
84. Толщина клеточной стенки у грамотрицательных бактерий.
85. Перечислите химический состав клеточной стенки грамположительных бактерий.
86. Перечислите химический состав клеточной стенки грамотрицательных бактерий.
87. Антибиотик, нарушающий синтез пептидогликана у молодых клеток.
88. Какой структуре клетки соответствуют следующие функции: придание бактериальной клетке определённой формы, защита от механических и осмотических сил, регуляция роста и деления, регуляция распределения генетического материала?

89. Мягкое, пластичное, почти жидкое образование – что это за структура?

90. Толщина какой структуры составляет 9 нм?

91. Химический состав цитоплазматической мембраны.
92. Функции какой структуры перечислены: регулирует обменные процессы, осуществляет осмотический барьер, контролирует транспорт веществ в бактериальную клетку и из неё?

93. Какая структура выполняет функцию поддерживающей среды для клеточных гранул?

94. Диаметр рибосом бактериальной клетки.
95. Количество рибосом бактериальной клетки.
96. Химический состав рибосом.
97. Функция рибосом.
98. Константа седиментации рибосом бактериальной клетки.
99. Чем определяется скорость роста клетки?

100. Какое действие в бактериальной клетке вызывает антибиотик стрептомицин?

101. Мембранные, плотно упакованные системы – что это за структуры?

102. Диаметр мезосом.
103. Основные функции мезосом.
104. Эквивалент ядра в клетке прокариот.
105. Длина нуклеоида.
106. Функции нуклеоида.
107. С какой структурой клетки связан  нуклеоид? 

108. С какой структурой клетки у  грамположительных бактерий связан нуклеоид?

109. Внехромосомный фактор наследственности в клетке.
110. Назовите плазмиды в зависимости от выполняемых ими функций, перечисленных ниже: 

1) болезнетворность; 

2) устойчивость к лекарственным препаратам;
3) размножение.
111. Назовите включения, выполняющие функции резервных питательных веществ.
112. Назовите включения, выполняющие функции источника энергии.
Превращение микроорганизмами соединений азота
113. Сколько этапов в круговороте азота обеспечивается микроорганизмами?

114. Какой вид азотфиксации доминирует в природе?

115. Как называется процесс восстановления молекулярного азота до аммиака?

116. Как называется ферментный комплекс, обеспечивающий азотфиксацию?

117. Процесс разложения органических форм азота называется…

118. Если в процессе разложения органических азотсодержащих веществ выделяется аммиак, диоксид углерода, вода, сульфаты, фосфаты, то что это за процесс?

119. Если в процессе разложения органических азотсодержащих веществ выделяется аммиак, диоксид углерода, органические кислоты и спирты, сероводород, меркаптаны, индол, скатол, то что  это за процесс?

120. Как называется процесс окисления аммиака до нитратов?

121. Какие соединения образуются в процессе фазы I нитрификации?

122. Какие соединения образуются в процессе фазы II нитрификации?

123. Как называется процесс восстановления нитратов до молекулярного азота?

124. Назовите представителей азотфиксации.
125. Назовите представителей аммонификации.
126. Назовите представителей нитрификации.
127. Назовите представителей денитрификации.
Превращение микроорганизмами соединений углерода. 
Типы метаболизма
128. Расшифруйте понятие ФЛА.

129. Расшифруйте понятие ФОА.

130. Расшифруйте понятие ХЛА.

131. Расшифруйте понятие ХОА.

132. Расшифруйте понятие ФЛГ.

133. Расшифруйте понятие ФОГ.

134. Расшифруйте понятие ХЛГ.

135. Расшифруйте понятие ХОГ.

136. К какой группе по типу метаболизма относятся водоросли, цианобактерии, пурпурные и зелёные серобактерии?

137. К какой группе по типу метаболизма относятся некоторые пурпурные бактерии?

138. К какой группе по типу метаболизма относятся нитрифицирующие, тионовые и железобактерии?

139. К какой группе по типу метаболизма относятся некоторые бактерии, окисляющие муравьиную кислоту?

140. К какой группе по типу метаболизма относится только часть цианобактерий, пурпурных и зелёных серобактерий?

141. К какой группе по типу метаболизма относится большинство несерных пурпурных бактерий?

142. К  какой группе по типу метаболизма относятся бесцветные серобактерии?

143. К какой группе по типу метаболизма относятся простейшие, грибы, большинство бактерий?

144. Как называется окислительно-восстановительный процесс расщепления высокомолекулярных соединений с образованием диоксида углерода и воды и запасанием энергии в молекулах АТФ?

