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лАБОрАтОрнОе ЗАнЯтие № 1

светопольная микроскопия. 
простЫе и слоЖнЫе метоДЫ 

окраШивания препаратов

Цель: Освоить правила пользования микроскопом в микробиологиче-
ской практике и основные методы окрашивания.

Задачи: 
1. Освоить технику микроскопии в иммерсионной системе.
2. Освоить методы микроскопических исследований 
3. Освоить технику простых и сложных методов окрашивания.

методические указания
1. метод светлого поля в проходящем свете применяется при ис-

следовании прозрачных препаратов, у которых различные участки струк-
туры по-разному поглощают свет. Пучок лучей из осветительной системы 
проходит препарат и объектив и дает равномерно освещенное поле в пло-
скости изображения. Элементы структуры препарата частично поглоща-
ют и отклоняют падающий на них свет, что и обусловливает появление 
изображения. Освещение препарата производится сверху, через объектив, 
который одновременно выполняет и роль осветительной системы. изо-
бражение, как и при проходящем свете, создается за счет того, что разные 
участки препарата неодинаково отклоняют падающий на них свет, а отра-
женные лучи имеют различную интенсивность. 

1. Основание (башмак)
2. Коробка с механизмом точной настройки
3. Микровинт точной настройки
4. тубусодержатель
5. Макровинт грубой настройки
6. головка тубусодержателя с направляющей типа «ласточкин 

хвост» для револьвера и гнездом для мононуклеарной насадки
7. Винт для закрепления мононуклеарной насадки
8. Мононуклеарная насадка (с окуляром)
9. револьвер с четырьмя объективами

10. Винт для фиксации револьвера относительно тубусодержателя
11. Кронштейн конденсора
12. рукоятка для перемещения кронштейна конденсора
13. Винт для закрепления конденсора в гильзе кронштейна
14. линза откидная в оправе
15. Зеркало

рис. 1. строение микроскопа
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Основной технической характеристикой микроскопа является разре-
шающая способность – минимальное расстояние между двумя точками 
рассматриваемого предмета, на котором они не сливаются в одну и пред-
мет виден отчетливо. на «Биоламе» предельная разрешающая способ-
ность равна 0,21 мкм, поэтому можно рассматривать объекты не менее 
0,21 мкм (объект увеличивается до 1800 раз). 

Объективы малого (3х, 5х, 8х, 9х) и среднего увеличения (20х, 40х, 
60х) применяют для предварительного осмотра и изучения крупных кле-
ток микроорганизмов (грибов). Они называются объективами сухой систе-
мы, т.к. при микроскопии между фронтальной линзой и препаратом нахо-
дится воздух. Объективы являются наиболее ценной частью микроскопа. 
Они ввинчиваются в гнезда револьвера и состоят из системы линз, заклю-
ченных в металли ческую оправу. Передняя, или фронтальная, линза объ-
ектива является самой маленькой и единственной, дающей увеличение. 
Остальные линзы в объективе толь ко исправляют недостатки полученного 
изображения и называются коррекционными. 

Объективы больших увеличений (85х, 90х, 100x) называются иммер-
сионными и их применяют для изучения мелких форм микроорганизмов 
(бактерий). В работе с этими системами препарат должен быть максималь-
но освещен. светорассеивание устраняется благодаря использованию им-
мерсионных жидкостей, показатель которых близок к показателю прелом-
ления стекла. из-за различия показателей преломления воздуха (n = 1) и 
стекла (n = 1,52) часть света, освещающих препарат, рассеивается и не по-
падает в объектив. иммерси онными называются объективы, фронтальная 
линза которых при работе погружается в нанесенную на препарат каплю 
жидкости с показателем преломления, близким к показателю пре ломления 
стекла. лучшим для этой цели является кед ровое масло с коэффициентом 
преломления 1,515 (ко эффициент преломления стекла – 1,53). световые 
лучи при переходе из стекла в слой кедрового масла не пре ломляются и, не 
отражаясь, попадают в объектив. та ким образом, достигается наилучшее 
освещение рассмат риваемого предмета.

Окуляр находится в верхнем конце тубуса. Окуляр представляет со-
бой сис тему двух плоско-выпуклых линз, обращенных выпук лостью в 
сторону объектива. линза, обращенная к глазу, называется глазной, а об-
ращенная к препарату – собирающей. У окуляров с большим увеличением 
фокус короче, поэтому меньше и длина окуляра. Между линзами имеется 
диафрагма, ограничивающая поле зрения и задерживающая кривые лучи 
света. Окуляры поме чаются цифрами, показывающими их собственное 
уве личение: 5, 7, 10, 15.
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наиболее четкое изображение предмета получается при сочетании 
сильных объективов со слабыми и средни ми окулярами. для того чтобы 
определить увеличение данной системы микроскопов, следует умножить 
пока затель увеличения объектива на показатель увеличе ния окуляра. 
например, при окуляре на 7 и объективе на 90 увеличение микроскопа 
равно 630.

Техника микроскопии в иммерсионной системе
1. Установить микроскоп на рабочем месте так, чтобы он был непод-

вижен (положите под башмак микроскопа лист бумаги или салфетку).
2. Включите настольную лампу и направьте свет на вогнутую поверх-

ность зеркала. 
(Зеркало отражает световые лучи и направляет их к конденсору. Кон-

денсор представляет собой систему сильных линз и служит для усиления 
яркости освещения рассматриваемого объекта. собирая лучи света, от-
раженные зеркалом, конденсор концентрирует их в плоскости препара-
та. Передвигается конденсор в вертикальном направлении при помощи 
винта. При опускании конденсора – поле зрения микроскопа затемняется, 
при поднятии – освещается. При слишком сильном освещении для зрения 
конденсор рекомендуется опустить, а при слабом – поднять. Под конден-
сором находится ирис-диафрагма, состоящую из тонких металлических 
сегмен тов, сдвигаемых или раздвигаемых при помощи рычажка сбоку для 
регулирования поступления света в конденсор.)

3. глядя в окуляр (объектив на 8) отрегулировать свет зеркалом так, 
чтобы освещение было максимальным.

4. Установить на рабочий столик предметное стекло, закрепить его 
двумя клеммами. Установить предметное стекло так, чтобы окрашенный 
мазок находился над собранным конденсором пучком света.

5. нанести каплю иммерсионного масло на окрашенный мазок (От-
крывать крышку флакона выкручивающим движением, а не вытягивать 
стеклянную палочку).

6. Поднять тубус макровинтом (большой винт по бокам тубусодержа-
теля), установить объектив на 90, вращая револьвер по (!) часовой стрелке 
до щелчка.

7. глядя сбоку опускать тубус макровинтом так, чтобы капля масла 
«раздавилась», при этом линза объектива вошла в каплю масла, но не до-
тронулась до стекла (чтобы не раздавить препарат и фронтальную линзу 
иммерсионного объектива).

8. глядя в окуляр слегка приподнять тубус макровинтом до появления 
изображения.
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9. Установить четкость изображения микровинтом (находится гори-
зонтально в башмаке микроскопа).

10. найти лучшее поле видения, вращая ручки, находящиеся по бо-
кам рабочего столика (нельзя под иммерсионным объективом перемещать 
стекло вручную, как вы это делали под малым объективом на зоологии). 

11. Зарисовать в тетрадь предмет исследования.
12. Поднять тубус макровинтом.
13. Убрать предметное стекло с рабочего столика. снять фильтро-

вальной бумагой остаток масла со стекла, вымыть стекло.
14. Установить объектив на 8, вращая револьвер по часовой стрелке.
15. В конце работы чистой сухой салфеткой вытереть остаток масла 

на линзе иммерсионного объектива, затем протереть другой салфеткой со 
смесью никифорова (нельзя остав лять масло на поверхности линзы, так 
как на нем собирается пыль, что может привести к повреждению объек-
тива.). Конденсор опустить. на рабочий столик уложить чистую салфетку 
и опустить максимально вниз объектив на 8 (вращением макровинта вниз 
опускается тубус), прижимая салфетку. Зеркало установить горизонталь-
но. сдать микроскоп дежурному.

2. методы микроскопического исследования.
нативные препараты готовят для исследования живых неокра-

шенных бактерий. наиболее распространенными являются методы «ви-
сячей капли», «раздавленной капли», микрокамеры с плотными средами. 

Фиксированные препараты. Цель фиксации – закрепить препарат 
на стекле, чтобы при окраске он не смывался, убить микроорганизмы для 
безопасности последующего исследования. Кроме того, мертвые клет-
ки красятся лучше, чем живые, т.к. проницаемость их клеточной стенки 
увеличивается, поэтому необходимо повы сить восприимчивость клеток 
к красителям. способность клеток воспринимать различные красители 
отражает их тинкториальные свойства, что определяется структурой и 
соста вом клетки.

Выделяют физические и химические методы фиксации. Чаще всего 
осуществляется физический метод – нагревание (термический метод или 
фламбирование), т. е. над пламенем горелки. Хотя данный метод фиксации 
и является достаточно грубым, но сохраняет морфологию и отношение 
бактерий к красителям. Препарат проносят 2–4 раза над пламенем спир-
товки мазком вверх (стекло должно нагреться до такой степени, чтобы при 
прикосновении к тыльной стороне ладони вызывало легкое жжение). для 
более детального изучения структуры клеток используют фик сирующие 
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растворы, предовращающие ферментативный автолиз бактерий и стаби-
лизирующие макромолекулы путем химического их сшивания. наиболее 
часто применяют формалин, спирты, жидкость Карнуа, ацетон и др. Маз-
ки фиксируют, помещая в раствор фиксатора или нанося на мазок.

для изучения строения бактериальной клетки фиксацию проводят хи-
мическими веществами, время воздействия которых различно. Этиловым 
спиртом (96%) – в течение 10–15 мин., метиловым или амиловым спир-
том – 3–5 мин., жидкостью никифорова (смесь этилового спирта и эфира 
поровну) – 10–15 мин., ацетоном – 5 мин., хлороформом – несколько се-
кунд, жидкостью Карнуа (96%-ного спирта – 60 мл, хлороформа – 30 мл, 
ледяной уксусной кислоты – 10 мл) – в течение 10 мин.

окрашивание препаратов проводится с помощью красителей, ко-
торые можно разделить на:

• позитивные (метиленовый синий, фуксин)  и негативные (ниг розин). 
Позитивными называются красители, окрашивающие микро организмы и 
другие находящиеся на стекле фиксированные объекты. негативными – 
красители, заполняющие пространство, окружающее микроорганизмы, в 
результате чего последние становятся видимыми в виде силуэтов на фоне 
красителя;

• кислые (эозин, конго красный) и щелочные (гематоксилин, толуи-
диновый синий, азур). Кислые красители связываются с вещества ми, име-
ющими щелочную реакцию (например, цитоплазматическими елками). 
Щелочные – связываются с базофильными (кислыми) ком понентами кле-
ток (нуклеиновыми кислотами, рибосомами).

Основные цвета окрашивания могут быть следующими:
– красный (основной фуксин, кислый фуксин, сафранин, конго красный); 
– фиоле товый (генциановый фиолетовый, метиловый фиолетовый, 

кристал лический фиолетовый); 
– синий (метиленовый синий, толуидиновый синий, водный синий);
– зеленый (малахитовый зеленый, бриллианто вый зеленый).
При наблюдении под микроскопом можно заметить активное дви-

жение бактерий, которые перемещаются в разных направлениях с разной 
скоростью. не следует смешивать самостоятельное движение бактерий с 
броуновским движением взвешенных в воде мельчайших частиц. Броу-
новское движение характеризуется беспорядочным колебанием бактерий 
на одном месте с отклонением то в одну, то в другую сторону. движение 
бактерий не следует также смешивать с чисто механическим перемещени-
ем, когда с током жидкости все частицы передвигаются в одном направле-
нии с оди наковой скоростью.
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для изучения внутреннего строения клеток применяют специальные 
способы окраски – цитохимические методы ис следования. При окраши-
вании мазка краситель проникает в клетку. сложные методы окраски ос-
нованы на особенностях физико-химического строения микробной клет-
ки. сущность метода – на мазок воздействуют несколькими красящими 
веществами, одно из которых на зывается основным (главным), другие – 
дополнительными (контрастными). После действия первого раствора кра-
сителя мазок в зависимости от способа окраски обесцвечивают спиртом,  
кисло той, щелочью, ацетоном и др. К обесцвечивающим веществам ми-
кробы относятся по-разному. Одни из них являются кислото- и спиртоу-
стойчивыми, другие – только кислотоустойчивые, третьи – не устойчивые 
к этим веществам. для определения отношения микроорганизма к окра-
ске по граму следует использовать молодые, лучше суточные культуры, 
так как микроорганизмы из старой или погибающей культуры неодинако-
во интенсивно красятся по граму. Мазки, нанесенные на стекло, должны 
быть по возможности тонкими и ровными. При толстом мазке дифферен-
циация его будет затруднена и грамотрицательные формы бактерий могут 
выглядеть грамположительными.

окраска  бактерий по граму Окрашивание зависит от химического 
состава клеточной стенки, цитоплазмы и рн среды. У грамположительных 
микробов содержится рнК примерно в 8 раз больше, чем днК, до 50% 
(по массе) тейхоевых кислот, цитоплазма имеет кислую реакцию (рн 2–3). 
Окраска положена в основу дифференциа ции бактерий и отражает способ-
ность клеток воспринимать и удержи вать внутри клетки красящий комплекс 
генцианового фиолетового и иода либо терять его после обработки спиртом. 

Принцип окраски. У первой группы микроорганизмов при окраши-
вании растворами красителей трифинилметанового ряда (генцианвиолет, 
кристаллвиолет) в присутствии йода образуется прочное соединение, не 
разрушающееся при последующем обесцвечивании спиртом. При этом 
микробные клетки остаются окрашенными в темно-синий цвет. грам-
положительные бактерии (положительно красящиеся по граму) окра-
шиваются в фиолетовый цвет. В стенке грамположительных много (до 
80% от сухой массы клеток) пептидогликана, поры которого при обра-
ботке этиловым спиртом сужаются и препятствуют выходу комплекса, 
образуемого при взаимодействии красителя генцианового фиолетового с 
компонентами клетки в присутствии йода. В поверхностном слое грам-
положительных микробов находится магниевая соль рибонуклеиновой 
кислоты, которая в присутствии йода в кислой среде образует прочное со-
единение с основными красителями – генциановым фиолетовым или др. 
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Поэтому грамположительные прочно удерживают краситель и окрашены 
в фиолетовый цвет. После удаления рибонуклеата магния из грамполо-
жительных клеток они становятся грамотрицательными. Микробы вто-
рой группы при воздействии спиртом обесцвечиваются и воспринимают 
дополнительную окраску, т.е. не красятся по граму. грамотрицательные 
бактерии (отрицательно красящиеся) окрашиваются в розовый цвет 
(цвет дополнительной окраски – в данном случае фуксина). У грамотрица-
тельных в состав многослойной клеточной стенки входят ароматические, 
серосодержащие и др. аминокислоты, цитоплазма имеет кислую реакцию 
(рн 5) и примерно одинаковое количество днК и рнК. У грамотрицатель-
ных бактерий не образуется прочного соединения основных красителей, 
они легко обесцвечиваются этиловым спиртом, и краситель смывается. 
Эти клетки дополнительно окрашивают другим красителем – фуксином 
Пфейффера. В культуре грамположительных могут быть и грамотрица-
тельные особи – это микробные «трупы», которые претерпели внутрикле-
точный аутолиз, в результате чего клетки лишились рибонуклеата магния. 
также окрашиваются и клетки с поврежденной оболочкой. 

лабораторный практикум
работа 1. МиКрОсКОПирОВАние  

МетОдОМ рАЗдАВленнОй КАПли
для изучения мик роорганизмов в живом состоянии (нативный пре-

парат). 
1.1.  исследование бактерий, выращенных в жидкой среде.
1. Предметное стекло обезжирить (кусочком хозяйственного мыла на-

тереть в центральной части предметного стекла и насухо вытереть чистой 
салфеткой). Предметное стекло уложить на стеклянный мостик над сте-
клянной кюветой.

2. Микробиологическую петлю простеризовать над горящей спиртовкой.
3. Взять каплю бульонной культуры стерильной бакпетлей и нанести 

на предметное стекло, при этом капля должна быть небольшой, чтобы по-
сле раз давливания жидкость не выступала за края покровного стекла

4. накрыть («раздавить») покровным стеклом. Покровное стекло 
ставят на ребро у края водной капли и постепенно опускают на нее. При 
осторожном опускании покровного стекла между стеклами не остается 
пузырьков воздуха.  если пузырьки воздуха видны, то легким постукива-
нием бактериальной иглы выдавить их из под покровного стекла.
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5. Установить на рабочий столик препарат, зафиксировать лапками 
предметное стекло.

6. Каплю иммерсионного масла нанести сверху на покровное стекло и 
микроскопировать с объективом на 90.

7.  Зарисовать микроорганизмы, видимые в поле зрения, оформить отчет.
1.2. исследование бактерий, выращенных на плотной среде.
1. на чистое обезжиренное предметное стекло (на середину) нанести 

каплю воды.
2. стерильной бактериологиче ской иглой, прокаленной в пламени 

спиртовки и охлажденной, взять небольшую массу бактерий из чашки 
Петри (аккуратно, чтобы не захватить питательную среду), размешать в 
капле воды на предметном стекле.

3. накрыть («раздавить») покровным стеклом, нанести сверху каплю 
иммерсионного масла, микроскопировать с объективом на 90.

4. Зарисовать микроорганизмы видимые в поле зрения, оформить отчет.

работа 2. МиКрОсКОПирОВАние  
МетОдОМ ПриЖиЗненнОй ОКрАсКи МиКрОБОВ

Этот метод является видоизменением метода раздавленной капли для 
лучшей видимости микробов. При этом бактерии сохраняют жизнеспо-
собность, приобретают окраску и отчетливо видны в поле зрения микро-
скопа.

1. на обезжиренное предметное стекло (на середину) нанести каплю 
воды.

2. стерильной бактериологиче ской петлей внести в каплю воды не-
большое количество исследуемой культуры, размешать.

3. накрыть покровным стеклом. 
4. сбоку ребра покровного стекла капнуть на предметное стекло не-

большое количество красителя (можно добавить дистиллированной воды, 
чтобы быстрее краситель ввелся под покровное стекло). например, если 
каплю метиленовой сини, сильно разведенную дистиллированной водой, 
ввести в жидкость под покровное стекло, бактерии окрасятся в голубой 
цвет.

5. Препарат микроскопировать с использованием иммерсионной си-
стемы (увеличение х90).

6. Зарисовать микроорганизмы видимые в поле зрения, оформить от-
чет.
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работа 3. МетОд ФиКсАЦии и ОКрАсКи ПреПАрАтА. 

Микробные тела при простом методе окраски окрашиваются в цвет 
применяемой краски.

1. Обезжирить стекло кусочком хозяйственного мыла.
2. В центр предметного стекла капнуть каплю воды и внести бакпет-

лей культуру с плотной среды из чашки Петри (если жидкая культура из 
пробирки, то сразу наносить на стекло без разведения), рассуспензиро-
вать, размазать тонким слоем по поверхности стекла на площади 2–3 см2 
(следить, чтобы мазок не был слишком плотным, был тонким). 

3. досуха высушить мазок на воздухе (1–2 мин).
4. Фиксация мазка сухим жаром. Предметное стекло (можно взять 

пинцетом) мазком вверх провести сквозь пламя спиртовки плавными 
круговы ми движениями 3–5 раз. При этом микроорганизмы гибнут и 
прочно прикрепляются к поверхности стекла.

5. стекло предметное положить на стеклянный мостик над кюветой и 
оставить на 1–2 мин. для того, чтобы стекло остыло.

6. нанести на мазок каплю красителя пипеткой, остав ить его на 1–2 мин. 
и следить, чтобы мазок не подсыхал.

7. смыть избыток краски слабой струей воды из промывалки. Про-
мывание заканчивают, когда промывная вода станет неокрашенной.

8. снять избыток воды фильт ровальной бумагой (прикладывать ее к 
мазку).

9. Просушить мазок на воздухе под горящей лампочкой настольной 
лампы. Препарат должен быть совершенно сухим, в противном случае со-
единение влаги с иммерсионным маслом при микроскопии мазка образует 
эмульсию (такой же эффект как вы наносите крем на влажные руки) и изо-
бражение будет нечетким. 

10. нанести на окрашенный сухой мазок каплю иммерсионного масла 
и микроскопировать с иммерсион ной системой.

работа 4. слОЖный МетОд ОКрАшиВАниЯ ПО грАМУ

1. Обезжирить стекло.
2. нанести бакпетлей микроорганизмы из жидкой среды сразу на 

предметное стекло, из твердой среды – в каплю воды и рассуспензировать. 
размазать мазок насколько возможно тоньше.

3. Фиксировать мазок над пламенем спиртовки.
4. Положить предметное стекло на стеклянный мостик, подождать 

1–2 мин. чтобы остыло стекло.

Мо
гил
ев
ски
й г
ос
уд
ар
ст
ве
нн
ый

 ун
ив
ер
си
те
т и
ме
ни

 А
.А

. К
ул
еш
ов
а



12

5. сверху на мазок уложить маленький квадрат из фильтровальной бу-
маги и на него нанести раствор генцианового фиолетового на 2 мин.

6. сбросить бакиглой фильтровальную бумагу в эксикатор. раствор 
красителя слить, (не промывая препарат водой).

7. нанести на мазок 2–3 капли р-ра люголя на 2 мин.
8. слить раствор люголя.
9. нанести на мазок этиловый спирт до 30 сек.  Окрашенный мазок 

обесцвечивают 96°– этиловым спиртом (препарат непрерывно покачи вают 
15–20 сек. до прекращения отхождения фиолетовых струек). Обесцве-
чивание проводят не более 30 сек. – в зависимости от толщины мазка – 
пока мазок не станет серостального цвета. Очень важно четко придер-
живаться времени обесцвечивания, так как при превы шении указанного 
срока обесцвечиваются и грамположительные клетки. следует учесть, что 
аце тон действует почти мгновенно, 95%-ный этанол обладает более мед-
ленным действием. дифференциацию мазка прекращают, когда закончит-
ся вымывание красителя из препарата.

10. Препарат промыть водой из промывалки, уложить на стеклянный 
мостик.

11. на мазок нанести водный раствор фуксина пфейффера на 2 мин. 
12. Краситель слить, препарат промыть водой, высушить широкой по-

лоской фильтровальной бумаги, досушить под горящей настольной лампой 
1–2 мин. и микроскопировать  с иммерсионной систе мой. После этой обра-
ботки грамположительные микроорганизмы приобретают темно-фиолето-
вый цвет, а грамотрицательные окрашиваются лишь в цвет дополнитель ной 
окраски (фуксина). результаты окраски по граму зависят от возраста культу-
ры: в старых культурах мертвые клетки всегда окрашиваются грамотрица-
тельно. Поэтому лучше использовать молодые односуточные культуры. не-
которые бактерии окраши ваются грамвариабельно, т. е. часть клеток – как 
грамположительные, а часть – как грамотрицательные.

