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Тема I. Общая бактериологическая техника

Контрольные вопросы

1.Микроскоп, его устройство, иммерсионная система.

2.Основные правила работы с микроскопом.

3.Техника работы с бактериологической петлей, бактериологической         пробиркой, спиртовкой.

4.Техника приготовления мазка-препарата, фиксирование, простой метод окраски.

5.Сложный метод окраски по Граму.

6.Окраска спор по Ожешко и другими методами.

 Оборудование и материалы

Микроскопы, кедровое масло, готовые окрашенные препараты (мазки), набор красок, спирт 960, дистиллированная вода, фильтровальная бумага, предметные стекла, бактериологическая петля, спиртовка, физиологический раствор, салфетки, чистые культуры.

Методические указания

Микроскоп (“микрос” – малый, “скопо” – смотрю) предназначается для рассмотрения объектов, невидимых простым глазом. увеличение светового микроскопа достигает до2000 раз.

Основные части микроскопа:

1. Механическая часть, куда входит штатив (башмак, колонка), предметный столик,  тубус с револьвером и система винтов.

2. Оптическая часть включает в себя осветительный аппарат (конденсор, диафрагма), собственно оптическую часть (объектив, окуляр). Объективы делятся на  воздушно-сухие и иммерсионные (масляные). Иммерсионные объективы – между фронтальной линзой и рассматриваемым препаратом помещается капля масла. В этом случае  изображение получается наиболее четко, так как стекло, масло и линза имеют одинаковый показатель преломления света и исключается рассеивание лучей.

Чтобы определить общее увеличение микроскопа, надо умножить  увеличение объектива на увеличение окуляра.

Наибольшее увеличение светового микроскопа, используемого в нашей лаборатории, равно 1350 (15 х 90).

разрешающая способность микроскопа  - минимальное расстояние между двумя точками или штрихами, которые изображаются раздельно, равна 0,2 мкм.

Основные правила работы с микроскопом

1. Поставить микроскоп на стол и найти наилучшее освещение.

2. Поместить на предметный столик и закрепить зажимами готовый фиксированный и окрашенный препарат.

3. Рассмотреть препарат при сухих объективах и отыскать лучшее место для детального исследования.

4. Поднять тубус микроскопа, поставить иммерсионный объектив и нанести каплю кедрового масла на препарат.

5. Под контролем глаза сбоку погрузить в кедровое масло нижнюю фронтальную линзу иммерсионного объектива.

6. Глядя в окуляр, медленно поднять тубус микроскопа до появления в поле зрения изучаемого объекта.

7. Уточнить фокус с помощью макровинта.

8. Изучить и зарисовать препарат.

9. Поднять тубус и удалить салфеткой кедровое масло с иммерсионного объектива.

10.Поставить микроскоп в футляр или закрыть чехлом.

Техника работы с бактериологической петлей, бактериологической пробиркой, спиртовкой

Бактериологическую петлю берут в правую руку как карандаш, прогревают над пламенем спиртовки сначала вертикально, затем горизонтально до покраснения. Пробирку держат в левой руке отверстием вверх. Открывают пробирку мизинцем правой руки и держат пробку до конца работы. Отверстие пробирки должно находиться над пламенем горелки. Остуженную петлю вводят в пробирку с физиологическим раствором или культурой бактерии. Пробирку держат в левой руке так же, как карандаш, но отверстием вверх, бактериологическую пробку прижимают мизинцем правой руки и открывают пробирку и так держат пробку во время всей манипуляции. Ни в коем случае нельзя пробку класть на стол или в другое место. Берут небольшое количество физиологического раствора (или культуры бактерии) и переносят на предметное стекло. Обжигают пробирку и пробку над пламенем спиртовки, закрывают пробкой и ставят в штатив, затем готовят мазки-препараты.

Техника приготовления мазка-препарата, фиксирования, окрашивания

1.Предметное стекло протирают салфеткой и кладут перед собой на темную поверхность.

2.Обожженной петлей на середину стекла наносят 2-3 капли физиологического раствора.

3.С косого агара или другого субстрата бактериологической петлей захватывают с маковое зернышко культуры и вносят в каплю физиологического раствора.

4. Размазывают культуру тонким слоем по стеклу овалом не более 2 см2, обводят восковым карандашом снизу стекла.

5. мазок высушивают на воздухе.

6.Фиксирут над пламенем горелки в течении 3 с.

7. Красят простым или сложным методом.

8.Высушивают между листами фильтровальной бумаги.

9.Рассматривают в микроскоп при сухих объективах.

10. Капают на сухой мазок каплю иммерсионного масла.

11.Рассматривают в микроскоп через иммерсионный объектив.

Задание 1. Приготовить мазок-препарат из картофельной палочки, зафиксировать, окрасить простым методом и рассмотреть под микроскопом, зарисовать в тетради.

Методы окраски. Окраска делается простым или сложным методом. При простом применяется один краситель. Сложный метод предусматривает применение двух и более красителей, например, сложный метод окраски бактерий по Граму.  

Окраска фиксированного мазка-препарата по Граму

	Фаза
	Используемые краски, реактивы
	Время действия
	Процесс 

	I
II
III
IV
	Генцианвиолет

(смывают водой)

Раствор Люголя

(стряхивают)

Спирт 960 (смывают водой)

Фуксин 

(смывают водой) 
	2 мин

2 мин

30 с

1 мин
	Все бактерии (грамположительные и грамотрицательные) окрашиваются

Образуется комплекс: нерастворимый у грамположительных и трудно-растворимый у грамотрицательных

Обесцвечиваются грамотрицательные бактерии

Окрашиваются грамотрицательные бактерии


После окрашивания и промывания мазка его высушивают между листами фильтровальной бумаги, затем рассматривают в микроскопе.

Окраска спор по Ожешко

	Фаза
	Используемые краски, реактивы
	Время действия
	Процесс 

	I
II
III
IV
	5%-й р-р серной кислоты (смывают водой)

Фуксин Циля при слабом нагревании 

(смывают водой)

0,5%-й р-р соляной кислоты (смывают водой)

Метиленовая синь (смывают водой)
	4 мин

4 мин

2 с

4 мин
	Протравливание, разрыхление энзимы

Окраска спор и вегетативной части клетки

Обесцвечивается вегетативная часть клетки

Окраска вегетативной части клетки


Тема 2. МОРФОЛОГИЯ СОВЕРШЕННЫХ И НЕСОВЕРШЕННЫХ ГРИБОВ И АКТИНОМИЦЕТОВ

Контрольные вопросы

1. Представители совершенных и несовершенных грибов, их морфологические особенности.

2. Актиномицеты, их морфология.

3. Методы исследования грибов и актиномицетов.

4. Роль грибов и актиномицетов  в сельском хозяйстве.

Оборудование и материалы

Колонии грибов и актиномицетов на агаре и других питательных субстратах, предметные и покровные стекла, препаровальные иглы, спиртовки, микроскопы.

Методические указания

Микробиология изучает грибы, в частности плесневые, которые образуют пушистый налет на различных продуктах питания, плодах, растительных остатках. Грибы принадлежат к различным классам: фикомицеты,  сумчатые, несовершенные. Некоторые виды грибов вызывают заразные болезни животных и человека.

Морфологическую особенность грибов и актиномицетов изучают 4 способами:

1. Визуально в чистой культуре;

2. Макроскопически в чашке Петри и на естественных субстратах (рост грибов);

· открывают крышку чашки Петри и ставят ее на предметный столик микроскопа. Рассматривают край колонии гриба в самом тонком месте (х8). Ищут органы спороношения; 

· в случае естественной культуры кусочек пораженной ткани с пушком гриба кладут на предметное стекло и рассматривают в микроскоп (х8), который настраивают как для неокрашенного препарата;

3. В микроскопических препаратах (строение гриба и актиномицетов):

· готовят препарат методом раздавленной капли из каждой культуры гриба;

· рассматривают под микроскопом (х8), затем (х40), можно (х90).

Каждый студент по органам спороношения определяет род гриба и делает в тетради зарисовки в специальную таблицу рабочей тетради.

4. Знакомство с грибковыми заболеваниями животных, плодов, овощей по наглядным пособиям.

Признаки плесневых грибов

Плесневые грибы относятся к низшим споровым растениям. Не имеют хлорофилла, не способны к фотосинтезу и хемосинтезу. Грибы очень разнообразны и широко распространены в природе.

Строение тела плесневелых грибов. Тело гриба - грибница, или мицелий,  состоит из сплетения тонких переплетающихся нитей, который называются гифами. Мицелий растет на питательном субстрате, образуя на нем пушистый налет. Клетки мицелия гриба состоят из оболочки, протоплазмы, где откладываются запасные вещества одного или нескольких ядер.