145. Если конечным акцептором водорода является О2, то что это за процесс?

146. Если конечным акцептором водорода являются органические соединения, то что это за процесс?

147. Если конечным акцептором водорода являются нитраты, сульфаты, то что это за процесс?

148. Перечислите возбудителей молочнокислого брожения. 

149. Перечислите возбудителей спиртового брожения.
150. Перечислите возбудителей маслянокислого брожения.
Отличительные признаки возбудителей брожений

151. Грамположительные, неспорообразующие, неподвижные – к каким бактериям относится эта характеристика?

152. Источник азота для молочнокислых бактерий.
153. Для роста каких бактерий необходимы витамины, аминокислоты, фосфор, калий, кальций?

154. Для каких бактерий оптимальный источник углерода – моно- и дисахариды?

155. Какие микроорганизмы имеют включения – гликоген, гранулёзу, волютин, жир?

156. Какие микроорганизмы размножаются почкованием, спорообразованием?

157. Источник углерода для дрожжей.
158. Источник азота для дрожжей.
159. Оптимальная кислотность для дрожжей.
160. К какой группе по отношению к кислороду относятся возбудители спиртового брожения? 

161. К какой группе  по отношению к кислороду относятся возбудители молочнокислого брожения?

162. К какой группе по отношению к кислороду относятся возбудители маслянокислого брожения?

163. Перечислите конечные продукты брожения, вызываемого клостридиями?

164. Перечислите конечные продукты брожения, вызываемого дрожжами?

165. Перечислите конечные продукты брожения, вызываемого гомоферментативными молочнокислыми бактериями?

166. Как по Граму окрашиваются маслянокислые бактерии?

167. Для каких бактерий оптимальный источник азота – белки, аммонийные соединения, молекулярный азот?

168. Источник углерода для маслянокислых бактерий.
Морфология: споры и спорообразование

169. Перечислите бактерии родов, образующих эндоспоры.
170. Споры – это…

171. Что обеспечивает устойчивость эндоспор?

172. Метод стерилизации, позволяющий уничтожить споры.
173. Стадии процесса прорастания споры.
174. Какой фактор является решающим в активации споры?

175. От каких факторов зависит инициация споры?

176. Какие формы относят к покоящимся формам бактерий?

177. Какие бактерии образуют экзоспоры?

178. Какие бактерии образуют цисты?

179. К каким воздействиям среды цисты более устойчивы, чем вегетативные клетки? 

180. К каким воздействиям среды экзоспоры более устойчивы, чем вегетативные клетки?

181. Чем является спорообразование у бактерий?

Рост и размножение

182. Согласованное увеличение количества всех химических компонентов клетки это…
183. Увеличение числа клеток в популяции это…

184. Способ размножения прокариот.
185. С какого процесса начинается деление клетки? 

186. При участии каких ферментов осуществляется репликация ДНК? 

187. Деление клетки на две равные части это…

188. Деление клетки на две разновеликие клетки (дочерняя клетка больше, чем материнская) это…

189. Как называется тип вегетативного клеточного цикла, когда при делении образуется только один морфологический тип клеток?

190. Как называется тип вегетативного клеточного цикла, когда при делении образуется две клетки, отличающиеся формой, размерами и др. признаками?

191. Как называется тип вегетативного клеточного цикла, когда при делении, в зависимости от состава среды, образуются клетки двух и более морфологически разных типов?

192. Время, в течение которого происходит деление клетки, это…

193. Расположите в нужной последовательности цифры, которыми обозначены фазы цикла развития бактерий:

1) максимальная стационарная;
2) лаг-фаза;
3) исходная (стационарная);
4) фаза отрицательного ускорения;
5) логарифмическая.
Питание микроорганизмов: питательные среды

194. Дайте характеристику МПБ.
195. Дайте характеристику МПЖ.
196. Дайте характеристику молоку как питательной среде.
197. Дайте характеристику картофельной среде.
198. Дайте характеристику МПА.
199. Дайте характеристику ПАС.
200. Дайте характеристику среде Эндо.
201. Что учитывается при характеристике питательной среды?
МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ ДЛЯ ВЫПОЛНЕНИЯ РАБОТ
Оборудование – микроскопы со встроенными осветителями, готовые микробиологические препараты, термостаты, сушильные шкафы, вытяжной шкаф, электрические плитки, водяные бани, штативы, кюветы, планшеты для препаратов, предметные и покровные стёкла, спиртовки, микробиологические петли и иглы, ножницы, скальпели, пинцеты, шпатели, песочные часы, термометры, весы, металлические бюксы, бумажные и марлевые фильтры, маркеры по стеклу, груши, спички, фильтровальные полоски.