работа 5. ОПределение тиПА КлетОЧнОй стенКи 
с ПОМОЩЬЮ КОн

1. на предметное стекло нанести каплю 3% водного раствора КОн.
2. Петлей внести культуру исследуемых бактерий и тщательно пере-

мешать.
3. если суспензия тянется за петлей в виде тонких слизистых нитей – 

это грамотрицательные бактерии, если нет (ОтрыВАетсЯ нитЬ) – грам-
положительные.
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лАБОрАтОрнОе ЗАнЯтие № 2

морФология и строение  
бактериальноЙ клетки

Цель: ознакомиться с формами микроорганизмов и ознакомиться с 
компонентами бактериальной клетки, методиками их окраски.

Задачи: 
1. Предложенные культуры (выбрать три культуры, на одном предмет-

ном стекле делать одновременно три мазка из трех различных культур) окра-
сить сложным методом по граму и негативным методом окрашивания (каж-
дую культуру двумя методами). Зарисовать, определить отношение бактерий 
по граму (т.е. это гр+ или гр- бактерии), определить форму бактерий.

2. теоретически изучить различные методы окрашивания компонен-
тов бактериальной клетки. Практически отработать методики окрашива-
ния и выявления основных компонентов клетки прокариотов. для окраски 
одного компонента клетки брать одно предметное стекло и на нем делать 
три мазка из выбранных ранее культур.

3. Оформить отчет в виде таблицы. сделать вывод о проделанной ра-
боте. Форма отчета полученных результатов исследования:

Объект  
исследова-

ния

Окрашивание  
по граму Компоненты клетки

форма гр+/гр- нуклеоид капсула споры жгутик гликоген гранулеза жир волютин

1. Зубной налет
монококки
диплококки
тетракокки
сарцины
стафило-
кокки
стрепто-
кокки
палочки
нитевидные
вибрионы
спириллы
спирохеты
дрожжи

2. Культура сена (элективная среда для культивирования сенной палочки)*

3. Эпифитная микрофлора зерна*

Примечание: * – те же объекты исследования как при изучении микрофлоры зуб-
ного налета.

4. Зарисовать в тетради строение прокариотической клетки.
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методические указания
1. морфология бактерий. Все микроорганиз мы   в   зависимости   от   

структуры ядра и органелл делят на прокариоты и эвкариоты. У прокари-
отов ядерное вещест во (генофор) и органеллы не отделены от цитоплазмы 
специаль ными оболочками. У эвкариотов ядра и органеллы (митохондрии 
и хлоропласты) отделены от цитоплазмы мембранами. В настоя щее время 
выявлена третья группа микроорганизмов – архебактерии, которые за-
нимают промежуточное положение и от личаются от прокариотов и эвка-
риотов по цитологическим, физио логическим, биохимическим и другим 
свойствам. среди них не обнаружено патогенных форм. Под общим по-
нятием «бактерии» описано свыше 1600 видов микроорганизмов – про-
кариот, не имеющих настоящего сложноорганизованного ядра. Большин-
ство представителей бакте рий – одноклеточные организмы, различающи-
еся размерами и физиологическими свойствами. По форме все бактерии 
мож но разделить на шаровидные (или кокки), палочковидные, из витые и 
нитчатые. из почвы выделены также бактерии, имею щие довольно свое-
образную форму.

 1.1. Шаровидные (кокковые) формы микробов. шаровидные фор-
мы микробов представляют клетки прокариотического типа, образующи-
еся в результате деления кокков в од ной, двух и трех взаимно перпендику-
лярных плоскостях кокки (от греч. kokkos – зер но, шарик). Они делятся на 
следующие группы.

1. микрококки (от лат. micro – маленький), образуются делением 
кокков в разных плос костях и располагаются беспорядочно. Примером 
могут служить клетки Micrococcus agilis (от лат. agilis – подвижный). 
В природе встречаются в виде одиночных шаровидных клеток. 

2. Диплококки – кокки, расположенные попарно. Diploos – греческое 
слово, означает двойной. Они образуются при делении кокков в одной пло-
скости. К ним относится Azotobacter chroococcum. родовое название этих 
бактерий отражает их способность фиксировать азот атмосферы, видовое – 
продуци ровать коричневый пигмент (от лат. chroo – коричневеющий).

3. стафилококки также располагаются беспоря дочно, но при этом 
скопления кокков чаще напоминают гроздья винограда. Staphyle  (грече-
ское) – виноградная гроздь.

4. стрептококки образуются также делением кок ков в одной плоско-
сти, но при этом клетки располагаются це почкой. Streptos  (греч.) – цепь, 
витой, плетеный. К роду стрептокок ков относятся в основном патогенные 
бактерии. но стрепто кокковую форму имеют многие молочнокислые бак-
терии рода лактококкус Lactococcus lactis. родовое и видовое названия 

Мо
гил
ев
ски
й г
ос
уд
ар
ст
ве
нн
ый

 ун
ив
ер
си
те
т и
ме
ни

 А
.А

. К
ул
еш
ов
а



15

этих бактерий, образующих короткие цепочки, отражают их причастность 
к молочнокис лому брожению (от лат. lactis – молочный).

5. тетракокки – кокки, расположенные по четыре клетки. Tetra 
(греч.) – четыре. такое расположение клеток – ре зультат деления материн-
ских форм в двух взаимно перпенди кулярных плоскостях.

6. сарцины по форме напоминают пакеты или тюки. Образуются вслед-
ствие деления кокков в трех взаимно перпенди кулярных плоскостях. Sarcio 
(лат.) – связывать шаровидные бактерии, группирующиеся по 8 клеток. рас-
полагаются в виде куба, с каждой стороны которого по 4 клетки. такая фор-
ма возникает в результате деления клетки в трех взаимно перпен дикулярных 
плоскостях. некоторые виды сарцин формируют большие сарциноподоб-
ные кубообразные пакеты, в которых с каждой стороны находится уже не 
по 4 клетки (субъединицы сарцины), а по 4 сарцины.  Sarcina flava (сарцина 
желтая) – наиболее распространенный представитель микрофлоры воздуха.

Все шаровидные формы бактерий, за исключением Lactococcus lactis, 
просматривают на фиксированных и окрашен ных фуксином препаратах.

1.2. палочковидные формы микробов. Палочковидные или цилинд-
рические микробы имеют разную форму, длину и толщину. Форма их мо-
жет быть овальная, цилиндрическая, веретенообразная. Концы закругле-
ны или как бы обрублены. Палочковидные формы делят на две группы: 
образующие споры (бациллы) и не обладающие такой способностью 
(бактерии). Бациллы могут иметь форму лимона, ракетки, барабанной 
палочки и т. д. Как и шаровидные, палочковидные формы располагаются 
поодиночке, скоплениями, попарно – диплобактерии и диплобациллы, це-
почкой – стрептобактерии и стрептобациллы. длина не которых микробов 
незначительно превышает толщину, по форме они приближаются к кок-
кам, в связи с чем их называют коккобактериями.

Палочковидные бактерии, к ним относят формы, обра зующие споры 
(роды Bacillus, Clostridium и др.) и не образую щие их (роды Pseudomonas, 
Achromobacter, Lactobacillus и др.). с представителями палочковидных 
бактерий, образую щих споры, можно познакомиться на примере Bacillus 
mycoides или Bacillus mesentericus. В названии первого вида отражена его 
способность развиваться на питательных средах в виде ложно-грибовид-
ного налета (от лат. mycoides – грибовидный), напо минающего мицелий 
грибов. Поскольку Bacillus mycoides – спорообразующая палочка, цито-
плазма клетки, приступившей к спорообразованию, про крашивается кра-
сителем, а спорогенная зона – нет. Поэтому под микроскопом бацилла вы-
глядит неравномерно окрашен ной. спорогенная зона, как более плотная и 
непрокрашенная, иначе преломляет свет, чем цитоплазма клетки. Клетки 
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Bacillus mycoides относятся к стрептобациллам, так как обычно распо-
лагаются цепочками. для просмотра лучше брать двух-трехсуточную 
культуру (в более позднем возрасте клетки переходят в стадию спорообра-
зования). Bacillus mesentericus (картофель ная палочка) также относится к 
стрептобациллам. для того, чтобы накультивировать картофельную па-
лочку возьмите клубень картофеля, вымойте, высушите салфеткой. Вдоль 
клубня сделайте продольный срез толщиной 1–1,5 см, положите в чашку 
Петри, натрите с обоих сторон порошком мела, сбрызните водой, закройте 
крышкой и поставьте в тепло (под батарею, в термостат) н несколько дней.

Палочковидные бактерии просматривают на фиксиро ванных и окра-
шенных фуксином препаратах.

нитчатые формы. Представляют собой цепочки цилинд рических кле-
ток, часто окруженные общим влагалищем, или чехлом. нитчатые бактерии 
распространены в илах, почве и водоемах, особенно с высоким содержани-
ем железа. В во доемах эти бактерии часто образуют охристые осадки.

для знакомства с нитчатыми бактериями рекомендуется брать пробу 
воды с охристыми отложениями из естественных водоемов. Препарат го-
товят в раздавленной капле и просмат ривают с иммерсионной системой. 
наиболее часто на нем встречаются железобактерии рода Leptothrix, окис-
ляющие закисные формы железа в окисные. гидрат окиси железа откла-
дывается во влагалищах, отчего они имеют желтовато-бурую (охристую) 
окраску. размножается Leptothrix делением конце вой (молодой) клетки, 
обращенной внутрь влагалища. При этом старые клетки оттесняются (вы-
талкиваются) молодыми; нить и влагалище в результате размножения и 
роста клеток уд линяются. нередко старые клетки отчленяются от общей 
нити. на препарате часто обнаруживаются остатки ожелезненных чехлов 
(в виде тонких трубок) и другие ожелезненные структуры. для выявле-
ния вегетативных клеток железобактерий про бу берут непосредственно из 
охристых осадков, препарат фик сируют 96%-ным спиртом, обрабатывают 
1%-ным раствором нсl (для обесцвечивания влагалищ) и окрашивают в 
течение суток эритрозином. Влагалища клеток на таком препарате бес-
цветны, а вегетативные клетки и гонидии красные. Гонидии – образования 
овальной или округлой формы, в некоторых случа ях имеющие жгутики. 
гонидии формируются у тех нитчатых бактерий, которым свойственна 
дифференциация нити.

1.3. извитые формы. в зависимости от степени поворота тела клетки 
вокруг своей оси, различают следующие извитые формы микроорганизмов.

1. вибрионы имеют форму запятой, vibrare  (лат.) – извиваться, дро-
жать. Это слегка изогнутые клетки: изгиб их меньше половины окружно-
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сти.  Поворот тела вокруг оси не превышает четверти оборота. на конце 
расположен один жгутик.

2. спириллы (лат.  spiro – штопор). В отличие от вибрионов их клет-
ки более длинные, толстые и извитые: из витость или равна, или больше 
половины окружности. спи риллы могут иметь один завиток в виде рус-
ской буквы с, два завитка в виде латинской буквы S или несколько – в виде 
спирали. Характеризуются небольшим числом крупных за витков (не бо-
лее пяти). Передвигаются с помощью жгутиков.

3. спирохеты – длинные и тонкие клетки с большим ко личеством 
мелких, но крутых завитков; длина клеток превы шает их толщину в 
5–200 раз. имеют штопорообразную форму и большое ко личество мелких 
завитков. способны сокращаться. на конце тела спирохет обна ружены 
жгутики, расположенные пучком. Благодаря такому строе нию спирохеты 
осуществляют сгибательное, вращательное и посту пательное движения. 

Вибрионы и спириллы удобно просматривать на фикси рованном и 
окрашенном фуксином препарате, приготовлен ном из навозной жижи, 
предварительно инкубированной в те чение нескольких суток в термоста-
те. на таком препарате мно го клеток разных видов микроорганизмов, сре-
ди них часто встречаются извитые формы.

для ознакомления со спирохетами следует приготовить фиксирован-
ный крашеный препарат зубного налета. Особенно удачны препараты со-
скоба из кариесного (гнилого) зуба. Зуб ные спирохеты чрезвычайно тон-
кие, почти волосовидные, ко роткие (всего 2–3 завитка).

2. строение бактериальной клетки.
Основные структуры бактериальной клетки со жгу тиками схема-

тически представлены в правой части рисунка, дополнитель ные мем-
бранные структуры, имеющиеся у фототрофных и нефототрофных бак-
терий, – в средней части, включения запасных веществ – в левой части. 
1 – гранулы поли-β-оксимасляной кислоты; 
2 – жировые капельки; 
3 – включения серы; 
4 – трубчатые тилакоиды; 
5 – пластинчатые тилакоиды; 
6 – пузырьки; 
7 – хроматофоры; 
8 – нуклеоид; 
9 – рибосомы: 

10 – цитоплазма; 
11 – базальное тельце; 
12 – жгутики; 
13 – капсула; 
14 – клеточная стенка; 
15 – цитоплазматическая мембрана; 
16 – мезосома; 
17 – газовые вакуоли; 
18 – ламеллярные струк туры; 
19 – гранулы полисахарида; 
20 – гранулы полифосфата.

рис. 2. схематическое изображение бактериальной клетки 
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2.1. подвижность бактерий. Поступательное движение бактерий 
за счет жгутиков можно на блюдать во влажных препаратах, применяя в 
большинстве случаев светлопольный микроскоп. наиболее эффективно 
наблюдение за под вижностью в темнопольном микроскопе. Чтобы убе-
диться, что жгути ки действительно присущи данным микроорганизмам, 
а также опре делить их расположение (полярное, перитрихиальное, лате-
ральное), требуются методы с применением окрашивания. для окрашива-
ния жгутиков предложено несколько методов, общим этапом для которых 
является протравливание препарата (обычно рас творами таннина, HgCL2) 
и последующая окраска (чаще карболовым раствором фуксина). В резуль-
тате этого на жгутиках про исходит осаждение красителя, благодаря чему 
одновременно достига ется как увеличение их толщины, так и уменьшение 
прозрачности. 

Подвижность бактерий может быть выявлена с использованием тех-
ники посева в столбик агара. При этом культуру бактерий засевают уко-
лом в столбик 0,3% питательной среды в пробирке. Пробирки по мещают 
в термостат для инкубирования. результаты учитывают через 24–48 часов. 
Подвижные бактерии растут по всей толще агара, вызывая диффузное по-
мутнение среды, неподвижные – только по линии укола.

Жгутики микроорганизмов – тон чайшие образования (0,02–0,04 мкм), 
легко отрывающиеся от клетки при обработке. Это затрудняет их исследо-
вание. В ос нове методов окрашивания жгутиков лежит обработка их про-
травителями, в результате которой они увеличиваются в объ еме. 

для подготовки культуры реко мендуется ежедневно несколько дней 
подряд делать пересевы на свежую питательную среду (в жидкую среду 
или в конден сационную воду свежей скошенной агаризованной среды). 
В день просмотра материал берут петлей и переносят в про бирку с 5–6 мл 
стерильной водопроводной воды, нагретой до 37°с. не рекомендуется раз-
мешивать бактериальную массу в воде петлей, она сама должна разойтись 
в ней в течение 30–60 мин.

Прежде чем приступать к работе, необходимо проверить подвиж-
ность клеток в висячей капле. В случае отсутствия под вижности пробирку 
оставляют в термостате на 11/2–2 сут.

для приготовления препаратов необходимы абсолютно чистые пред-
метные стекла. их кипятят в растворе бихромата калия в крепкой серной 
кислоте, затем дважды промывают в растворе едкого натра. После это-
го стекла промывают водой и хранят в банке с 96%-ным спиртом. Затем 
ту сторону стекла, на которую будет нанесен мазок, сильно нагревают и 
охлаж дают.
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Метод Леффлера. суспензию 12–16-часовой культуры бактерий на-
носят на предметное стекло и сушат при комнат ной температуре. допусти-
мо зафиксировать мазок, быстро проведя его через пламя. далее препарат 
обрабатывают протравителем 3–5 мин, нагревая его до появления паров 
или в течение 15–20 мин при комнатной температуре, затем про мывают 
сильной струей дистиллированной воды 30 с и высу шивают на воздухе.

Окрашивают препарат 3–4 мин карболовым фуксином Циля или рас-
твором, содержащим 1 часть насыщенного спир тового раствора фуксина и 
10 частей воды при легком нагрева нии до появления пара. Затем препарат 
промывают водой, вы сушивают и исследуют под микроскопом с иммерси-
ей. Жгути ки и клетки бактерий окрашиваются в розовый цвет.

Приготовление протравителя. 12 г таннина растворяют при на гре-
вании в 48 мл воды, добавляют 30 мл насыщенного водного раствора же-
лезного купороса (FeSO4) и 6 мл насыщенного рас твора фуксина в 96%-ном 
спирте. смесь готовят за несколько дней до употребления, хранят в склянке 
с притертой пробкой в темном месте. Перед началом работы ее фильтруют.

Метод Лейфсона. стеклографом на одной половине стекла по гра-
нице вычерчивают прямоугольник. на площадь прямоугольника петлей 
наносят суспензию бактерий. наклоняя стекло, дают возможность стечь 
избытку жидкости на противоположную сторону стекла. Препарат сушат 
при комнатной температуре на воздухе.

на мазок наносят точно 1 мл парарозанилинового красителя, следя за 
тем, чтобы он не растекался за нанесенные на стекло линии. Поскольку 
в красителе содержится танниновая кислота, предварительной фиксации 
не требуется. Окрашива ние длится 7–15 мин  (время определяют в каж-
дом конкретном случае экспериментально). для уточнения правильности 
срока окраски препарат помещают на черный фон и освещают сбоку. Как 
только по всему мазку выпадет осадок, избыточный краситель удаляют 
слабой струей дистиллированной воды, не отмывая выпавший в осадок 
краситель. если клетки бактерий не окрасились в красный цвет, их докра-
шивают метиленовым синим. 

Приготовление парарозанилина. для этого необходимы три рас твора: 
первый – 1,5%-ный NaCl в дистиллированной воде, второй – 3%-ный тан-
ниновой кислоты в дистиллированной воде (раствор должен быть свет-
ло-желтым); третий – 0,9%-ный парарозанилинацетата, или 0,3%-ный 
парарозанилингид-рохлорида в 96%-ном этиловом спирте. для получения 
однородной смеси требуется несколько часов даже при взбал тывании. 
Вместо соли розанилина можно применить основной фуксин в виде 1,2%-
ного раствора в 96%-ном этиловом спирте.
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для приготовления красителя смешивают равные объемы всех трех 
растворов, полученную смесь хранят в плотно заку поренной склянке. 
Краситель сохраняет свои свойства при 4°C несколько недель, а при 
t = –10-20°C – месяцы и даже годы.

Метод серебрения жгутиков по Морозову. готовят три реактива. со-
став первого: 1 мл ледяной уксусной кислоты, 2 мл формалина, 100 мл 
дистиллированной воды; состав вто рого: 5 г таннина, 1 мл жидкой карбо-
ловой кислоты (фенола), 100 мл дистиллированной воды; состав третье-
го: 5 г кристал лического нитрата серебра (AgNO3), 100 мл дистиллирован-
ной воды.

К 80 мл раствора серебра по каплям приливают водный раствор ам-
миака (нашатырного спирта) до растворения обра зовавшегося осадка и 
появления легкой опалесценции. если аммиака будет добавлено слишком 
много, то из оставшихся 20 мл раствора серебра следует добавить еще не-
сколько капель до возникновения опалесценции.

для окраски препарата полученный раствор серебра раз водят дистил-
лированной водой в соотношении 1 : 100.

техника окраски следующая: на 1 мин. на препарат нали вают первый 
реактив, сливают его, промывают препарат во дой; наливают второй реак-
тив, препарат подогревают на сла бом пламени 1 мин до появления паров, 
тщательно промывают водой; 1–2 мин при нагревании обрабатывают пре-
парат третьим реактивом до появления темно-коричневой окраски, тща-
тельно промывают водой, высушивают и микроскопируют с иммерсией.

геном бактерий. Оформленное ядро встречается только у высоко-
организованных микроорганизмов: дрожжей, грибов и миксобактерий. 
В цитоплазме остальных микроорганизмов обнаруживаются прерывистые 
структуры, содержащие днК и белок, называющиеся нуклеоидом или 
бактериальной хромосомой. Поэтому типичного и оформленного ядра, 
отграниченного от цитоплазмы ядерной мембраной, у большинства про-
кариот нет.

нуклеоид является носителем наследственных свойств клетки и фак-
тором передачи этих свойств будущему потомству. «Ядро» бактерий ото-
ждествляется с хромосомой, которая представлена длинной нитью днК, 
перекрученной и замкнутой в кольцо. В цитоплазме бактериальных клеток 
содержится много рнК, которая окрашивается ядерными красками так же, 
как и днК ядра, поэтому обнаружить бактериальное ядро на препаратах 
довольно трудно. Метод окраски бактериальных ядер основан на устра-
нении рнК цитоплазмы гидролизом мазка в соляной кислоте, а затем по-
следующей окраске днК.
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Метод Романовского–Гимза. Этим методом в клетках прокариот од-
новременно выявляют геном клетки и волютин. сначала препарат фикси-
руют 5 мин метиловым спиртом или фиксатором Карнуа. В последнем слу-
чае для удаления следов уксусной кислоты препарат промывают спиртом 
и тщательно высушивают на воздухе. Окрашивают препарат красителем 
романовского–гимза в течение суток, затем ополаскивают слабощелочной 
(рн 7,2) водой, высушивают и микроскопируют. геном окрашивается в 
красно-фиолетовый цвет, цитоплазма – в слабо-розовый.

Красители. Краситель Карнуа содержит абсолютный спирт, хло ро-
форм, ледяную уксусную кислоту в соотношении 6:3:1. Краситель Рома-
новского–Гимза. Промышленность выпускает препарат, представляющий 
собой смесь азура (органического красителя, полученного из метилено-
вого синего), эозина и метиленового синего. непосредственно перед упо-
треблением к 10 мл дистиллированной воды, имеющей нейтральную или 
слабощелочную реакцию (рн 7,2), прибавляют 10 капель красителя.

Реакция Фельгена. ее применяют для окраски днК. При слабом кис-
лотном гидролизе нуклеопротеидов происходит отщепление пуриновых 
и пиримидиновых оснований, ведущее к высвобождению дезоксирибо-
зы, входящей в днК. При гидролизе дезоксирибоза переходит в гидрок-
силевулиновый альдегид, который взаимодействует с сернистой частью 
бесцветной фуксинсернистой кислоты, выделяя фуксин красного цвета. 
В результате геном окрашивается. Препараты бактерий обрабатывают 
фиксатором Карнуа; 5 мин, промывают абсолютным спиртом, гидролизу-
ют 7 мин в растворе 1 н. HCl, подогретом до 60 °с, погружают на 1–2 мин. 
в холодный раствор 1 н. HCl и переносят в фуксинсернистую кислоту (ре-
актив шиффа) на 3–4 ч. Препараты последовательно промывают в трех 
кюветах с сернистой водой по 20 мин в каждой, затем ополаскивают дис-
тиллированной во дой, высушивают и микроскопируют. геном окрашива-
ется в фиолетовый цвет.

2.3. выявление некоторых цитопазматических (внутриклеточ-
ных) включений. У многих бактерий, выращиваемых в определенных 
ус ло виях, в ре зультате обменных процессов в цитоплазме образуются от-
ложения, которые называют включениями. Включения – это вещества, 
возникающие в результате мета болизма клетки: гранулы углеводной при-
роды – гликоген (животный крахмал) и гранулеза (крахмало-подобное ве-
щество), зерна волютина (запас азота и фосфора в клетке), капли жира 
и серы, кристаллы щавелевой кислоты, зер нышки аморфного карбоната 
кальция. Эти включения представляют собой продукты клеточного обме-
на; одни из них следует рас сматривать как запасные питательные веще-
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ства, другие – как отходы метаболизма клетки. для выявления этих вклю-
чений, которые сильно преломляют свет, применяется несколько методов.