Грибы делятся на классы.

1. Архимицеты - мицелия нет или он в зачаточном состоянии.

2.Фикомицеты - мицелий хорошо развит, неклеточного строения. Гифы не имеют перегородок.

3. Аксомицеты, или сумчатые , - мицелий многоклеточный, после полового процесса образуются сумки (аски) со спорами.

4. Базидиомицеты, или базидиальные грибы, - мицелий многоклеточный. Споры образуются на особых органах - базидиях.

5. Несовершенные грибы - мицелий многоклеточный. Половое размножение неизвестно.

Морфологические признаки.  Основным является строение органов  плодоношения и мицелия. Для приготовления препарата плесневых грибов используют препаровальную иглу, которой захватывают мицелий гриба, а затем осторожно на предметном стекле  расщепляют его на мелкие кусочки в капле воды. Наблюдениям мешают обильные споры, поэтому на препарат нужно дать каплю 5%-го раствора уксусной кислоты или этилового спирта, после чего промыть водой. Покрыть покровным стеклом. Плесени сначала рассматривают с объективом (х8). При этом необходимо найти органы размножения. Дальнейшее наблюдение ведут при увеличении в 600 раз.

Краткий ключ для определения плесневых грибов.
1. Мицелий одноклеточный. Споры, споры, которыми гриб размножается, образованы внутри крупных спорангиев, вырастающих на верху ножек (спорангиеносцев).

2. Мицелий стелится по субстрату в виде рыхлого серого налета.

Спорангии крупные, на одинаковых простых или ветвящихся спорангиеносцах. Мукор - Mucor (рис. 1). 

Спорангиеносцы ветвящиеся, окрашены в темно - бурый цвет, растут из одного центра кустиками. 

У основания кустиков имеются корневидные отростки - гифризоиды. Плесень быстро распространяется по субстрату с помощью стелящихся гиф, напоминающих "усы" клубники. Ризоцус - Rhizopus (рис. 2).
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 Рис.1. Мукор (Mucor)                       Рис. 2.  Ризопус (Rhizopus)       

3.Сильно разветвленный белый многоклеточный мицелий. Гифы легко распадаются на оидии - крупные прямоугольные или круглые толстостенные бесцветные клетки. Конидиеносцев нет совсем или их мало, ничем не отличаются от обычных гиф. на верхнем конце  конидиеносцы отшнуровывают овальные, круглые конидии (споры), располагающиеся цепочкой. Оидиум - Oidium (рис. 3). Гифы не распадаются на оидии.

4. Гифы размножаются конидиями, образующимися снаружи на простых конидиеносцах.

Конидиеносцы разветвленные или конидии (споры) образуются прямо на мицелии.

5. Конидиеносцы многоклеточные, прямостоящие, наверху разветвляющиеся, отчего напоминают кисть руки (отсюда название кистевка). Каждую долю кисти заканчивает плодоносящая клетка (стеригма), отшнуровывающая цепочки спор (конидий). Кистевик - Penicillum (рис. 4).

Конидиеносцы одноклеточные.
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Рис. 3. Оидиум (Oidium)                      Рис. 4. Кистеник (Penicillum)

6. Конидиеносцы наверху расширяются в виде шаровидной головки, несущей на всей поверхности палочковидные выросты - стеригмы, отшнуровывающие на своих свободных концах цепочки конидий, которые расположены по радиусам и напоминают струи воды из лейки (отсюда название леечная плесень). Конидии и конидиеносцы светло-зеленые.

Леечник зеленый - Aspergillus glaucum (рис. 5).

Конидии орашены в черный цвет.

Леечник  черный - Aspergillus niger. 

7.Конидиеносцы короткие.

Конидиеносцы длинные.

8. Беловато-розовые или красного цвета волокнистые колонии. Конидиеносцы короткие, разветвленные или их совсем нет. В этом случае конидии образуются прямо на мицелии. Конидии серповидно изогнутые с 1-5 поперечными перегородками. Фузариум - Fusarium (рис. 6).
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Рис. 5. Леечник зеленый                   Рис. 6.   Фузариум (Fusarium)

                    (Aspergillus glaucum)

Колонии темные, коричневые, черные, волокнистые.

9.Конидиеносцы короткие, слабо развитые. Конидии темные, вытянутой формы, расположены цепочками с 3-6 поперечными и с одной или несколькими продольными перегородками.

Альтернария - Alternaria (рис. 7).

Конидиеносцы короткие, пучками.

Конидии одиночные, крупные, яйцевидной или булавидной формы, покрытые часто мелкими щетинками с 3-5 поперечными и продольными перегородками.

Макроспориум - Macrosporium (рис. 8).
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                 Рис. 7. Альтернария                            Рис. 8.           Макроспориум

                        (Alternaria)                                                      (Macrosporium)

10. Конидиеносцы слабоветвистые, несущие на концах часто 2-клеточные яйцевидные или цилиндрического оливкового или коричневого цвета конидии. Иногда они мелко щетинистые. Часто конидии расположены цепочками.

Кладоспориум - Cladosporium (рис. 9).

Колонии оливково-серые, войлочные.

Конидиеносцы древовидно-ветвистые, несущие на концах ветвей большое количество одноклеточных яйцевидных или округлых бесцветных конидий на коротких нитевидных стеригмах, расположенных группами.

Ботритис - Botritis (рис. 10).
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                     Рис. 9. Кладоспориум                            Рис. 10. Ботритис

                            (Cladosporium)                                          (Botritis)

Тема 3. КУЛЬТИВИРОВАНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ

Контрольные вопросы

1. Понятие стерилизации, ее методы.

2. Типы питательных сред, требования к ним.

3. Использование методов стерилизации и культивирования микробов в производстве.

Оборудование

1. Жидкие и плотные питательные среды.

2. Пипетки, бумага, вата, марля, нитки, пробирки.

Методические указания

Изучение различных свойств микробов можно производить только в условиях, когда микробы могут расти, размножаться и проявлять свою жизнедеятельность. Этого достигают при культивировании, т.е. выращивании, микробов на соответствующих питательных средах. Для роста микробов на питательной среде необходимо наличие 10 химических элементов: углерод, водород, кислород, азот, зольные - фосфор, сера, калий, магний, железо, кальций. Кроме того, микробам нужны микроэлементы и витамины. Питательная среда должна быть влажной,  иметь оптимальную реакцию среды (для бактерий -нейтральную, слабощелочную, для плесеней и дрожжей - слабокислую, актиномицетов - нейтральную).  Они должны быть стерильны и прозрачны. Питательные среды подразделяются на:

естественные (овощи, фрукты, молоко, отвары), которые более полноценны;

искусственные - отвары с добавление "сахаров", пептона, солей;

синтетические (растворы химических веществ).

Все среды подразделяют на жидкие и плотные, обычные - пригодные для культивирования большинства микробов, и специальные, употребляемые для выращивания и выделения тех или иных микробов, которые плохо растут на обычных средах. Дифференциально-диагностические среды применяют в процессе определения вида выделенной культуры, при изучении ее биохимических свойств. Элективные, т.е. избирательные, среды пригодны для выращивания определенного вида микроба из субстрата, богатого другими микроорганизмами. Самые распространенные питательные среды: мясо-пептонный бульон (МПБ) и мясо-пептонный агар (МПА). Основой для их приготовления служит мясная вода, которую готовят следующим образом. Мясо крупного рогатого скота или лошади очищают от жира и сухожилий, пропускают через мясорубку и заливают двойным количеством воды. Через сутки настаивания в прохладном месте отжимают мясо через марлю, доливают водой до первоначального объема и стерилизуют. Для получения  мясо-пептонного бульона к мясной воде добавляют 1% пептона и 0,5% поваренной соли. Затем среду кипятят, фильтруют, определяют рН и доводят 10%-м  раствором Na2CO3 реакцию среды до требуемой, стерилизуют и используют для работы. Чтобы получить мясо-пептонный агар, в кипящий мясо-пептонный бульон добавляют 2-3% агара, предварительно замоченного в воде. Затем среду кипятят, фильтруют и стерилизуют. Если расплавленный МПА налить в пробирку 1/3 объема и остудить его в наклонном положении, то получается "скошенный" или "косой"  агар.

Стерилизация - полное уничтожение или удаление микроорганизмов и их спор в том или ином субстрате. Соблюдение стерильности является важнейшим условием культивирования микробов (слово "стерилизация" произошло от sterilis - бесплодный).

В микробиологической практике прибегают к стерилизации питательных сред, бактериологической посуды, инструментария. В каждом отдельном случае избирают такой способ стерилизации, который, давая надежный результат в смысле уничтожения всех микробов, не изменял бы в то же время свойств стерилизуемого предмета, не нарушал химического состава жидкостей, питательных сред и т.д. В микробиологической практике самым распространенным, удобным и надежным способом стерилизации является применение высокой температуры.