Посуда – чашки Петри, колбы конические и круглодонные, термостойкие стаканы, цилиндры, градуированные пипетки и пробирки, пробирки микробиологические, химические, фарфоровые ступки с пестиками, капельницы, эксикаторы, воронки.

Красители – метиленовый синий, фуксин, генциан, метиловый синий, малахитовый зелёный, нейтральный красный, Конго красный.

Химические реактивы, в том числе набор солей, фенол, формалин, хлорамин, кислоты серная, соляная, хромовая; раствор Люголя, реактив Несслера, этиловый 96% спирт, смесь Никифорова (спирт/эфир 1/1). 
Антибиотики, иммерсионное масло, физиологический раствор, дистиллированная вода. 

Питательные среды – МПА, МПБ, ПАС-1, ПАС-2, среды Эндо, Левина, Чапека и другие. 

Почва, бактериальные удобрения, вода, напитки, вина, эпифитная масса (сено, зерно, крупа, мука, специи, комбикорма, лук, чеснок, хрен), молоко, мясо, мясопродукты, яйца, рыба. 

Сосуд с дезинфицирующим раствором для отработанных препаратов.
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Методические указания к оформлению отчёта об исследовании 
по выбранной теме
1. Цель исследования  (формулируется четко).

2. Теоретические пояснения по теме исследования.

3. Объект исследования, например:  лён, выращенный в хозяйстве «Россия», урожая 2003 г. и 2007 г.; молоко пастеризованное, производитель «Лактис», закуп произведён 25.09.07.  


Характеристика объекта исследования (состав, срок хранения, ГОСТ или ТУ), например: почва дерново-подзолистая, образец отобран 25.09.07 на опытном поле «Юрьево» кафедры растениеводства.
4. Постановка исследования.

Посев производили ________ (указывается категория среды: на жидкую, синтетическую, элективную или дифференциально-диагностическую среду). 


Состав среды. 


Процесс подготовки и посева (изложить основное очень чётко, помня о том, что речь идёт о микробах). Указать дату посева. Культивирование производили при температуре ______, в течение ______суток.

5. Анализ исследования.
При посеве на жидкие питательные среды:

1) Анализируются изменения в накопительной культуре (визуально) и проводятся качественные реакции на обнаружение продуктов жизнедеятельности микроорганизмов в зависимости от особенностей микроорганизмов на 7, 14, 21, 28 сутки. Оформляется отчёт.

2) На 7-е сутки готовятся живые («раздавленная капля») препараты с раствором Люголя – азотфиксация, аммонификация, брожение пектиновых веществ, брожение целлюлозы; с раствором слабой метиленовой сини – денитрификация, нитрификация фазы I, нитрификация фазы II, окисление целлюлозы. Микроскопируется ×600, ×1500. Оформляется протокол исследования: должны быть представлены цветные рисунки и подробное описание микробной картины.

3) На 14-е, 21-е сутки готовятся фиксированные микробиологические препараты (от 3-х и более), окрашиваются по Граму (нитрифицирующие бактерии – одним генцианом), микроскопируют ×1500. Оформляют протокол исследования и описывают микробную картину.

4) Делается общий вывод.
При посеве на твёрдые питательные среды:

1) В начале анализа исследования отразить, как развивалась культура в динамике, т.е. на какие сутки отмечен визуально начальный рост колоний, как шло их развитие: стремительно, замедленно, в пределах средних сроков (3–4 дня).

2) Количественный учёт проводить по формуле Xб = nк × степень разведения; если без использования метода разведения, то Xб = nк.

Например, в посеве на ПАС-1 выросло 56 колоний, плесневых грибов не выявлено:
Xб = 56 × 103 = 5,6 × 104.
При нескольких повторностях рассчитать среднее арифметическое.

Сделать вывод. Например, в 1 мл воды (молока, сока, вина и т.д.); на 1 см2 поверхности стола (рук); в 1 г зерна (крупы), на 1 см3 мяса (колбасы, рыбы) выявлено 5,6 × 104 бактерий. При наличии плесневых грибов делают аналогичный расчёт. 

3) Группировка выросших колоний по типам: колонии группируют в типы по похожести визуально.

 Многочисленных выделено ______ типов по ________колоний.

Присутствуют или преобладают типы, представленные одной (двумя, тремя, …) колонией (указать сколько).

