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Данный практикум отражает круг вопросов, предусмотренных программой 
изучения дисциплины "Микробиология и вирусология" на биологическом фа­
культете университета. Доступное изложение теоретического материала и деталь­
ные пояснения к выполнению лабораторных занятий позволяет студентам ознако­
миться с морфологическими, физиологическими и биохимическими свойствами 
микроорганизмов, освоить необходимые приемы и методы выявления внутрикле­
точных структур, определение сахаролитической активности и антибактериальной 
чувствительности выделенных микроорганизмов. 

Пособие предназначено для студентов биологических факультетов универси­
тетов и биологов, желающих освоить микробиологические приемы и методы ис­
следования. 
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полисахариды, многоатомные спирты, органические кислоты, углеводороды. 
В зависимости от количества используемых в работе различных источников 
углерода, эти среды называют малым или большим пестрым рядом Гисса. 

Основной фон среды готовят на водопроводной воде; он включает 0,5% 
пептона и 0,1% К2НР04. Углеводы или спирты добавляют к основному фону 
среды в количестве 1%. Применяют, как правило, следующие углеводы: ара-
бинозу, ксилозу, глюкозу, фруктозу, галактозу, сахарозу, мальтозу, лактозу, 
рамнозу и спирты - глицерин, сорбит, маннит и др. Чтобы обнаружить изме­
нение рН, к среде добавляют индикатор - бромкрезолпурпур, который при 
рН 6,8 имеет пурпурный, а при рН 5,2 - желтый цвет. Вместо бромкрезолпур-
пурного можно использовать бромтимолблау, корый при рН 6,0 имеет жел­
тый, а при рН 7,6 - синий. 

Чтобы обнаружить образование газа в пробирке с твердыми средами ис­
пользуют посев уколом, в жидкую среду опускают поплавки (запаянные с од­
ного конца специальные трубочки) запаянным концом вверх. 

Основную среду стерилизуют при 1 атм., углеводы и спирты - в виде 
10%-ных растворов при 0,5 атм. и добавляют к стерильному фону среды. Рас­
творы дисахаридов лучше стерилизовать фильтрованием, чтобы избежать их 
гидролиза при высокой температуре. 

Все среды с углеводами и спиртами засевают одновременно клетками из­
учаемого микроорганизма методом укола и ставят в термостат. Если изучае­
мый организм развивается быстро, то результаты можно регистрировать че­
рез 48-96 час, а если медленно - через 7-10 суток. 

Мясо-пептонная желатина (МПЖ) является средой для определения про-
теолитических ферментов и используется для выявления способности исследуе­
мых микроорганизмов выделять в среду протеолитические ферменты 
(протеазы). 

Среда содержит мясо-пептонный или рыбо-пептонный бульон к которой 
добавляют желатину в концентрации 10-15%. Стерилизацию осуществляют в 
автоклаве при 0,5 атм. в течение 15 мин, либо проводят дробную стерилиза­
цию в аппарате Коха. Посев проводят уколом и культивируют 7-10 суток при 
комнатной температуре. 

Среда с крахмалом является средой для определения амилолитических 
ферментов и используется для выявления способности исследуемых микроорга­
низмов выделять в среду амилолитические ферменты (амилазы). 

Среда содержит пептон, КН2РО4, растворимый крахмал и агар-агар. 
Среду стерилизуют при 1 атм. и разливают в чашки Петри. Исследуемую 
культуру высевают штрихом по диаметру чашки и культивируют от 2 до 10 
суток в термостате. 

ОБОРУДОВАНИЕ: спиртовка, штатив, бактериологическая петля, сте­
рильные пробирки (со средами), стерильная чашка Петри (со средой). 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ: 96° этиловый спирт, среды Гисса с глю-
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В правую руку возьмите бактериологическую петлю и тщательно прокалите. 
2. Откройте одновременно две пробирки, прижав пробки к ладони ми­

зинцем и безымянным пальцами правой руки и обожгите края пробирок в 
пламени. 

3. Остудив петлю о внутреннюю поверхность пробирки, снимите часть 
клеток штамма со среды и, не касаясь стенок и краев пробирки, вынимайте 
петлю. 

ВНИМАНИЕ ! При взятии материала пробирки необходимо удерживать в 
наклонном положении, чтобы гарантировать стерильность культуры. Если их 
держать вертикально, то возможно попадание посторонних клеток микроор­
ганизмов. 

4. введите петлю с клетками в центральную часть столбика среды до дна 
пробирки - посев у к о л о м . 

5. осторожно, не разрыхляя столбик среды, достаньте петлю из пробирки 
и тщательно сожгите на ней остатки материала (см занятие N 3). 

6. аналогичным образом засейте остальные пробирки со средами. 
7. снимите часть клеток штамма, как указывалось выше, и в стерильных 

условиях, приоткрыв крышку чашки, перенесите их на поверхность среды с 
крахмалом. Проведите несколько штрихов по диаметру чашки и быстро за­
кройте крышкой. 

8. тщательно сожгите на петле остатки среды и бактериологического 
материала. 

ВНИМАНИЕ ! Богатые углеводные среды легко засеваются микрофлорой 
воздуха и используются многими микроорганизмами. Поэтому от исследовате­
ля требуется тщательное соблюдение правил работы, которые позволят предо­
хранить исследуемую культуру от загрязнения посторонними микроорганиз­
мами. Всю работу необходимо проводить в стерильной зоне пламени, как ука­
зано в занятии N 3. 

ВНИМАНИЕ ( Т е х н и к а б е з о п а с н о с т и . Все описанные выше ма­
нипуляции проводят около пламени горелки (но не в пламени!) по возмож­
ности быстро, чтобы не загрязнить культуру посторонними микроорганиз­
мами. Не рекомендуется делать резкие движения, ходить около проводящего 
посев микроорганизмов, так как движение воздуха увеличивает случайность 
загрязнения культуры. 

Вопросы для самопроверки 

1. Какие приемы техники безопасности обязан соблюдать микробиолог при 
работе с микроорганизмами? Что может произойти в случае их невыполнения? 

2. Какие меры предосторожности необходимо соблюдать при работе с чисты­
ми культурами микроорганизмов? Как это может повлиять на получение объек­
тивных данных исследования? 
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сведений, которые исследователь получает в процессе выделения чистой куль­
туры. Например выяснить, относится ли выделенный организм к хемолитоав-
тотрофам, хемоорганогетеротрофам или обладает способностью к фотосин­
тезу. Установление принадлежности прокариот к роду основано на изучении 
физиолого-биохимических признаков. Например, для определения принад­
лежности представителей к родам Streptococcus или Leuconostoc необходимо 
знать состав продуктов сбраживания гексоз, а для разграничения представи­
телей семейства Bacillaceae определяюшими признаками являются такие, как 
отношение к кислороду, образование каталазы и способность восстанавли­
вать сульфаты до сульфидов. Для видовой идентификации большое значение 
стали придавать составу клеточной стенки и пигментов, содержанию отдель­
ных нуклеотидов в ДНК, гибридизации молекул ДНК и рибосомальной РНК. 

Ниже приводятся некоторые признаки, которые в настоящее время ши­
роко используются для идентификации бактерий. 

ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ ПРИЗНАКИ 

Как указывалось ранее, некоторые особенности обмена веществ микро­
организмов выявляются с помощью принятых дифференциально-
диагностических сред. По способности расти на этих средах и вызывать те 
или иные превращения веществ, входящих в их состав, судят об особенностях 
метаболизма и наличие конкретных ферментов в клетках. 

Ниже приведены те признаки, которые, как правило, необходимы при 
определении таксономического положения различных бактерий. 

Использование углеводов и сахаро-спиртов. Микроорганизмы характери­
зуются не одинаковой способностью использовать различные углеводы и 
спирты в качестве единственных источников углерода и энергии. Для иден­
тификации большинства гетеротрофных организмов необходимо определить, 
какие углеводы и спирты обеспечивают их рост и какие при этом образуются 
конечные продукты обмена. 

В качестве исходных субстратов используют арабинозу, ксилозу, глюко­
зу, фруктозу, галактозу, сахарозу, мальтозу, лактозу, глицерин, маннит и др. 
Рост на средах с этими соединениями может приводить к накоплению орга­
нических кислот, нейтральных продуктов и газов. 

Накопление в среде органических кислот вызывает ее подкисление, по­
этому образование кислот глегистрируют по изменению цвета среды. Извест­
но, что индикатор - бромкрезолпурпур, входящий в состав среды, при рН 6,8 
имеет пурпурный, а при рН 5,2 - желтый цвет, а индикатор - бромтимолблау, 
при рН 6,0 - желтый цвет, а при рН 7,6 - синий. Это дает возможность бы­
стро определить, какие из исследованных углеводов используются с образо­
ванием кислот. 

При выделении газообразных продуктов в процессе метаболизма, на по­
верхности жидких сред может появиться пена или происходит вытеснение 
3-1893 
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среды из поплавка. В агаризованных средах появляются газовые пузырьки, а 
при интенсивном газообразовании наблюдаются разрывы столбика пита­
тельной среды. 

Разжижение желатины. Разжижать желатину способны лишь те микроор­
ганизмы, которые секретируют в окружающую среду протеолитические фер­
менты, которые катализируют расщепление белков на олигопептиды разной 
степени сложности. Продукты гидролизы затем поступают в клетку и исполь­
зуются в различных метаболических процессах. Внеклеточные протеазы вы­
деляются различными видами бацилл, актиномицетами, мицелиальными 
грибами и др. микроорганизмами. 

Разжижение желатины или его отсутствие отмечают визуально. Если же­
латина среды разжижается, указывают интенсивность и форму разжижения: 
послойное, воронкообразное, мешковидное, пузырчатое . 

Гидролиз крахмала. Микроорганизмы, которые образуют внеклеточные 
амилазы, используют продукты гидролиза крахмала в качестве источника уг­
лерода и энергии. Крахмал подвергается гидролитическому расщеплению, 
продукты гидролиза поступают в клетку и подвергаются утилизации. Ак­
тивными продуцентами амилаз являются различные виды бацилл, псевдомо­
нады, стрептомицеты, мицелиальные грибы и др. микроорганизмы. 

Гидролиз крахмала обнаруживают по зоне просветления среды вдоль 
штриха или вокруг колонии микроорганизмов. Особенно четко она видна 
после обработки агаровой пластинки раствором Люголя. Так как йод являет­
ся индикатором на крахмал, то вся среда в этом случае окрашивается в синий 
цвет, а зона гидролиза крахмала остается бесцветной или приобретает крас­
но-бурую окраску, если субстрат гидролизуется до декстринов. Чем больше 
диаметр светлой зоны, тем выше амилолитическая активность культуры. 

Отношение к кислороду. Как указывалось ранее, потребности микроор­
ганизмов в свободном кислороде можно выяснить в процессе их выращива­
ния различными способами. В частности, это можно выяснить и по характеру 
роста культуры по всему уколу в пробирке с агаровой или желатиновой сре­
дой. Следует помнить при этом, что посев должен осуществляться осторожно, 
точно по центру столбика среды и без разрыхления основной её массы. В этом 
случае, облигатные аэробы, растущие на воздухе, развиваются только на по-
верхидсш гррды, микроаэрофилы - в верхней части укола (рост в виде 
"гвоздя"), факультативные анаэробы развиваются равномерно по всему уко­
лу, аэротолерантные формы - в нижней его части, а строгие анаэробы - на 
самом дне высокого столбика питательной среды. 

ОБОРУДОВАНИЕ: кристаллизатор со стеклянным мостиком, спиртовка, 
капельницы для воды и красителей, колба для воды, штатив, пипетка, бакте­
риологическая петля, песочные часы. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ: 96°этиловый спирт, раствор Люголя, 
раствор водного фуксина, вода для Приготовления и промывания препарата, 
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торых видны газовые пузырьки. Особое внимание обратите на интенсивность 
и характер роста бактерий по всей длине прокола. 

4. На среде с желатиной особо отметьте интенсивность роста и характер 
разжижения среды. 

5. На крахмальной среде отметьте характер роста бактерий по штриху 
(см. занятие N 10), просветление среды вдоль штриха. После приготовления 
препарата на поверхность среды налейте 3 мл раствора Люголя. Замерьте зо­
ну гидролиза крахмала в мм от внешнего края штриха (или края колонии) до 
границы светлой зоны. 

6. На основании полученных результатов сделайте заключение о том, ка­
кие углеводы и спирты использует изучаемый организм и чем сопровождается 
использование субстратов: подкислением, подщелачиванием среды или изме­
нение рН среды не происходит. Отметьте какие среды используются бакте­
риями с накоплением кислоты или образованием газа, укажите выделяют ли 
бактерии вашего штамма внеклеточные ферменты и какие, а также к каким 
формам относятся данные бактерии по отношению к кислороду. 

7. Объясните по каким метаболическим путям возможна утилизация дан­
ных сред исследуемым штаммом (см. учебник по биохимии). 

8. Сделайте предварительное заключение об использовании сред Гисса и 
составьте из указанных сред ряд по степени их использования: на первое мес­
то поместите наиболее усвояемую среду, на последнее - слабо или совсем не 
используемую. Окончательный вывод вы сможете сделать только после мик-
роскопирования препаратов, сделанных с данных проб. 

ВНИМАНИЕ ! Всю работу необходимо проводить в стерильной зоне пла­
мени, как указано в занятии N 3, чтобы предохранить исследуемую культуру 
от загрязнения посторонними микроорганизмами. Необходимо соблюдать тех­
нику безопасности, как указано в занятии N б. 

Вопросы для самопроверки 

1. Что такое таксономические признаки бактерий? Для чего их изучают? 
2. Какие таксономические признаки наиболее существенны в микробиологии 

и почему? 
3. Какие признаки микроорганизмов относят к физиологическим, а какие к 

биохимическим? 
4. Какой тип метаболизма характерен для микроорганизмов? 
5. В каких процессах утилизации субстратов микроорганизмами могут обра­

зовываться органические кислоты, спирты, газообразные продукты? 
6. Какими способами определяют особенности метаболизма прокариот? 
7. Какие основные метаболические пути и циклы прокариот в настоящее вре­

мя изучены достаточно полно? Как они называются и почему? 
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тарной серы (используется как донор электронов или источник энергии, запа­
сается пурпурными серными бактериями) и, в некоторых случаях, полипепти­
ды. Специфическим запасным веществом цианобактерий являются цианофи-
циновые гранулы. Они состоят из из полипептида,содержащего аргинин и ас-
парагиновую кислоту в эквимолярных количествах. Гранулы появляются при 
культивировании цианобактерий в среде с азотом и исчезают при истощении 
среды по азоту. Поэтому считается, что в клетке они служат резервом данно­
го элемента и расходуются при недостатке азота в среде. 