волютин – полифосфат, запасное фосфор- и азотсодержащее веще-
ство, производное нуклеиновой кислоты и служит источником фосфатных 
групп. название «волютин» произошло от Spirillum volutans, в клетках ко-
торой он был впервые обнаружен. Волютин обнаруживается в виде круп-
ных гранул в ваку олях дрожжей или цитоплазме бактерий (уксуснокис-
лых, молочнокислых, азотфиксирующих) и актиномицетов. Включения 
волютина хорошо выражены в клетках Asotobaster, Spirillum volutans, Вac. 
subtilis, а также у возбудителей сибирской язвы, дифтерии. гра нулы волю-
тина имеют относительно крупные размеры, окрашиваются различными 
красителями, изменяя цвет последних. например, при окрашивании ме-
тиленовым синим волютин (имеет к нему сродство) окрашивается в ярко-
красный цвет (а не в цвет основного красителя). такое явление получило 
название метахромазии. Характерные свойства волютина – сродство к ос-
новным кра сителям и метахромазия, т. е. способность приобретать иной 
цвет, чем цвет окрашивающего вещества.

Метод Омелянского. Метод окраски основан на плохой растворимо-
сти волю тина в растворах кислот. на обезжиренное стекло наносят тон кий 
мазок бактерий, сушат его на воздухе, фиксируют над пла менем и окра-
шивают карболовым фуксином Циля (фуксином основным феноловым 
Циля). Через 0,5–1 мин. промывают препарат водой, обесцвечивают 20–30 
с 1%-ным раствором H2SO4. серная кислота обесцвечивает цитоплазму, 
а зерна валютина остаются окрашенными фуксином. промывают, допол-
нительно 20–30 с окрашивают метиленовым синим (1 : 40), промывают, 
промокают, наносят масло и смотрят с иммерсионной систе мой. гранулы 
волютина окрашены в красный цвет на фоне си ней цитоплазмы.

Окраска волютина. Окраска волютина производится на культуре 
дрожжей Saccharomyces cerevisiae. на приготовленный фик сированный 
мазок наливают уксуснокислый синий на 1–2 мин. Затем препарат про-
мывают водой. Окрашивают раство ром хризоидина 20–30 с. Промывают 
водой, высушивают фильтровальной бумагой и исследуют под микроско-
пом с иммерсией. Протоплазма клеток окрашивается в светло-кориневый 
цвет, зерна волютина – в фиолетовый.

Метод Леффлера. тонкий мазок культу ры микроорганизма высу-
шивают на воздухе, фиксируют на пламени, окрашивают раствором ме-
тиленовой сини леффлера в течение 3-х минут, промывают водой, не 
высушивая, покрывают покровным стеклом и рассматривают, пользуясь 
объективом х90. на пре парате зерна валютина окрашены в красновато-
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фиолетовый цвет, а цитоплазма – в голубой. для более ясной дифферен-
циации зе рен валютина пользуются растворами кислоты и щелочи. При 
до бавлении под покровное стекло 1% серной кислоты, зерна валю тина 
сохранят окраску, а цитоплазма обесцвечивается. При до бавления 5% рас-
твора соды цитоплазма клетки сохраняет голубой цвет, а зерна валютина – 
обесцвечиваются.

включения жировой природы. Жир содержится в клетках практи-
чески всех видов микроорганизмов (корневидной, картофельной бацилл, 
дрожжах), особенно много его накаплива ется при старении культуры. 
Жиро вые включения можно наблюдать в клетках некоторых дрожжей без 
специальных методов окраски.

Выявление жировых включений в нативном препарате. на предмет-
ное стекло наносят каплю физиологического раст вора, в ней осторожно 
размешивают взятую микробиологической петлей культуру дрожжей. 
смесь накрывают покровным стеклом и микроскопируют, пользуясь объ-
ективом на 90. В клетках дрожжей видны крупные капли жира, сильно 
преломляющие свет.

Контрастная окраска включений жировой природы. 
1. Окрашивают жир у микробов спиртовым раствором судана III 

(0,05 г судана III-4 100 мл 96%-ного этилового спирта), для чего к капле 
культуры добавляют краситель и смешивают. Капли жира окрашиваются в 
красный цвет, а цитоплазма остается неокра шенной. 

2. К капле густой водной взвеси микроорганизма на предметном сте-
кле до бавляют каплю 40% формалина и оставляют препарат на 5 минут. 
Затем к взвеси микроорганизмов добавляют каплю раствора метиленовой 
сини леффлера (1 : 30) и окрашивают препарат в течение 10 минут. Потом 
на него наносят каплю раствора судана III и ос тавляют на 5 минут. Пре-
парат накрывают покровным стеклом и микроcкопируют, пользуясь объ-
ективом на 90. Жировые включения бактериальных клеток окрашиваются 
в красновато-розово-оранжевый цвет, цитоплазма – в синий.

Многие гранулы, окрашивающиеся суданом III или суда ном черным 
(0,3%-ным раствором в 70%-ном этиленовом спирте), состоят из поли-
β-оксимасляной кислоты. для выяв ления поли-β-оксимасляной кислоты 
готовят препарат клеток 24-часовой культуры. Мазок подсушивают на 
воздухе, фикси руют над пламенем горелки, окрашивают суданом черным 
5–15 мин. (краситель может при этом высохнуть, но это не имеет значе-
ния). Затем краситель смывают, препарат подсушивают фильтровальной 
бумагой и обрабатывают ксилолом, несколько раз погружая в него стек-
ло. Время обесцвечивания не должно превышать 1 мин. дополнительное 
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окрашивание препарата проводят 0,5%-ным водным раствором сафранина 
в течение 5–10 с. Включения поли-β-оксимасляной кислоты выглядят как 
черно-синие гранулы в розовой цитоплазме клеток.

Приготовление судана III. 0,1 г судана III растворяют в 200 мл 96%-
ного спирта или концентрированной молочной кислоты.

2.4. кислотоустойчивость – свойство, наиболее характерное для ми-
кобактерий и некоторых актиномицетов, нокардий. Кислотоустойчивость 
связана с особенностями химического состава клеточных стенок и обу-
словлена большим содержанием в клетке сложных липидов, в частности, 
миколовых кислот. Кислото устойчивость проявляется в том, что клетки с 
трудом воспри нимают красители, а при окрашивании – прочно их удержи-
вают. Жироподобные вещества (липоиды) с трудом окрашиваются обыч-
ными анилиновыми красками. Эти бактерии не окрашиваются обычными 
методами. Однако если при окрашивании используются фенол (раствор 
карболового фуксина), детергенты или нагревание, то окрашенные клетки 
получить удается, которые не теряют окраски при воздействии на них рас-
твором неорганических кислот и спирта и не воспринимают цвет допол-
нительной контрастной окраски, т.е. окраска клеток сохраняется даже при 
последующем обесцвечивании в смеси кислота-спирт.

2.5. споры. спорообразование свойственно бактериям нескольких 
родов, к числу которых относятся Bacillus, Clostridium, Sporosarcina, Desu-
fotomaculum. если диаметр споры не превышает диаметра клетки, в кото-
рой спора образуется, клетку называют бациллярной (присутствие споры 
не меняет внешнего вида клетки); ес ли превышает, то в зависимости от 
расположения споры в центре или на конце клетки эту клетку называют 
соответ ственно клостридиальной (клетка расширена в месте нахождения 
споры и имеет вид веретена или лимона) или плектридиальной (спора на-
ходится на конце клетки). 

Обычно внутри каждой клетки образуется одна спора, которая может 
размещаться центрально (у бацилл); субтерминально или терминально, 
превышая диаметр материнской клетки (у клостридий). Это приводит к 
формированию у кислостридий клеток веретеновидной формы (Clos-
tridium perfringens), разливной ложки (Clostridium diauvoci), ракетки или 
барабанной палочки (Clostridium tetani). Палочка со спорой называется 
бациллой.

Бактериальные споры устойчивы к высокой температуре, высушива-
нию, воздействию токсических веществ и других неблагоприятных фак-
торов. Бактериальные споры могут быть выявлены с использованием как 
простых, так и сложных методов окраски.
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При наблюдении за живыми спорообразующими бакте риями их спо-
ры можно различить по более сильному прелом лению световых лучей. 
споры кислотоустойчивы, поэтому с трудом окрашиваются красителями. 
Объясняется это боль шой плотностью оболочки, низкой концентрацией 
в ней сво бодной воды и высоким содержанием липидов в спорах. В пре-
паратах, окрашенных простыми способами или по граму, спо ры остаются 
бесцветными (негативная окраска).

В связи с особенностями физико-химического состава и плотной ма-
лопроницаемой оболочкой на первом этапе окра ски спор применяют хи-
мические вещества, изменяющие структуру их оболочки. для того чтобы 
увеличить проница емость споры, в краситель добавляют протравитель 
(кар боловую кислоту) и окраску производят при нагревании. Оболоч-
ка при этом размягчается, увеличивается порозность. Краситель хорошо 
адсорбируется, спо ры не обесцвечиваются при кратковременном воз-
действии кисло той. Вегетативные же тела микробных клеток при дей-
ствии кис лотой обесцвечиваются и становятся видимыми только при до-
полнительном окрашивании контрастным красителем.

Однако при последующем прокраши вании споры одновременно про-
крашивается и цитоплазма клетки, поэтому под микроскопом последняя 
выглядит одно родно окрашенной. для того чтобы на препарате оставались 
прокрашенными только споры, следует такой «перекрашен ный» препарат 
частично обесцветить, забирая краситель у ци топлазмы и оставляя его в 
споре. Этого достигнуть нетрудно, так как краситель, адсорбированный спо-
рой, удерживается прочнее, чем поглощенный цитоплазмой клетки. спора 
красится труднее, чем вегетативная часть клетки, но и медленнее обесцве-
чивается в кислотах. Поэтому, если после окрашивания поместить препарат 
в серную кислоту на опре деленное время, можно добиться того, что спора 
останется окрашенной, а вегетативная часть клетки быстро обесцве тится. 
Затем вегетативную клетку легко можно покрасить в контрастный по цвету 
краситель, чтобы спора и остальная часть клетки были окрашены в разные 
цвета и расположе ние спор в клетках было хорошо различимо.

таким образом, все способы окраски спор основаны на едином прин-
ципе: сначала споры протравливают различными веществами: хромовой, 
соляной, серной, уксусной кислотами, аммиаком, едким натром или пе-
рекисью водорода, затем окра шивают клетку со спорой при нагревании 
и, наконец, обесцве чивают цитоплазму и дополнительно окрашивают ее 
контраст ным красителем. 

например, с использованием 7% водного раствора нигрозина микро-
организм окрашивется в зеленый цвет, споры – бесцветные, а фон – чер-
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ный. наиболее часто используемым сложным методом окрашивания эндо-
спор является метод Шеффера–Фултона. Фиксированный мазок покры-
вают кусочком фильтровальной бумаги, на который наносят 0,5% водный 
раствор малахитового зеленого и 2–3 раза нагревают в пламени спиртовки 
до появления паров. Фильтровальную бумагу снимают, препарат промы-
вают водой и в течении 30с докрашивают 0,5% раствором сафранина. Пре-
парат промывают водой, высушивают фильтровальной бумагой и микро-
скопируют с иммерсионной системой. споры окрашиваются в зеленый 
цвет, клетки – в красный. 

Окраска спор у бактерий по методу Циля. Приготовленный мазок вы-
сушивают на воздухе, фиксируют на пламени, наносят на него 5% раствор 
хромовой кислоты в качестве протравы и нагревают в течении 5 мин. до 
отхождения паров. далее мазок промывают водой, покрывают полоской 
фильтровальной бумаги, на которую наносят карболовый раствор фуксина 
Циля, и подогревают в течении 6–8 минут до образования паров (краску 
периодически добавляют, не давая мазку подсохнуть). После этого мазок 
тщательно промывают водой, и на 30–60 секунд наносят на него 1% рас-
твор серной кислоты до приобретения слабо розовой окраски (при этом 
краситель вымывается из цитоплазмы вегетативных клеток, а споры оста-
ются окрашенными). После дифференциации мазок немедленно промы-
вают и докрашивают раствором метиленовой синьки леффлера в течении 
5 минут, снова промывают водой, высушивают на воздухе и микроскопи-
руют, пользуясь иммерсионной системой. споры окрашиваются фуксином 
в ярко-красный цвет, а концы клеток-спороносцев и бесспоровые палоч-
ки – в синий или голубой цвет метиленовой синьки.

Метод Циля–Нильсена в модификации Мюллера. Мюл лер, модифици-
ровав известный метод Циля–нильсена, при меняемый обычно для выяв-
ления кислотоустойчивости бакте рий (дифференциальной окраски мико-
бактерий и некоторых близких к ним микроорганизмов), связанной с осо-
бенностями химического состава их оболочки, предложил использовать 
его для окраски спор бактерий. до фиксации мазка бактерий на пламени 
препарат гото вят обычным способом. далее на фиксированный в пламени 
и остывший препарат наносят 5%-ный раствор хро мовой кислоты. Через 
5–10 мин. ее смывают водой. Препарат накрывают полоской фильтроваль-
ной бумаги и обильно сма чивают бумагу карболовым фуксином Циля. По-
догревают пре парат над пламенем до появления паров (не до кипения), за-
тем отводят его в сторону и добавляют новую порцию красителя. Эту про-
цедуру проводят в течение 7 мин. Важно, чтобы краси тель испарялся, но 
бумага не подсыхала. После охлаждения ее снимают, препарат промыва-
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ют водой и тщательно промокают фильтровальной бумагой. В результате 
такой обработки клетки со спорами равномерно прокрашиваются. далее 
обесцвечивают цитоплазму клеток (но не споры), обрабатывая 1%-ным 
раствором соляной или серной кислот в течение 15–30 с. При приготовле-
нии препарата спор Bacillus mycoides или Bacillus mesentericus рекоменду-
ется обесцвечивать цитоплазму 16–18 с (размеренно считая вслух от 21 до 
37–40). При превышении этого времени могут обесцветиться и споры. За-
тем препарат промывают водой и окрашивают метиленовым синим 2 мин. 
если все операции проделаны правильно, окраска полу чается контрастной 
и ярко-красные споры четко выделяются на голубом фоне цитоплазмы.

Метод окраски спор по способу Ауески. на приготовленный высушен-
ный на воздухе мазок наливают 1-2% водный раствор соляной кислоты и 
подогревают на пламени до отхождения паров (3–4 раза). Затем препарат 
промывают водой, высушивают, фиксируют на пламени и окрашивают че-
рез фильтровальную бумагу карболовым раствором фуксина при нагрева-
нии (до появления паров) в течении 3–5 минут. далее препарат обесцвечи-
вают 5% водным раствором серной кислоты в течении нескольких секунд 
(до бледно-розовой окраски), промывают водой и дополнительно окраши-
вают раствором метиленовой синьки леффлера в течении 2-х минут, про-
мывают водой и высушивают. При микроскопии видны споры (красные) и 
вегетативные формы (синие).

Метод Златогорова. Мазок фиксируют над пламенем горелки. на его 
поверхность кла дут фильтровальную бумагу величиной с покровное стек-
ло, окрашенную фуксином основным феноловым Циля. Бумагу сма чивают 
3–5 каплями воды. Окрашивание проводят при подогре вании в течение 
5–7 мин. Чтобы мазок не высыхал, во время испарения жидкости к нему (по 
каплям) добавляют воду. Затем мазок обесцвечивают 3%-ным водным рас-
твором серной кислоты в течение 5–10 с и промывают водой. дополнитель-
ное окраши вание проводят метиленовым голубым до 2–3 мин., после чего 
мазок промывают водой и высушивают. В поле зрения микроскопа видно, 
что споры окрашены в крас ный цвет, а вегетативные клетки – в синий.

Метод Пешкова. Ha фиксированный в пламени препарат наливают 
метиленовый синий леффлера, доводят его до ки пения и кипятят 15–20 с, 
держа стекло над пламенем. Мазок промывают водой и докрашивают в 
течение 30 с 0,5%-ным водным раствором нейтрального красного. еще 
раз промыва ют, подсушивают и далее исследуют препарат с масляной им-
мерсией объектива. Микроскопическая картина: споры голубые или си-
ние, моло дые споры – черно-синие, вегетативные формы – розовые, вклю-
чения (хроматиновые) – фиолетовые.
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Метод Шефера–Фултона. расположите фиксированный препарат 
мазком вверх на параллельные стеклянные рейки, которые лежат над кю-
ветой. на мазок положите кусочек фильтровальной бумаги, на который на-
несите раствор красителя “Малахитовый зеленый”. нагрейте препарат в 
пламени спиртовки до появления паров. для этого пронесите препарат не-
сколько раз над пламенем спиртовки мазком вверх до видимого глазу обра-
зования паров на поверхности фильтровальной бумаги. После этого бумагу 
снимите пинцетом, а препарат промойте водой до тех пор, пока стекающая 
вода не станет бесцветной. далее на мазок положите кусочек фильтроваль-
ной бумаги, на который нанесите раствор красителя “Фуксин” на 1–2 мин. 
После завершения окрашивания бумагу снимите пинцетом, а препарат про-
мойте водой до тех пор, пока стекающая вода не станет бесцветной. За-
тем высушите препарат, аккуратно промокая его фильтровальной бумагой. 
споры окрашиваются в зеленый цвет, клетки – в красный.

2.6. капсулы. некоторые микробы способны образовы вать капсулу – 
слизистый слой оболочки, который синтезируется в цитоплазме и секрети-
руется на поверхность клеточной стенки. размеры их чаще превышают тело 
микробной клетки. Химиче ский состав капсул различен: одни из них состоят 
из комплекса белков, другие – из полисахаридов. Капсула и остальная часть 
клетки окрашиваются неодинаково. Капсула как бы выполняет роль защиты 
и часто встречается у патогенных микроорганизмов. такие микробы образу-
ют капсулы в организме животного и редко на искусственных средах. Коло-
нии капсулообразующих бактерий имеют влажную, блестя щую поверхность 
и называются мукоидными. среди сапрофитных бактерий капсула хорошо 
выражена у представителей родов Azotobacter, Leuconostoc, Rhizobium, пато-
генных – Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae и др.

Капсула предохраняет клетку от обезвоживания, механического по-
вреждения, капсульное вещество создает вокруг клетки дополнитель ный 
осмотический барьер, регулирующий поступление и выделение различ-
ных веществ и ионов, а также аэрацию бактерий. сущест вует несколько 
методов окрашивания капсул. лучше всего капсулы выявляются во влаж-
ных препаратах, так как составляющие их сильно гидратированные колло-
идные полимеры легко разрушают ся и сокращаются в размерах при высу-
шивании и фиксации. Капсулы слабо преломляют свет, поэтому в живой, 
неокрашенной клетке их трудно обнаружить. При обычных методах окра-
ски они остаются бесцветными. Капсульное вещество очень слабо вос-
принимает окраску, поэтому при простом способе окраски капсула видна 
в виде слабо-окрашенного ореола вокруг микробной клетки. для обнару-
жения капсул лучше пользоваться негативными способами окраски, при 
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которых окрашивается фон с контрастно выде ляющимися неокрашенны-
ми капсулами, обрамляющими бак териальные клетки.

Метод Бурри. Каплю туши помещают на хорошо обезжиренное сме-
сью спирта с эфиром предметное стекло и смешивают с каплей жид кости, 
содержащей бактерии. При помощи покровного стекла распределяют ма-
зок тонким слоем по поверхности предметного стекла. После того как пре-
парат высохнет на воздухе, его рассматривают с иммерсионной системой. 
на дымчато-темном фо не ясно видны неокрашенные капсулы и клетки 
бактерий. для исследования капсул наиболее удобны клетки азото бактера.

Приготовление туши. Одну часть туши смешивают с девятью частями дис-
тиллированной воды и стерилизуют при 1 атм 30 мин в пробирках, закрытых 
ватными пробками. Вместо сте рилизации можно добавлять к туши несколько 
капель форма лина. Подготовленную таким образом тушь выдерживают две не-
дели, пока все взмученные частицы не осядут на дно. для приготовления пре-
парата осторожно берут только верхнюю часть отстоявшейся жидкости.

Метод Ольта. Мазок окрашивают 2–3%-ным раствором сафранина. 
Краситель готовят перед употреблением, растворяя его в горячей воде с 
последующим фильтрованием. Окрашивают при легком нагревании в те-
чение 1–3 мин. и быстро промывают водой. Препарат не высушивают, на 
нем должна быть вода, накрывают покровным стеклом и рассматривают 
под иммерсионной системой микроскопа. световые лучи, проходя через 
слой воды, усиливают разницу в преломлении лучей от капсулы и тела 
микробной клет ки. В поле зрения микроскопа видно, что тела микробных 
клеток окрашены в красный цвет, капсулы – в желтый.

Метод Михина. Фиксированный мазок окрашивают мети леновым го-
лубым лёффлера (лучше старым раствором) в тече ние 2–3 мин. при по-
догревании. Краситель быстро смывают водой, мазок высушивают. Ми-
кроскопическая картина: тела микробных клеток темно-си ние, капсулы – 
светло-розовые.

Окраска капсул по методу Гинса. на хорошо обезжиренное предметное 
стекло (ближе к его концу) с помощью пастеровской пипетки или микробио-
логической петли помещают каплю черной ту ши, в нее вносят исследуемый 
материал. Жидкость перемешивают и ребром второго предметного или по-
кровного стекла делают ма зок по поверхности первого. Мазок высушивают 
на воздухе, фик сируют смесью никифорова в течение 5–10 минут и окра-
шивают раствором карболового фуксина Циля, разбавленного водой 1 : 3, 
в течение 2–3 минут. Препарат промывают водой, высушивают на воздухе и 
микроскопируют. на темно-сером фоне препарата конт растно выделяются 
розово-малиновые клетки бактерий, окружен ные бесцветными капсулами.

Мо
гил
ев
ски
й г
ос
уд
ар
ст
ве
нн
ый

 ун
ив
ер
си
те
т и
ме
ни

 А
.А

. К
ул
еш
ов
а



30

лабораторный практикум

работа 1. ОКрАсКА нУКлеОидА
1. нанести мазок на предметное стекло.
2. Мазок высушить на воздухе.
3. на дно чашки Петри нанести 2–3 капли фиксатора (формалин), би-

тое стекло, на обрезки которого поместить предметное стекло с препаратом 
(мазком вниз). Мазок фиксируется в парах формалина в течении 2–3 мин.

4. Химический стакан с 1 н. соляной кислотой поместить на водяную 
баню (в вытяжном шкафу!).

5. Погрузить препарат в соляную кислоту (при температуре 60°с) на 
2–3 мин. – гидролиз мазка.

6. немедленно тщательно промыть водой.
7. Мазок залить раствором формалина на 1,5 мин и вновь промыть 

водой.
8. Мазок окрасить р-ром фуксина 1-2 мин, промыть водой, высушить 

на воздухе, микроскопировать в иммерсионной системе.
нуклеоид выглядит в виде одного образования неопределенной фор-

мы по центру клетки либо в виде двух телец вблизи полюсов клетки. Он 
окрашен в ярко малиновый цвет, цитоплазма – в розовый.