Анализируют расположение колоний: на поверхности (поверхностные), в среде (глубинные), под питательной средой (донные); указывают, какие колонии преобладали, количество колоний в группах.

Отражают пигментацию колоний.

При росте колоний плесневых грибов отмечают данный факт.

4) Отбирают колонии (не менее пяти) из разных типов для исследования.

Описывают культуральные признаки колоний (колонии пронумеровать со стороны дна чашки Петри) и оформляют их описание в виде таблицы (см. с. 77).

5) Микроскопическое исследование. 

Готовят микробиологические фиксированные препараты из всех отобранных для исследования и описанных колоний, окрашивают по Граму. Микроскопируют ×1500. Оформляют протокол исследования, описывают микробную картину, указывают номер препарата, номер колонии.

Готовят живые препараты «раздавленная капля» с раствором Люголя. Микроскопируют ×600, ×1500. Оформляют протокол исследования, описывают микробную картину и указывают способность клеток к движению, отмечают таксисы.
Микробиологические фиксированные препараты пронумеровать и внести в общую опись, например:

Капитанова Татьяна Михайловна 

Микрофлора воды речной (река Волхов, в районе Антоново) 
 № 25: бациллы, крупные вегетативные клетки и спорообразующие формы.
В отчёте после рисунков отразить:
1) нормальные формы: кокки, бактерии, вибрионы и др.;
2) сочетания: диплококки и др.;
3) размеры: крупные, средние, мелкие;
4) капсулы: наблюдались, отсутствовали;
5) метод окрашивания: название метода или красителя;
6) подвижность;
7) наличие включений: гликогена, гранулёзы;
8) инволюционные (ненормальные) формы: ________ присутствовали в культуре ________возраста, при температуре _______ либо отсутствовали;

9) формы: веретенообразная, клинообразная, нитевидная, ветвистая и др.;

10) на какой день была сделана окраска по Граму;
11) спорообразование: форма клеток в стадии спорообразования: палочки с прямыми сторонами (эллиптические); клостридиального типа – веретенообразные; плектридиального – в виде теннисной ракетки, барабанной палочки, груши, сигары и др. Расположение спор: строго центрально; ближе к концу; совсем на конце клетки или ближе к боковой стенке – латеральное. Отношение диаметра споры к диаметру вегетативной клетки. Форма спор: круглая, эллипсовидная, цилиндрическая и др. При выполнении рисунка отразить последовательность развития спорангия (клетки со спорой); если есть спорообразующие формы бактерий, изучить их, микроскопируя препарат. 

 При выращивании микроорганизмов на среде Эндо количественного учёта не делают, но необходимо сделать вывод о наличии БГКП – Escherichia coli – и рассчитать коли-индекс и коли-титр.
Если данные бактерии не выявлены, то это отражают и в общем выводе. Если на поверхности среды выросли розовые и красные колонии, то их анализируют, так как чаще всего это энтеробактерии.

6) Общий вывод по теме исследования (из вывода должно быть понятно, какой теме посвящено исследование). Отмечают, что показал количественный учёт, и сравнивают полученные данные с данными ГОСТа, либо СанПиН, либо с данными литературных источников. При посеве без использования метода разведений необходимо отразить полученные результаты. При посеве на дифференциально-диагностические (элективные, специальные) среды отразить результаты посевов, коли-титр и коли-индекс. Суммировать результаты микроскопического исследования. Проанализировать пути обсеменения микроорганизмами объекта исследования. Изложить предложения по улучшению качества сырья и продуктов по микробиологическим показателям.

Отчёт сдаётся на проверку, по данным отчёта готовится доклад, и работа защищается на конференции студентов. 

Приложение 2

Состав и уплотнители питательных сред

Таблица 2.1

Состав некоторых питательных сред (г/л)
	Состав среды 
	ПАС-1
	ПАС-2
	Среда Эндо
	Среда Левина
	Сусло
	Среда Чапека