Поскольку клетки микроорганизмов по форме не слишком разнообраз­
ны, в ряде случаев, чтобы установить их принадлежность к тому или иному 
роду и виду, в качестве таксономических признаков используют некоторые 
за_ асные вещества. Для изучения внутреннего строения клеток, а также для 
выявления запасных питательных веществ, применяют различные специаль­
ные методы окраски (цитохимические методы) той или иной структуры. 

ПОЛИСАХАРИДНЫЕ ВКЛЮЧЕНИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ 

Некоторым микроорганизмам свойственно накопление запасных веществ 
углеводной природы, обнаруживаемых в клетках чаще всего в виде гранул 
гликогена, крахмала или гранулезы. Что касается прокариотических организ­
мов, то принято называть эти вещества гликогеноподобными и крахмалоподоб-
ными, т.к. по своей химической природе они несколько отличаются от запас­
ных веществ животных и растительных клеток. 

Полисахаридные включения - это высокомолекулярные полимеры, по­
строенные из остатков глюкозы. Чаще всего это гранулы сферической формы 
диаметр которых варьирует от 20 до 100 нм. Гликоген - это углевод или жи­
вотный крахмал, который часто накапливается в клетках дрожжей. Для обо­
гащения дрожжевых клеток гликогеном их выращивают на солодовой среде. 
Гранулёза является специфическим запасным полисахаридом анаэробных 
споровых бактерий группы клостридиев. В больших количествах накапли­
вается в клетках маслянокислых бактерий (Clostrium acetobutyricum) перед 
спорообразованием. 

Названные полисахариды являются широко распространённым типом 
запасных вешеств в мире микроорганизмов. В неблагоприятных условиях они 
используются в качестве источника углерода и энергии. 

Окраска включений 

Эти вещества выявляют микрохимически при обработке клеток раство­
ром Люголя. 

Окраска крахмало- и гликогеноподобных веществ. На чистое предметное 
стекло наносят небольшую каплю суспензии клеток исследуемого микроорга­
низма и к ней добавляют такую же каплю раствора йода в йодистом калии. 
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Сверху помещают покровное стекло, избыток жидкости удаляют фильтро­
вальной бумагой. Препарат просматривают с масляной иммерсией (на по­
кровное стекло наносят каплю масла). При этом гранулы крахмалоподобных 
веществ окрашиваются в синий цвет, а гранулы гликогеноподобных полиса­
харидов - в красновато-коричневый. 

Включения гликогена и гликогеноподобных веществ хорошо исследовать 
соответственно в клетках Saccharomyces cerevisiae и Bacillus 1 -2-суточного 
возраста. 

Окраска гранулезы. На чистое предметное стекло в небольшую каплю 
суспензии маслянокислых бактерий добавляют небольшую каплю раствора 
Люголя, закрывают покровным стеклом и удаляют избыток жидкости филь­
тровальной бумагой. На покровное стекло наносят каплю масла и просмат­
ривают с иммерсионной системой. 

В качестве объекта следует воспользоваться накопительной культурой 
маслянокислых бактерий. Для приготовления препарата маслянокислых бак­
терий берут пипеткой - каплю суспензии из придонного слоя жидкости. 

ОБОРУДОВАНИЕ: МИКРОСКОП С-11, осветитель ОИ-31, удлинитель 
с розетками, кристаллизатор со стеклянным мостиком, спиртовка, капельни­
цы для воды и красителей, колба для воды, штатив, пипетка, бактериологи­
ческая петля, песочные часы. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ: 96°этиловый спирт, спирт-эфирная 
смесь, иммерсионное масло, раствор Люголя, вода для приготовления и про­
мывания препарата, коробок спичек, х/б. ткань для микроскопа, набор для 
приготовления препаратов (предметные стекла, кусочек сухого мыла, х/б тря­
почка для стекол, полоски фильтровальной бумаги). 

ОБЪЕКТ ИССЛЕДОВАНИЯ: выделенные штаммы бактерий, выращен­
ные на средах Гисса и суспензия дрожжевых клеток, выращенных на богатой 
углеводной среде. 

ЗАДАНИЕ: 1. Промикроскопировать (объектив 90х) и зарисовать постоянные препара­
ты бактерий, приготовленные на прошлом занятии. Просмотреть не менее 
10-ти полей зрения, отметить все формы, типы скоплений клеток и их осо­
бенности. 

2. Приготовить, промикроскопировать и зарисовать прижизненный препа­
рат дрожжей (окраска раствором Люголя, объектив 90х). Просмотреть не 
менее 10-ти полей зрения, отметить тип запасного вещества, его форму и 
расположение в клетке. Обратить внимание на внешний вид клеток и типы 
скоплений. 

3. Приготовить, промикроскопировать и зарисовать прижизненный препа­
рат бактерий, выращенных на наиболее благоприятной среде Гисса 
(окраска раствором Люголя, объектив 90х). Просмотреть не менее 10-ти 
полей зрения, отметить тип запасного вещества, его форму и расположение 
в клетке. Обратить внимание на внешний вид клеток и типы скоплений. 

4. Отчитаться в выполнении задания перед преподавателем. 
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5. Выбранную пробирку со средой Гисса оставить при температуре +4°С до 
следующего занятия. В тетради отметить условия хранения чистой культу­
ры. 

6. Пробирки с культурами на остальных средах передать лаборанту для 
уничтожения микрофлоры. Промикроскопированные препараты помес­
тить в кристаллизатор с дезинфицирующим раствором. 

7. Убрать свое рабочее место и сдать его лаборанту. 

Методические указания 

1. При микроскопировании постоянных препаратов, приготовленных на 
предыдущем занятии, обратите особое внимание на чистоту штамма, выращенного 
на исследуемых средах. 

2. На основании предварительного заключения, сделанного на предыдущем 
занятии и проведенного микроскопирования препаратов, выберете пробирку со 
средой, наиболее благоприятную для развития вашего штамма и используйте её 
для следующей работы. Кроме того сделайте вывод о наличие в клетках штамма 
ферментов, которые гидролизуют используемые субстраты. 

3. ВНИМАНИЕ ! Прижизненный препарат при окраске углеводных включений 
следует рассматривать с иммерсией. После микроскопирования прижизненного 
препарата, под рисунком сделайте вывод о типе запасного вещества в клетках ва­
шего штамма и используйте эту характеристику при его идентификации. 

4. ВНИМАНИЕ ! Богатые углеводные среды легко засеваются микрофлорой 
воздуха и используются многими микроорганизмами. Поэтому от исследователя 
требуется тщательное соблюдение правил работы, которые позволят предохра­
нить исследуемую культуру от загрязнения посторонними микроорганизмами. Всю 
работу необходимо проводить в стерильной зоне пламени, как указано в занятии N 3, 
соблюдая технику безопасности, указанную в занятии N 6. 

Вопросы для самопроверки 

1. Какие внутриклеточные структуры характерны для клеток микроорганиз­
мов? 