работа 2. ОКрАсКА сПОр
2.1. Окраска по Ожешко.
1. Мазок на краю предметного стекла, высушить на воздухе.
2. налить несколько капель 0,5–1% хлороводородной кислоты, подо-

греть (2–3 мин.) до образования паров.
3. слить кислоту, остудить, промыть водой, просушить, фиксировать 

над пламенем. Оболочка спор размягчается, становится доступной для 
красителя.

2.2. Окраска по Цилю.
1. Высушить мазок на воздухе, фиксировать над пламенем.
2. на фиксированный мазок накладывают кусочек филь тровальной 

бумаги и хорошо смачивают ее фук сином Циля; 
3. Препарат подогревают, держа высоко над пламенем, до появления 

паров, но не доводят до кипения краски на стекле. Когда бумажка подсо-
хнет, подливают новую порцию красителя и опять подогревают. Эту про-
цедуру проводят 3–4 раза, после чего бумажку выбрасывают;

4. Остудить, на мазок налить 1%-ной серной кислотой на несколько 
секунд для обесцве чивания вегетативной части клеток;
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5. Препарат после обработки кислотой тщательно промы вают водой;
6. Подкрашивают клетки метиленовым синим 1–2 мин.
7. Препарат промывают водой, просушивают фильтроваль ной бума-

гой и исследуют под микроскопом с иммерсией. споры окрашиваются в 
розовый цвет, вегетативная часть клеток – в голубой. 

работа 3. ВыЯВление КАПсУлы
3.1. Окраска по Бурри-гинсу. негативный метод окрашивания, т.к. 

фон препарата и бактериальные клетки окрашиваются, а капсула остается 
неокрашенной.

1. на край предметного стекла нанести каплю черной туши (разведе-
ние 1 к 9: 1 часть туши – 9 частей воды), в нее внести каплю баккультуры. 
ребром другого предметного стекла сделать мазок (как мазок крови), вы-
сушить на воздухе.

2. Фиксировать спиртом. Промыть водой.
3. Окрасить фуксином Пфейффера 3-5 мин., промыть, высушить на 

воздухе.
4. Микроскопировать в иммерсионной системе. Фон препарата чер-

ный, капсулы – неокрашенные.
3.2. Окраска по Баху, модифицированной В.г. дроботько.
1. на предметное стекло нанести каплю 3%-ого водного раствора кон-

го-красного.
2. В краситель внести культуру бактерий.
3. Мазок просушить при комнатной температуре без фиксации.
4. Мазок сверху обработать солянокислым спиртовым раствором кис-

лого фуксина (10 г фуксина, 100 мл спирта, 3 мл соляной кислоты) в тече-
нии 20–30 сек.

5. Промыть водой из промывалки, высушить фильтровальной бума-
гой, досушить под настольной лампой, положить на предметный столик 
микроскопа, выдержать несколько минут, добавить иммерсионное масло, 
исследовать.

работа 4. ОКрАсКА ЖгУтиКОВ
1. Бактериальную суспензию нанести на предметное стекло и высу-

шить на воздухе.
2. Восковым стеклографом очертить вокруг бактериальной плен ки 

ареол (прямоугольник или круг).
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3. нанести на предметное стекло 1 мл раствора красителя таким об-
разом, чтобы он не вытекал за пределы восковой линии. 

4. Оставить краситель на определенное время (до 1 часа). В состав 
красителя вхо дят 1,5% хлористого натрия, 3% таннина (дубильной кисло-
ты), 0,03% фуксина.

5. Как только на поверхности красителя образуется золотистая плен-
ка, а по всему мазку выпадет осадок, краситель удалить под струей воды, 

6. Препарат высушить на воздухе.
7. Препарат микроскопируют с иммерсионной системой. 
Клетки бактерий окрашиваются в красный цвет, жгутики принимают 

вид толстых нитей, отходящих от клетки.

работа 5. ОКрАсКА глиКОгенА
Окраска гликогена производится на культу ре дрожжей Sacoharomy-

ces cerevisiae. для выявления гли когена готовят препарат «раздавленная 
капля».

1. на чистое предметное стекло нанести каплю жидкой культуры 
дрож жей.

2. добавить к ней каплю раствора люголя, накрыть покровным сте-
клом, капать на него сверху каплю иммерси онного масла и рассмотреть в 
иммерсионной системой микроскопа. если препарат нагреть до 60°с, то 
окраска гликогена исчезнет. если затем охладить препарат, она вновь вос-
становится.

гликоген в клетках дрожжей приобретает красновато-коричневый цвет. 

работа 6. ОКрАсКА грАнУлеЗы
Окраска гранулезы производится на куль туре маслянокислых ба-

цилл – Clostridium butyricum или Clostridium pasteurianum. для выявления 
гранулезы готовят препарат «раздавлен ная капля».

1. на предметное стекло нанести каплю жидкой культуры бактерий,
2. добавить к ней каплю раствора лю голя, накрыть покровным сте-

клом, сверху на него нанести иммерсионное масло и просмотреть препа-
рат иммерсион ным объективом.

3. найти подвижные палочки. Клетки по степенно замедляют свое дви-
жение в результате проникно вения в них йода, который убивает их и окра-
шивает гранулезу в сине-фиолетовый цвет. У споровых форм неокрашен-
ными остаются только расположенные на одном из концов клетки споры. 
Зарисовывать цветными карандашами.
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работа 7. ОКрАсКА ВОлЮтинА.
1. Обезжирить стекло (смесью никифорова).
2. нанести тонкий мазок бактерий.
3. сушить на воздухе, фиксировать над пламенем.
4. Окрасить фуксином Циля 0,5–1 мин.
5. Промыть водой.
6. Обесцветить 1%-ным раствором H2SO4 20–30 сек.
7. Промыть водой.
8. Окрасить метиленовым синим (1 : 40) 20–30 сек.
9. Промыть водой, высушить фильтровальной бумагой, нанести мас-

ло, смотреть под иммерсионной системой.

работа 8. ОКрАсКА ВКлЮЧений ЖирОВОй ПрирОды
1. на предметное стекло нанести небольшую каплю 40%-ного раство-

ра формалина.
2.  Петлей в нее внести культуру микроорганизма. Формалин убивает 

клет ки и разрыхляет их оболочки. 
3. Оставить на 5 мин.
4. добавить каплю метиленового синего к взвеси микроорганизмов 

(1:30), окрашивать 10 мин.
5. на препарат внести каплю раствора судана III (растворимого в жире 

красителя, индикатора жироподобных веществ), выдержать 5 мин.
6. Препарат накрыть покровным стеклом, удалить избыток жидкости 

фильтроваль ной бумагой, микроскопировать на 40х и 90х.
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лАБОрАтОрнОе ЗАнЯтие № 3
броЖение как способ образования Энергии

Цель: изучить микроорганизмы, участвующие в молочнокислых бро-
жениях.

Задачи: 
1. Ознакомиться с бактериями гомоферментативного, гетерофермен-

тативного и комбинированного молочнокислого брожения.
2. Приготовить препараты-мазки из молочнокислых продуктов питания.
3. Проанализировать молочные продукты питания на содержание мо-

лочной кислоты.
4. Подготовить объекты микробиологического исследования для по-

следующей лабораторной работы.

методические указания 
Молочнокислое брожение. При молочнокислом брожении, вызыва-

емом группой молочнокислых бактерий, наблюдается распад глюкозы до 
молочной кислоты. Побочными продуктами молочнокислого брожения слу-
жат уксусная кислота, диоксид углерода, а иногда и этиловый спирт. суще-
ствуют три типа брожения, вызываемого молочнокислыми бактериями:

– гомоферментативное молочнокислое брожение, при котором из 
глюкозы образуется только молочная кислота:

C6H12O6 → 2сн3снОнсООн
                                        глюкоза            молочная кислота
– гетероферментативное молочнокислое брожение, при котором из 

глюкозы, кроме молочной кислоты, образуется этиловый спирт и диоксид 
углерода:

                   C6H12O6 → Ch3ChOhCOOh + CH3CH2OH + CO2
                      глюкоза             молочная к-та        этиловый спирт
– бифидоброжение, т. е. брожение, вызываемое бифидобактериями, 

при котором из глюкозы образуется уксусная и молочная кислоты:
                   2C6H12O6 → 3CH3COOH + 2сн3снОнсООн
                        глюкоза          уксусная к-та            молочная к-та
По форме клеток молочнокислые бактерии представляют собой па-

лочки (длинные и короткие) и кокки, могут образовывать парные или це-
почковидные скопления. Клетки молочнокислых бактерий неподвижны, 
не образуют спор, грамположительны, анаэробы, но могут расти и при 
доступе кислорода. Эти организмы очень требовательны к источникам 
питания, развиваются на таких средах, как ткани растений, молоко, в же-
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лудочно-кишечном тракте животных. В качестве источника энергии они 
используют главным образом моно- и дисахариды (полисахариды сбражи-
вают лишь некоторые виды).

Молочнокислым бактериям требуются для питания органические фор-
мы азота. Они хорошо развиваются на аминокислотах, пептидах и полипеп-
тидах, могут усваивать и белки. Кроме углерода и азота, молочнокислым 
бактериям необходимы фосфор, калий, кальций и другие элементы, полу-
чаемые из различных минеральных соединений. Эти бактерии нуждаются 
также в ростовых веществах. интересно, что, используя одно ростовое ве-
щество, например рибофлавин, они обогащают среду, на которой развива-
ются, другими ростовыми веществами, например витамином B1.

Молочнокислые бактерии могут развиваться в довольно большом 
температурном диапазоне. для большинства из них он составляет 7...42°C 
при оптимуме 30...40°C. Оптимальная реакция среды для этих бактерий 
нейтральная. Однако в процессе жизнедеятельности они значительно под-
кисляют питательную среду, в связи с чем приспособились к существова-
нию при довольно низких рн.

Кокковидные формы молочнокислых бактерий, осуществляющих гомо-
ферментативное брожение, представлены родами стрептококкус и педиокок-
кус. Клетки бактерий рода стрептококкус круглые или слегка овальные, диа-
метром 0,5...1 мкм, расположены единично, парами или цепочками. Встре-
чаются мезофильные и термофильные виды рода. стрептококки широко 
распространены в природе, они встречаются на растениях, в почве, навозе, 
обнаруживаются в молоке и других субстратах. Эти бактерии используют при 
производстве кисломолочных продуктов, кислосливочного масла и сыров.

Представители рода педиококкус – грамположительные, неспороо-
бразующие, неподвижные кокки, располагающиеся кучками, тетрадами, 
парами или единично. Оптимальное значение рн для них – 5. Эти бак-
терии предпочитают анаэробные условия, развиваются в бродящих рас-
тительных материалах – квашеных овощах, силосе, а также сыре, молоке, 
в пищеварительном тракте животных и т. д. Палочковидные бактерии, вы-
зывающие гомоферментативное молочнокислое брожение, представлены 
видами рода лактобациллюс. Клетки этих бактерий очень разнообразной 
формы, которая может меняться от шаровидной до нитевидной. Встреча-
ются они, как правило, в виде единичных клеток, парами или цепочками, 
обнаруживаются в молоке, зерне, мясных продуктах, пиве, вине, соленьях 
и маринадах, в воде и сточных водах, а также в ротовой полости и кишеч-
ном тракте человека и животных. для бактерий рода лактобациллюс опти-
мум рн 5,5–5,8, но они могут развиваться и при рн 5 и ниже.
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гомоферментативные молочнокислые палочковидные бактерии делят 
на две группы. Первая группа представлена термофильными организмами, 
растущими при 45°с и выше и не развивающимися при 20°с и ниже. К ним 
относят молочную палочку – лактобациллюс лактис (Lactobacillus lactis), 
ацидофильную палочку – лактобациллюс ацидофилюс (L. acido philus), сыр-
ную палочку – лактобациллюс казеи (L. casei), болгарскую палочку – лак-
тобациллюс булгарикус (L. bulgaricus) и другие бактерии. Вторая группа 
гомоферментативных молочнокислых бактерий представлена стрептобак-
териями, которые развиваются в молоке и образуют короткие цепочки. Мо-
лочнокислые палочки этой группы менее активны. Они развиваются при 
температуре 15...38°C, оптимум составляет 30°с. стрептобактерии играют 
важную роль при созревании сыров, квашении овощей и силосовании.

гетероферментативное молочнокислое брожение осуществляют бак-
терии родов лейконосток, лактобациллюс и бифидобактериум (Bifidobac-
terium). Клетки бактерий рода лейконосток имеют чечевицеобразную или 
сферическую форму, расположены единично, парами или короткими це-
почками, грамположительные, неспорообразующие, факультативные ана-
эробы. Оптимум температуры для их развития составляет 20–30°C. Эти 
бактерии обнаруживаются главным образом на растительных материалах, 
иногда в молоке и играют большую роль при квашении капусты, сило-
совании, в масло- и сыроделии. гетероферментативные лактобациллы – 
небольшие палочки. Максимальная температура, при которой они могут 
развиваться, – около 45°с. Встречаются указанные бациллы на растениях, 
присутствуют и в хлебных заквасках.

Клетки бифидобактерий – прямые или разветвленные палочки, раз-
двоенные, V-формы, булавовидной или лопатовидной формы. Они не об-
разуют спор, неподвижные, грамположительные, анаэробы, оптимум тем-
пературы для бактерий этого рода составляет 36...38°C. Бифидобактерий 
обнаружены в кишечнике человека, животных, насекомых.

для изготовления молочнокислых продуктов используются чистые 
культуры молочнокислых бактерий или в соединении с дрожжами и др. 
Простокваша (северная, европейская) приготавливается путем сквашива-
ния пастеризованного или кипяченого молока чистой культурой молочно-
кислых стрептококков (температура созревания 25-30°с). лактобациллин – 
болгарская «мечниковская» простокваша заквашивается двумя культурами: 
молочнокислым стрептококком и болгарской палочкой. Закваской для ке-
фира служат кефирные зерна, «грибки», представляющие собой биосимби-
оз молочнокислых бактерий (Lactobacillus casei), стрептококков, дрожжей 
(Saccharomyces kefir) и микроорганизмов, вызывающих пептонизацию мо-
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лока. В препарате из кефира видны молочнокислые стрептококки, клетки 
дрожжей. Во время созревания кефира параллельно протекают два процесса 
брожения – молочнокислое и спиртовое. Кумыс, как и кефир, также продукт 
комбинированного брожения – молочнокислого и спиртового, но в отличие 
от кефира протекает под действием молочнокислых палочек: болгарской, 
ацидофильной. Кумыс готовится из парного молока кобыл, в котором более 
высокое содержание сахара (6%) по сравнению с коровьим, поэтому спир-
товое брожение протекает значительно интенсивнее. Кумыс готовится из 
молока других животных: верблюжьего, коровьего (но к последнему добав-
ляют сахар – до 6%). Ацидофильно-дрожжевое молоко приготавливается из 
коровьего молока на чистых культурах ацидофильной палочки и дрожжей. 
При своем развитии в молоке эти микроорганизмы сбраживают лактозу, вы-
деляют антибиотические вещества, губительно действующих на возбуди-
телей кишечных заболеваний и туберкулеза. Ацидофильно-дрожжевое мо-
локо является вспомогательным средством при лечении этих заболеваний.

В кисломолочных продуктах наблюдается иногда излишняя кислот-
ность, вспучивание (творог, сметана и др.), тягучесть, горечь, плесневе-
лость. Это связано с изменением микробиологических процессов под 
действием посторонней микрофлоры. для изучения молочнокислого бро-
жения лучше всего в качестве питательной среды пользоваться молоком. 
В нем имеются все питательные вещества для развития молочнокислых 
бактерий (лактоза, белок, фосфор, витамины).

В образовании молочнокислых продуктов участвуют гомофермента-
тивные молочнокислые бактерии. Простокваша содержит почти чистую 
культуру молочного стрептококка Streptococcus lactis. Клетки молочного 
стрептококка мелкие (диаметром до 1 мкм), имеют овальную форму, у мо-
лодых культур в виде коротких цепочек, а у старых – соединены попарно. 
Кефир – молочнокислый продукт смешанных брожений. содержит возбу-
дителей молочнокислого брожения – молочный стрептококк Streptococcus 
lactis (в кефире образует довольно длинные цепочки) и казеиновую па-
лочку Lactobacterium casei, а также возбудителей спиртового брожения – 
кефирные дрожжи Saccharomyces kefire. Ацидофилин или ацидофильная 
простокваша – содержит только молочнокислую бактерию – ацидофиль-
ную палочку Lactobacterium acidophilum (длиной 4–5 мкм). 

если молочные продукты хранятся при комнатной температуре, на их 
поверхности появляется бархатистая морщи нистая пленка молочной пле-
сени Oidium lactis. Это явление нежелательное, так как молочная плесень 
окисляет молочную кислоту до сО2 и н2О, кислотность снижается, тогда 
в продуктах могут развиваться гнилостные бактерии и вызывать их порчу.
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лабораторный практикум
работа 1. ПригОтОВление ПреПАрАтОВ-МАЗКОВ  

иЗ МОлОЧнОКислыХ ПрОдУКтОВ
При высоких температурах происходит денатурация белков, поэто-

му препараты из молочнокислых продуктов не фиксируют над пламенем. 
Бактериологическую петлю вводят в сгусток и, повернув вокруг оси, из-
влекают, прикасаясь петлей к пленке. сгусток размазывают на предмет-
ном стекле очень тонким слоем без воды, сушат на воздухе или у пламени 
горелки (но на значительном расстоянии). Фиксируют смесью спирта с 
эфиром (приблизительно 1 : 1), несколько раз нанося избыток ее на мазок 
и сливая. При такой фиксации бактерии погибают и прикрепляются к сте-
клу, а жир извлекается эфиром и улетучивается. Капли жира на препарате 
мешают окраске и микроскопированию.

1. Обезжирить стекло кусочком хозяйственного мыла, протереть сал-
феткой.

2. Взять исследуемый продукт зубочисткой, сделать мазок очень тон-
ким слоем на сухом обезжиренном стекле.

3. Высушить мазок только на воздухе (нельзя держать высоко над пла-
менем).

4. Положить предметное стекло на стеклянный мостик, капать фикса-
тор на мазок, удерживая смесь 1–2 мин. Фиксировать в фиксаторе 3–4 раза. 
спирт убивает и закрепляет микробный материал на стекле, а эфир обез-
жиривает препараты.

5. После фиксации дождаться полного испарения со стекла спирта и 
эфира.

6. Окрасить препарат метиленовым синим 3–5 мин.
7. Промыть препарат водой.
8. Просушить фильтровальной бумагой. Просматривают препараты, 

пользуясь иммерсионной системой. результаты исследований заносят в 
таблицу. 

Метиленовый синий – лучший краситель для молочнокислых бакте-
рий молока, так как он слабо окрашивает основной фон – казеин и хоро-
шо – клетки. В приготовленном препарате ясно видны мелкие округлые 
клетки молочного стрептококка – стрептококкус лактис (Streptococcus lac-
tis), соединенные в короткие цепочки. Оптимальная температура его раз-
вития 30°с. Этот вид накапливает до 1% молочной кислоты.

нередко на препарате видны тонкие палочки бактерий рода лактоба-
циллюс, содержащие зерна волютина. Чаще встречается болгарская па-
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лочка – лактобациллюс булгарикус – возбудитель естественного скисания 
молока в южных широтах. Оптимальная температура его развития 40°с, 
он очень кислотоустойчив и накапливает до 3,5% молочной кислоты. 

если на поверхности прокисшего молока появилась пленка, в мазке 
обнаруживается и молочная плесень – геотрихум кандидум, четыреху-
гольные или овальные клетки которой легко отличаются от молочнокис-
лых бактерий своими размерами.

В поле зрения обнаруживаются мелкие овальные кокки, расположен-
ные по 2–3 клетки, зерна «кефирного грибка», цепочки кокков (стрепто-
кокки) и крупные палочки. Могут встретиться и посторонняя микрофлора.

работа 2. КАЧестВеннАЯ реАКЦиЯ нА МОлОЧнУЮ КислОтУ 
для выявления молочной кислоты, образовавшейся в результате жиз-

недеятельности молочнокислых бактерий, провести качественную реак-
цию, применяя пробу с фенолом (реакция Уффельмана). От прибавления 
нескольких капель сыворотки кислого молока, содержащей молочную 
кислоту, он становится желтоватым.

1. В пробирку налить прокисшее молоко – контроль на содержание 
молочной кислоты (на 1,5–2 см высоты пробирки), поставить пробирку в 
штатив.

2. В другие пробирки налить исследуемые молочнокислые продукты 
питания, поставить в штатив.

3. Во все исследуемые пробирки добавить по 10 мл 5% р-ра фенола.
4. Во все исследуемые пробирки добавить по несколько капель слабо-

го р-ра хлорного железа.
5. Цвет первой пробирки принять как основу для сравнения для про-

ведения качественного анализа и сравнивать с ним цвет растворов в дру-
гих пробирках.

6. сделать вывод о содержании молочной кислоты в анализируемых 
продуктах, отметьте результат исследований в табл.

Характеристика молочнокислых продуктов питания
название 

молочного продукта
название 

микрофлоры
рисунок  

микрофлоры
наличие  

молочной кислоты
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работа 3. исследОВАние КВАшеныХ ПрОдУКтОВ 
В заквашенных продуктах чаще встречаются возбудители гетерофер-

ментного брожения (палочковидные бактерии из рода Bifidobacterium и 
кокки из рода Leuconostoc). Молочнокислое брожение лежит в основе ква-
шения ка пусты, огурцов и др. 

1. Выжать сок из заквашенных про дуктов и определить его кислот-
ность с помощью индикатор ной бумаги для определения рн. 

2. Затем сделать пре параты-отпечатки. Берут пинцетом объект иссле-
дования и плотно прижимают его к предметному стеклу. Можно по ложить 
на предметное стекло и прижать его другим стеклом, тогда сразу на двух 
стеклах получится отпечаток.

3. использованный растительный материал удалить со стекла, мазок 
сушить, фиксировать на пламени и окрашивать кристаллвиолетом или ме-
тиленовым синим 2–3 мин. рассмат ривать препараты, пользуясь иммерси-
онной системой микро скопа.

4. Препараты-мазки окрасить на включения бактериальной клетки – во-
лютин по методу Омелянского. на препаратах в клетках молочнокислых бак-
терий зерна валютина будут красновато-фиолетовыми, цитоплазма – голубой.

5. Зарисовать в тетради и подписать микрофлору квашеных продуктов.

работа 4. ПОдгОтОВКА лАБОрАтОрнОгО ПрАКтиКУМА № 4
4.1. исследование микрофлоры воздуха (по методу оседания коха).
1. В чашки Петри разлить расплавленный на водяной бане мясопеп-

тонный агар. При разливе крышку чашки Петри открывают не полностью, 
а на столько, чтобы под нее вошло горлышко колбы. Верхнюю часть кол-
бы при разливе обжигают над пламенем спиртовки. разлив производится 
на строго горизонтальной поверхности, чтобы агар распределился равно-
мерно по дну чашки. с этой же целью сразу, после того как агар выльют 
в чашку и закроют ее крышкой, чашку двигают по столу вращательными 
движениями и оставляют на столе до застывания агара (20 мин.). 