1. Кипячение применяют для стерилизации игл, шприцов и других мелких инструментов. Их кипятят в течении 30 - 45 мин с добавлением 1% соды. При наличие в стерилизуемом материале спор продолжительность кипячения увеличивают до одного часа.

2. Прокаливанием на огне (пламя спиртовки, газовой горелки) стерилизуют  бактериологические петли, иглы, пинцеты.

3. Стерилизацию  сухим жаром производят  в сухожаровом шкафу, или печи Пастера. Это жестяной шкаф с двойными стенками, снаружи покрыт асбестом или другим материалом, не отдающим тепло, на дне его находится электронагревательный прибор или газовая горелка. Сверху через отверстие в крышке вставлен спускающийся внутрь аппарата термометр, который служит для контроля за температурой. Стерилизация длится один час при 1600С и 30 мин при 165 - 1700С начиная с момента, когда ртуть в термометре достигает этой температуры. Обеспложиванию в печи Пастера подвергают всю стеклянную посуду, градуированные и пастеровские пипетки. Инструменты при такой стерилизации тупятся, питательные среды сгорают.

4. Стерилизацию паром проводят при температуре 100 - 120 0С. Существует два способа:

· Стерилизация текучим паром в паровом аппарате Коха. Это жестяной цилиндр с двойной стенкой, сверху покрыт конической крышкой с отверстием для термометра. Для уменьшения отдачи температуры аппарат снаружи покрыт асбестом или другим материалом не отдающим тепло. Внутрь аппарата вставляют ведерко, дно и стенки которого снабжены отверстиями. В двойное дно аппарата наливают воду, ставят в ведерко предметы, подлежащие стерилизации, и подогревают до температуры 1000С. Нагревание при такой температуре длиться 50 - 60 мин. Но однократная стерилизация не всегда обеспечивает полное обеспложивание.

Надежнее стерилизация паром дробная - 3 дня подряд по  20 - 30 мин. Исходят при этом из следующих соображений: так как при 1000С погибают только вегетативные формы, а споры могут оставаться, питательные среды после первой стерилизации оставляют при комнатной температуре до следующего дня. Споры за это время прорастают и  при втором нагревании погибают. То же происходит и в третий раз. В этом аппарате стерилизуют только питательные среды, которые выдерживают нагревание до 1000С (желатин, молоко,  среды с углеводами);

· Стерилизация паром при давлении в автоклаве типа Палинова котла - самый эффективный способ стерилизации, обеспечивающий полное и надежное обеспложивание. Аппарат состоит из массивного цилиндра, обитого листовым железом, который герметически закрывается металлической крышкой. Автоклав имеет насколько отверстий: для манометра, предохранительного клапана, выпускного крана, для пара. Внутри первого котла имеется другой, меньшего объема. Между ними наливают воду, внутрь автоклава ставят стерилизуемый материал, крышку завинчивают герметически, кран для спуска крана оставляют открытым, воду подогревают. По мере нагревания вместе  с паром будет выходить воздух из котла. Когда температура внутри котла достигнет  1000С, из крана станет бить пар. Кран завинчивают, когда пар сухой, что свидетельствует о том, что из котла вышел весь воздух. Теперь образующийся пар не выходит наружу, а поступает в замкнутое пространство, повышается давление и температура. Давление пара замеряют в атмосферах. Определенному давлению будет соответствовать определенная температура, например 3 атмосферы - 1440С, 2 - 133, 1 - 120, 0,2 - 105,20С.

Когда манометр покажет нужную высоту давления, а следовательно и температуру, выдерживают заданное время (15 - 60 мин) и прекращают нагревание. Когда стрелка манометра упадет до 00С, спускают пар, и только тогда  автоклав можно открывать. Таким образом стерилизуют питательные среды (за исключением тех, которые не переносят высокой температуры), посуду, инструменты, обезвреживают инфицированный материал. В производственных условиях стерилизуют баночные консервы.

5. Тиндализация - дробная стерилизация при не высокой температуре - 50 - 900С по 30 мин через 24 часа в течении  5 - 7 дней подряд. Предложена для объектов, не переносящих температуру более  80 - 900С. Можно проводить на водяной бане. 

6. Пастеризация - одномоментный прогрев при 60 - 700С или более (80 - 980С), введена Пастером для уничтожения бесспоровых микробов в пищевых продуктах (вино, пиво, молоко).

7. Механическая или холодная стерилизация. Целый ряд объектов не может подвергаться стерилизации ни высокой температурой, ни воздействием на них химических веществ, так как с этим связана их денатурация (например, сыворотки). В этих случаях используют метод фильтрования с помощью бактериальных фильтров. Изготавливают фильтры с такими мелкими порами, что они не пропускают бактерий (последние задерживаются на фильтре), а вытекающая после фильтрации жидкость становится стерильной. Фильтры готовят из мелко пористых веществ (инфузорий земли, каолина, асбеста). их изготовляют в виде цилиндрических свечек  (Беркефальда - из инфузорий земли и Шамберлана - фарфоровые) или  асбестовых пластинок (фильтр Зейтца). Фильтрование производят под повышенным давлением, вследствие чего жидкость нагнетается через поры фильтра в приемник, или же создают  разрежение в приемнике, и тогда жидкость всасывается в него через фильтр, поэтому к фильтрующему прибору присоединяют нагнетающий или разрежающий насос. Перед фильтрацией весь прибор должен быть простерилизован в автоклаве под давлением 1 атмосф. 45 мин.

Подготовка посуды для стерилизации. Перед стерилизацией всю стеклянную посуду промывают теплой водой с мылом с помощью ерша или щетки, ополаскивают 2-3 раза водой, высушивают и заворачивают в бумагу. Сухие пробирки, флаконы закрывают ватными тампонами, а горлышки их сверху обвязывают бумажными колпачками.

Ватные пробки готовят следующим образом: кладут на стол продолговатую полоску ваты, загибают внутрь два края, чтобы получилась ленточка, равная по ширине длине пробирки, и скатывают валик по диаметру колбы или пробирки. Затем обвертывают кусочком марли в один слой и края марли снаружи над пробкой связывают нитками. Пробирки стерилизуют в бумажных  пакетах по 10-15 штук. Бактериологические чашки завертывают в бумагу по 1-2 штуки, пипетки по 1-5, причем в верхний конец  пипетки вкладывают кусочек ваты для предохранения загрязнения во время насасывания ртом жидкости в пипетку. Вату и марлю стерилизуют в маленьких бумажных пакетах.

Методы культивирования микробов. В повседневной лабораторной практике пересев или перевивка чистых культур бактерий или других микроорганизмов является наиболее частой манипуляцией Основное и непременное условие при посеве сохранение чистоты культуры, т.е. только одного вида микробов в пробирке без загрязнения посторонними. Чаще всего применяют посев а пробирку с косым агаром, который производят следующим образом: 

· пробирку с чистой культурой на косом агаре берут в левую руку в наклонно-горизонтальном положении между большим и указательным пальцами. Скошенная поверхность агара должна быть повернута к глазам. Рядом с этой пробиркой точно в таком  же положении взять пробирку с незасеянной средой. Взяв в правую руку бактериологическую петлю, как писчее перо, прокаливают петлю, держа ее вертикально в пламени горелки до  красного каления, затем быстро проводят через пламя 2-3 раза отрезок петледержателя;

· мизинцем правой руки плотно захватывают наружные концы ватных пробок и вынимают их из пробирок. Можно держать пробки в левой руке, поместив одну из них между безымянным и средним пальцами, а вторую между средним и указательным пальцами;

· обжигают края пробирок на пламени спиртовки;

· вводят петлю в пробирку с культурой, остудив ее прикосновением к агару или стеклу, забирают петлей культуру;

· быстро переносят петлю с взятым материалом в пробирку с питательной средой, не задевая краев и стенок обеих пробирок, опускают петлю до конденсационной воды, делают посев по всей поверхности агара прямой чертой;

· вынимают петлю из пробирки. Быстро обжигают края пробки и внутренние концы пробирок и быстро вставляют их в пробирки;

· тщательно прокаливают петлю на пламени и ставят в штатив;

· на засеянной пробирке делают соответствующие надписи (название посеянного микроба и дату посева) и помещают в термостат.

Посевы на жидкие среды. Техника в основном такая же,  что и при посеве на твердые среды. Важно при этом следить за тем,  чтобы при посеве питательная среда не выливалась из пробирок. Через 24 - 48  выращивания проводят изучение посевов в бульоне и в пересеве на косой агар.