2. Какие включения относятся к функциональным включениям? Какова их 
биологическая роль? 

3. Каким образом элементарная сера в клетках прокариот выполняет роль до­
нора электронов? В каких реакциях она участвует? 

4. Какие включения называются приспособительными и почему? 
5. Какую роль играют приспособительные включения в жизни клеток и при 

каких условиях? Обязательны ли эти структуры для бактерий? 
6. Какие запасные вещества могут накапливаться в клетках микроорганиз­

мов? 
7. При каких условиях происходит накопление и утрата запасных веществ в 

клетках микроорганизмов? Приведите примеры. 
8. Какие включения полисахаридной природы можно обнаружить в прока-

риотических и эукариотических клетках? 
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Установлено, что при гидролизе каждой фосфоангидридной связи полифос­
фата выделяется такое же количество энергии, как при отщеплении терми­
нального фосфата от АТФ. Кроме этого, установлено их участие в активном 
транспорте Сахаров у N. crassa и в процессе спорообразования у грибов. В 
последние годы интенсивно обсуждается возможная роль высокомолекуляр­
ных полифосфатов в регуляции уровня содержания в клетках ортофосфата, 
АДФ, АТФ, других йшкроэргических фосфорных соединений, а через них и в 
регуляции самых разнообразных метаболических процессов. 

Как правило, в молодых клетках полифосфата накапливается больше. У 
эубактерий и актиномицетов его гранулы локализованы в цитоплазме, у 
дрожжей и грибов - в вакуолях. 

Его легко выявить окраской по способу Омелянского, метод основан на 
плохой растворимости полифосфатов в растворах кислот. 

Липидные (или жировые) включения. Гранулы и капельки жира часто 
встречаются в клетках микроорганизмов. Они накапливаются в виде гранул с 
диаметром 100-1000 нм, окруженных однослойной белковой оболочкой тол­
щиной 2-3 нм. Гранулы резко преломляют свет и поэтому хорошо различимы 
на препаратах в световом микроскопе. 

У прокариотических организмов основу этого запасного вещества со­
ставляет полимер Р-оксимасляной кислоты (98% полимера кислоты и 2% бел­
ка). У некоторых бактерий, окисляющих углеводороды, данная кислота со­
ставляет до 70% сухого вещества клеток. Большое количество поли-р-
оксибутирата накапливается в клетках бацилл. 

Липидные включения содержатся в клетках практически всех видов мик­
роорганизмов и запасаются в качестве источника углерода и энергии. Осо­
бенно много их накапливается при старении культуры, при культивировании 
микроорганизмов на средах с органическими кислотами, или на средах, не­
сбалансированных по углероду и азоту, когда отношение С к N больше 10. 

Для выявления жироподобных веществ используют липофильные краси­
тели - судан 3 или судан черный В - индикаторы жироподобных веществ. 

Выявление включений в клетках микроорганизмов 

Окраска полифосфатов по методу Омелянского. Окраска основана на 
плохой растворимости метахроматических гранул в растворах кислот. 

На обезжиренном предметном стекле готовят тонкий мазок бактерий, 
высушивают его на воздухе и фиксируют над пламенем горелки. На фикси­
рованный мазок наливают карболовый фуксин Циля и окрашивают клетки в 
течение 30 сек. Краску сливают, препарат промывают водой и заливают 1%-
ным раствором серной кислоты на 20-30 сек для обесцвечивания. Кислоту 
сливают, препарат промывают водой и дополнительно окрашивают метиле-
новым синим (1 : 40) в течение 20-30 сек. Препарат еще раз промывают водой, 
высушивают и микроскопируют с иммерсионной системой. При правильном 
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окрашивании зерна волютина имеют красный цвет и хорошо видны на фоне 
синей цитоплазмы клеток бактерий. 

Для выявления волютина у дрожжей обычно применяют следующий 
способ. Фиксированный над пламенем горелки мазок окрашивают 'метилено-
вым синим (по Лёффлеру) в течение 3 мин. Краску сливают, препарат про­
мывают водой и, не высушивая, наносят на мазок небольшую каплю 1%-ного 
раствора серной кислоты; суспензию накрывают покровным стеклом, удаля­
ют избыток жидкости фильтровальной бумагой и микроскопируют. Волютин 
имеет вид капель сине-фиолетового цвета на слабо-голубом фоне цитоплаз­
мы. 

Окраска липидных включений. В световом микроскопе капельки жира 
можно выявить по более сильному преломлению света, чем окружающая их 
цитоплазма. В каплю воды на предметное стекло вносят культуру дрожжей, 
накрывают покровным стеклом и микроскопируют. В клетках дрожжей про­
сматриваются крупные капли жира, сильно преломляющие свет. 

Липидные включения у бактерий легче выявляются на окрашенных пре­
паратах. Чаще всего используют липофильные красители - судан 3 или Судан 
черный В. Существует несколько способов окраски данных включений: при 
одном окрашиваются живые клетки, при другом - фиксированные. 

1-й с п о с о б . На предметном стекле к капле водной суспензии клеток 
добавляют каплю раствора Судана 3 (растворённого в молочной кислоте). 
Суспензию накрывают покровным стеклом, удаляют избыток жидкости 
фильтровальной бумагой и микроскопируют. Судан 3, растворяясь в жиро­
вых включениях, окрашивает их в оранжево-красный цвет, а цитоплазма кле­
ток остается бесцветной. 

2-й с п о с о б. Готовят препарат клеток 24-часовой культуры. Препарат 
высушивают на воздухе и фиксируют над пламенем горелки. Затем заливают 
поверхность мазка раствором Судана черного В и оставляют краситель на 
стекле на 5-15 мин. (Краситель может высохнуть, но это не мешает окраске.) 
Затем краситель сливают, препарат подсушивают фильтровальной бумагой и 
просветляют в ксилоле, погружая в него несколько раз предметное стекло. * 
Время просветления не должно превышать 1 мин. После этого клетки допол­
нительно окрашивают 0,1%-ным водным раствором сафранина в течение 10 
сек. Более длительное окрашивание сафранином маскирует окраску жира 
(дополнительное окрашивание клеток сафранином необязательно). Препара­
ты микроскопируют с иммерсионной системой. Жироподобные вещества 
окрашиваются в темный цвет, а цитоплазма в розовый. 

ОБОРУДОВАНИЕ: МИКРОСКОП С-11, осветитель ОИ-31, удлинитель 
с розетками, кристаллизатор со стеклянным мостиком, спиртовка, капельни­
цы для воды и красителей, колба для воды, штатив, пипетка, бактериологи­
ческая петля, песочные часы. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ: 96°этиловый спирт, спирт-эфирная 
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смесь, иммерсионное масло, карболовый фуксин Циля, метиленовый синий (1 
: 40) и метиленовый синий по Лёффлеру, судан 3, 1%-й раствор H2SO4, вода 

г для приготовления и промывания препарата, коробок спичек, х/б ткань для 
микроскопа, набор для приготовления препаратов (предметные стекла, кусо­
чек сухого мыла, х/б тряпочка для стекол, полоски фильтровальной бумаги). 

ОБЪЕКТ ИССЛЕДОВАНИЯ: выделенный штамм бактерий, выращен­
ный на среде Гисса, старые культуры дрожжей и бацилл. 