	Панкреатический 
гидролизат кильки
	17,9
	–
	11,5
	12,5
	–
	–

	Ферментативный 
гидролизат кормовых дрожжей
	–
	12,0
	0,88
	1,0
	–
	–

	Лактоза
	–
	–
	12,9
	8,6
	–
	–

	Сахароза
	–
	–
	–
	12,63
	–
	30

	Глюкоза
	–
	–
	–
	–
	10
	–

	Натрий (калий*) 
фосфорнокислый 
двузамещённый
	–
	–
	0,48
	0,7
	1,0*
	1,0*

	Натрий сульфит
	–
	–
	0,83
	–
	–
	–

	Магний сернокислый
	–
	–
	–
	–
	0,5
	0,5

	Натрий углекислый
	–
	–
	0,01
	–
	–
	–

	Натрий азотнокислый
	–
	–
	–
	–
	–
	0,3

	Натрия (калия*) хлорид
	5,9
	5,5
	3,6
	4,7
	–
	0,5*

	Сернокислое железо
	–
	–
	–
	–
	–
	0,01

	Фуксин основной
	–
	–
	0,22
	–
	–
	–

	Эозин
	–
	–
	–
	0,39
	–
	–

	Метиленовый синий
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	Агар
	11,2
	12,5
	9,6
	–
	–
	15,0

	Вода дистиллированная (водопроводная*), л
	1
	1
	1
	1
	1*
	1

	pH 
	7,3±0,1
	7,2±0,2
	7,3±0,2
	7,3±0,2
	5,5±0,1
	5,2±0,2

	Количество, г/л
	35
	30
	40
	40,5
	11,5
	47,3


Таблица 2.2

Расчёт питательной среды

	Среда
	Количество чашек Петри 

	
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	
	Количество питательной среды, г

	ПАС-1
	2,65
	3,25
	3,75
	4,3
	4,80
	5,35

	ПАС-2
	1,5/2,25
	1,8/2,7
	2,1/3,15
	2,4/3,6
	2,7/4,05
	3,0/4,5

	Эндо
	3,0
	3,6
	4,2
	4,8
	5,4
	6,0

	Левина
	3,05
	3,67
	4,28
	4,89
	5,5
	6,11

	Чапека
	3,55
	4,26
	4,97
	5,68
	6,39
	7,1

	Вода, мл
	75
	90
	105
	120
	135
	150


Таблица 2.3
Состав питательной среды для роста почвенных грибов (г/мл)
	Состав среды
	Для почвенных грибов
	Для дрожжей р. Lipomyces*

	Глюкоза 
	2
	1

	Крахмал
	–
	1

	KH2PO4 
	0,025
	–

	MgSO4 
	0,025
	–

	Пептон 
	1
	–

	Агар-агар 
	1,5
	–

	Вода 
	100
	100


* Дрожжи р. Lipomyces (липомицеты) обитают только в почвах и не встречаются в других местообитаниях. Выращивают в конических колбах при доступе кислорода, так как способны только к прямому окислению. Источник углерода – простые и сложные углеводы. Большая часть углерода переводится в запасные внутриклеточные липиды. Принимают участие в расщеплении пестицидов, например, параквата (азотсодержащее соединение).
Уплотнители питательных сред

По консистенции питательные среды подразделяются на жидкие, плотные, полужидкие и сыпучие. Для получения плотных сред применяют специальные вещества – желатину и агар-агар.

Желатина – животный клей, который получают путем вываривания костей. Она состоит из белка и разлагается под воздействием определённой группы бактерий, имеющих протеолитические ферменты. Желатина плавится при температуре 32–34 оС, застывает (отвердевает) при 16 оС. Эти свойства ограничивают её применение в лабораторных исследованиях.

Агар-агар – сложное органическое соединение с преобладанием полисахаридов до 70–80%. Его добывают из морских красных водорослей. Для промышленного получения используют виды Gelidium. В результате переработки получают сухие, легко ломающиеся листики агар-агара, которые и вводят для уплотнения в питательные среды. Температура плавления – 100 оС, застывания (отвердевания) – 40 оС. Подавляющее большинство микроорганизмов не способно расщеплять агар. Эти свойства и определяют использование агара для уплотнения питательных сред и выращивания на них микроорганизмов из различных систематических групп.

Виды, способные расщеплять агар, встречаются в основном в морских биотопах. Также способны расщеплять агар некоторые виды из родов Cytophaga, Flavobacterium, Bacillus, Alcaligenes.
Приложение 3

Рекомендации по приготовлению красителей, 
фиксирующих жидкостей, реактивов.
Определение каталазы
Красители
Насыщенный раствор основного фуксина. 5–10 г фуксина основного на 100 мл 96% этилового спирта. Кристаллы краски лучше предварительно растереть в фарфоровой ступке с небольшим количеством спирта и глицерина.

Фуксин основной феноловый (фуксин Циля). 10 мл насыщенного раствора основного фуксина и 100 мл 5% раствора фенола (протрава). Профильтровать.
Фуксин Пфейффера (основной водостойкий). 1 мл фуксина Циля и 9 мл дистиллированной воды. Готовить перед использованием; не стоек.