2. В избранном для анализа микрофлоры воздуха помещении чашки 
поставить на горизонтальную поверхность и открыть крышки на 5–10 мин. 
исследователь должен находиться вдали от чашек. Затем чашки закрыть, 
пометить маркером и поместить вверх дном в термостат с температурой 
30–35°C на 1-2-5 суток.

4.2.  Микробиологическое исследование воды.
для анализа необходимо 2 л воды. Пробы воды берут в чистые сухие 

стеклянные бутылки с притертыми пробками и тут же доставляют на ана-
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лиз (зимой предохраняют пробу от замерзания, а летом – от переохлажде-
ния). стерильную бутылку привязать к деревянному шесту, к пробке при-
вязать шнур, опустить шест, выдернуть пробку, после заполнения водой 
достать на поверхность бутылку, закрыть стерильной крышкой.

Правила забора проб воды: Пробы воды из естественных источников 
(реки, озера) берут на глубине 0,5–1 м и на расстоянии от берега 1–2 м. 
из колодцев пробу воды отбирают дважды – утром до начала забора воды 
и вечером после разбора. При наличии источника загрязнения берут три 
пробы воды – выше источника загрязнения, напротив него и ниже по те-
чению. 

1. 20 мл исследуемой воды центрифугируйте 15 мин. при 1500 обо-
ротах.

2. Верхний слой воды слейте или грушей со стеклянной палочкой от-
берите, оставьте в пробирке 5 мл воды.

3. Осадок встряхните, отберите по 0,5 мл взвеси, налейте в стериль-
ные чашки Петри, добавьте по 10 мл расплавленного и остуженного до 
45ºс мясопептонного агара.

4. Покачивая чашку, осторожно смешать агар с водой, дать застыть 
агару, поставить чашки в термостат вверх дном на 1–3 суток.

При взятии проб водопроводной воды: подготовить две пробирки со 
стерильной водой, три стерильные чашки Петри, три пипетки. 10–15 мин. 
спускать воду из водопровода, обжечь кран спиртовкой, набрать воду в 
стерильную колбу. 

1. Пипеткой отобрать 2 мл исследуемой воды. 
2. 1 мл внести в первую стерильную чашку (чашка 1 – неразведенная 

вода) и 1 мл в первую пробирку с 9 мл стерильной воды. 
3. Второй пипеткой перемешать воду в первой пробирке (разведение 

1 : 10), отобрать 2 мл данного разведения воды, 1 мл воды данного разведе-
ния перенести во вторую стерильную чашку (чашка 1 : 10 или 10-1) и 1 мл 
во вторую пробирку с 9 мл стерильной воды (не перемешивать!).

4. третьей пипеткой перемешать воду во второй пробирке (разведение 
10-2) и перенести 1 мл в третью чашку (чашка 1 : 100 или 10-2).

5. таким образом, в трех чашках по 1 мл воды в разведениях 10-2, 10-1 
и неразведенная проба. В каждую чашку вылить 10–12 мл расплавленного 
и охлажденного до 45ºс МПА.

6. Чашку закрыть крышкой. Круговыми движениями по столу пере-
мешать расплавленный МПА с водой. Оставить на 15 мин. до застывания 
агара. 

7. Поставить в термостат (35–37ºс) чашки вверх дном на 2–3 суток.
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4.3. Микробиологическое исследование почвы
1. Отобрать образцы почвы методом квадрата или по диагонали в сте-

рильную банку, смешать образцы. 
2. их средней пробы отобрать 1 г почвы, перенести в колбу с 99 мл 

стерильной воды (разведение 1 : 100 или 10-2).
3. из разведения 10-2 отобрать 1 мл воды и перенести в пробирку с 

9 мл стерильной воды (разведение 1 : 1000 или 10-3) и т.д.
схема приготовления разведений:
10-2: 1 г почвы + 99 мл стерильной воды,
10-3: 1 мл разведения 10-2 + 9 мл стерильной воды,
10-4: 1 мл разведения 10-3 + 9 мл стерильной воды,
10-5: 1 мл разведения 10-4 + 9 мл стерильной воды.
4. из последних двух разведений отобрать по 1 мл воды, внести в сте-

рильные чашки, залить по 10–12 мл расплавленного и охлажденного до 
45ºс МПА, круговыми движениями чашки по столу перемешать содержи-
мое, оставить на 15 мин. чашки до полного застывания агара.

5. Чашки вверх дном поставить в термостат на 2–5 суток.
6. для определения влажности почвы: стерильный стеклянный или 

металлический бюкс взвесить, внести в него 10 г почвы. сушить почву 
при 105°C до постоянной массы.
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лАБОрАтОрнОе ЗАнЯтие № 4

исслеДование микроФлорЫ  
возДуХа, воДЫ, поЧвЫ

Цель: изучить микроорганизмы, содержащиеся в воздухе, воде, почве.
Задачи: 
1.Ознакомиться с методиками культивирования и исследований бак-

терий, содержащихся в воздухе помещений, в воде природных источников 
и водопровода, в почве экосистемы цветочного горшка и естественных 
биогеоценозов.

2. Освоить методику выделения чистых культур микроорганизмов.

методические указания 
Клетки микроорганизмов, попав в питательную среду, начинают 

размножаться и образуют видимые невооруженным глазом колонии. 
Каждая колония на чашке с питательной сре дой вырастает из одной ко-
лониеобразующей единицы (кое), ко торая может представлять собой 
бактериальную, дрожжевую клетку, спору, кусочек мицелия актиноми-
цета или гриба. Че рез 48 ч инкубации чашки вынимают из термостата 
и предва рительно подсчитывают число колоний. В связи с тем что су-
ществуют медленнорастущие формы бактерий, окончательный подсчет 
делают на 5-е сут.

Учет численности КОе в почве. сначала готовят суспензии (методом 
разведения), содер жащие разные концентрации почвы в 1 мл воды. для 
берут навеску почвы в 1 г. навеску почвы, соблюдая условия асептики, 
переносят в колбу на 250 мл с 99 мл стерильной воды. смесь взбалтыва-
ют 5 мин, не смачивая пробку. стерильной пипеткой берут 1 мл суспен-
зии, содержащей 10-2 г почвы, и переносят в про бирку с 9 мл стерильной 
водопроводной воды. Пипетку неод нократно промывают водой в пробир-
ке, чтобы максимально смыть клетки с ее стенок. другой стерильной пи-
петкой берут из колбы еще 1 мл суспензии и помещают во вторую колбу, 
также содержащую 99 мл стерильной водопроводной воды. Эту пипетку 
промывают таким же образом, как и в первом случае. Пробирку и вторую 
колбу взбалтывают 1 мин. Концентрация почвы в пробирке будет 10-3 г, во 
второй колбе – 10-4 г. точ но так же новыми стерильными пипетками пере-
носят по 1 мл суспензии из второй колбы во вторую пробирку с 9 мл и в 
третью колбу с 99 мл стерильной водопроводной воды и готовят новые 
суспензии, содержащие в 1 мл соответственно 10-5 и 10-6 г почвы.
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для определения численности микроорганизмов в каж дом разведе-
нии методом питательных пластин можно провести глубинный или по-
верхностный посев. Последний более сло жен и занимает больше времени. 
Поэтому для подсчета чис ленности бактерий в почве методом питатель-
ных пластин мож но ограничиться глубинным посевом, а поверхностный 
исполь зовать при учете численности различных физиологических групп 
микроорганизмов на плотных средах 

для определения количества живых клеток, содержащих ся в 1 мл су-
спензии каждого разведения, берут по 1 мл этих суспензий и переносят в 
стерильные чашки Петри, используя всякий раз новую стерильную пипет-
ку. на крышках чашек отмечают исследуемый вари ант и разведение. Затем 
в чашки Петри вливают расплавлен ный МПА, заранее приготовленный 
и разлитый в пробирки на 20 мл (2/3 объема) из расчета одна пробирка 
на чашку. темпе ратура агара должна быть примерно 45°C. ее определя-
ют, прикладывая пробирку с расплавленным агаром к щеке: если щеке не 
горячо – среду можно вылить в чашку Петри. Осто рожными круговыми 
движениями чашки, не смачивая крыш ку, агар перемешивают с суспен-
зией. Чашки с застывшим ага ром переворачивают вверх дном, чтобы из-
бежать попадания на его поверхность конденсационной влаги с крышки, и 
помеща ют в термостат при 28–30°C.

Количество КОе в 1 г сырой почвы устанавливают, ум ножая число ко-
лоний в чашке на степень разведения – число, показывающее, во сколько 
раз в каждом конкретном случае разбавили 1 г почвы. При высоких раз-
ведениях вырастают единич ные колонии (меньше 10 на чашке), которые 
могут образовать ся от случайно попавших клеток из воздуха при внесении 
в чашку почвенной суспензии или питательной среды. Учет та ких чашек 
сделает подсчет недостоверным. для правильного определения числен-
ности КОе подсчитывают только чашки, в которых колоний свыше 10 и 
не более 250–300 (в последнем случае при условии, если колонии очень 
мелкие).

При подсчете колоний чашки просматривают в проходя щем свете и, 
чтобы дважды не учитывать одни и те же коло нии, подсчитанные отмеча-
ют чернилами или тушью. Чтобы не пропустить мелкоточечные колонии, 
чашки дополнительно просматривают под лупой.

недостатки метода питательных пластин: 1) отсутст вие универсаль-
ной среды для развития всех микроорганизмов, обитающих в почве. 
Питание у разных бактерий специфично, и на каждой среде выявляется 
довольно узкая физиологиче ская группа. так, на MПА развиваются в ос-
новном гнилостные бактерии, способные усваивать легко доступные ор-
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ганические формы азота. нитрифицирующие, целлюлозоразрушающие, 
азотфиксирующие и другие бактерии на этой среде не развива ются. для 
более полного представления о населенности почвы делают посевы на 
элективные среды или используют метод прямого подсчета микроорганиз-
мов под микроскопом; 2) вероятность неполного учета клеток в образце в 
связи с тем, что в одном месте в агаре может застыть не одна, а несколько 
кле ток. Образованные ими колонии сливаются, создавая впечатле ние од-
ной колонии. если такие колонии имеют неоднородную структуру, можно 
внести поправку при подсчете, приготовив из них окрашенный препарат. 
если под микроскопом обнаружи ваются разные формы клеток, например 
кокки, палочки и сар дины, то считают, что это не одна колония, а, как в 
данном примере, три. если все формы клеток одинаковые, то расцени вают 
колонию как результат развития одной клетки (хотя в этом месте одинако-
вых клеток могло быть 5, 10 и более).

для сравнения количества КОе в разных почвах необхо димо подсчитать 
их число в 1 г абсолютно сухой почвы. с этой целью одновременно со взяти-
ем навески почвы для приготов ления разведений в отдельный бюкс (металли-
ческий или стек лянный), высушенный до постоянной массы, берут навеску 
(5–10 г) для определения влажности почвы. сушат почву при 105°C до по-
стоянной массы. для определения числа КОе в 1 г сырой почвы определяют 
разность между массами сырой и су хой почвы, делят ее на массу навески и 
умножают на 100. За тем число клеток в 1 г сырой почвы надо разделить на 
количе ство абсолютно сухой почвы, содержащейся в 1 г сырой почвы.

Пример расчета. В 1 г сырой почвы содержится 5600 клеток. При влаж-
ности почвы 30% это число клеток будет соответствовать 0,7 г аб солютно 
сухой почвы. Определяем численность клеток в 1 г абсолютно сухой почвы:

0,7 г абсолютно сухой почвы содержат 5600 клеток, а 1,0 г – Х клеток. та-
ким образом, в 1 г абсолютно сухой почвы содержится 8 тыс. живых клеток.

Учет численности КОе в воде и других жидкостях. Число микроорга-
низмов в воде, навозной жиже, огуречном рас соле и других жидких суб-
стратах можно определять различными методами. если исследование ве-
дут, пользуясь методом пита тельных пластин, то сначала воду и другие ис-
следуемые жид кости 3 мин. хорошо взбалтывают. Затем берут стерильной 
пи петкой 1 мл жидкости и вносят ее в 99 мл стерильной водопро водной 
воды. Это – исходное разбавление субстрата в 100 раз. другой стерильной 
пипеткой набирают 10 мл исходного разве дения и вносят в 90 мл воды, 
взбалтывают 5 мин. и далее гото вят методом разведения разные концен-
трации исследуемой жидкости и определяют число КОе в 1 мл как при 
определении численности КОе в почве.
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Учет численности КОе в воздухе. для определения количества КОе 
в воздухе можно ис пользовать метод коха (осаждение клеток микроорга-
низмов на плотных питательных средах). стерильные чашки Петри с пи-
тательной средой (МПА, МПЖ или кусок вареной картофелины) открыва-
ют в исследуемом помещении (или на исследуемой площади) на 5–10 мин. 
Частицы пыли с бактериями под действием силы тяжести оседают на по-
верхность плотной питательной среды. Через 48 ч инкубации при 28–30°C 
осев шие бактерии образуют на среде колонии, которые можно подсчитать. 
Поскольку некоторые микроорганизмы развиваются медленно, оконча-
тельно подсчитывают колонии на 5-е сут. В исследуемых помещениях 
чашки Петри с агаром лучше размещать по 2–3. После подсчета колоний в 
каждой чашке выводят их среднее арифметическое значение.

на площади в 100 см2 за 5 мин. осаждается примерно столько клеток, 
сколько их находится в 10 л воздуха (0,01 м3). Зная площадь чашки Пе-
три, можно подсчитать количество клеток в 1 м3 воздуха. для этого число 
колоний, выросших в чашке Петри, относят к общей площади чашки, за-
тем пересчитывают, сколько таких колоний поместилось бы на 100 см2 и 
далее – в 1 м3 воздуха.

Пример расчета. В чашке Петри диаметром 10 см выросло 45 колоний. 
Площадь чашки (πr2) составит 3,14 · 52 = 78,5 (см2). далее подсчитывают 
число клеток на 100 см2 (равнозначных 10 л, или 0,01 м3 воздуха): 78,5 см2 
воздуха содержат 45 клеток, а 100,0 см2 – Х клеток. таким образом, в 0,01 м3 
воздуха находится 57 клеток, а в 1 м3 их бу дет в 100 раз больше – 5700.

лабораторный практикум
работа 1. исследОВАние МиКрОФлОры ВОЗдУХА 

(по методу осаждения Коха)
Оценку воздуха проводят для того, чтобы определить общее количе-

ство микроорганизмов в 1 м3 и возбудителей инфекционных заболеваний. 
О степени загрязненности воздуха микроорганизмами делают вывод по 
количеству выросших колоний (считается, что из одной клетки образуется 
колония). Учитывают тот факт, что на 100 см2 за 5 мин. оседает столько 
же микробов, сколько содержится в 10 л воздуха (0,01 м2). Число прока-
риотических клеток необходимо рассчитать в 1 м3 воздуха с учетом пло-
щади чашки Петри. диаметр чашки Петри 10 см. Площадь чашки 78,5 см2 

(3,14 · 25 = 78,5). 
1. Подсчитайте количество колоний в чашке. например, выросло 

25 колоний.
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2. рассчитайте количество прокариотических клеток на 100 см2 воз-
духа. например,

78,5 см2 – 25 колоний
100 см2 – X колоний
X = (100 · 25) / 78,5 = 32.
3. рассчитайте количество клеток микроорганизмов в 1 м3 воздуха. 

например, в 0,01 м3 воздуха содержится 32 микроорганизма, следователь-
но, в 1 м3 их будет в 100 раз больше, т.е. 3200.

4. Проведите санитарно-бактериологическую оценку воздуха в соот-
ветствии с данными таблицы 1. сделайте вывод.

Таблица 1
санитарная оценка воздуха по бактериологическим показателям

Воздух Общее количество микроорганизмов в 1 м3 воздуха
летний режим Зимний режим

Чистый 1500 4500
Загрязненный 2500 7000

5. Определите количественный и качественный состав микрофлоры 
воздуха. для этого посчитайте число внешне однотипных колоний, опи-
шите их культуральные признаки. из каждой колонии сделайте препарат и 
окрасьте по граму.

6. Внесите данные в таблицу 2.

работа 2. МиКрОБиОлОгиЧесКОе исследОВАние ВОды
исследование воды проводится с целью выявления общей микробной 

загрязненности.
1. Подсчитайте число колоний. например, выросло 25 колоний
2. сделайте пересчет на 1 мл воды. например,
0,5 мл – 25 колоний
1 мл – X колоний
X = (1 · 25) / 0,5 = 50 бактериальных клеток на 1 мл воды.
3. Проведите санитарно-бактериологическую оценку пробы воды в 

соответствии с данными: если в 1 мл воды содержится от 0 до 100 коло-
ний, то вода считается чистой, от 100 до 1000 – сомнительной, от 1000 и 
более – загрязненной.

4. Определите количественный и качественный состав микрофлоры 
воды. для этого посчитайте число внешне однотипных колоний, опиши-
те их культуральные признаки. из каждой колонии сделайте препарат и 
окрасьте по граму.

5. Внесите данные в таблицу 2.
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работа 3. МиКрОБиОлОгиЧесКОе исследОВАние ПОЧВы
1. Подсчитайте число однотипных колоний, умножьте на разведение и 

определите количество микроорганизмов в 1 г сырой почвы (Nc = n · a). 
2. Чтобы сравнивать КОе микроорганизмов разных типов почв необ-

ходимо пересчитать их число на 1 г абсолютно сухой почвы. для пере-
счета на 1 г абсолютно сухой почвы ее высушивают до постоянной мас-
сы, устанавливают влажность и вносят поправку в расчеты. Контрольные 
взвешивания почвы на определение влажности делают каждые три часа до 
тех пор, пока не будет постоянного веса.

3. Определение числа клеток бактерий в 1 г абсолютно сухой почвы
N = (( Nc · 100%) / (100% – C%)), 

где  N – количество клеток бактерий в 1 г абсолютно сухой почвы,
Nc – количество клеток бактерий в 1 г сырой почвы,
Nc = n x a,
n – число колоний, выросших на чашке (среднее арифметическое из 

всех чашек),
a – степень десятикратного разведения,
с% – влажность исследуемой почвы (%).
4. Определите количественный и качественный состав микрофлоры 

воды. для этого посчитайте число внешне однотипных колоний, опиши-
те их культуральные признаки. из каждой колонии сделайте препарат и 
окрасьте по граму.

5. Внесите данные в таблицу 2.

работа 4. Выделение ЧистыХ КУлЬтУр МиКрООргАниЗМОВ
В исследуемом материале содержится более чем один вид микроорга-

низмов, поэтому на чашках рост различных колоний и при приготовлении 
мазков с культуральной среды при микроскопировании дает многообразие 
микрофлоры и трудность идентификации. Поэтому из Ваших культураль-
ных сред по всем объектам исследования приготовьте чистые культуры 
для последующего анализа.

1. Бактериальную петлю профламбировать, приоткрыть крышку чаш-
ки Петри, ввести петлю, дотронуться петлей до крышки (выровнять тем-
пературу), взять бакматериал колонии и перенести на новую среду.

2. Варианты пересева: 1. на скошенном МПА в пробирке «змейкой» 
провести бакпетлей с культурой. 2. Методом истощающего штриха в чаш-
ке с МПА.

3. Чашки вверх дном поставить в термостат на 2–3 суток.
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лАБОрАтОрнОе ЗАнЯтие № 5

метоДЫ культивирования микроорганизмов

Цель: ознакомиться с видами культур, методами пересева, поддержа-
ния и изучения культуральных свойств.

Задачи: 
1. Освоить методику описания и определения культуральных свойств 

микроорганизмов.
2. Ознакомится с определителем микроорганизмов и освоить правила 

работы с ним.
3. Определить микроорганизмы из чистых культур проб воздуха, воды 

и почвы.

методические указания
Выращивание микроорганизмов на питательных средах назы вают 

культивированием (от лат. cultus – выращивание), а развившиеся в ре-
зультате микроорганизмы – культурой. При развитии в жидкой среде 
культуры образуют суспензию, осадок или пленку, при развитии на плот-
ной среде – колонии. Культура может быть чистой – содержать потомство 
клетки только одного вида и накопительной – состоять преимущест-
венно из клеток одного вида микроорганизмов. Вид – это совокупность 
микроорганизмов, имеющих единое происхождение и генотип, сходное 
строение и физиологические функции. Культуры микробов одного вида, 
выделенные из разных источников, называют штаммами. некоторые 
культуры микробов одного вида могут отличаться друг от друга по одному 
или не скольким признакам. такие культуры называют в мик робиологии 
типами или биотипами. типы микро бов могут различаться, например, 
по биохимическим признакам, чаще всего по активности ферментов (био-
химические или ферментативные типы), по чувстви тельности к антибио-
тикам (стрептомициноустойчивый тип), по чувствительности к специфи-
ческим фагам (фаготип), по антигенным признакам (серотип) и т. д. Клон 
(или клонированная культура) – это культу ра микробов одного вида или 
штамма, содержащая генетически однородные клетки. Клоны получают в 
ре зультате размножения одной клетки, изолированной с помощью микро-
манипулятора или другими методами. Видимое невооруженным глазом 
изолированное скопление микроорганизмов, выросших на плотной пи-
тательной среде в результате размножения одной или нескольких клеток, 
называют колонией.
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Внесение клеток микроорганизмов или какого-либо ис следуемого ма-
териала (образца почвы, пробы воды) в стериль ную питательную среду для 
получения чистой или накопи тельной культуры называют посевом. Пере-
несение уже выра щенных клеток из одной среды в другую (стерильную) 
называют пересевом, или пассированием (от лат. passus – чере дование).

Обычно микроорганизмы выращивают при определен ной постоянной 
температуре в термостатах или термостатных комнатах. В тех и других 
постоянная температура поддерживается с помощью терморегуляторов.

Культивирование при определенной температуре называется инкуба-
цией, или инкубированием (от лат. incubatio – выра щивание, высиживание 
птенцов). Выращивают микроорганизмы в стеклянной посуде: про бирках, 
колбах или чашках Петри. для этого стеклянную посу ду, не бывшую в упо-
треблении, очищают от щелочи кипячени ем в растворе, содержащем К2сr207 
(6%) и концентрирован ную H2SO4 (6%). После стерилизации пробирки с 
еще не застывшей сре дой раскладывают на ровной поверхности стола в на-
клонном (под небольшим углом) положении для получения скошенной по-
верхности агара. Это так называемые косяки – косые или скошенные среды.

Плотная среда, застывшая при вертикальном положении пробирки, 
называется столбиком. столбики питательной сре ды, занимающей 1/3–
1/2 объема пробирки, используют для по сева культуры уколом. столбики 
питательной среды, занимаю щие 2/3 объема пробирки, после стерилиза-
ции применяют для заливки стерильных чашек Петри, предназначенных 
для мик робиологических посевов.