ЗАДАНИЕ: 1. Приготовить, промикроскопировать и зарисовать постоянные препараты 
дрожжевых клеток и выделенных бактерий (окраска по Омелянскому, объ­
ектив 90х). Просмотреть не менее 10-ти полей зрения, отметить наличие 
или отсутствие запасного вещества, его форму и расположение в клетках. 
Обратить внимание на внешний вид клеток и типы скоплений. 

2. Приготовить, промикроскопировать и зарисовать прижизненный препа­
рат дрожжей (без окраски, объективы 40х и 90х). Просмотреть не менее 10-
ти полей зрения, отметить наличие или отсутствие запасного вещества, его 
форму и расположение в клетках. Обратить внимание на внешний вид кле­
ток и типы скоплений. 

3. Приготовить, промикроскопировать и зарисовать прижизненные препара­
ты дрожжей и бактерий штамма, (окраска раствором, Судана 3, объективы 
40х и 90х). Просмотреть не менее 10-ти полей зрения, отметить тип запас­
ного вещества, его форму и расположение в клетке. Обратить внимание на 
внешний вид клеток и типы скоплений. 

4. Отчитаться в выполнении задания перед преподавателем. 
5. Штамм в пробирке со средой Гисса оставить при температуре +4°С до 

следующего занятия. В тетради отметить условия хранения чистой культу­
ры. 

6. Промикроскопированные препараты поместить в кристаллизатор с дезин­
фицирующим раствором. 

7. Убрать свое рабочее место и сдать его лаборанту. 

Методические указания 

1. После микроскопирования препаратов, под рисунками сделайте выво­
ды о типе запасного вещества в клетках вашего штамма и используйте эти ха-

* рактеристики при его идентификации. 
2. ВНИМАНИЕ ! Богатые углеводные среды легко засеваются микрофло­

рой воздуха и используются многими микроорганизмами. Поэтому от иссле­
дователя требуется тщательное соблюдение правил работы, которые позволят 
предохранить исследуемую культуру от загрязнения посторонними микроор­
ганизмами. Всю работу необходимо проводить в стерильной зоне пламени, 
как указано в занятии N 3, соблюдая технику безопасности, указанную в заня­
тии N 6. 

ВНИМАНИЕ ( Т е х н и к а б е з о п а с н о с т и. Все описанные выше ма­
нипуляции проводят около пламени горелки (но не в пламени!) по возмож­
ности быстро, чтобы не загрязнить культуру посторонними микроорганизмами. 
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Поскольку в методах используются сильные окрашивающие соединения, 
окраску препаратов следует проводить осторожно, поместив препарат на 
стеклянный мостик строго над центром кристаллизатора. 

Работать необходимо внимательно, аккуратно, тщательно и не отвлекаясь, 
т.к. удаление красителей с окружающих предметов затруднительно, а с тканей 
одежды - невозможно. 

Вопросы для самопроверки 

1. Что собой представляет волютин? Как ещё называется это включение и по­
чему? 

2. Какова химическая природа волютина? 
3. Какова биологическая роль волютина в клетках микроорганизмов? 
4. Можно ли выявить в клетках прокариот зерна волютина без специального 

окрашивания? Если можно, то каким образом? 
5. Какие липидные включения можно обнаружить в клетках прокариот и эу-

кариот? 
6. Что собой представляют липидные включения? Какова их химическая при­

рода? 
7. Какова биологическая роль липидных включений в клетках? 
8. Можно ли выявить липидные включения у маслянокислых клостридий без 

специального окрашивания? Если можно, то каким образом? 
9. На каком принципе основаны методы выявления полифосфатных и липид­

ных включений в клетках микроорганизмов? 
10. Могут ли в клетках микроорганизмов одновременно накапливаться 

несколько видов запасных веществ? Ответ поясните и приведите примеры. 
11. При каких условиях происходит накопление и утрата запасных веществ в 

клетках микроорганизмов? 
12. Встречаются ли в природе клетки микроорганизмов, не содержащие запас­

ных веществ? Ответ поясните. 
13. В каких клетках может быть больше запасных веществ - в физиологически 

молодых или физиологически старых и почему? Ответ поясните. 
14. С какой целью проводят выявление внутриклеточных включений в клетках 

микроорганизмов? 
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Клостридиальный и плектридиальный типы спорообразования свой­
ственны представителям рода Clostridium. Нередко у клеток одного вида 
встречаются одновременно и клостридии и плектридии. 

К спорообразующим организмам относится большое число эубактерий 
(приблизительно из 15 родов), характеризующихся морфологическим и фи­
зиологическим разнообразием. Среди них имеются палочковидные, сфериче­
ские, мицелиальные формы, спириллы и нитчатые организмы. Все они имеют 
строение клеточной стенки, характерное для таковой фирмикутных эубакте­
рий. Ни в одном случае не выявлена наружная липопротеиновая мембрана, 
несмотря на то, что многие виды спорообразующих бактерий не окраши­
ваются по Граму. По типу питания среди них обнаружены хемоорганогетеро-
трофы, факультативные хемолитоавтотрофы и паразитические формы. От­
ношение к кислороду также разнообразно: часть спорообразующих форм 
представлена аэробами и факультативными анаэробами, другая часть вклю­
чает облигатных анаэробов - от аэротолерантных форм до высокочувстви­
тельных к Ог. 

Лучше всего процесс спорообразования изучен у представителей родов 
Bacillus и Clostridium, хотя имеющиеся данные позволяют сделать вывод о 
принципиальной однотипности этого процесса у всех видов, образующих эн­
доспоры. 

Выявление спор у бактерий 

Обнаружение способности культуры к спорообразованию лучше про­
водить в старых культурах. Для определения способа спорообразования и 
расположения споры в клетке следует проводить наблюдения в динамике раз­
вития культуры. 

Споры у бактерий можно выявить при микроскопировании препарата 
"раздавленная капля" в светлом поле. Поскольку споры преломляют свет 
сильнее, чем остальная часть клетки, то в клетке они видны как бблее темные 
включения округлой или овальной формы. Однако значительно лучше для 
выявления спор использовать фазово-контрастное устройство. В этом случае 
споры имеют вид светлых (блестящих) включений на фоне почти черных кле­
ток. 

Кроме этого споры можно обнаружить, применяя методы окраски. При 
обычных способах окраски споры не прокрашиваются или окрашиваются 
очень слабо и имеют вид светлых включений на фоне окрашенной цитоплаз­
мы, а свободные споры, т. е. споры, находящиеся вне клетки, напоминают 
маленькие кольца. Поэтому для окраски спор препарат обрабатывают кон­
центрированными растворами красителей с протравами при нагревании. Все 
имеющиеся способы окраски спор основаны на том, что первоначально силь­
ным красителем с прогреванием красят одновременно клетку и спору. Затем 
протоплазму клетки обесцвечивают, оставляя спору окрашенной. После этого 
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протоплазму красят дополнительно в другой, чаще всего, контрастный цвет. 
Наибольшее распространение получили способы Ожешки и Пешкова. 