Насыщенный раствор метиленового синего. 10 г метиленового синего и 100 мл 96% этилового спирта.
Метиленовая синька (насыщенный раствор). 3 г краски настаивать 3–4 месяца в 100 мл 96% спирта.
Метиленовый синий по Лёффлеру. 30 мл насыщенного спиртового раствора метиленового синего или метиленовой синьки, 1 мл 1% раствора калия гидроокиси (КОН) и 100 мл дистиллированной воды. Выдержать сутки, профильтровать. Краситель стойкий и хорошо окрашивает микробы.

Генциановый фиолетовый (генцианфиолет). 1 г генцианового фиолетового и 10 мл 96% этилового спирта. После растворения красителя растиранием в фарфоровой ступке с глицерином и кристалликами фенола (2%) добавить 100 мл дистиллированной воды.

Конго красный. 3 г краски растворить в 100 мл дистиллированной воды. Использовать при негативном методе окрашивания.

Фиксирующие жидкости
1. 96% этиловый спирт; время фиксации 10–15 мин.

2. Метиловый спирт, безводный; время фиксации 3–5 мин.

3. Смесь Никифорова: этиловый спирт и серный эфир в равных объёмах; время фиксации 5–10 мин.

4. Спиртформол: 5 мл 40% формалина и 95 мл 96% этилового спирта; время фиксации 5–15 мин.

5. 40% формалин; время фиксации в парах несколько секунд.

6. Фиксатор Карнуа: 60 мл 96% этилового спирта, 30 мл хлороформа, 10 мл 30% ледяной уксусной кислоты; время фиксации 15 мин.

7. Жидкость Руге: 20 мл 40% формалина, 1 мл ледяной уксусной кислоты, 100 мл дистиллированной воды; время фиксации 5 мин. Рекомендуется для фиксации клеток, выращенных в жидких средах неопределённого состава.

Реактивы 

Реактив Несслера. 5 г калия йодида растворить в 5 мл горячей дистиллированной воды; 15 г калия гидроокиси (КОН) растворить в 40 мл дистиллированной воды. Растворы смешать и добавить 1–2 мл насыщенного раствора ртути дихлорида (сулемы). После охлаждения довести объём растворов дистиллированной водой до 100 мл. Хранить реактив Несслера в банке из тёмного стекла.

 Раствор Люголя. Растворить 2 г калия йодида в 25 мл дистиллированной воды. Добавить к раствору 1 г йода кристаллического (растереть в ступке) и довести объём раствора до 300 мл дистиллированной водой, профильтровать.
Определение каталазы
На предметное стекло нанести каплю 2–3% раствора перекиси водорода и такое же количество микробной культуры. При наличии каталазы происходит выделение кислорода и наблюдается выделение пузырьков.

Приложение 4

Метод измерения величины бактериальной клетки

Измерение величины бактериальной клетки производится с помощью окулярного микровинта, представляющего собой круглое стекло, в середине которого нанесена линеечка длиной в 5 мм, разделённая на 50 частей.

Окулярный микрометр помещают на диафрагму окуляра. Для этого отвинчивают верхнюю линзу окуляра, кладут окулярный микрометр делениями вниз и завинчивают линзу.

С помощью объектного микрометра определяют величину делений окулярного микрометра для заданного увеличения микроскопа. Объектный микрометр представляет собой предметное стекло, в центре которого находится линейка с ценой деления в 10 мкм.

Объектный микрометр помещают на предметный столик, фокусируют линейку и, вращая окуляр, устанавливают шкалы окулярного и объектного микрометров так, чтобы деления были параллельны и накладывались друг на друга. Определяют, скольким делениям объектного микрометра соответствует одно деление окулярного микрометра. Например, в четырех делениях объектного микрометра укладывается 10 делений окулярного микрометра. Одно деление окулярного микрометра будет равно: 40 : 10 = 4 мкм. Это и будет коэффициент окулярного микрометра, т.е. величина, на которую следует умножать число делений окулярного микрометра, соответствующее размерам клеток, например: длина клетки равна 2 делениям окулярного микрометра, значит, длина бактерии равна: 4 × 2 = 8 мкм.