накопительные культуры. Путем многократных пересевов в такую 
же жидкую среду и посева на твердую среду того же состава можно без 
труда выделить преобладающий (накопленный) штамм. Частый пересев 
с жидкой среды на жидкую предотвращает рост сопут ствующих организ-
мов, которые могли бы использовать продукты выде ления или даже ав-
толиза клеток первичной культуры. лучшим материалом для инокуляции 
служат пробы из тех мест, где уже имеется «естественное обогащение». 
Можно, например, выделять микроорга низмы, использующие окись угле-
рода, из сточных вод газовых заводов; использующие гемоглобин – из 
сточных вод боен, а те, которые окис ляют углеводороды, – из почвы на 
нефтепромыслах или из нефтяных отстойников. для успешного получе-
ния нако пительных культур следует ограничиться удовлетворением мини-
мальных потребностей только того микроорганизма, который хотят выде-
лить. для подавления роста грам-положительных бактерий к питатель ной 
среде добавляют пенициллин. рост мицелиальных грибов, дрожжей, про-
стейших и других эукариот ингибируют добавлением циклогексимида.
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Чистая культура. Под чистой культурой понимают потомство одной 
единственной клетки (клон). Процедура начинается с отделения от кле-
точной популяции одной единственной клетки, причем вырастающая из 
клетки колония тоже должна оставаться изолированной от других клеток и 
ко лоний. Аэробные бактерии выделяют по методу Коха – рассеивают сус-
пензию по поверхности среды в чашках Петри или применяют менее тру-
доемкий метод – размазывают каплю бактериальной петлей по агаризо-
ванной среде. Анаэробные бактерии суспензируют в расплав ленном агаре 
(45°с) и проводят инкубацию без доступа воздуха. тщательное отделение 
одной колонии, повторное суспендирование в жидкой среде и повторное 
нанесение штриха или разведение в агаре позволяют получать чистые 
культуры большинства микроорга низмов. Можно выделять чистую куль-
туру и в жидких средах, если искомые организмы численно преобладают 
в исходном материале. Путем после довательного разбавления суспензии 
питательной средой можно в кон це концов добиться того, чтобы на по-
следней ступени разведения была выделена лишь одна клетка. В этом слу-
чае будет получен клон, т. е. чис тая культура. 

смешанные культуры. естественные популяции, как правило, пред-
ставляют собой смесь различных микроорганизмов. Между ними суще-
ствуют самые различные формы взаимодействия; это может быть кон-
куренция за общий субстрат, комменсализм или мутуализм. для изучения 
этих и других форм взаимодействия все чаще используют смешанные 
культуры. сме шанные культуры могут быть приготовлены путем объеди-
нения чистых культур. исследования, проводимые на смешанных куль-
турах заданно го состава, дают возможность понять, какими могут быть 
сложные формы взаимодействия микроорганизмов в местах их естествен-
ного обитания. Примерами могут служить кислое тесто, кефир, чайный 
гриб и «чистые расы» дрожжей. Большую роль смешанные культуры игра-
ют также при очистке сточных вод.

ПОлУЧение ЧистыХ КУлЬтУр. из чистой культуры обычно вы-
растают одинаковые колонии и при микроскопировании выявляются похо-
жие клетки, в частности по размеру и окраске по граму. Однако возможны 
исключения, например, колонии, вы растающие из чистой культуры, могут 
быть гладкие (S) и шероховатые (R). Кроме того, в чистых культурах раз-
личных микроорганизмов могут появиться кокковидные клетки, цисты и 
споры.

1. Посев штрихом или разливом на твердую среду. Методы посева на 
плотные среды в чашках зависимости от необхо димости вырастить микро-
организмы в толще среды или на ее поверхности:
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а) для глубинного посева используют мерные количества плотной 
среды, заготовленные в пробирках по 10–15 мл. Культуру вно сят в про-
бирки с расплавленным и охлажденным до 40–45°с агаром, а затем за-
ливают смесь в чашку Пет ри. другой способ глубинного посева: взвесь 
микроорганизмов вносят непосредственно в стерильную чашку Петри на 
дно, слегка, приоткрыв крышку, а затем заливают ее расплавленным и ох-
лажденным агаром. среду с культурой перемешивают круговыми движе-
ниями чашки, не поднимая ее с поверхности стола, и оставляют чашку на 
столе до застывания агара;

б) для поверхностного роста исследуемый материал наносят на по-
верхность уже застывшей среды. распределение материала по пластин-
ке агара можно выполнить с помощью шпателя или бактериологической 
петли. При посеве шпателем чашка с застывшей средой находится на по-
верхности стола. левой рукой слегка приоткрывают крышку, а правой 
вносят на поверхность агара определенное количество (петлю, каплю или 
определенный объем) культуры. Круговыми движениями шпателя рас-
пределяют культуру по всей поверхности среды. При использовании для 
посева бак териологической петли осуществляют посев штриховым спосо-
бом. Чашку Петри кладут на стол дном кверху и левой рукой поднимают 
только ее основание со средой; держат дно чашки в руке вертикально и 
осторожно, не взрыхляя среды, наносит культуру петлей зигзагообраз-
ными движениями (штрихом). Много методов посева штрихом в чашки с 
твердыми средами («штрихованные чашки»), но лишь один из них почти 
всегда дает хорошо изоли рованные колонии даже при отсутствии навыков 
у экс периментатора. для маркировки на обратной стороне чашки Петри 
карандашом наносят букву т, разделяющую дно на 3 сектора. Петлей с 
культурой зигзагом наносят штрихи на поверхности агара в секторе 1. для 
этого крышку чашки сначала приподни мают, а после нанесения штриха 
сразу закрывают. Петлю стерилизуют в пламе ни и дают ей остыть 15 с. 
Проводят петлей по по верхности среды в секторе 1, затем немедленно на-
носят ею зигзагом штрихи на по верхности среды в секторе 2. Прогрева-
ют петлю в пла мени и дают ей остыть. Проводят петлей по поверх ности 
среды в секторе 2 и затем наносят ею зигзагом штрихи на по верхности 
среды в секторе 3. инкубируют опрокинутые вверх дном чашки для того, 
чтобы конденсирующаяся во да с крышки не попала на поверхность агара. 
В секто ре 1 вырастает большое чис ло колоний, тогда как в сек торах 2 и 3 
появляются изолирован ные колонии.

При работе с анаэробами «штрихованные чашки» или чашки с вне-
сенной в них жидкой культурой в атмосфере воздуха инкубируют затем в 
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анаэростате. для анаэробов необходимы свежеприготовленные среды, и 
посев штрихом следует проводить в течение первых 4 ч после их автокла-
вирования, чтобы избежать накоп ления растворенного кислорода.

2. Последовательные разведения в твердой среде. способ посева с 
помощью разлива по чашкам заключается в том, что после инокуляции 
испытуемой пробы в пробирку со стерильным расплав ленным агаром (ох-
лажденным до 45–50°с) среду пе ремешивают, выливают в чашку Петри 
и дают ей за стыть. Однако, чтобы получить хорошо изолированные ко-
лонии, часто возникает необходимость разведения проб. наилучшие ре-
зультаты получают при использова нии последовательных десятикратных 
разведений исход ных проб. По 1 мл каждого разведения вносят в чашки 
Петри, добавляют 15–20 мл расплавленной агаровой среды, смешивают, 
покачивая чашки несколько раз, и дают среде затвердеть. 

недостатком разведения в расплавленной агаровой среде является 
то, что отдельные колонии оказываются погруженными в агар и поэтому 
извлечь их можно толь ко механически стерильным инструментом. Плохо 
так же то, что бактерии некоторое время находятся в среде при температу-
ре расплавленного агара (45–50°с).

для выделения анаэробов, особенно фототрофов и сульфатредуциру-
ющих бактерий, часто используют ме тод глубинного посева со встряхива-
нием пробирок. для этого готовят серию стерильных пробирок, поме щают 
их в водяную баню при 45°с и наполняют до по ловины расплавленной 
агаровой средой той же температуры. инокулируют первую из пробирок 
несколькими каплями смешанной культуры и осторожно размешивают со 
средой. Затем 1/10 объема среды переносят во вторую пробирку. В это вре-
мя нижнюю часть первой пробирки погружают в вертикальном положении 
в хо лодную воду для затвердения агара. размешивают со держимое второй 
пробирки и переносят 1/10 объема ее среды в третью пробирку, а вторую 
пробирку охлажда ют. таким же образом поступают с оставшимися про-
бирками. После этого в каждую пробирку с затвердев шим агаром наносят 
сантиметровый слой расплавлен ной стерильной смеси (1 : 1) парафина и 
вазелинового масла, благодаря чему среда предохраняется от контак та с 
воздухом. В процессе затвердения парафиновый слой может сжиматься, 
и тогда он перестает выполнять свою защитную функцию. В этом слу-
чае следует при менить слабое локальное нагревание, а также проколом 
удалить воздушные пузырьки из-под парафинового по крытия. Когда бак-
терии вырастают, выбирают пробир ку с хорошо изолированными колони-
ями и удаляют из нее столбик агара. для этого вначале расплавляют и сни-
мают парафиновый слой, а затем вводят между стен кой пробирки и агаром 
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стерильную капиллярную пипет ку. Кончик пипетки опускают до дна про-
бирки и вду ванием воздуха выталкивают агаровый столбик из пробирки в 
стерильную чашку. Чтобы получить коло нии, агар разрезают на кусочки.

Метод фракционированного посева. Агар, находящийся в пробирках, 
предварительно рас плавляют на кипящей водяной бане, а среду с желати-
ном – при 30–35°с. Питательные среды с соблюдением асептики разлива-
ют в чашки Петри. для этого пробирку с расплавленной средой, охлаж-
денной до 45°с, берут в правую руку, держат в наклонном положении, 
вынимают пробку, обжигают края пробирки, левой рукой осторож но, не 
прикасаясь к нижнему ранту, приподнимают один край крышки чашки Пе-
три, выливают содер жимое в чашку и сразу же ее закрывают и подсуши-
вают. для подсушивания агара чашки помещают открытыми (дном вверх) 
в термостат на 2–3 ч или закрывают на 24 ч. Каплю исследуемого матери-
ала, содержащего смесь микробов, вносят в первую чашку и стерильной 
петлей или шпателем растирают по поверхности ага ра в первой чашке, 
приоткрывая крышку лишь настоль ко, чтобы могла пройти петля или 
шпатель. После этого, не обжигая, шпатель быстро переносят во вторую 
чашку, втирают оставшийся на нем материал в поверхность агара этой, а 
затем и третьей чашки. таким образом, постепенно уменьшая количество 
высеваемого материа ла на шпателе, в последней чашке можно получить 
от дельные колонии каждого вида микробов, содержащихся в смеси. на 
крышках чашек отмечают номер чашки, дату и место, откуда взят матери-
ал, затем чашки помещают в термостат вверх дном.

3. Посев уколом в столбик питательной среды. Пробирку с пита-
тельной средой, застывшей в виде столбика, берут в ле вую руку. над пла-
менем вынимают пробку и переворачивают пробирку вверх дном. Петлю 
с исследуе мым материалом вкалывают снизу в центр столбика на всю его 
глубину, затем петлю извлекают, пробирку закрывают, подписывают и по-
мещают в тер мостат для выращивания.

При посеве уколом в столбик желатины рост может быть только по 
уколу (стержень) или с образованием боковых выростов от линии укола в 
виде ершика, елоч ки, перевернутой вершиной вниз, и т. д. Кроме того, при 
росте на желатине отмечают степень ее разжижения протеолитическими 
ферментами микробов. При отсут ствии у микроба протеолитического 
фермента желатина остается плотной. наличие у микроба протеолитиче-
ских ферментов определяется различной степенью разжиже ния желатины 
(полное разжижение, послойное, в виде воронки). 

При посеве пастеровской пипеткой поверхность ее обжигают на пла-
мени спиртовки, охлаждают, отнеся в сторону от огня, затем обломав сте-
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рильным пинцетом запаянный конец, набирают в нее материал, быстро 
вно сят в пробирку и производят посев так же, как это делают петлей, со-
блюдая правила стерильности. После использования пипетки ее помеща-
ют в сосуд с дезинфи цирующей жидкостью (5%-ным раствором карболо-
вой кислоты или др.).

4. Последовательное разведение в жидкой среде. Этот метод приме-
няют в том случае, если выделяе мый микроорганизм не растет на твер-
дой среде. При этом данный микроорганизм должен количественно пре-
обладать в смешанной популяции. готовят раствор сме шанной культуры 
таким образом, чтобы при добавлении аликвот в большое число проби-
рок с питательной сре дой среднее число инокулированных бактерий было 
бы менее 0,05 на пробирку. Это достигается, например, при инокуляции 
1-миллилитровых аликвот в 100 пробирок из 100 мл раствора, содержаще-
го всего 5 бактерий. При инкубации в большинстве пробирок роста бакте-
рий не происходит, но в те несколько пробирок, где наблю дается рост, ве-
роятно, попала лишь одна бактерия (р = 0,975). Чем меньше среднее число 
бактерий, ино кулированных в пробирку, тем больше вероятность то го, что 
культура выросла из единственной бактериаль ной клетки. следовательно, 
в большинстве инокулиро ванных пробирок роста быть не должно, тогда в 
тех нескольких пробирках, где рост наблюдается, вероят ность инокулиро-
вания среды единственной клеткой очень высока. 

Метод пластинчатых разводок. Берут не сколько пробирок с расплав-
ленным и остуженным до 60°с мясопептонным агаром и стерильные чашки 
Петри. для того чтобы расплавленный агар не застыл, во вре мя опыта его 
оставляют на бане при 50°с. Бактериоло гической петлей, соблюдая условия 
стерильности, в пер вую пробирку с агаром вносят каплю исследуемого ма-
териала и, закрыв пробку, энергично вращают про бирку между ладонями 
(так, чтобы не замочить пробку!) для равномерного распределения материа-
ла в среде. Пробирку помечают № 1. Берут вторую пробирку со стерильным 
незасеянным агаром и, держа обе пробирки в левой руке, переносят одну 
каплю из пробирки № 1 во вторую. Пробирки закрывают, петлю прокали-
вают, пробирку № 1 помещают в теплую воду, а содержимое пробирки № 2 
перемешивают, вращая между ладонями. Затем одну каплю из засеянного 
агара из пробирки № 2 переносят в третью пробирку со стерильным ага ром 
и т. д., получая последовательные разведения мате риала. Чем больше за-
грязнен материал, тем больше го товят разведений.

Приготовив разведения, засеянный агар из каждой пробирки вылива-
ют в стерильную чашку Петри. для этого вынимают пробку из пробирки и 
после обжигания края пробирки быстро выливают агар в чашку со слегка 
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подогретым на пламени спиртовки дном, приподнимая крышку чашки на-
столько, чтобы прошел край пробирки. легким покачиванием чашки агар 
равно мерно распределяют по дну и дают ему застыть. на дне чашки от-
мечают разведение и дату опыта и ставят чашку в термостат вверх дном. 
Выросшие от дельные колонии в дальнейшем отсевают в стерильную пи-
тательную среду (в пробирки) для получения чистых культур. При иссле-
довании молока, воды, почвы и других суб стратов, содержащих огромные 
количества микроорга низмов, по методу пластинчатых разводок удобно 
готовить предварительные разведения материала на сте рильной водопро-
водной воде или 0,85%-ном физиологическом растворе NaCl.

5. Выделение отдельных клеток. Капельный метод выделения чистой 
культуры из одной клетки. Этот метод используется, когда требуется изо-
лировать крупные микроорганизмы (дрожжи, плесневые грибы). на соло-
довом сусле готовят взвесь микробов с таким расчетом, чтобы при микро-
скопировании в капле жидкости можно было об наружить одну клетку.

Чистое покровное и предметное стекло с лункой сте рилизуют на пла-
мени горелки, а для охлаждения поме щают в стерильную чашку Петри. 
для переноса микро бов используют тонкое чертежное перо, простерили-
зованное на пламени горелки. Простерилизованным пинцетом вынимают 
покровное стекло, берут его между большим и указательным пальцами ле-
вой руки и пером наносят по диагонали 3 ряда капель по 4 в каждом ряду 
(капли не должны расплываться по стеклу). Затем края покровного стекла 
осторожно смазывают стерильным вазелином, что предохраняет капли от 
высыхания. Пок ровное стекло накладывают каплями вниз на предметнее 
стекло по диагонали. ряды капель должны быть парал лельны сторонам 
предметного стекла. Каждую каплю просматри вают отдельно, сначала 
при малом, а затем при большом увеличении. Капли с одной клеткой от-
мечают точкой тушью. После чего препарат переносят в чашку Петри, 
на дне которой должна находиться фильтровальная бу мага, пропитанная 
стерильной водой и предохраняющая капли от высыхания. Чашку поме-
щают в термостат при температуре 30–36°с. По истечении 24–48 ч сно-
ва микроскопируют. если в отмеченных каплях произошло размножение 
клеток, производят пересев в жидкую сре ду. Осторожно снимают покров-
ное стекло. Простерилизо ванным пинцетом берут маленький стерильный 
треуголь ник фильтровальной бумаги, прикасаются к намеченном капле и 
немедленно переносят в пробирку со стерильной питательной средой. Вы-
ращивают в термостатах при температуре 26–30°с.

Выделение чистых культур из одной клет ки (метод Бурри). тушь, 
разбавленную дистиллиро ванной водой в отношении 1:6, стерилизуют в 
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автоклаве при 111°с в течение 30 мин. и тщательно центрифугиру ют или 
дают отстояться не менее 14 дней. Четыре круп ные капли туши наносят на 
стерильное чистое предметное стекло и бактериологической петлей вно-
сят незначительное количество исследуемой культуры в первую каплю, 
пере мешивают и часть ее переносят во вторую каплю и т. д. из последней 
капли тонким стерильным чертежным пером наносят несколько последо-
вательных точек на поверхность мясопептонного агара или мясопептон-
ного желатина в чашке Петри. Затем каждую точку покрыва ет стериль-
ным покровным стеклом и микроскопируют. находят точку, содержащую 
в себе одну микробную клетку, стерильным пинцетом снимают покровное 
стекло с приставшим к нему микробом и переносят его в про бирку с соот-
ветствующей питательной средой. Поместив пробирку при оптимальной 
температуре, получают куль туру микробов из одной клетки. 

иЗУЧение КОлОний МиКрООргАниЗМОВ. 
При определении культуральных свойств бактерий учитывается ха-

рактер их роста на жидких средах и в желатине по уколу. 
рост на жидкой питательной среде может быть:
а) поверхностный – пристеночное кольцо, тонкая, нежная или плот-

ная, сухая, толстая, гру бая, морщинистая пленка;
б) пристеночный – среда про зрачная, а на стенках сосуда образуются 

различные на ложения (колонии) в виде хлопьев, зерен или нитей; 
в) придонный – питательная среда прозрачная, а на дне пробирки об-

разуется осадок. Осадок может быть скуд ным или обильным, гомогенным, 
крошковатым, зерни стым, волокнистым;

г) с равномерным помутнением среды.
При описании роста микробов на МПБ обращают внимание на:
1) характер помутнения среды: легкое, среднее, сильное или отсут-

ствие мути;
2) образование пленки на поверхности среды: тонкая, толстая, мор-

щинистая, складчатая, слизистая и т. д.;
3) количество, характер и цвет осадка: точечный, обильный, зерни-

стый, слизистый, хлопьевидный, серый, бело-желтый и т. д.; 
4) наличие пристеночного кольца: узкое, широкое, тонкое, узловатое, 

серое, синеватое. для анаэробов отмечают еще и газообразование.
рост на плотных средах. рост на плотных средах может иметь вид 

сплошного наложения или от дельных колоний и быть обильным, слабым 
или умерен ным. т.к. колония образуется в результате размножения одной 
клетки, ее строение зависит от особенностей деления клеток данного вида 
микроорганизмов. Каждый вид микро бов образует на плотных питатель-
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ных средах колонии, обладающие определенными свойствами. Эти свой-
ства колоний изучают макроскопически и микро скопически. При макро-
скопическом изучении колоний (не вооруженным глазом) чашку просма-
тривают сначала со стороны дна в проходящем свете, а затем со стороны 
крышки в отраженном свете. При микроскопическом изу чении выявляет-
ся строение колоний – характер их краев и структура. Край колонии может 
быть ровным в виде четко выраженной линии и неровным (фестончатый, 
волни стый, зазубренный, бахромчатый, локонообразный). структура ко-
лоний может быть гомогенная или аморфная, мелко- и грубозернистая, 
волокнистая, одно родная и неоднородная. различают поверхностные и 
глубин ные колонии в зависимости от их положения в среде. наи более 
типично видовые признаки выражены у поверх ностных колоний. Форму, 
профиль, блеск и цвет отмечают визуально, край и структуру – при ма лом 
увеличении микроскопа, консистенцию (мягкая, сли зистая, тягучая или 
хрупкая) определяют прикоснове нием к ее поверхности петлей, размеры – 
обычной линейкой или окулярным микрометром при малом увели чении 
микроскопа (колонии точечные – менее 1 мм в диаметре, мелкие – 1–2, 
крупные – более 4 мм).

Характер роста по уколу. Характер роста по уколу указывает на отно-
шение микроба к кислороду воздуха, аэробы растут в виде гвоздя, шляпкой 
вверх, факульта тивные анаэробы растут равномерно по всему уколу; анаэ-
робы – в нижней части укола. При выращивании на МПЖ одни виды бакте-
рий (протеолитические) разжижают желатин, другие – не разжижают.

лабораторный практикум
работа 1. ОПисАние КОлОний нА ПлОтныХ средАХ 
Чашки с посевами, сделанными на предыдущих занятиях, просматри-

вать в проходящем свете и под бинокулярной лупой. для каждого типа ко-
лоний из микробной смеси на плотной среде в чашке Петри дать описание 
по следующей схеме:

1. Форма – круглая, овальная, ветвистая и т.д.
2. размеры – крупные (более 4 мм), средние (2–4 мм), мелкие (1–2 мм), 

точечные или росинчатые колонии диаметром не более 1 мм.
3. Поверхность – ровная или складчатая (радиально складчатая, по-

перечно-складчатая, ноздреватая, с кратерообразным центром, мозговид-
ная), матовая или блестящая и т.д.

4. Края – ровные, разорванные, ветвистые, волнистые, изрезанные, 
локонообразные, лопастные и т.д.
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5. Прозрачность – степень прозрачности или непрозрачности.
6. Консистенция – слизистая, крошковатая, плотная и т.д.
7. Пигментированность – красный, желтый, черный, синий и т.д.

работа 2. ПОстАнОВКА КУлЬтУры 
длЯ БиОХиМиЧесКиХ исследОВАний 

1. В пробирки с 30 мл МПБ профламбированной бакпетлей внести 
культивируемый материал чистой культуры, полученной в предыдущей 
работе.

2. Между пробкой и стенкой пробирки подвесить полоски бумаги:
– розовую лакмусовую, смоченную дистиллированной водой – на на-

личие аммиака,
– фильтровальную, смоченную раствором уксуснокислого свинца 

(66 г уксуснокислого свинца + 100 мл дистиллированной воды) – на на-
личие сероводорода,

– фильтровальную, смоченную насыщенным (12%) раствором щаве-
левой кислоты – на наличие индола.

Полоски фильтровальной бумаги для обнаружения сероводорода и 
индола заготовлены заранее, взять их из банки с притертой крышкой.

3. Пробки пробирок сверху покрыть пергаментной бумагой, перетя-
нуть резинкой или обвязать нитками, поставить в термостат на 2-3 суток. 
Максимальное накопление продуктов жизнедеятельности происходит в 
течение недели.

При наличии аммиака розовая лакмусовая бумага синеет,
при наличии сероводорода бумага с уксуснокислым свинцом чернеет,
при наличии индола бумага с раствором щавелевой кислоты розовеет.