Способ Ожешки. На обезжиренном предметном стекле готовят тонкий 
мазок бактерий, высушивают его на воздухе, не фиксируя, заливают 0,5%-
ным раствором соляной кислоты и подогревают в течений 2 мин, держа вы­
соко над пламенем горелки до появления паров. ' 

Кислоту сливают, препарат промывают водой, мазок закрывают филь­
тровальной бумагой и заливают карболовым фуксином Циля. Окрашивают в 
продолжении 5 мин при нагревании над пламенем горелки до появления па­
ров. По мере испарения красителя его периодически добавляют, не давая пре­
парату подсохнуть. 

Препарат вновь промывают водой и обрабатывают в течение 2 мин 1%-
ным раствором серной кислоты для обесцвечивания. Время обесцвечивания в 
зависимости от особенностей клеток может несколько колебаться. Поэтому 
для разных микроорганизмов желательно определять время обесцвечивания 
опытным путем. 

Препарат еще раз промывают водой и докрашивают раствором метиле-
нового синего 1: 40 в течение 10-15 мин. Краситель сливают, препарат про­
мывают водой, высушивают и затем микроскопируют с иммерсионной систе­
мой. При правильном окрашивании бактериальные клетки должны быть си­
ними, а споры красными. 

Способ Пешкова. На обезжиренном предметном стекле готовят тонкий 
мазок бактерий, высушивают его на воздухе и фиксируют над пламенем го­
релки. На фиксированный мазок наливают раствор метиленового синего (по 
Лёффлеру) и доводят его до кипения, держа препарат над пламенем горелки. 
Кипятят в течении 15-20 сек. По мере испарения раствора метиленового сине­
го добавляют новые порции красителя. 

Препарат тщательно промывают водой, после чего клетки докрашивают 
0,5%-ным водным раствором нейтрального красного в течение 30 сек. Краси­
тель сливают, препарат вновь промывают дистиллированной водой, высуши­
вают и смотрят с иммерсионной системой. При правильном соблюдении всех 
стадий обработки и окрашивания препарата бактериальные клетки приобре­
тают красный цвет, а споры синий. 

В случае обнаружения у микроорганизма способности к образованию 
спор необходимо отмечать тип спорообразования ( бациллярный, клостриди-
альный или плектридиальный), расположение споры в клетке (центральное, 
эксцентральное или полярное), форму свободных спор( круглая, эллипсовид­
ная или продолговатая) и их размеры. 

ОБОРУДОВАНИЕ: МИКРОСКОП С-11, осветитель ОИ-31, удлинитель 
с розетками, кристаллизатор со стеклянным мостиком, спиртовка, капельни­
цы для воды и красителей, колба для воды, штатив, бактериологическая 
петля, песочные часы. 
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РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ: 96°этиловый спирт, спирт-эфирная 
смесь, иммерсионное "масло, карболовый фуксин Циля, метиленовый синий 
(1: 40) и метиленовый синий по Лёффлеру, 0,5%-ный раствор НС1, вода для 
приготовления и промывания препарата, коробок спичек, х/б ткань для мик­
роскопа, набор для приготовления препаратов (предметные стекла, кусочек 
сухого мыла, х/б тряпочка для стекол, полоски фильтровальной бумаги), про­
бирка со скошенным рыбно-пептонным агаром (РПА). 

ОБЪЕКТ ИССЛЕДОВАНИЯ: старые культуры бацилл и выделенный 
штамм бактерий (если предположительно спорообразующий). 

ЗАДАНИЕ: 1. Приготовить, промикроскопировать и зарисовать постоянные препараты 
Bacillus sp. и выделенных бактерий (окраска по Ожешки, объектив 90х). 
Просмотреть не менее 10-ти полей зрения, отметить вегетативные клетки, 
клетки-спорангии, свободные эндоспоры. Обратить внимание на внешний 
вид клеток, форму и расположение спор в клетках. 

2. Приготовить, промикроскопировать и зарисовать постоянные препараты 
Bacillus sp. и выделенных бактерий (окраска по Пешкову, объектив 90х). 
Просмотреть не менее 10-ти полей зрения, отметить вегетативные клетки, 
клетки-спорангии, свободные эндоспоры. Обратить внимание на внешний 
вид клеток, форму и расположение спор в клетках. ^ 

3. Промикроскопировать и зарисовать демонстрационный препарат jBacillus 
sp. (окраска водный фуксин, объектив 90х). Просмотреть не менее 10-ти 
полей зрения, отметить вегетативные клетки, клетки-спорангии, свобод­
ные эндоспоры. Обратить внимание на внешний вид клеток, форму и рас­
положение спор в клетках. Отметить цвет цитоплазмы клеток и эндо­
спор. 

4. Промикроскопировать и зарисовать демонстрационный препарат Bacillus 
sp. (окраска по методу Шеффера-Фултона, объектив 90х). Просмотреть не 
менее 10-ти полей зрения, отметить вегетативные клетки, клетки-
спорангии, свободные эндоспоры. Обратить внимание на внешний вид 
клеток, форму и расположение спор в клетках. Отметить цвет цитоплаз­
мы клеток и эндоспор. 

5. Пересеять часть клеток, штамма в пробирку на стерильный скошенный 
РПА, подписать пробирку и поместить в термостат при заданной темпера­
туре. В тетради отметить условия оживления и выращивания чистой куль­
туры. 

6. Отчитаться в выполнении задания перед преподавателем. 
7. Штамм в пробирке со средой Гисса оставить при температуре +4°С до вы­

ращивания оживленной культуры. 
8. Промикроскопированные препараты поместить в кристаллизатор с дезин­

фицирующим раствором. 
9. Убрать свое рабочее место и сдать его лаборанту. 

Методические указания 

1. При протравливании и окраске препаратов с нагреванием, предметное 
стекло необходимо удерживать пинцетом. 
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2. Нагревать следует всю поверхность стекла осторожно, чтобы оно не трес­
нуло. Периодически стекло отводят в сторону от пламени, для того чтобы просле­
дить за появлением паров над препаратом. В это время препарат следует держать 
над кристаллизатором. 

3. После нагревания препарата, поместите стекло на препаратодержатель и 
немного подождите пока Оно остынет, а только затем промойте его водой. 

ВНИМАНИЕ ! Окраску препаратов следует проводить осторожно, по­
местив препарат на стеклянный мостик строго над центром кристаллизато­
ра. Если потребуется добавить краситель на стекло, эту процедуру также 
необходимо проделывать над кристаллизатором. Во время нагревания препа­
рата следите, чтобы не загорелась фильтровальная бумага с красителем ! 

4. Под рисунками сделайте выводы о типе спорообразования, форме свобод­
ных эндоспор, особенностях расположения спор в клетках бацилл и вашего штам­
ма и используйте эти характеристики при его идентификации. 

ВНИМАНИЕ ( Т е х н и к а б е з о п а с н о с т и . Все описанные выше ма­
нипуляции проводят около или в пламени горелки ! Работу следует проводить 
по возможности быстро, аккуратно и не отвлекаясь. Поскольку в методах ис­
пользуются концентрированные окрашивающие соединения, окраску препара­
тов следует проводить внимательно и осторожно, поместив препарат на 
стеклянный мостик (или дерзка его) строго над центром кристаллизатора, т. 
к. удаление красителей с окружающих предметов затруднительно, а с тканей 
одежды - невозможно. 

Работать необходимо внимательно, не отвлекаясь и не отвлекая других, со­
блюдая технику безопасности, указанную в занятии N 6. 