Измеряют не менее 20 клеток бактерий и высчитывают средние размеры, отмечая пределы колебаний.
Приложение 5
Темы рефератов

для студентов заочной формы обучения 

Специальность 311200 (110305.65) «Технология производства 
и переработки сельскохозяйственной продукции»
1. Получение биологически активных веществ. Антибиотики, образуемые бактериями.
2. Получение биологически активных веществ. Антибиотики, образуемые мицелиальными грибами.
3. Получение биологически активных веществ. 
4. Микрофлора молочнокислых продуктов. 

5. Микроорганизмы, вызывающие болезни хлеба, и меры борьбы с ними. 
6. Микробиологические методы исследования вина. Порча вин, вызванная микроорганизмами.
7. Инфекционные болезни, передающиеся человеку через мясо и мясопродукты. 

8. Пищевые отравления, вызванные бактериями: пищевые токсикоинфекции.
9. Пищевые отравления бактериальной и грибной природы: пищевые токсикозы, микотоксикозы.
10. Микробиология мяса. Ветеринарно-санитарные требования к цехам предубойного содержания, убоя скота и разделки туш. 

11. Микрофлора мяса и мясопродуктов при холодильном хранении, посоле и сушке в условиях вакуума. Виды порчи мяса. 

12. Микробиология колбасных изделий.
13. Микробиология мясных консервов.
14. Микробиология яиц и яйцепродуктов. Санитарно-микробиоло-гический контроль.
15. Микробиологическое исследование предметов обихода, оборудования (выделение возбудителей бактериальных и вирусных инфекций).
16. Микрофлора муки, крупы и комбикормов.
17. Сапрофитная микрофлора зерна, изменение её состава при хранении и влияние на семенные, продовольственные и кормовые свойства зерна.

18. Микрофлора дефектного зерна. Фитопатогенные и патогенные микроорганизмы в зерновой массе. Роль микроорганизмов в самосогревании зерна.
19. Микрофлора питьевой воды.

20. Инфекционные заболевания, передающиеся человеку через молоко и молочные продукты.

21. Основные группы микроорганизмов, влияющие на качество мяса и мясопродуктов.

22. Микробиология производства фруктовых соков, морсов, сиропов, напитков.

23. Микрофлора овощных и фруктовых соков.

24. Микрофлора минеральных вод.

25. Микрофлора хлеба и хлебобулочных изделий.

26. Микробиологическая лаборатория на предприятиях по производству: 

· хлеба; 


· молока и молочных продуктов; 

· соков и напитков; 

· мяса и мясопродуктов. 

27. Выявление патогенных микроорганизмов из пищевых продуктов.

28. Микрофлора рыбы и рыбных продуктов.
Направление 560400 (110400.62) «Зоотехния»
1. Заболевания, передающиеся через пищевые продукты. Пищевые интоксикации (токсикозы).

2. Пищевые инфекции, передающиеся человеку от животных. Зоонозы.

3. Пищевые интоксикации грибковой природы (микотоксикозы).

4. Пищевые отравления, вызванные бактериями: пищевые токсикоинфекции.

5. Возбудители бактериальных инфекций.

6. Возбудители бациллярных инфекций.

7. Грибные инфекции (дерматомикозы).

8. Вирусные инфекции.

9. Микробиология кормов.

10.  Микробиология молока и молочных продуктов.

11.  Микробиология мяса.

12.  Микробиология яиц.

13.  Микробиология кожевенно-мехового сырья.

14. Антибиотики. История открытия, механизм действия. Применение в животноводстве.

15. Антибиотики и их продуценты.

16. Инфекционные заболевания, передающиеся человеку через молоко и молочные продукты.

17. Инфекционные болезни, передающиеся через мясо и мясопродукты.

18. Экология микроорганизмов.

19. Роль микроорганизмов в охране окружающей среды.
Направление 560200 (110200.62) «Агрономия»
 Основные направления и перспективы развития сельскохозяйственной микробиологии – почвенной, агрономической, биотехнической.
Приложение 6
Темы исследований (индивидуальных работ) для студентов 
очной формы обучения
Специальность 311200 (110305.65) «Технология производства 
и переработки сельскохозяйственной продукции» 
и направление 560200 (110200.62) «Агрономия»
1. Брожение пектиновых веществ. 

2. Аммонификация белковых веществ.
3. Разложение целлюлозы в процессе брожения.
4. Разложение целлюлозы в процессе окисления.


5. Исследование микрофлоры почвы.
6. Исследование микрофлоры почвы: актиномицеты и водоросли. 

7. Исследование ризосферных микроорганизмов. 

8. Биологическая фиксация азота свободноживущими бактериями.
9. Определение азотобактера в почве.
10. Симбиотические азотфиксаторы – клубеньковые бактерии.