Изучение на косом агаре проводят следующим образом: на пробирках с косым агаром получен рост микроорганизмов в виде налета по штриху. Из него приготовляют обычным образом мазок,  окрашивают по Граму,  изучают морфологию выросших микробов. Из пробирок с бульоном приготовляют также мазки. Чтобы захватить стерилизованной петлей содержимое пробирки, необходимо предварительно встряхнуть его и распределить тонким слоем по стеклу. В дальнейшем обработка мазка  идет так же, как и в первом случае.

Тема 4. КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ УЧЕТ БАКТЕРИЙ В РАЗЛИЧНЫХ СУБСТРАТАХ.

Контрольные вопросы

1. Количественный учет бактерий в почве (микробное число почвы).

2. Количественный учет бактерий в воде (микробное число воды).

3. Количественный учет бактерий в воздухе (микробное число воздуха).

Оборудование и материалы (на одно место)

Пять пробирок в штативе по 9 мл стерильной дистиллированной воды в каждой, стерильные пипетки, расплавленный МПА в пробирках, стерильные чашки Петри, чашки Петри со стерильной средой МПА, исследуемая почва, вода.

Посев бактерий почвы. 

В почве огромное количество бактерий, и для облегчения подсчета почву разводят в стерильной водопроводной воде. Для этого в штатив поставить пять пробирок по 9 мл стерильной водопроводной воды. Отвесить 1 г исследуемой почвы, ссыпать в первую пробирку, которую сразу закрыть и взболтать (не подмачивая пробку) в течении 5 минут. Получим разведение почвы 1:10. После этого стерильной пипеткой взять из первой пробирки почвенной болтушки и перелить во вторую, также закрыв пробкой, взболтать в течении 2 минут. Получим разделение почвы 1:100. Таким же образом перенести 1мл из второй пробирки в третью, из третьей в четвертую, из четвертой в пятую пробирку, каждую взбалтывая по 2 минуты. Получим разведений соответственно 1:1000, 1:10000, 1:100000. Из последней пробирки 1 мл почвенной болтушки перенести  в стерильную чашку Петри, чуть приоткрыв крышку, чтобы не занести постороннюю микрофлору. Залить расплавленным и остуженным МПА. Крышку закрыть и, осторожно покачивая на столе, равномерно перемешать исследуемую жидкость с агаром.  После застывания агара чашку опрокинуть вверх дном и поставить в термостат при температуре 37°С. По истечении 48 часов чашки вынуть из термостата и провести подсчет колоний, образованных из одной клетки. Каждую подсчитанную колонию отметить на нижней стороне чаш​ки Петри восковым карандашом или чернилами. Если колоний очень много, чашку делят на секторы, прочертив их на дне чашки Петри восковым карандашом, или же пользуются простым приспособлением - счетной камерой Вольфгюгеля, в этом случае опрокинутую чашку кладут под стеклянную пластинку камеры, разделенную на квадратные сантиметры, считают ко​лонии в определенном количестве квадратов (10-20) и нахо​дят среднее количество на I см2. Затем определяют площадь чашки по формуле Ѕ=5πR2 и умножают на среднее количество колоний в 1cм2. Умножив это число на степень разведения, получают количество бактерий в I г почвы.

Посев бактерий воды. 

Пипеткой выливают I мл водопровод​ной воды стерильной в стерильную чашку Петри, заливают рас​плавленным МПА, осторожно покачивают. Когда агар затверде​ет, перевертывают чашки вверх дном и ставят в термостат на 48 часов при 37°С. После образования колоний в чашках Пет​ри подсчитывают их число. Это и будет количество бактерий в I мл воды.

Если в I мл от 0 до 100 бактерий - вода считается чис​той, от 100 до 1000 - сомнительная, больше 1000 бактерий - загрязненная.

Посев бактерий воздуха.

 Чашки Петри со стерильным МПА открывают в помещении на 5, 10, 15, 20, 30 мин, закрывают крышку и перевертывают, подписывают, ставят в термостат при температуре 30-40°С на 24 часа. По истечении указанного времени открывают чашки и подсчитывают колонки. По правилу Омелянского определяют количество бактерий в I м3 воздуха.

Правило Омелянского. На 100 см2 в течение 5 мин оседа​ет столько микробов, сколько их содержится в 10 л воздуха.

Пример.   На поверхности МПА в чашке образовалось 2 колонии, чашка была открыта на 10 мин. Определить, сколь​ко бактерий содержится в I м3? определяем площадь чашки Петри по формуле

S = 5πR2(78 см2)

Находим количество бактерий воздуха. Так как колония образуется из одной бактерии путем многократного деления, находим:

                        78 см2 - 2 колонии 

                        100 см2     -     х

                         X = 3 бактерии 

   Определяем содержание бактерий в 1000 л (I м3)

                        3 х 100 = 300 бактерий

По правилу Омелянского пересчитываем на 5 мин: 300:2 = 150 бактерий, таким образом, в I м3 воздуха 150 бактерий.

Содержание бактерий в I м   воздуха для закрытых помещений 

зимой: чистый - 4,5 тыс., загрязненный - 7,5 тыс.; 

летом: чистый - 1,5-2,5 тыс., загрязненный - 2,5 тыс.

Тема   5.    КУЛЬТИВИРОВШЕ АЭРОБОВ И АНАЭРОБОВ

Контрольные вопросы

1. Представители аэробов и методы их культивирования.

2. Представители анаэробов и методы их культивирования.

3. Питательные среды для аэробов и анаэробов.

Оборудование и материалы (на I рабочее место)

Две пробирки с МПЖ или МПА, средой Эшби, препаровальная игла, спиртовка, культуры бактерий аэробов и анаэробов в питательных средах.

Методические указания

Микроорганизмы существуют в присутствии кислорода и при его отсутствии. Первые называются аэробами, вторые - ана​эробами (“ан” - отрицание, “аэр” - воздух, ”биос” - жизнь). Аэробные бактерии, их в природе большинство, нуждаются в кислороде для окисления минеральных и органических веществ в процессе дыхания.

Анаэробные бактерии, строгие анаэробы, существуют   при отсутствии атмосферного кислорода. Аэробы и анаэробы мож​но культивировать искусственно в лаборатории. Посев   их делают в столбики желатина или агара (МПЖ, среда Эшби) уко​лом. Для этого пробирку держат вверх дном, вынимают пробку и стерильной иглой с захваченным для посева материалом осто​рожно делают прокол среды по прямой линии.

Степень  равномерности роста по уколу свидетельствует об отношении микроба к кислороду воздуха. Так, аэробы растут в виде гвоздя, анаэробы располагаются в нижней части укола.

Ход работы

1. Сделать посев аэробов уколом в столбик МПА из питательной культуры Bac. subtilis, Bac. mesenterieus или Azotobacter (последнюю сеют в среду Эшби).

2. Сделать посев анаэробов в столбик МПА из накопительной среды масляно-кислых бактерий. Поставить пробирки в термостат при температуре 370С до появления видного роста, посев Azotobacter – при температуре  28-300С.

3. Сделать мазки препарата из исходного материала, окрасить по Граму, микроскопировать, зарисовать.

4. Через сутки изучить состояние посева анаэробов и аэробов.

5. Сделать рисунок характера роста анаэробов и аэробов в тетради, сделать мазки-препараты, окрасить их по Граму и зарисовать.

Тема 6. ВЛИЯНИЕ УЛЬТРАФИОЛЕТОВЫХ ЛУЧЕЙ НА МИКРООРГАНИЗМЫ

Контрольные вопросы 

1. Особенности воздействия света с различной длиной волн на микроорганизмы.

2. Использование света в борьбе с вредными микроорганизмами.

Оборудование

1. Чашки Петри с питательной средой (МПА,  среда Эндо).

2. Культуры микроорганизмов.

3. Лампа ультрафиолетовых лучей.

4. Стерильные буквы из черной бумаги.

5. Шпатели, пробирки, вода.

Методические указания

Свет обладает неодинаковым действием на микроорганизмы. Наиболее чувствительны к действию солнечных лучей болезнетворные микроорганизмы. Сапрофиты обладают относительной устойчивостью к свету. Пурпурные и фотобактерии хорошо развиваются при освещении. Большое гигиеническое значение имеет применение ультрафиолетового облучения, прямых солнечных лучей.

Убедиться в губительном действии ультрафиолетовых лучей удается в простом опыте, где часть засеянной микробами среды подвергают облучению. Через несколько дней выращивания культуры отмечают наличие и отсутствие роста  культуры в зависимости от действия света.

Ход работы

1. В стерильной пробирке с 0,5 мл дистиллированной воды готовят суспензию культуры.