Вопросы для самопроверки 

1. Что собой представляют споры микроорганизмов? Чем от них отличаются 
эндоспоры? 

2. Каково строение эндоспор бацилл и клостридий? Существуют ли между 
ними различия? 

3. Какова химическая природа и функции различных структур эндоспор? 
4. Какова биологическая роль эндоспорообразования в природе? 
5. Можно ли выявить в клетках прокариот эндоспоры без специального 

окрашивания? Если можно, то каким образом? 
6. Какие свойства характерны для данных структур? 
7. Какие группы бактерий способны их образовывать? 
8. При каких условиях происходит процесс в клетках микроорганизмов? 
9." Как происходит образование эндоспор в клетках? Чем отличаются типы 

спорообразования? 
10. Как детерминирован данный процесс: его обратимость и необратимость? 
11. В каких клетках может происходить образование эндоспор - в физиологи­

чески молодых или физиологически старых и почему? Ответ поясните. 
12. На каком принципе основаны методы выявления эндоспор? 
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биотиком был тиротрицин, полученный американским ученым Р.Дюбо в 
1939г. из культуры почвенной споровой аэробной палочки Bacillus brevis. В 
1940г. английские ученые Х.Флори и ДЖ.Чейн, работая с пенициллином, об­
разуемым плесневым грибом Penicillium notatum, впервые выделили пеницил­
лин в чистом виде и обнаружили его замечательные лечебные свойства. В на­
стоящее время описано несколько тысяч антибиотиков из культур микроор­
ганизмов. Они образуются преимущественно прокариотическими организма­
ми. Большую часть применяемых в настоящее время антибиотиков образуют 
эуактиномицеты (старое название - лучистые грибки). 

Высокая избирательная биологическая активность в отношении болезне­
творных форм в концентрациях, не повреждающих клеток организма хозяи­
на, позволила использовать эти вещества для уничтожения возбудителей бо­
лезней или хотя бы заметного подавления их жизнедеятельности при лечении 
различных инфекционных заболеваний человека, животных и растений.. 
Каждый антибиотик характеризуется специфическим избирательным дей­
ствием только на определенные виды патогенных бактерий, поэтому разли­
чают антибиотики с широким и узким спектром действия. 

В процессе производства препараты антибиотиков подвергаются слож­
ной химической очистке. Многие из этих препаратов в настоящее время яв­
ляются веществами известной химической природы, свойства которых доско­
нально изучены. В лечебную сеть препараты антибиотиков поступают только 
после тщательного контроля их активности, безвредности, стерильности и 
других показателей качества. 

Техника посева бактериальной культуры с диск-антибиотиками 

Наиболее прост и доступен метод определения чувствительности с по­
мощью дисков, пропитанных различными антибиотиками. 

В стерильные чашки Петри, расположенные на горизонтальной поверх­
ности, разливают по 15 мл плотной питательной среды. На поверхность за­
стывшего и слегка подсушенного агара стерильно вносят 0,5-1 мл суспензии 
суточной культуры исследуемых бактерий или, если чистая культура не выде­
лена, взятого для исследования патологического материала (гной, экссудат и 
т.п.), слегка разведенного изотоническим раствором хлорида натрия. Бакте­
риальную взвесь равномерно распределяют по поверхности агара стерильным 
шпателем. После этого на поверхности засеянной среды стерильным пинце­
том раскладывают диски с антибиотиками - по 5-6 дисков на каждую чашку 
на расстоянии 25 мм от центра чашки. Чашки выдерживают при 37° С 16-18 
час, после чего учитывают результаты опыта путем измерения зон задержки 
роста микробов вокруг дисков. 

ОБОРУДОВАНИЕ: МИКРОСКОП С-11, осветитель ОИ-31, удлинитель 
с розетками, плитка для плавления среды, термостат, кристаллизатор со стек-
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лянным мостиком, спиртовка, капельницы для воды и красителей, штатив, 
пробирка (со стерильным физ. раствором), стерильная чашка Петри, стериль­
ная пипетка, стерильный шпатель Дригальского, бактериологическая петля. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ: РПА, 96°этиловый спирт, спирт-
эфирная смесь, иммерсионное масло, раствор водного фуксина, вода для при­
готовления и промывания препарата, коробок спичек, х/б. ткань для микро­
скопа, набор для приготовления препаратов (предметные стекла, кусочек су­
хого мыла, х/б тряпочка, полоски фильтровальной бумаги), диск-
антибиотики. 

ОБЪЕКТ ИССЛЕДОВАНИЯ: выросшие чистые культуры в пробирках. 

ЗАДАНИЕ: 1. Разлить расплавленную стерильную питательную среду в стериль­
ные чашки Петри в таком количестве (около 20 мл), чтобы дно чаш­
ки было полностью покрыто. Крышку тотчас закрыть и чашку оста­
вить на горизонтальной поверхности до тех пор, пока не застынет 
среда. 

2. Провести микроскопический контроль чистоты оживленного штам­
ма: приготовить, промикроскопировать и зарисовать постоянный 
препарат бактерий (окраска водным фуксином в течение 3-5 мин, 
объектив 90х). Просмотреть не менее 10-ти полей зрения, отметить 
все формы, типы скоплений клеток и их особенности. Отметить 
степень чистоты штамма. 

3. В стерильных условиях, внести 1-2 бактериологической петли клеток 
в пробирку с физиологическим раствором. Засеянную пробирку по­
вращать несколько раз, зажав между ладонями. 

4. 0,2-0,5 мл клеточной суспензии перенести стерильной пипеткой на 
стерильную питательную среду в чашку Петри и распределить клет­
ки стерильным шпателем. 

5. Поместить на среду с культурой диски с антибиотиками как указано 
выше. Чашки завернуть в бумагу, надписать свою фамилию и дату 
посева, поместить их в термостат при заданной температуре. В тет­
ради отметить условия инкубирования культуры. 

6. Отчитаться о выполнении задания перед преподавателем: показать 
приготовленные препараты и выполненные рисунки. 

7. Пробирки с со штаммами на среде Гисса передать лаборанту для 
уничтожения микроорганизмов. 

8. Промикроскопированные препараты поместить в кристаллизатор с 
дезинфицирующим раствором. 

9. Убрать свое рабочее место и сдать его лаборанту. 

Методические указания 

1. При микроскопировании препарата особое внимание обратите на од­
нородность клеток по форме и размерам, т.е. на чистоту культуры. 

2. При разведении культуры физиологическим раствором, учитывайте 
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УСТОЙЧИВОСТЬ МИКРООРГАНИЗМОВ К АНТИБИОТИКАМ 

Примерно 50 лет назад началась эра применения антибиотиков в меди­
цине. Поиск новых антибиотиков продолжается с прежней интенсивностью, 
однако частота их обнаружения резко снизилась. Кроме того, с угрожающей 
скоростью стали появляться штаммы патогенных бактерий, устойчивых к ан­
тибиотикам. В то время, когда пенициллин G только начал применяться в ме­
дицине, большинство штаммов стафилококков были к нему чувствительны, а 
в настоящее время практически все известные стафилококковые инфекции 
устойчивы к этому антибиотику. Ещё более важная проблема - появление 
штаммов бактерий, устойчивых одновременно к нескольким антибиотикам, 
так называемых штаммов с множественной устойчивостью. Например, с 1954 
по 1964г. частота встречаемости штаммов Shigella с таким свойством в боль­
ницах Японии увеличилась с 0,2 до 52%. 