11. Нитрификация. Явление хемосинтеза.
12. Денитрификация.
13. Анализ бактериальных препаратов.
14. Исследование эпифитной микрофлоры: зерна и продуктов его переработки (круп, муки); чая, специй (перца, гвоздики, имбиря, укропа и др.).
15. Определение степени поражённости зерна грибами.
16. Исследование микрофлоры мяса и мясопродуктов.
17. Исследование микрофлоры яиц и яйцепродуктов.
18. Исследование микрофлоры водопроводной, колодезной и минеральной воды, воды открытых водоёмов.
19. Исследование микрофлоры молока и молочных продуктов.


20. Исследование микрофлоры вин, напитков, лимонадов, соков.
21. Исследование микрофлоры ингредиентов, используемых для приготовления пищевых продуктов (соль, сахарный песок и др.).



22. Определение антибиотической активности микроорганизмов.
23. Определение чувствительности микроорганизмов к антибиотическим веществам.
24. Изучение влияния температуры на микроорганизмы: выявление термостойких бактерий и бацилл.
25. Изучение загрязнения воздуха микроорганизмами.
26. Значение питательных элементов для микробов.
27. Действие бактерицидных веществ на микроорганизмы.
28. Изучение действия химических веществ на жизнедеятельность микробов. 
Приложение 7
Темы для самостоятельной работы студентов

Общая микробиология
1. История микробиологии.

2. Методы определения состава и активности микроорганизмов почв.

3. Влияние внешней среды на микроорганизмы (влияние физических факторов – давления, различного рода излучений; химических факторов – ПАВ, тяжёлых металлов, минеральных удобрений, ядохимикатов и других ксенобиотиков; биотических факторов – взаимоотношения микроорганизмов между собой и макроорганизмами).

4. Рост и размножение прокариот.

5. Морфология бактерий (спорообразование, типы спор и их значение для микроорганизмов).

6. Физиология микроорганизмов: способы питания и типы распада веществ, источники питания для микроорганизмов.

7. Превращения микроорганизмами соединений фосфора, серы, железа и других элементов.

8. Экология микроорганизмов (микрофлора воды, почвы, тела животного).

9. Биосинтез микроорганизмами белка и биологически активных веществ.

Сельскохозяйственная микробиология

10. Почвенное микронаселение и влияющие на его жизнедеятельность факторы.

11. Влияние обработки почвы и минеральных удобрений на деятельность микроорганизмов.

12. Роль микроорганизмов при получении органических удобрений.

13. Синтетические химические соединения и их детоксикация микроорганизмами.

14. Ризосферная микрофлора.

15. Микробиология кормов.

16. Использование в сельском хозяйстве микробов-антагонистов и микробных метаболитов для защиты и стимуляции роста растений и животных.

17. Микрофлора плодов и овощей.

18. Микрофлора эпифитная (семян, зерна, крупы, муки, комбикормов).

19. Микрофлора мяса и мясопродуктов.
20. Производство микробиологических продуктов и биопрепаратов сельскохозяйственного назначения.
21. Микробиологические основы виноделия.
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Рис. 2.  Формы бактерий





При микроскопическом изучении необходимо обращать внимание на то, как клетки расположены в конгломератах (скоплениях группами): плотно прижаты друг к другу, соприкасаются, расположены на расстоянии; каков характер концов клеток палочковидных и извитых бактерий – прямоугольный, сильно закруглённый, суженный, заострённый, правильно сферический, прямоугольный с закруглёнными уголками; какова форма внутренних концов клеток в цепочках; насколько плотно у сарцин прижаты в пакетах клетки друг к другу. Всё это имеет значение при идентификации (определении) бактерий и обязательно должно быть отражено в рисунке и описано.


Задание 5. Подготовиться к лабораторной работе 2, изучив технику приготовления фиксированного окрашенного микробиологического препарата, и составить конспект, который необходимо выучить.








Примечание. В формировании названий форм бактерий используются: 


– слова греческого происхождения:


coccos – kokkos – зерно;


diploos – двойной;


tetra – четыре;


streptos – цепочка;


staphyle – гроздь; 


bakterion – палочка;


speira – изгиб, извив, виток;


chaitё – волосы; 


micros – малый;


mykes – гриб;


– слова латинского происхождения: 


bacillum – палочка;


vibrio – колеблюсь, извиваюсь; 


sarcina – связка, узел.
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Рис. 14. Схема посева по секторам


























( См. лабораторные работы 8, 9, 14–20.
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