2. Каплю приготовленной суспензии наносят на поверхность среды и растирают стерильным шпателем.

3. на засеянную поверхность наносят стерильные бумажные буквы и сверху облучают лампой ультрафиолетовых лучей в течении 5 – 10 мин.

4. Буквы убирают, чашки ставят в термостат.

Учет результата опыта  проводят на следующем занятии. Данные заносят в таблицу.

Тема 7. ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ НА МИКРООРГАНИЗМЫ

Контрольные вопросы

1. На какие группы подразделяют микроорганизмы по их отношению к температуре?

2. Влияние различных температур на микроорганизмы. 

3. Использование температурного фактора воздействия на микробов в сельском хозяйстве.

Оборудование

1. Чистые культуры микроорганизмов.

2. Питательные среды (МПА, среда Эндо, МПБ).

3. Автоклав, водная баня, электрическая плитка.

4. Стерильные пробирки, пипетки, шпатели, вода.

методические указания

Различные микроорганизмы обладают неодинаковой чувствительностью к высокой температуре. Низкая температура, как правило, не вызывает нарушения жизнедеятельности микробов, но приостанавливает обменные процессы бактериальной клетки.

Большой устойчивостью к высокой температуре обладают споровые микроорганизмы, некоторые из которых остаются жизнеспособными после воздействия температуры 1600С. Вегетативные тела микробов погибают при  1000С.

Влияние температуры на микроорганизмы изучают в следующем опыте.

Ход работы

1. Приготовить суспензию культуры микроорганизмов в 0,5 мл дистиллированной воды. 

2. Довести объем суспензии стерильной дистиллированной водой до 5 мл.

3. Все пробирки с суспензией из одной культуры разделить на 3 части: одну поместить в автоклав на 15 мин. при температуре 1050С, другую – в водяную баню (температура 800С – 15 мин), третью довести до кипения, удерживая над горячей плиткой.

4. Из подвергнутых воздействию температуры суспензий сделать посевы на среды (МПА, Эндо, МПБ), указать метод воздействия и поместить посевы в пробирках в термостат. На следующем занятии учесть результаты опыта и внести данные в таблицу.

Сделать вывод о чувствительности испытанных культур к температуре.

Тема 8. ВЛИЯНИЕ АНТИБИОТИКОВ И ФИТОНЦИДОВ НА МИКРООРГАНИЗМЫ

Контрольные вопросы

1. Понятие об антагонизме.

2. Природа и особенности действия антибиотиков.

3. Механизм действия антибиотических веществ.

4. Использование антибиотиков в сельском хозяйстве.

Оборудование

1. Среда Эндо и МПА в чашках Петри.

2. Набор антибиотиков, фитонцидов, живые растения.

3. Чистые культуры микроорганизмов.

4. Стерильные пипетки, шпатели, пробирки, вода.

Методические указания

Антагонизм – это угнетение жизнедеятельности одного вида микробов продуктами жизнедеятельности других живых существ, оказывающих губительное влияние на микроорганизмы.

Антибиотики в отличие от других биологических ядов (щелочей, спиртов, кислот, солей, тяжелых металлов и др.) обладают избирательным действием на микробы.

Угнетающее действие антибиотиков на чувствительные микроорганизмы постоянно проявляется в природе.  В лабораторном опыте продемонстрировать это явление удается наиболее ярко.

Ход работы

1. Приготовить суспензию культуры микроорганизмов, для чего небольшое количество чистой культуры взболтать в пробирке с 0,5 мл дистиллированной воды.

2. Нанести капельку суспензии в центр чашки Петри и втереть шпателем в поверхность среды.

3. В различных местах поверхности засеянной среды положить бумажные диски, пропитанные антибиотиком, фитонцидом или свежим соком растений.

4. Этикетировать засеянные чашки.

На следующем занятии рассмотреть посев и отметить наличие или отсутствие роста культуры вокруг предлагаемых антагонистов. Величина зоны угнетения роста микроба свидетельствует о степени активности антибиотика. По результатам исследования сделать вывод и заполнить таблицу с указанием вида антибиотика и величины зоны задержки роста.

Тема 9. ВЫДЕЛЕНИЕ И ИЗУЧЕНИЕ ЧИСТЫХ КУЛЬТУР МИКРООРГАНИЗМОВ

Контрольные вопросы

1. Понятие о колонии микроорганизмов; характер колоний.

2. Понятие о чистой культуре, методы ее получения.

3. Протеолитические, сахаролитические и окислительно-восстановительные свойства микробов; методы их изучения. 

4. Ферменты микробов: природа, свойства, основные группы.

5. Морфологические, культуральные и биохимические свойства кишечной и сенной палочки.

6. Использование методов выделения и изучения чистых культур микробов в народном хозяйстве.

7. Методика получения и изучения чистой культуры микробов.

Занятие 1.Выращивание изолированных колоний.

Оборудование

1. Две чистые культуры: кишечная, сенная палочки.

2. МПА и среда Эндо в чашках Петри (по одной).

3. Стерильные шпатели, пробирки, пипетки, вода.

Методические указания

В природе и организме человека или животного микробы находятся в сложных взаимоотношениях и составляют ценозы – сообщества. Чтобы изучить какой либо  один или несколько обитающих в природе видов, нужно сначала получить его чистую культуру, то есть выращенную из одной микробной клетки отдельно от других видов. Изолировать микробную клетку удается разнообразными методами:

- механическим разобщением на агаровых пластинах, когда минимальное количество исследуемого субстрата растирают на поверхности плотной питательной среды; 

- предельным разбавлением стерильной водой или питательной средой и дальнейшим выращиванием;

- микроманипулятором (с использованием микроскопа).

На плотной питательной среде вырастает колония, т.е. скопление потомства микроорганизмов одного вида, выросшее из одной бактериальной клетки. В дальнейшем из этих колоний получают чистые культуры, которые тщательно исследуют и используют. 

Ход работы

1. В стерильной пробирке с 0,5 мл дистиллированной воды приготовить смешанную суспензию из двух культур.

2. Приготовить мазок из суспензии, окрасить по Граму и, исследуя под микроскопом, отметить морфологию, отношение к окраски по Граму и приблизительное соотношение видов. Зарисовать картину.

3. Произвести посев суспензии для получения изолированных колоний микробов. Посев осуществляют двумя способами:

- шпателем  (шпатель – изогнутая под прямым углом палочка);

- последовательной штриховкой.

Для посева шпателем обожженной бактериологической петлей на поверхность среды наносят мельчайшую капельку суспензии, затем в чашку Петри вводят шпатель и тщательно растирают суспензию по всей поверхности среды.

При посеве последовательной штриховкой небольшое количество суспензии распределяют петлей по всей поверхности среды параллельными штрихами на расстоянии 0,5 см друг от друга, удерживая петлю плашмя, чтобы не нарушить целостность агара. При этих способах посева чашку лишь приоткрывают большим и указательным пальцами левой руки.

4. Засеянные среды этикетировать и поместить в термостат при температуре 35-370С. Через 24-48 часов на средах вырастают колонии.

Занятие 2. Изучение колоний и получение чистых культур.   

Оборудование

1. Питательные среды с посевами предыдущего занятия.

2. МПА и среда Эндо в пробирках (по одной на стол).

Методические указания

В засеянных чашках необходимо выявить отдельно выросшие колонии, отличающиеся по внешнему виду. Для этого просматривают чашки со дна в проходящем свете. Отмечают величину колонии (крупные – диаметр 1 см, средние – от 1мм до 1 см, мелкие – меньше 1мм), форму (круглые, вогнутые, с возвышением или углублением в центре, с ровными или изрезанными краями),  характер поверхности (плоские, выпуклые, шероховатые, морщинистые, гладкие), цвет и прозрачность. более четкое строение колонии выявляют под микроскопом при малом увеличении (х8), при суженой диафрагме и опущенном конденсоре. Чашку для этого помещают на предметном столике дном вверх. Представляющие интерес колонии отмечают восковым карандашом. Чтобы получить чистые культуры, из изученных колоний делают пересевы на скошенные среды. В окрашенных по Граму мазках изучают морфологию микроорганизмов. Пересев производят в ниже приведенной последовательности:

чашку с посевом помещают на стол дном вверх;

в правую руку берут петлю и обжигают;

левой рукой поднимают  дно чашки Петри,  касаются петлей намеченной колонии и закрывают чашку;

в левую руку берут пробирку со скошенной средой и делают пересев, и размазывают микроорганизмы по поверхности среды.

Ход работы

1. Изучают посевы предыдущего занятия и отмечают колонии, предположительно относящиеся к сенной и кишечной палочкам.

Характеристику колоний вносят в таблицу, начерченную на отдельном листе тетради. Зарисовывают колонию в тетрадь.