работа 3. ОПределение ВидА МиКрООргАниЗМОВ 
1. Приготовить мазки:
– по граму (определение формы клеток и грампринодлежности),
– на капсулы,
– на споры,
– если палочковидные – на подвижность (препарат висячая капля, 

окрашивание на жгутики).
2. Определить вид микроорганизмов по определителю д.Берги.
3. Заполнить отчетную таблицу 2 предыдущего лабораторного заня-

тия.
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работа 4. ПОдгОтОВКА лАБОрАтОрнОгО ПрАКтиКУМА № 6
1. В стерильные чашки Петри залить по 15–10 мл расплавленного мя-

со-пептонного агара, дать застыть.
2. Внести культуры бактерии воздуха, шпателем дригальского равно-

мерно засеять культуру микроорганизмов.
3. Чашку вверх дном поместить в термостат на 15–20 мин. для под-

сушивания.
4. дыроколом пробить фильтровальную бумагу и диски напитать со-

ками растений (чеснок, лук, алоэ, каланхое – мелко нарезать, в ступке рас-
тереть, пропитать диски).

5. дно чашки маркером разделить на сектора, промаркировать.
6. Пинцетом разложить бумажные диски, пропитанные растительны-

ми экстрактами, на газон микроорганизмов в чашках Петри по периметру.
7. Обожженным пинцетом разложить диски, пропитанные антибиоти-

ками и дезинфицирующими средствами в общепринятых концентрациях.
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лАБОрАтОрнОе ЗАнЯтие № 6

влияние Факторов внеШнеЙ среДЫ  
на рост микроорганизмов

Цель: изучить влияние бактерицидных и бактериостатических ве-
ществ на рост микроорганизмов.

Задачи:
1. изучить влияние природных материалов, антибиотиков, дезинфи-

цирующих веществ на рост микроорганизмов.

методические указания
существует несколько методов определения чувствительности мик-

роорганизмов к природным веществам с бактериоцидным и бактериоста-
тическим действием, антибиотикам. наибольшее распространение полу-
чил метод серийных разведений антибиотика в жидкой или агаризованной 
питательной среде и метод бумажных дисков, пропитанных раствора ми 
антибиотиков. Определение чувствительности к антибиотикам основано 
на диффузии антибиотика в питательную среду. Концентрация антибио-
тиков в дисках подобрана таким образом, что бы диаметры зон задержки 
роста стандартных тест-организмов были 28–32 мм.

Бактерии исследуемого штамма (0,1 мл суспензии, находящейся в ста-
ционарной стадии роста) высевают на поверхность агаризованной среды 
в чашке Петри и распределяют шпателем. Затем стерильным пинцетом на 
засеянную поверхность помещают на равном расстоянии друг от друга, от 
краев и центра чашки стандартные бумажные диски, пропитанные раство-
рами различных антибиотиков, выпускаемые промышленностью. Засеян-
ные чашки выдерживают в термостате при температуре, оптимальной для 
роста исследуемых бактерий. если бактерии чувствительны к данному 
соединению, то вокруг дисков об разуется зона задержки роста. диаметр 
зоны задержки роста соответ ствует степени чувствительности исследуе-
мого микроорганизма к данному антибиотику. 

Метод серийных разведений антибиотика в жидкой питатель ной 
среде позволяет путем определения минимальной ингибирующей концен-
трации (МиК) антибиотика количественно охарактеризовать его актив-
ность в отношении исследуемых микроорганизмов.

работу начинают с приготовления растворов антибиотика. для это го 
в ряд стерильных пробирок наливают по 2 мл жидкой полноценной пита-
тельной среды. В первую пробирку вносят 2 мл исходного рас твора анти-
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биотика (концентрация препарата – 500, 1000 мкг/мл) и тщательно пере-
мешивают смесь. После этого 2 мл жидкости из пер вой пробирки пере-
носят во вторую, повторяя перемешивание, далее 2 мл из второй пробир-
ки переносят в третью и т. д. из предпоследней пробирки 2 мл раствора 
антибиотика удаляют. При таком способе разведения в каждой пробирке 
будет содержаться по 2 мл раствора антибиотика и в каждой последующей 
пробирке его концентрация будет в два раза меньше, чем в предыдущей. 
среда в последней про бирке раствора антибиотика не содержит и являет-
ся контрольной для роста культуры. После приготовления разведений во 
все пробирки вносят по 0,1 мл взвеси клеток с таким расчетом, чтобы в 
1 мл содержалось 105–104 клеток. Пробирки энергично перемешивают и 
помещают на 18–20 часов для выращивания при оптимальной температу-
ре. Учет результатов проводят двояко: вначале просматривают пробирки, 
чтобы по помут нению среды определить наличие роста микроорганизмов. 
Помутне ние среды указывает на наличие высокой численности бактерий 
(бо лее 107 клеток/мл). среда в пробирках, в которых антибиотик находит-
ся в концентрациях, достаточных для подавления роста микроорганиз-
мов, остается прозрачной. наименьшая концентрация антибиотика, при 
ко торой размножение микроорганизмов уже не происходит, а содержи-
мое пробирок остается прозрачным, соответствует наименьшей инги-
бирующей концентрации данного антибиотика в отношении изучае мого 
микроорганизма и рассматривается как бактериостатическая, что означа-
ет задержку роста бактерий, но не наличие их гибели. для оп ределения 
бактерицидной концентрации исследуемого антибиотика в отношении из-
учаемого микроорганизма (это значит, концентрации препарата, в которой 
он вызывает гибель клеток) проводят посев бак териологической петлей 
из пробирок, содержимое которых не помут нело, на полноценную пита-
тельную агаризованную среду. Отсутствие роста свидетельствует, что в 
данной пробирке микроорганизмы пол ностью убиты данным антибио-
тиком. Метод серийных разведений антибиотика в агаризованной сре де 
удобен тем, что позволяет в одном опыте проверить чувствитель ность к 
данному антибиотику нескольких микроорганизмов. разведе ния антибио-
тика готовят в стерильной агаризованной среде. для этого в нее добав-
ляют требуемое количество исходного раствора антибио тика, тщательно 
перемешивают и заливают в стерильные чашки Пет ри. После застывания 
агара дно чашки с наружной стороны делят маркером на сектора. Каждую 
исследуемую культуру засевают штри хом с помощью бактериологической 
петли на отдельный стороны в чашки с разными концентрациями анти-
биотика.Чашки помещают в термостат при температуре, оптимальной для 
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роста и развития изучаемых бактерий и инкубируют в течение 40–72 ча-
сов. результаты учитывают по наличию или отсутствию роста бак терий в 
сравнении с ростом на среде в контрольной чашке. Бактерии считаются 
чувствительными к антибиотику в такой его концентрации, при которой 
их рост полностью подавляется.

лабораторный практикум
работа 1. ВлиЯние БАКтериЦидныХ ВеЩестВ 

нА рОст МиКрООргАниЗМОВ
достать из термостата чашки Петри, сравнить количество и разме-

ры колоний в опытном и контрольном вариантах. если испытуемое веще-
ство обладаем сильным бактерицидным действием, то в непосредствен-
ной близости от нанесенного диска веществом бактерицидного спектра 
действия рост бактерий не происходит и образуется стерильная зона. на 
некотором удалении располагается зона угнетения роста, для которой ха-
рактерен рассеянный рост колоний. При подведении итогов замеряют по-
лоской миллиметровой бумаги размер (радиус) стерильной зоны и размер 
(радиус) зоны угнетения, данные заносят в сводную таблицу.

влияние бактерицидных веществ на рост микроорганизмов

исследуемое 
вещество

размер зоны "угнетения" – 
бактерицидности, мм

размер зоны отсутствия роста – 
бактериостатичности, мм

1.

работа 2. ПОдгОтОВКА лАБОрАтОрнОгО ПрАКтиКУМА № 7

2.1. Брожение пектиновых веществ.
1. Подготовить снопики из сухой льняной соломки (высотой 6–8 см 

и толщиной со размерно с диаметром пробирки), перевязать их в двух ме-
стах нитками и кипятить 3–5 мин. для удаления экстрак тивных (легко-
сбраживающихся) веществ. 

2. Поместить снопики в высокие пробирки, залить на 2/3 их объема 
водой, закрыть ват ными пробками и прогреть в кипящей водяной бане 
3 мин. Вода при этом ста новится желто-зеленого цвета. 

3. Затем пробирки охладить под краном и в снопик вводят свежий сте-
бель льняной соломки для заражения. Пробирки вновь закрывают ватны-
ми пробками, оборачивают их бумагой, подписывают и помещают в тер-
мостат при температуре 28–30°с.

Мо
гил
ев
ски
й г
ос
уд
ар
ст
ве
нн
ый

 ун
ив
ер
си
те
т и
ме
ни

 А
.А

. К
ул
еш
ов
а



2.2. Брожение клетчатки.
для получения накопительной культу ры анаэробных целлюлозораз-

лагающих бактерий пользуются питательной средой Омелянского следу-
ющего состава: (NH4)3PO4 – 1,0 г, К2нрО4 – 1,0 г, MgSO4 – 0,5 г, NaCl – 
0,1 г, сасО3 – 2,0 г, FeSO4 – 2 капли 1%-ного раствора, пептон – 0,6 г, 
вода водопроводная – 1000 мл. После приготовления среду стерилизуют 
в автоклаве.

1. среду разлить в колбы па 2/3 объема. 
2. добавить 0,5–1 г почвы и кипятить колбы со сре дой и почвой 5 мин. 

для уничтожения неспоровых форм. 
3. Вно сти в колбу несколько полосок фильтровальной бумапи. 
4. доли ть доверху питательную среду и закрыть колбу пробкой с за-

твором для выхода газов. Помещают в термостат при температуре 30–
35°с.

2.3. Аэробное разложение клетчатки.
1. на дно чашки Петри положить кружок фильтровальной бумаги, 

сверху заполняют почвой слоем око ло 1 см, предварительно увлажнен-
ной водой или средой гетчинсона следующего состава, г: NaNO3 – 2,5, 
К2нрО4 – 1,0, MgSO4 – 0,3, сас12 – 0,1, NaCl – 0,1, FeCl3 – 0,01, вода дис-
тиллированная – 1000 мл.

2. Поверхность почвы выравнить шпателем, сверху положить кружок 
фильтровальной бумаги, плотно прижать к поверхности среды, чашки по-
мещают в термостат при 27–30°с. 

3. Периодически смачивают почву в чашке водой, но не допускают 
того, чтобы вода полностью заливала филь тровальную бумагу и не разви-
вались бы на верхнем кружке фильтровальной бумаги анаэробные целлю-
лозоразлагающие бактерии.

2.4. Окисление микроорганизмами жира.
1. Приготовить среду рана: К2нр04 – 5 г., (NH4)3PO4 – 5 г., сас12 – 1 г., 

MgSO4 – 1 г., NaCl – следы, FeCl3 – следы, вода дистиллированная – 1000 мл. 
2. среду по 30 мл налить в колбы на 100-150 мл и заразить 1/3 чайной 

ложки почвы. 
3. Внести 1 мл касторового (или подсолнечного) масла. 
4. Поместить в термостат при 25–30°с.
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лАБОрАтОрнОе ЗАнЯтие № 7

разлоЖение микроорганизмами 
углероДсоДерЖаЩиХ веЩеств

Цель: изучить роль микроорганизмов в разложении веществ в при-
роде и биохимическую деятельность основных групп микробов.

Задачи: 
1. изучить брожение пектиновых веществ льняной соломки.
2. изу чить анаэробные целлюлозоразлагающие бактерии.
3. изу чить аэробные целлюлозоразлагающие бактерии.
4. Микроорганизменное окисление жира в почве.

методические указания 
Брожение пектиновых веществ. Пектиновые вещества – это межкле-

точные вещества ра стительных тканей, склеивающие волокна. Пектино-
вые (греч. pektos – свернувшийся, замерзший) вещества входят в состав 
первичных клеточных стенок и межклеточного вещества (срединных пла-
стинок) растительных тканей. У технических культур (лен, конопля, ке-
наф, джут, канатник и др.) лубяные волокна соединены с кострой и парен-
химой при помощи пек тиновых веществ. Много пектина в плодах, ягодах, 
стеблях, корнеплодах. свойство пектина (и его растворов) – образовывать 
гели или студни – позволяет использовать его как естественный желиру-
ющий субстрат в пищевой промышленности, в кондитерском производ-
стве. В качестве сырья для получения пектина служат яблочные выжимки, 
кора цитрусовых плодов, жом сахарной свеклы, корзинки подсолнуха и 
др. В процессе расщепления пектина пектолитическими ферментами меж-
клеточное вещество растительных тканей распадается. Пектиновые веще-
ства являются сложными полисахарида ми. имеются три типа пектиновых 
веществ: 1) протопектин – водонерастворимая часть клеточной стенки; 
2) пектин – водорастворимый полимер галактуроновой кислоты, содержа-
щий метилэфирные связи; 3) пектиновая кислота – водора створимый 
полимер галактуроновой кислоты, свободный от метилэфирных связей. 
Пектиновые вещества разлагаются микроорганизмами. Этот процесс про-
исходит в две фазы. Первая фаза – гидро лиз пектиновых веществ до моно-
сахаров под действием экзоферментов, выделяемых микроорганизмами. 
Фермент протопектиназа разлагает протопектин до растворимого пектина. 
Фермент пектаза гидролизует метилэфирные связи пектина до пектиновой 
кислоты и метилового спирта. Затем фермент пектиназа разрывает связи 
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между единицами галактуроновой кислоты, вызывая гидролиз пектино-
вой кислоты 

Вторая фаза – в анаэробных условиях это маслянокислое брожение 
продуктов распада пектиновой кислоты (галакто зы, арабинозы, ксилозы). 
В природе в анаэробных условиях происходит водяная мочка льна. Бро-
жение пектиновых веществ осуществляют бациллы мочки льна. так как 
брожение пектиновых веществ сводится к маслянокислому брожению, не-
приятный запах масляной кислоты легко улавливается. К бациллам мочки 
льна, вызывающим анаэробное разло жение пектиновых веществ, относят-
ся Clostridium pectinovorum и Clostridium felsineum. Маслянокислые, грам-
положительные. Это подвижные палочки размером 10–15 мкм, со спорой, 
расположенной плектридиально (терминально), – спора у бацилл мочки 
льна находится на конце клетки, и они имеют вид ракетки или барабанной 
палочки. содержат гранулезу. Clostridium pectinovorum представляют со-
бой крупные палочки с длинной вегетативной частью. Clostridium felsine-
um – палочки меньшего размера с более короткой вегетативной частью, 
эти бактерии более кислотоустойчивые. В процессе водяной мочки льна 
они сменяют предыдущие бактерии, поэтому встречаются чаще в перекис-
ших пробирках. Бациллы мочки льна – облигатные анаэробы. сбражива-
ют пектин, глюкозу, арабинозу, крахмал, но не сбраживают клетчатку. По 
отношению к источнику азота малотребовательны, спо собны усваивать 
любые его формы.

разложение микроорганизмами клетчатки. Клетчатка, или целлюлоза, 
представляет собой сложный полисахарид (с6н10О5)n, входящий в состав 
оболочек расти тельных клеток. растения на 40–70% состоят из клетчатки. 
на долю этого вещества приходится более 50% всего орга нического ве-
щества биосферы. Огромное количество целлю лозы в виде растительных 
остатков и отходов попадает в почву и водоемы, где разлагается микроор-
ганизмами – бак териями, актиномицетами, микроскопическими грибами. 
Анаэробные и аэробные целлюлозоразлагающие бактерии находятся в по-
чвах, навозе, компостах, речном иле, сточных водах.

Целлюлоза – наиболее распространенный полисахарид растительно-
го происхождения. Поэтому чрезвычайно вели ка роль целлюлозоразру-
шающих микроорганизмов в круговороте угле рода и различных минера-
лизационных процессах. Целлюлозу способны разлагать разнообразные 
аэробные и анаэробные бактерии и грибы.

Аэробное разложение. группа аэробных целлюлозоразлагающих 
микроорганизмов широко распространена в почве. Это бак терии родов 
цитофага, спороцитофага, очень требовательные к среде и в большом ко-
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личестве встречающиеся в навозе и почвах, удобренных навозом. Пред-
ставители рода целлюломонас (Cellulomonas) также разрушают целлюло-
зу. Это грамположительные подвижные палочковидные бак терии, по мере 
старения их клетки меняют форму и становятся шаровид ными. Виды рода 
целлюломонас разлагают целлюлозу в аэробных усло виях. Они распро-
странены в почвах, богатых минеральными формами азота. В разложении 
целлюлозы участвуют также миксобактерии, актиномицеты и грибы. 

Анаэробное разложение. Анаэробные целлюлозоразлагающие бакте-
рии относятся в основном к роду клостридиум. Эти бак терии обитают в 
почвах, компостах, навозе, речном иле и сточных водах, распространены в 
нейтральных и кислых почвах. типичный представитель рода – клостриди-
ум омелянски (Clostridium omelianskii) был выделен в 1902 г. микробиоло-
гом В.л. Омелянским. Клет ки этого микроорганизма палочковидной формы 
(4–8 х 0,3–0,5 мкм), подвижные. У них образуются толстые споры, поэтому 
спорообразующая клетка сильно раздувается и становится похожей на ба-
рабанную палочку. Клостридиум омелянски – мезофил, он разлагает цел-
люлозу при 30–40°с. В почве, навозе и компостах встречаются также тер-
мофильные анаэробные целлюлозоразлагающие бактерии, развивающиеся 
при тем пературе 60–70°C. Они активно сбраживают целлюлозу.

В рубце жвачных животных присутствуют специфические целлю-
лозоразлагающие бактерии. Это облигатные анаэробы, вызывают раз-
рушение целлюлозы кормов до глюкозы, которая затем сбраживается с 
образованием органических кислот спиртов, CO2 и H2. Бактерии рубца 
имеют большое значение в питании жвачных животных.

При разрушении целлюлозы микроорганизмами сначала проис ходит 
гидролиз целлюлозы до глюкозы под влиянием ферментов. Конечные про-
дукты аэробного распада целлюлозы – в основном CO2 и H2O, анаэробно-
го – этиловый спирт, уксусная, молочная, му равьиная и масляная кислоты, 
а также CO2 и H2.

Окисление жиров и высокомолекулярных кислот жирного ряда. Мно-
гие микроорганизмы осуществляют трансформацию жиров и жир ных кис-
лот, входящих в состав всех растительных и животных клеток. начальную 
стадию расщепления жира – гидролиз – катализирует фер мент липаза. 
сущность этого процесса может быть показана на примере расщепления 
тристеарина:

C3H5 (C18H35O2) + 3H2O → C3H5 (OH)3 + 3C18H36O2
                          тристеарин                             глицерин      стеариновая к-та
В дальнейшем глицерин и жирные кислоты претерпевают превра щения 

вплоть до полного окисления и образования CO2 и H2O. В разло жении жи-
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ров и жирных кислот принимают участие многие аэробные и анаэробные 
бактерии и грибы. наиболее энергично разрушает жиры псевдомонас флуо-
ресценс (Pseudomonas fluorescens) – неспорообразующая подвижная палоч-
ка, синтезирующая на питательной среде зеле новатый пигмент.

Уксуснокислые бактерии устойчивы к кислотам и способны развивать-
ся при рн 4 (оптимум рн 5...6). Бактерии встречаются на поверхности рас-
тений (цветков, плодов), на разлагающихся расти тельных остатках и т. д. 
Кроме окисления этилового спирта до уксусной кислоты, уксусно кислые 
бактерии могут вызывать ряд других окислительных процес сов, в частно-
сти окисление сорбита до сорбозы, необходимой в больших количествах для 
синтеза витамина с. Уксуснокислые бактерии используют для производства 
пищевого уксуса из вина и спирта. способ получения уксуса из виноград-
ного ви на называют французским, а из разбавленного спирта – немецким.

лабораторный практикум
работа 1. БрОЖение ПеКтинОВыХ ВеЩестВ

для изучения брожения пектиновых ве ществ в лабораторных услови-
ях воспроизводят процесс «во дяной мочки» льняных стеблей. Элективные 
условия для брожения пектиновых веществ создаются за счет следующих 
факторов: 1) питательная среда – льняные волокна, освобожденные кипяче-
нием от экстрактивных веществ: присутствие бацилл мочки льна на стеблях 
и особенно на соломке, используемой для заражения; 2) анаэробные условия 
благодаря высокому столбику жидкости в пробирке; 3) устранение после ки-
пячения и пастеризации неспоровых форм. Брожение пектиновых веществ 
закан чивается в пробирках через 6–8 дней. снопики всплывают, вытесняе-
мые образовавшимися при брожении газами. готовят препарат-мазок. 

1. Обезжирить предметное стекло.
2. извлечь снопик из пробирки, положить в чашку Петри, достать из 

снопика соломинку и, держа ее за концы, «растрепать».
3. растрепанным участком сделать мазок на предметном стекле, вы-

сушить, фиксировать на пламени, окрасить кристаллвиолетом.
4. Микроскопировать в иммерсионной системе. Зарисовать бациллы 

мочки льна и отметить характер их спорообразования.
5. Отжать каплю жидкости из снопика на предметное стекло, добавить 

каплю раствора люголя, накрыть покровным стеклом, микроскопировать 
на х90. В поле зрения видны вегетативные и спорулирующие палочки, со-
держащие гранулезу, окрашенную раствором люголя в темно-синий цвет. 
Зарисовать микроорганизмы.
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работа 2. БрОЖение КлетЧАтКи
Элективные условия для развития целлюлозоразлагающих бацилл 

создаются:
1) за счет источника углерода – клетчатки (фильтроваль ная бумага);
2) внесения целлюлозоразлагающих бацилл с почвой;
3) анаэробных условий;
4) минеральных элементов и пептона для питания;
5) освобождения от неспоровых форм при кипячении.
К анаэробным целлюлозоразлагающим бактериям относится откры-

тый В. л. Омелянским в 1902 г. Clostridium omelianskii. Это маслянокис-
лые бациллы, грамположительные, представляющие собой тонкие, под-
вижные палочки с крупной спорой на конце (плектридиальное или тер-
минальное спорообразование), мезофилы – оптимальная температура для 
развития 30–40°с. К термофильным целлюлозоразлагающим бациллам 
относится Clostridium thermocellum – оптимальная температура роста око-
ло 60°с. Целлюлозоразлагающие бактерии облигатные анаэробы.

1. Обезжирить предметное стекло.
2. со дна колбы (через 2–3 недели после постановки опыта) извлечь 

со дна колбы кусочек разлагающейся бумаги и размазать на предмет ном 
стекле. 

3. Мазок сушить, фиксировать на пламени, окраши вать кристаллви-
олетом, исследовать с помощью иммерсион ной системы микроскопа. За-
рисовать споровые формы.

работа 3. АЭрОБнОе рАЗлОЖение КлетЧАтКи
В работе используют метод почвенных пластинок Кристенсена. Че-

рез 4–5 суток после постановки опыта на бумаге появляются пигментные 
зоны и ослизненные участки, указывающие на разрушение клетчатки. 
Через 1,5–2 недели их микроскопировать. Опыт демонстри рует разницу 
в скорости разложения клетчатки в аэробных (верхний кружок фильтро-
вальной бумаги) и анаэробных условиях (нижний кружок фильтровальной 
бумаги на дне чашки Петри под слоем почвы). Возбудителями аэробного 
разложения клетчатки являют ся бактерии, актиномицеты, плесневые гри-
бы. наибольшее значение имеют миксобактерии. К миксобактериям (сли-
зистым) относится цитофага – Cytophaga – длинные, слегка изогнутые 
палочки с заострен ными концами. Миксобактерии грамотрицательные, 
подвиж ные (передвигаются скользящим движением по поверхности), 
аэробы. из других аэробных бактерий встречаются вибрионы: Cellvibrio – 
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короткие изогнутые палочки и Cellfalcicula – короткие толстые палочки с 
заостренными концами.