Устойчивость бактерий к антибиотикам обусловлена многими фактора­
ми. Иногда она обусловлена мутацией в хромосомном гене, которая изменяет 
структуру мишени в клетке. Например, стрептомицин нарушает синтез белка 
в микроорганизме, прикрепляясь к одному из белков ЗОБ-субъединицы рибо­
сомы. Некоторые мутации в гене, кодирующем этот рибосомный белок, на­
рушают его способность связывать стрептомицин, но не влияют существен­
ным образом на работу рибосомы. Поэтому клетка с подобной мутацией ста­
новится устойчивой к стрепомицину. 

Устойчивость может быть обусловлена и проникновением в бактериаль­
ную клетку плазмиды, принадлежащей к классу факторов резистентности 
(R-факторы). Эти плазмиды часто обеспечивают устойчивость одновременно 
к нескольким антибиотикам. Они несут гены, кодирующие ферменты, кото­
рые катализируют химические мидификации антибиотиков, лишая их, таким 
образом антибиотической активности. Множественная устойчивость штам­
мов бактерий почти всегда обусловлена R-факторами. Поскольку эти плазми­
ды имеют широкий спектр хозяев и достаточно часто передаются от одного 
вида бактерий к другому, их распространение в естественных бактериальных 
популяциях, безусловно, самый серьезный аспект проблемы устойчивости 
микроорганизмов к антибиотикам. 

Кроме этого, большие дозы ряда антибиотических препаратов оказы­
вают побочное действие на макроорганизм. Установлено, что большие дозы 
пенициллина и стрептомицина оказывают нейротоксическое действие, тетра-
циклины вызывают поражение печени, хлормицетин обуславливает токсиче­
ское действие на кроветворные органы, хлортетрациклин и окситетрациклин 
при внутривенном введении могут привести к коллапсу со смертельным исхо­
дом. При введении пенициллина и стрептомицина могут появиться крапив­
ница, контактные дерматиты, ангионевротический отёк, аллергическая язва и 
т.д. 
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Таким образом, для успешного проведения лечения антибиотиками, осо­
бенно в случаях хронической инфекции, необходимо предварительно опреде­
лить степень чувствительности возбудителя заболевания к тем или иным ан­
тибиотическим препаратам. При определении чувствительности желательно 
иметь чистые культуры возбудителя и, лишь при необходимости срочного 
получения ответа, используют смешанные культуры, содержащие всю микро­
флору, имевшуюся в исследуемом материале. 

Техника определения чувствительности микроорганизмов 
к антибиотикам 

После роста культуры на чашках с диск-антибиотиками проводят изме­
рение зон задержки роста микроорганизмов вокруг диска, включая диаметр 
самого диска, и результат выражают в мм. Естественно, что размер зон зави­
сит от степени чувствительности возбудителя к данному антибиотику. Чем 
больше площадь зоны задержки роста, тем чувствительнее культура к данно­
му антибиотику. 

Принято считать, что при зоне диаметром до 10 мм штамм расценивается 
как устойчивый, 11-15 мм - как малоустойчивый, 15-25 мм - как чувстви­
тельный. Зоны, превышающие 25 мм, свидетельствуют о высокой чувстви­
тельности микроорганизма к данному антибиотику. Однако этот метод нель­
зя считать количественным. 

ОБОРУДОВАНИЕ: МИКРОСКОП С-11, осветитель ОИ-31, удлинитель 
с розетками, кристаллизатор со стеклянным мостиком, спиртовка, капельни­
цы для воды и красителей, колба для воды, штатив, бактериологическая 
петля, песочные часы. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ: 96° этиловый спирт, спирт-эфирная 
смесь, иммерсионное масло, раствор водного фуксина, вода для приготовле­
ния и промывания препарата, коробок спичек, х/б. ткань для микроскопа, на­
бор для приготовления препаратов (предметные стекла, кусочек сухого мыла, 
х/б тряпочка для стекол, полоски фильтровальной бумаги). 

ОБЪЕКТ ИССЛЕДОВАНИЯ: выделенные штаммы бактерий в чашках 
на РПА с диск-антибиотиками. 

ЗАДАНИЕ: 1. Проанализировать визуально рост культуры на чашке. Отметить и изме­
рить зоны задержки роста клеток вокруг дисков. 

2. Приготовить, промикроскопировать и зарисовать постоянные препара­
ты бактерий, выросших вокруг дисков и вокруг зон задержки роста 
(окраска водным фуксином в течение 3-5 мин, объектив 90х). Просмотреть 
не менее 10-ти полей зрения, отметить все формы и типы скоплений клеток, 
их особенности. Полученные результаты оформить в виде таблицы (см. 
ниже). 
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ложение микроорганизмов устанавливают, пользуясь Bergey's Manual of Sys­
tematic Bactriology или "Кратким определителем Берги" выпущенным в 
1980г. 

ОБОРУДОВАНИЕ: МИКРОСКОП С-11, осветитель ОИ-31, футляры для 
объективов и осветителя, термостат, кристаллизатор со стеклянным мости­
ком, спиртовка, капельницы, колба, чашки Петри, пробирки, штатив, бакте­
риологическая петля, резиновые перчатки, ёршики для мыть посуды. 

РЕАКТИВЫ И МАТЕРИАЛЫ: 96°этиловый спирт, спирт-эфирная 
смесь, раствор хлорамина, кусок сухого мыла, сода, х/б ткань для мытья стен, 
окон, столов, нихромовая проволока. 

ОБЪЕКТ ИССЛЕДОВАНИЯ: оборудование, посуда и микробиологиче­
ская лаборатория. 

ЗАДАНИЕ: 1. Протереть линзы объектива, окуляра и осветителя спирт-эфирной смесью 
и поместить в футляры. Микроскоп протереть и подготовить к хранению. 

2. Изготовить из нихромовой проволоки новые петли и вставить их в дер­
жатели. 

3. Протереть столы, стены, окна, термостаты дезинфицирующими раство­
рами. 

4. Вымыть стеклянную посуду, сполоснуть дистиллированной водой и по­
местить в сушильный шкаф. 

5. Сдать приборы, петли, посуду и отчитаться о выполнении задания перед 
лаборантом. 

6. Ознакомиться со структурой научных статей в биологических журналах, 
например, «Микробиология», «Биохимия», и т. п. 

7. Написать черновой вариант раздела отчета «Методы исследований». 
8. Отчитаться о выполнении задания перед преподавателем: подписать и 

сдать пробирки с чистыми культурами. 

Методические указания 

1. Чтобы успешно подготовить микроскоп к хранению, изготовить бактерио­
логические петли, провести обработку бактериологической лаборатории дезинфи­
цирующими средствами, воспользуйтесь рекомендациями, изложенные в занятиях 
№1 и З . 

2.Для написания отчета используйте все результаты, которые были записаны 
по ходу работы и подробно опишите выделенные и изученные микроорганизмы. 

3. В результатах обязательно укажите откуда был выделен штамм, дату и вре­
мя выделения. 

Особенности морфологии и цитологии клеток: 
•температура культивирования..., возраст... 
•форма и размеры клеток , возраст , среда 
•соединение клеток.... 

•подвижность , возраст...., среда... 