2. Делают пересев из отмеченных колоний на МПА (сенную палочку) и среду Эндо (кишечную палочку). На пробирках делают обозначения.

3. Из этих колоний готовят мазок, окрашивают по Граму. Морфологические свойства заносят в таблицу. 

Занятие 3.  Определение чистоты выделенных культур и изучение их биохимических свойств.

Оборудование

1. Посевы предыдущего занятия.

2. Питательные среды для изучения биохимических свойств выделенных культур: МПА с глюкозой, МПА с лактозой, МПБ, молоко снятое, молоко с метиленовой синью (в пробирках по одной на стол).

Методические указания

Биохимическая активность микробов чрезвычайно разнообразна. Она зависит от набора ферментов, которыми микробная клетка обладает. При изучении биохимической активности микробов наибольшее значение придают определению сахаролитических, протеолитических и окислительно-восстановительных ферментов, активизирующих соответственно расщепление углеводов и белков или редуцирующих (восстанавливающих) некоторые органические красители. сахаролитическая активность изучается посевом культуры на дифференциальные диагностические среды, содержащие углеводы и индикаторы (лакмус, фуксин). Набор таких сред с содержанием различных углеводов называется «пестрым рядом». При расщеплении углевода  в качестве промежуточного продукта накапливается кислота, что приводит к снижению рН и изменению цвета среды. Отсюда  название пестрый. Разновидности микробов по-разному относятся к одним и тем же сахарам, расщепляя одни до кислоты или до кислоты и газа и не используя другие. Для изучения протеолитической способности микробов (степени расщеплении белков)  исследуемую культуру засевают в питательную среду, содержащую тот или иной белок. В результате расщепления молекулы белка могут образоваться продукты  промежуточного (альбумозы,  пептоны, полипептиды, аминокислоты) или конечного распада белка (индол, сероводород, аммиак, скатол) что зависит от набора ферментов данного вида микробов. Чаще всего для этой цели применяют мясопептонный бульон, снятое молоко. Для обнаружения конечных продуктов расщепления белка пользуются индикаторными бумажками, пропитанными насыщенным водным раствором уксусно-кислого свинца (улавливает сероводород) и щавелевой кислоты (улавливает индол). Присутствие аммиака определяют, пользуясь красной лакмусовой бумажкой. Для выявления редуцирующих свойств микробов используют вещества, изменяющие свой цвет в процессе восстановления (метиленовая синька).

Ход работы

1. Из посевов предыдущего занятия сделать мазки, окрасить по Граму и, микроскопируя,  определить чистоту выделенных культур.

2. Из предполагаемых чистых культур сенной и кишечной палочки сделать пересев на среды для изучения биохимических свойств микробов (в плотные среды – уколом, в жидкие – небольшое количество петлей растереть и взболтать в среде). Индикаторные бумажки поместить над МПБ и прижать пробкой.

Название сред: МПА с глюкозой + индикатор Гиса, МПА с лактозой + индикатор Гиса, МПБ, молоко снятое, молоко снятое с метиленовой синькой.

3. Засеянные среды этикетировать, поставить в термостат при температуре 35-370С.

Задание 4. Определение биохимических свойств и вида выделенных культур.

Оборудование

Посевы предыдущего занятия.

Методические указания

При учете результатов посева необходимо иметь в виду возможность следующих изменений в питательных средах и представить протекающие при этом процессы с участием конкретных ферментов. Если «сахара» ферментируются, то накапливается кислота или кислота и газ (обозначается К+, Г+), что приводит к изменению цвета среды до сине-зеленого и разрыву столбика. Образование кислоты и газа в пробирке с лактозой указывает на наличие соответствующего углеводу фермента (лактозы). Расщепление глюкозы происходит под действием набора оксидоредуктаз (оксидаза, дегидраза, пероксидаза, каталаза). Отсутствие каких-либо изменений говорит о неспособности данного фермента расщеплять углевод.

Образование сгустка в молоке указывает на накопление кислоты в результате сбраживания углеводов молока. Сгусток в молоке – это свернувшийся белок молока (казеин). Он растворяется под действием фермента казеиназы, что сопровождается просветлением молочной сыворотки и выпадением осадка (пептонизация).

В МПБ при росте культуры образуется пленка, помутнение или природный осадок. В присутствии аммиака красная лакмусовая бумажка синеет. При образовании сероводорода  индикаторная бумажка чернеет за счет перехода уксусно-кислого свинца в сернистый свинец, имеющий черный цвет. Бумажка с щавелевой кислотой краснеет при наличии индола. Образование конечных продуктов свидетельствует о  расщеплении белка, полипептидов, аминокислот.

Белок расщепляется микроорганизмами по схеме:

   

               аммиак

       (амидаза)

белок           полипептиды             аминокислоты          сероводород










   
  (цистиназа)

протеазы    пептидазы
   дезаминазы  
 индол (триптофаназа)

В молоке с метиленовой синькой при проявлении редуцирующих свойств микроба наблюдается изменение цвета на кремовый или обесцвечивание.

Ход работы

Визуально исследовать  каждую засеянную среду. Подробные результаты исследований  занести в таблицу и определить вид выделенных культур с указанием их ферментативного состава. 

По мере просмотра посевов четко определить биохимические свойства изучаемых культур: какие «сахара» они расщепляют,  конечные продукты распада, действующие ферменты. 

Тема 10. МЕТОДЫ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ МОЛОКА

Контрольные вопросы

1. Каким путем бактерии попадают в молоко?

2. Какова нормальная микрофлора молока?

3. Каким изменениям подвергается микрофлора молока во время хранения?

4. Способы уничтожения бактерий в молоке.

5. Качественная оценка молока:

а) определение микробного числа молока (проба на редуктазу, проба с резазурином, посев молока на плотную питательную среду);

б) определение кислотности молока.

Оборудование и материалы (на одно рабочее место)

Редуктазник, или водяная баня, пробирки на 20 мл, пипетки на 10-20 мл, бюретки, выпарительная чашка, стеклянная палочка, термометр, раствор метиленовой синьки (для редуктазной пробы), раствор резазурина, раствор фенолфталеина, 0,1% раствор щелочи (едкий натр), исследуемое молоко, стерильные чашки Петри, МПА.

Методические указания

Молоко содержит большое количество питательных веществ: сахара, жиры, соли, белки. Все это является прекрасным субстратом для развития и размножения разнообразных микроорганизмов, число которых достигает иногда нескольких миллионов в 1 мл.

При бактериологическом исследовании прежде всего определяют микробное число, т.е. содержание микробов в 1 мл. Определение ведут методом посева молока на плотные питательные среды, попутно проводят и другие исследования.

Метод посева молока  на МПА в чашках Петри. 

В штатив поставить пять пробирок со стерильным физиологическим раствором по 9 мл в каждой. В первую пробирку прилить 1 мл исследуемого молока и хорошо взболтать пипеткой (разведение 1:10), затем этой же пипеткой взять 1 мл болтушки и перенести во вторую пробирку, хорошо перемешать (разведение 1:100),  новой стерильной пипеткой взять  из второй пробирки 1 мл и перенести в третью (разведение 1:1000), из третьей в четвертую (1:10000), из четвертой в пятую (1:10000), каждый раз используя стерильную пипетку. Из пятой пробирки взять 1 мл болтушки и вылить в пустую стерильную чашку Петри, залить расплавленным МПА или сывороточным агаром (расплавленным в водяной бане и остуженным до  420С) и хорошо перемешать питательную среду с внесенной болтушкой. Остудить чашку Петри, перевернуть вверх дном, подписать и поставить в термостат при температуре 30-320С на 48 часов. После образования колоний проводят их подсчет двумя способами:

1. Непосредственно прямым подсчетом. Если колоний немного, их считают поштучно, отмечая тушью или восковым карандашом по дну чашки Петри. При большом количестве можно разделить на секторы, подсчитать в каждом отдельно, а затем сложить.

2. Подсчетом с помощью камеры Вольфгюгеля, когда образуется большое количество колоний, которое  определяют в среднем на 1см2 не менее чем в 10 квадратах. Затем вычисляют площадь чашки по формуле: S = πR2 и умножают на число колоний в 1 см2. Полученные результаты (число колоний в чашке Петри) умножают на разведение. Это и будет количество бактерий в 1мл молока (микробное число молока).

Проба на редуктазу 

является косвенным методом определения бактериальной обсемененности молока. Находящиеся в молоке бактерии выделяют  окислительно-восстановительный фермент редуктазу, которая обесцвечивает метиленовую синьку. Причем чем больше бактерий в молоке, тем больше выделяется редуктзы и тем быстрее обесцвечивается метиленовая синька.