1. Бактерио логической петлей берут немного слизи, покрывающей филь-
тровальную бумагу верхнего кружка, растирет ее на предметном стекле.

2. Фиксировать мазок над пламенем, окрасить кристаллвио летом или 
фуксином 30–60 с. Препарат рассмотреть, пользуясь иммерсионной систе-
мой. Зарисовать миксобак терии и вибрионы в тетради.

работа 4. ОКисление МиКрООргАниЗМАМи ЖирА
Жир попадает в почву с растительными, животными и микробными 

остатками. Микроорганизмы, окисляющие жир, выделяют фермент липа-
зу, который вызывает гидролиз жира до глицерина и жирных кислот. Про-
дукты гидролиза в даль нейшем окисляются до углекислого газа и воды. 
Окисление жира в почве происходит медленно под дей ствием некоторых 
бактерий и плесневых грибов. По мере развития жироокисляющих микро-
организмов в прозрачном касторовом масле появляют ся белые хлопья не-
растворимых в воде жирных кислот (на 7–10-e сутки).

из бактерий наиболее энергично разлагает жиры Pseudomonas fluore-
scens – мелкая, подвижная, неспоровая палоч ка, образующая на питатель-
ной среде зеленоватый пигмент. реже в среде обнаруживают Pseudomonas 
studzeri (такого же вида) и молочную плесень Oidium lactis.

1. с поверхности среды приготовить препарат-мазок.
2. Предметное стекло положить сверху кюветы на стеклянный мостик. 
3. налить смесь никифорова (несколько минут).
4. Окрасить фуксином (30–60 с).
5. исследовать с иммерсионной системой, зарисовать.

работа 5. ПОдгОтОВКА лАБОрАтОрнОгО ПрАКтиКУМА № 8
5.1. исследование микрофлоры кожи рук
1. разлить мясо-пептонный агар в чашки Петри, дать ему застыть.
2. Поставить чашки в термостат вверх дном на 20 мин.
3. на дне чашки маркером разграничить поле чашки на три сектора, 

промаркировать.
4. слегка приоткрыть бактериологическую чашку (держать крышкой 

вниз) и приложить пальцы правой руки к поверхности плотной питатель-
ной среды. 

5. Затем вымыть руки без мыла и прикоснуться пальцами к поверх-
ности питательной среды второго сектора чашки
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6. тщательно вымыть руки с мылом и прикоснуться пальцами к по-
верхности агара третьего сектора чашки. 

7. Чашки надписать, обозначить дату, завернуть в бумагу и поставить 
в термостат или у батареи на 2–5 суток соответственно.

5.2. Определение ризосферной микрофлоры методом последователь-
ных отмываний корней по теппер.

1. из выкопанных монолитов почвы с растениями стерильным пинце-
том и ножницами отобрать 1 г молодых корней примерно одного диаметра 
с приставшими к ним частицами почвы. 

2. Корни поместить в колбу со 100 мл стерильной водопроводной во-
ды и взбалтывать 2 мин. 

3. стерильным крючком из обычной проволочной иглы корни извлечь 
и перенести последовательно во вторую, третью, четвертую, пятую, ше-
стую и седьмую колбы. 

4. В каждой колбе корни отмывать по 2 мин. 
5. Культивирование на среде Фрейда: маннит (сахароза или глюкоза) – 

10,0 г; Кн2рО4 – 0,5 г; MgSO4 – 0,2 г; NaCl – 0,1 г; сасО3 – 3,0 г; дрожже-
вая вода (рн 6,8) – 100 мл; агар – 15 г; дистиллированная вода – 0,9 л или 
бобовый агар: бобовый отвар – 1000 мл; сахароза – 2 г; Кн2рО4 – 1,0 г; 
MgSO4 – 0,3 г; агар – 15,0 г; 

6. из каждой колбы отдельно стерильной пипеткой взять по 0,05 мл 
отмывной воды, нанести на поверхность питательной пластины и каждый 
раз отдельным шпателем дригальского, держа полуоткрытую чашку около 
пламени горелки, втирать досуха круговыми движениями. 

7. Чашки поместить в термостат при 28–30°с. 
5.3. Определение почвенных дрожжей, ассоциированных с корневой 

системой голосеменных методом почвенных комочков.
1. Метод почвенных комочков на среде Эшби. среда Эшби (г/л дис-

тиллированной воды): манит – 20,0; К2нрО4 – 0,2; MgSO4 · 7н2О – 0,2; 
К2SО4 – 0,1; сасО3 – 5,0; агар – 20,0.

2. навеску 1 г свежей почвы разложить в виде 50 комочков на чашки 
Петри со средой Эшби, пользуясь для этого трафаретом.

3. инкубировать в термостате при 25ºс. Через 10–15–20 дней вокруг 
комочков появляется слизь.
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лАБОрАтОрнОе ЗАнЯтие № 8

типЫ биотиЧескиХ взаимоотноШениЙ 
микро- и макроорганизмов

Цель: ознакомиться с микробной компонентой макроорганизмов Царств 
растения и Животные.

Задачи:
1. изучение микробной картины поверхностных покровов, полости рта.
2. изучение микроорганизмов ризосферы и ризоплана растений раз-

личных отделов.

лабораторный практикум
работа 1. исследОВАние МиКрОФлОры КОЖи рУК

1. Подсчитать однотипные колонии, описать выросшие колонии, 
2. Приготовить мазки, окрасить по граму, зарисовать формы микробов. 
3. Заполнить таблицу.

микрофлора кожи рук
Объект  

исследования
Колонии Клетки
бактерии грибы бактерии грибы

1. Кожа рук до мытья Количество
рисунок
Форма
Профиль
Край
структура

гр +/–
рисунок

2. Кожа рук после 
мытья без мыла
3. Кожа рук после 
мытья с мылом

работа 2. исследОВАние МиКрОБОВ рОтОВОй ПОлОсти
1. нанести на предметное стекло каплю стерильного физиологическо-

го раствора или стерильной воды. 
2. с помощью обожженной спички ваять соскоб зубного налета (у са-

мых десен) или из полости кариозного зуба и смещать его с жидкостью. 
3. Покрыть приготовленную каплю покровным стеклом и рассмотреть 

под иммерсионным объективом микроскопа. Провести наблюдение за под-
вижностью микроорганизмов, определить направление их движения. 

4. Приготовить препарат-мазок, окрасить его по граму и изучить под 
иммерсионным объективом. Зарисовать формы микробов.
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работа 3. ОПределение риЗОсФернОй МиКрОФлОры 
МетОдОМ ПОследОВАтелЬныХ ОтМыВАний КОрней 

ПО теППер
1. Описать однотипные колонии, подсчитать КОе.
2. сделать мазки по граму. Палочковидные бактерии окрасить на 

споры, сделать мазки «висячая капля» на движение.

работа 4. ОПределение ПОЧВенныХ дрОЖЖей, 
АссОЦиирОВАнныХ с КОрнеВОй систеМОй  

гОлОсеМенныХ МетОдОМ ПОЧВенныХ КОМОЧКОВ 
1. дрожжевые колонии появляются вокруг комочков почвы на сре-

де Эшби через 15–20 суток. После инкубации засеянные среды достать 
из термостата и в них подсчитать число колоний.

2. При подсчете колоний закрытые чашки Петри просматривать в 
проходящем свете и с внешней стороны колонии отмечать маркером. 
Чтобы не пропустить мелкие колонии, чашки дополнительно просма-
тривать под лупой. 

3. на предметные стекла сделать мазки стерильной бактериальной 
петлей, взяв слизь с комочков не затрагивая частицы почвы. Окрасить 
простыми методами (любым красителем – нативный препарат) и диф-
ференциальными (по граму).

4. Чтобы определить количество клеток в 1 г сырой почвы число 
колоний, полученное на чашку Петри, произвести перерасчет (работа 3 
лабораторного практикума № 4). 
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заДания  
Для самостоятельного контроля знаниЙ

1. Кривая роста бактериальной культуры, выращиваемой на богатой 
питательной среде при 37°C, показана на рисунке 1 (A). если тот же орга-
низм выдержать 30 мин при 45°C, а затем перенести на богатую питатель-
ную среду при 37°C, то кривая роста приобретет вид, представленный на 
рисунке 1 (B).

рис. 1. Кривые роста бактериальных культур

Какое из следующих утверждений наиболее подходит для объяснения 
характера роста, изображенного на рисунке B?

а) нагрев убивает начальную бактериальную популяцию и наблюдае-
мый характер ростa вызван загрязнением новым бактериальным штаммом. 

б) нагрев вызывает задержку роста на определенной стадии, приводя 
к синхронизации клеток, т.е. к их делению в одно и то же время. 

в) нагрев изменяет свойства поверхности клеток, приводя к ошибкам 
в измерениях плотности. 

г) Возрастание плотности вызвано не ростом, а возрастанием со вре-
менем лизиса клеток, подверженных нагреву.

2. Аммонификация – процесс: 
а) Превращения NO2

- в NO3
-, 

б) Превращения N2 в NH4
+, 

в) Перехода NH4
+ в NO2

-, 
г) Выделения NH4

+ из органических веществ,
д) нет ни одного правильного ответа.
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3. штамм бактерий был выделен из горячего источника. Какой тип 
пары оснований будет преобладать в геноме? 

а) A-T.
б) C-T. 
в) G-A. 
г) G-C. 
д) T-G.

4. Процессы, осуществляемые азотфиксирующими бактериями, ни-
трифицирующими бактериями и денитрифицирующими бактериями в 
почве, и связанные с превращениями азота, можно расположить в следую-
щем порядке: 

а) Восстановление, окисление и окисление. 
б) Восстановление, окисление и восстановление. 
в) Восстановление, восстановление и окисление. 
г) Окисление, окисление и восстановление.

5. Определите, какой тип почвенных бактерий не является полезным 
для растений (рис. 2)?_____________________________

соотнесите группы бактерий с буквами на схеме
а) Азотфиксирующие бактерии__________
б) нитрифицирующие бактерии______
в) денитрифицирующие бактерии_______

рис. 2. Круговорот азота в природе
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6. рассмотрите схематичное строение бактериальной клетки.

рис. 3. строение бактериальной клетки

напишите названия структур, обозначенных номерами, в соответст-
вующие линейки. Примечание:

А – структура дает окраску с раствором люголя,
Б – структура обеспечивает устойчивость к антибиотикам.
1 ____________________________2_____________________________
3 ____________________________4_____________________________
5 ____________________________6_____________________________
7 ____________________________8_____________________________
9 ___________________________10_____________________________
11 _________________________________________________________
из каких веществ по химической природе построена структура 1?
________________________________________________________
Как называется вещество, из которого построена структура 3?
________________________________________________________
Как называется вещество, из которого построена структура 5?
________________________________________________________

7. Как называется плазмида, обеспечивающая конъюгацию у бакте-
рий Escherichia coli? 

________________________________________________________

8. Как называется плазмида, которая может существовать в клетке как 
в автономном, так и во встроенном в хромосому состоянии?

________________________________________________________
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9. При посеве E. сoli (кишечной палочки) в среду с глюкозой и сор-
битолом наблюдается диауксия (двухфазный характер роста, опыт Моно). 
В какой из указанных моментов времени клетки бактерии способны ути-
лизировать глюкозу?

а) только в I;   в) только в III;
б) только в II;    г) во все указанные моменты.

рис. 4. Явление двухфазного роста бактерий 
на среде с различными питательными факторами

10. Фиксация бактериями N2 ведет к: 
а) образованию ионов аммония и синтезу аминокислот; 
б) образованию ионов аммония и выделению их клетками (аммони-

фикации); 
в) образованию аммония, который затем может быть окислен до ни-

трата с получением энергии; 
г) накоплению азота в газовых вакуолях.

11. Окраска по граму включает этапы: окраска клеток на мазке генциан-
виолетом, последующая обработка йодом, затем обработка спиртом, докра-
шивание красителем альтернативного (например, красным) цвета. различие 
в окраске грамположительных и грамотрицательных бактерий (отсутствие 
окрашивания у грамотрицательных бактерий) обусловлено тем, что: 

а) у грамположительных бактерий комплекс генцианфиолетового с 
йодом не вымывается из клетки спиртом, поскольку муреиновый каркас 
достаточно толстый, а у грамотрицательных – вымывается; 

б) грамотрицательные бактерии не содержат муреин, и поэтому свя-
зывания не происходит; 
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в) клеточная стенка грамотрицательный бактерий очень тонка и легко 
разрушается под действием спирта; 

г) грамотрицательные бактерии, как правило, окружены капсулой, не 
проницаемой для йода; 

д) у грамположительных и грамотрицательных бактерий проявляются 
разные пигменты.

12. Микоплазмы устойчивы к пенициллину, действующему на синтез 
муреина, так как они: 

а) не имеют клеточной стенки;
б) синтезируют псевдомуреин;
в) не образуют стеролы, взаимодействие с которыми необходимо для 

активации антибиотика;
г) содержат в клеточной стенке хитин;
д) синтезируют внеклеточные ферменты, разлагающие антибиотик до 

проникновения в клетку.

13. Хемолитотрофы могут использовать в качестве источника энергии:
а) молекулярный водород;   
б) сульфат аммония;   
г) Na-соли 3-х валентного фосфора; 
д) хлорид ртути (сулему).

14. Микроорганизмы, нуждающиеся в факторах роста, называются: 
а) ауксотрофами;    
б) прототрофами;
в) олиготрофами;
г) фототрофами.

15. Бациллы это: 
а) грамположительные спорообразующие палочки, 
б) грамотрицательные спорообразующие палочки, 
в) грамотрицательные неспорообразующие палочки, 
г) грамположительные неспорообразующие палочки.

16. У основания жгутиков расположены крючок и парные диски, со-
единяющие их с цитоплазматической мембраной и клеточной стенкой. 
сколько пар дисков: у грамположительных бактерии___________, у гар-
мотрицательных___________________.
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17. роль внеклеточных полисахаридов у бактерий заключается в обе-
спечении: 

а) прикреплении клетки к частицам субстрата, 
б) образовании биопленки, 
в) антигенных свойств, 
г) защиты от высыхания, 
д) защиты от выедании животными.

18. Какие из утверждений не ВернО: 
а) плазмиды не имеют белковых оболочек, 
б) плазмиды являются кольцевыми молекулами двуцепочечной днК,
в) плазмиды могут быть встроены в хромосому клетки-хозяина, 
г) гены плазмид необходимы для размножения, 
д) плазмиды полезны для их клеток-хозяев.

19. некоторые прокариоты имеют жгутики. найдите верные ответы: 
а) бактериальные жгутики покрыты двумя мембранами, 
б) и жгутики бактерий, и жгутики эукариот используют протонный 

градиент как непосредственный источник энергии, 
в) жгутики прокариот состоят из актина, 
г) жгутики прокариот – это белковые спиральные филаменты, при-

крепленные к мультибелковым ротарам,
д) жгутики прокариот могут вращаться только в одном направлении.
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сеМинАрсКОе ЗАнЯтие № 1
Цитология микроорганизмов

контрольные вопросы:
1. Методы микробиологических исследований. Бактериоскопические 

методы исследования.
2. Основные принципы классификации микроорганизмов. разнообра-

зие микроорганизмов и их общность с другими организмами. свойства 
микроорганизмов, функции, значение

3. Прокариотические и эукариотические организмы: сходства и ос-
новные различия. 

4. Принципы таксономии и номенклатуры микроорганизмов. доме-
ны. систематика прокариот, проблемы, признаки микроорганизмов, ис-
пользуемые в систематике. 

5. группы прокариотических организмов. 
6. Архебактерии.
7. Форма, размеры прокариот. 
8. структурно-функциональные подсистемы прокариотной клетки. 

Химический состав
9. строение, функции клеточной стенки прокариот. Клеточная стенка 

грамположительных и грамотрицательных эубактерий. Методика окраши-
вания по граму. Клеточная стенка архебактерий

10.  Прокариоты без клеточной стенки. L-трансформация.
11.  Капсулы, слизистые слои, чехлы, межклеточный матрикс, биоплен-

ки. S- и R-формы бактерий
12. Жгутики. строение жгутиков. Функции жгутиков, расположение. 

Антигенные свойства. Фимбрии и пили. 
13. Механизмы движения. таксисы бактерий (хемотаксис, аэротаксис, 

фототаксис, магнитотаксис). 
14. генетический аппарат. Хромосомные и внехромосомные носители 

информации.
15. нуклеоид, особенности хранения наследственной информации, 

принцип упаковки днК. Этапы транскрипции у прокариот, отличия
16. Мембраны, химический состав, структура. Мезосомы. Функции 

ЦПМ прокариот, свойства. Периплазматическое пространство. Обмен ве-
ществами через ЦПМ. Особенности ЦПМ архебактерий.

17. Цитоплазма бактерий; химический состав и организация. 
18. Внутрицитоплазматические включения (гликоген, гранулеза, волю-

тин, вещества жировой природы). 
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19. рост и способы размножения (равномерное бинарное поперечное 
деление, почкование, множественное деление). 

20. спорообразование, другие покоящиеся формы бактерий (эндо-
споры, экзоспоры, цисты, бактероиды, гетероиды, акинеты, гормогонии). 
строение, химический состав и свойства бактериальных эндоспор. 

сеМинАрсКОе ЗАнЯтие № 2
Физиология микроорганизмов

контрольные вопросы:
1. Питательные среды в микробиологии (классификация, принцип из-

готовления). Культивирование аэробных и анаэробных микроорганизмов. 
2. накопительные культуры, чистые культуры микроорганизмов; ме-

тоды их получения. рост клетки и бактериальной популяции. Кривая ро-
ста, характеристика отдельных фаз. 

3. распространение микроорганизмов в природе. Влияние физиче-
ских и химических факторов среды на бактерии: влажность, температура, 
лучистая энергия, ультразвук, реакция среды, кислород, антисептики. 

4. Взаимоотношения микроорганизмов. Ассоциативные взаимоотно-
шения: метабиоз, симбиоз, комменсализм, сателлизм. Конкурентные взаи-
моотношения: антагонизм, паразитизм. 

5. Антибиотики. Продуценты антибиотических веществ. Механизм дей-
ствия антибиотиков. спектр действия. Антибиотикорезистентность бактерий. 

6. Взаимоотношения микроорганизмов с растениями. Микрофлора 
ризосферы. Эпифитная микрофлора растений. Фитопатогенные микроор-
ганизмы. 

7. Взаимоотношения микроорганизмов с человеком и животными. 
нормальная микрофлора человека и животных. Патогенные микроорга-
низмы. инфекции. Факторы и механизмы естественной устойчивости. 

8. Понятие о стерилизации, асептике, антисептике, дезинфекции. Па-
стеризация.

9. Виды и основные назначения метаболических реакций у бактерий, 
общая характеристика и особенности. Энергетический метаболизм. ис-
точники энергии у микроорганизмов. 

10. Хемосинтез и фотосинтез. способы синтеза АтФ у микроорганиз-
мов. Пути катаболизма глюкозы у микроорганизмов.

11.  Аэробное дыхание. Анаэробное дыхание. Брожение. Пути сбражи-
вания углеводов и других соединений. 
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12. Фотосинтез у бактерий. строение фотосинтетического аппарата 
бактериальной клетки. Фотосинтетические пигменты бактерий. Фотосин-
тез с выделением и без выделения молекулярного кислорода. использова-
ние энергии света галобактериями. 

13. Биосинтез аминокислот бактериями; основные предшественники 
и пути биосинтеза. Биосинтез углеводов, куклеотидов, жирных кислот и 
фосфолипидов. Ассимиляция углекислоты автотрофными и гетеротроф-
ными микроорганизмами.

14. изменчивость микроорганизмов. Понятие об адаптации микроор-
ганизмов. Модификационная изменчивость у бактерий. Мутации у бакте-
рий. 

15. Характеристика способов генетического обмена у бактерий. Бакте-
риальная трансформация. Бактериальная конъюгация. донорные и реци-
пиентные бактерии и их характеристика. Половой фактор. Бактериальная 
трансдукция.

16.  Плазмиды бактериальных клеток; природа, организация, свойства 
и значение для бактериальной клетки. Взаимодействие плазмид с хромо-
сомой. использование плазмид в генетической инженерии. Мигрирующие 
генетические элементы бактерий. 

17. системы рестрикции и модификации бактериальной клетки. типы 
ферментов рестриктаз. генетическая инженерия. Клонирование генов в 
клетках микроорганизмов.

18. распространенность, роль микроорганизмов в круговороте ве-
ществ, в почвообразовательных процессах и плодородии почвы. Значение 
микроорганизмов в первичной продукции водоемов и минерализации ор-
ганических веществ. роль микроорганизмов в переработке отходов и де-
токсикации веществ. 

19. Процессы трансформации углеродсодержащих веществ. разложе-
ние целлюлозы, гемицеллюлозы, лигнина и пектина. трансформация угле-
водородов. 

20. Процессы трансформации азотосодержащих веществ. Аммонифи-
кация белков, нуклеиновых кислот и мочевины. нитрификация. денитри-
фикация. Биологическая фиксация молекулярного азота. свободноживу-
щие и симбиотические азотфиксирующие бактерии. 

21. Процессы трансформации соединений фосфора. Минерализа-
ция фосфорорганических соединений растительного и животного опада. 
трансформация неорганических соединений фосфора. 

22. Процессы трансформации соединений серы. Минерализация серо-
содержащих органических веществ. 
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сеМинАрсКОе ЗАнЯтие № 3
многообразие микроорганизмов

контрольные вопросы:
1. Положение микроорганизме в системе живого мира. разнообразие 

микроорганизмов и их общность с другими организмами. Особенности 
систематики вирусов, бактерий, грибов, простейших. размеры микроорга-
низмов. 

2. генетические, фенотипические и серологические критерии систе-
матики. Принципы видовой идентификации микроорганизмов. 

3. Фототрофные бактерии. Характеристика цианобактерий, пурпур-
ных и зеленых бактерий, гелиобактерий. 

4. Хемолитотрофные бактерии. нитрифицирующие бактерии. 
5. Бактерии, окисляющие неорганические соединения серы. Железо-

бактерии. Водородные бактерии. Карбоксидобактерии. 
6. Миксобактерии и цитофаги. риккетсии и хламидии. спирохеты. 

Псевдомонады. 
7. свободноживушие и симбиотические азотфиксирующие микроор-

ганизмы. 
8. группа молочнокислых бактерий. Энтеробактерии. Коли-титр и ко-

ли-индекс. 
9. Пропионовокиедые бактерии. спорообразующие бактерии. грамо-

трицательные кокки, входящие в семейство Neisseriасеае. Коринеформ-
ные бактерии. 

10. Микобактерии. Актиномицеты. Микоплазмы. Метилотрофные бак-
терии. Архебактерии.

11. Микроорганизмы почвы.
12. Микрофлора воды.
13. Микрофлора воздуха.
14. Микроорганизмы, обитающие в организме человека и животных.
15. Микроорганизмы, ассоциированные с растениями.
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