Для выполнения работы в пробирку налить 5 мл исследуемого молока, добавить 1 каплю 1% раствора метиленовой синьки. Пробирку хорошо взболтать, поставить в водяную баню при температуре 38-400С. Моментом окончания испытания на редуктазу считают полное обесцвечивание молока. Наличие синего кольца в верхней части пробирки не принимают во внимание. По времени обесцвечивания молоко делится на классы.

Проба с резазурином сходна  с предыдущей, но преимущество ее в том, что анализ проводится быстрее, чем редуктазная проба. В стерильные пробирки наливают 1 мл рабочего раствора резазурина и 10 мл  исследуемого молока, хорошо перемешивают и помещают  в редуктазник с температурой воды  380С. Время погружения пробирок в воду считать началом анализа. Показания снимают через 20 мин и через час.

После 20 мин пробирки с обесцвеченным молоком удаляют из редуктазника. Оставшиеся пробирки оставляют до конца анализа. В зависимости от времени обесцвечивания и изменения окраски молоко относят к одному из четырех классов.

Определение кислотности молока титрометрическим методом. 

При стоянии в молоке накапливаются молочно-кислые бактерии, которые сбраживают молочный сахар в молочную кислоту. Кислотность молока выражается в градусах кислотности.

Градусами кислотности молока называется количество миллилитров 0,1 нормальной щелочи, идущее на нейтрализацию 100 мл исследуемого молока.

Для определения этого количества в выпарительную чашку или колбу (150-200 мл) отмеривают пипеткой 10 мл исследуемого молока, прибавляют 20 мл дистиллированной воды и три капли фенолфталеина. Смесь тщательно перемешивают и титруют 0,1 нормальным раствором едкого натра (калин) до появления светло-розового окрашивания, соответствующего контрольному эталону окраски, не исчезающего в течении 1 мин.

Для приготовления  контрольного эталона краски в колбу емкостью 150-200 мл отмеряют пипеткой 10 мл молока, 20 мл воды и 1 мл 2,5%-го раствора сернокислого кобальта. (эталон годен в течении одного дня). 

Кислотность молока в градусах Тернера равна количеству миллилитров 0,1 нормального раствора едкого натра (калия), затраченного на нейтрализацию 10 мл молока, умноженного на 10. Проводят параллельные титрования, разница между которыми не должна превышать 10Т.

Парное молоко коровы – 15-180Т.

Продажное молоко – 20-220Т.

Тема 11. МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КОЛИ-ТИТРА ВОДЫ И МОЛОКА

Контрольные вопросы

1. Источники микрофлоры молока.

2. Нормальная микрофлора молока.

3. Бактерицидная фаза молока.

4. Динамика микрофлоры молока при его хранении.

5. Качественная оценка молока (микробное число, кислотность, коли-титр).

Оборудование и материалы

Индикаторные среды Андрадэ, среды Козера, Эндо, Кесслера, Левина; мембранные фильтры, вода, молоко, пипетки.

Методические указания

Вода и молоко при благоприятном температурном режиме являются хорошими субстратами для размножения болезнетворных бактерий. Эти субстраты могут стать источником возбудителя заболевания, который попадает в воду нередко вместе с экскрементами животных. Поэтому важным санитарным показателем является их фекальное загрязнение (коли-титр и коли-индекс), указывающее на возможное обсеменение патогенными микроорганизмами.

Коли-титром субстрата называется его количество в миллилитрах, в котором содержится одна кишечная палочка.

Для определения коли-титра используют бродильную пробу и метод мембранных фильтров. Сущность бродильного метода заключается в том, что пробу исследуемой жидкости в определенных количествах высевают на среду накопления, затем при наличии роста, характерного для кишечной палочки, пересевают на дифференциально-диагностические среды.

Порядок исследования воды: 

водопроводной воды берут три объема по 100 мл (каждый в отдельности): три - по 10 мл и три по 1 мл, сточной воды - четыре объема: 1,0; 0,1; 0,01; 0,001 мл. Воду высевают в колбы и пробирки с глюкозопептонной или лактозопептонной средой с индикатором и поплавками. Все посевы помещают в термостат на 24 часа при 370С. При помутнении изменении цвета среды из нее делают посев штрихом на среды Эндо или Левина и ставят в термостат при 370С на 16-18 часов. В зависимости от роста кишечной палочки в том или ином объеме пробы определяют коли-титр и коли-индекс по специальным таблицам

Для исследования воды методом мембранных фильтров используют изготовленные из нитроклетчатки или нитрохлорнинила фильтры №2 и №3.

Исследуемую воду (водопроводной 333 мл, из открытых водоемов 0,1; 0,1; 10,0 мл) под давлением пропускают через фильтр. Затем фильтры с соблюдением правил асептики переносят на  плотные среды Эндо и помещают в термостат при 370С. Через 18-24 часа подсчитывают колонии кишечной палочки, т.е. определяют коли-титр и коли-индекс.

Порядок исследования молока. 

 Готовят разведения молока 1:10000 и 1:100000 (сырое) и до 1:10 (пастеризованное).

Из каждого разведения делают посевы 1 мл на модифицированную среду Кесслера и культивируют при 430 18-24 часа. Из пробирок, где отмечают помутнение и изменение цвета, делают посев на среду Эндо, а после суточной инкубации колонии высевают на среду Козера и среду с лактозой и индикатора Андрэдэ. В случае подтверждения роста кишечной палочки на среде Кесслера вычисляют коли-титр молока. Если рост кишечной палочки отсутствует, то коли-титр выше трех.

Нормативы. По ГОСТу титр кишечной палочки для водопроводной воды  должен быть не менее 333, для воды открытых водоемов не менее 111 мл. При коли-титре выше трех молоко считается хорошим.

Терминологический диктант

1. Эукариот, прокариот, бактерия, бацилла, спора, стрептококк, диплококк, стафилококк, тетракокк, капсула, цитоплазматическая мембрана, нуклеоид, муреин, сарцины, коринебактерии.

2. Спириллы, спирохеты, жгутик, монотрихи, амфитрихи, лофотрихи, перитрихи, атрихия, пили, фагоцитоз, пиноцитоз, колония, плектридия, грамположительные и грамотрицательные бактерии.

3. Грибы, актиномицеты, микоплазмы, реккетсии, лептоспиры, фотосинтез, хемосинтез, голозои, голофиты, гликолиз, автотрофы, гетеротрофы, волютиновые гранулы, стерилизация, хламидии, бактериофаги, эписома, рибосома.

4. Идентификация, вид, штамм, клон, чистая культура, смешанная культура, условно - патогенная микрофлора, аэробы (облигатные, факультативные), рекомбинация, генотип, фенотип, мутация, род, семейство.

5. Резистентность, трансформация, трансдукция, конъюгация, коагуляция, денатурация, конверсия, диссоциация, антибиотики, колититр, коли - индекс, делеция, пастеризация, автоклавирование, тиндализация.

6. Ферменты, перфрингенс - титр, микробное число, бактерицидная фаза молока, гетероферментативное брожение, смешанное брожение, масляно - кислое брожение. 

7. Антиген, антитело, агглютинины, агглютиноген, агглютинат, преципитат, преципитиноген, преципитины, гемолизин, нейтрализующие, антитела, опсонический индекс, фагоцитарное число.

8. Симбиоз, паразитизм, инфекция, патогенность, вирулентность, токсичность, инвазионность, продромальный период, инкубационный период, ворота инфекции, агрессины, эпизоотия, панзоотия, бактеримия, пиемия, токсемия,  носительство, реинфекция, рецидив, суперинфекция, энтеротоксины, корд - фактор.

9. Иммунитет, комплемент, пропердин, лейкины, спермидины, лактенины, плакины, лизоцим, гиалуроновая кислота, воспаление, гистиамин, пирогенные вещества, В - лизины, фагоцитоз (формы).

10. Толерантность, вакцина, сыворотка, абортин, бруцеллин, малеин, туберкулин, аллергическая реакция (специфическая, неспецифическая, псевдоаллергическая), хелперы, супрессоры, аллергия, сенсибилизация, анафилоксия.

11. Детерминанты, гаптен, корпускулярный антиген, антидетерминанты, легкие и тяжелые цепи, классы антител (5), тимус, пейеровы бляшки, сумка фабрициуса, тучные клетки, ретикулярные клетки, макрофаги, лимфоциты, основные положения клонально - селекционной теории Бернета, медиаторы, тимолизин, феномен Коха.    

Вопросы для текущего контроля знаний

1. Основные правила техники безопасности при работе в микробиологической лаборатории.

2. Основные задачи бактериологической лаборатории.

3. Какой материал используется для микробиологических исследований?

4. Устройство светового микроскопа.

5. Системы объективов, назначение фронтальной линзы. Разрешающая способность микроскопа.

6. Окуляр и другие оптические части микроскопа, определение степени увеличения микроскопа.

7.Группы шаровидных бактерий.

8. На чем основано деление бактерий на собственно бактерий, бациллы, клостридии?

9. Морфологические группы извитых форм микроорганизмов.

10. Особенности строения прокариотной клетки.

11. Морфологические формы бактерий.

12. Особенности строения актиномицет.

13. Особенности риккетсий и микоплазм.

14. Люминесцентная и электронная микроскопия.

15. Устройство и принцип работы с люминесцентным микроскопом.

16. Первичная и вторичная люминесценция.

17. Методика приготовления мазка - препарата.

18. Отличие сложных и простых методов окраски.

19. Сущность простого метода окрашивания.

20. Сущность метода окрашивания по Граму и его практическое значение.

21. Чем объяснить различное окрашивание гр+ и гр- микроорганизмов?

22. Методы окраски спор.

23. Сущность окрашивания кисло-устойчивых бактерий.

24. Сущность окрашивания капсул. 

25. Сущность явления метохромазии.

26. Чем обусловлена большая устойчивость спор к воздействию физических и химических факторов по сравнению с вегетативными клетками?

27. Сущность метода окрашивания спор.

28. Методы определения подвижности бактерий, чем обусловлено самостоятельное движение микроорганизмов?

29. Метод "висячая капля".

30. Метод "раздавленная капля".

31. Метод Шукевича.

32. Типы жгутикования микроорганизмов.

ТЕМА: МОРФОЛОГИЯ ГРИБОВ

1. Общая характеристика грибов.

2. Что является вегетативным телом гриба?

3. Какие виды мицелия существуют.

4. Из чего образуется мицелий?

5. В чем различия высших и низших грибов?

6. Характеристика строения клеточной стенки гриба.

7. Содержит ли клеточная стенка крахмал?

8. Что является продуктом метаболизма грибов?

9. Типы размножения грибов?

10. В чем различия совершенных и несовершенных грибов?

11. Что является органами полового спороношения грибов?

12. Какие вы знаете видоизменения мицелия?

13. Характеристика эндо- и экзоспор гриба.

14. Характеристика зооспор гриба.

15. Характеристика классов грибов.

16. Представители совершенных и несовершенных грибов, их  морфологические особенности.

17. Современная классификация грибов.

18. Строение грибов рода Mucor.

19. Строение грибов рода Penicillum.

20. Строение грибов рода Aspergillus.

21. Что такое стеригмы гриба?

22. Какими методами проводят исследование грибов?

23. Особенности микроскопического исследования морфологии грибов.

24. Характеристика представителей аксомицетов.

25. Характеристика представителей оомицетов.

26. Характеристика зигомицетов.

27. Характеристика базидиомицетов.

28. Характеристика дейтеромицетов.

29. Роль грибов в сельском хозяйстве.

ТЕМА: КУЛЬТИВИРОВАНИЕ 

МИКРООРГАНИЗМОВ И СТЕРИЛИЗАЦИЯ

1. Понятие "стерилизация", "дезинфекция", их использование в практической работе врача.

2. Методы стерилизации.

3. Автоклав, его устройство и назначение.

4. Как проверить качество работы автоклава?

5. Суть метода стерилизации  текучим паром, когда следует его применять?

6. Методы дробной стерилизации (чем обусловлено их применение).

7. Стерилизация сухим паром, температурный режим при этом методе стерилизации.

8. Сушильный шкаф, его устройство и назначение.

9. Бактериологические фильтры, принцип и техника фильтрации, проверка результатов фильтрации.

10. Применение стерилизации в промышленности.

11. Пастеризация.

12. Стерилизация ультрафиолетовыми лучами.

13. Стерилизация с помощью химических веществ.

14. Что следует понимать под названием "культивирование бактерий"?

15. Основные условия и методы культивирования бактерий.

16. Устройство и назначение термостата.

17. Основные методы создания анаэробиоза.

18. Классификация питательных сред по происхождению.

19. Классификация питательных сред по консистенции.

20. Требования, предъявляемые к питательным средам.

21. Техника пересева микроорганизмов.

22. Классификация питательных сред по назначению.

23. Назначение специальных и дифференциально-диагностических сред, селективных сред.

24. Что такое колония?

25. Основные характеристики колоний.

26. Рост культуры, выращенной на жидких питательных средах.

27. Особенности размножения различных микроорганизмов (спирохет, риккетсий, микоплазм).

ТЕМА: МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ

ЧИСТОЙ КУЛЬТУРЫ

1. На чем основан метод получения чистой культуры по методу Коха,  Дригальского?

2. Принцип химического метода выделения чистой культуры.

3. В чем сущность биологического метода выделения чистой культуры?

4. Использование метода Шукевича для выделения чистой культуры.

5. Методы получения чистой культуры анаэробов.

6. Что такое культуральные свойства микробов?

7. На чем основан принцип идентификации?

8. В каком периоде роста  колонии идентифицируют?

9. Особенности роста бактерий в жидких средах.

10. Характерные особенности роста подвижных и неподвижных микроорганизмов в полужидкой среде.

11. Характер роста бактерий на плотных питательных средах.

12. Что такое колония?

13. Основные признаки характера роста у однотипных колоний.

14. От чего зависит цвет колонии?

15. Каким образом определяют консистенцию колонии?

16. Каким образом изучают колонии под микроскопом?

17. Ферментативные свойства микроорганизмов.

18. Методы определения сахаролитических свойств.

19. Что означает термин "пестрый ряд"?

20. Почему происходит изменение цвета сред "пестрого ряда"?

21. Какие углеводы используют для набора сред "пестрого ряда"?

22. Методы определения протеолитических свойств бактерий.

23. Сущность термина "протеолитическая"  способность микроорганизмов.

24. Промежуточные продукты расщепления белка.

25. Конечные продукты распада белка.

26. Методы определения степени протеолиза белка (индола, сероводорода, аммиака).

27. Как определяют редуцирующие свойства микроорганизмов?

28. Каким образом можно использовать кислото- и щелочеобразование микроорганизмов?

29. Определение гемолитических свойств микроорганизмов.

ТЕМА: ДЕЙСТВИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ НА МИКРООРГАНИЗМЫ

1. Что такое антибиотики?

2. Классификация антибиотиков по происхождению, механизму и спектру.

3. Единицы измерения активности антибиотиков.

4. Методы  определения активности антибиотиков.

5. Использование антибиотиков в ветеринарии.

6. Основные свойства и механизм действия антибиотиков на бактериальную клетку.

7. Методы определения чувствительности микробов к антибиотикам.

8. Метод диффузии в агар, оценка результатов.

ТЕМА: САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ПОЧВЫ, ВОЗДУХА, ВОДЫ И МОЛОКА

1. Определение общего количества микроорганизмов в 1г почвы.

2. Показатели, используемые для санитарной оценки почвы и воздуха.

3. Санитарная оценка почвы по коли-титру.

4. Методы определения общего количества микробов в воздухе.

5. Патогенные микроорганизмы, обнаруживаемые в воздухе.

6. Методика определения перфрингенс-титра, санитарная оценка почвы по этому показателю.

7. Правила взятия проб воды для бактериологического исследования.

8. Определение общего количества микробов в воде.

9. Определение коли-титра в воде.

10. Порядок определения коли-индекса воды.

11. Питательные среды, применяемые для бактериологического исследования воды.

12. Оценка воды по санитарно-биологическим показателям.

13. Определение общего количества бактерий в молоке.

14. Определение коли-титра молока.

15. Методика определения кислотности молока.

16.  Определение класса молока.

17. Проба на редуктазу.

18. Какие микроорганизмы обнаруживают в молоке?

19. Что понимают под бактерицидной фазой молока?

20. Сформулируйте понятие "пастеризация молока",  какие виды пастеризации используют на молочных заводах?

21. Перечислите пороки молока микробного происхождения.

22. Микробиология кисломолочных продуктов и применение их в животноводстве.

ТЕМА: ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПАТОГЕННОСТИ МИКРОБОВ.

ЗАРАЖЕНИЕ И ВСКРЫТИЕ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ

1. Дайте определение патогенности и вирулентности микробов.

2. С какой целью проводят экспериментальное заражение животных?

3. Виды лабораторных животных, используемых для заражения микроорганизмами.

4. В каких условных единицах измеряют вирулентность микроорганизмов?

5. Способы заражения лабораторных животных.

6. Методика бактериологического исследования трупа животного.

7. Понятие токсигенности и инвазивности микроорганизмов.

8. Основные факторы вирулентности микробов.

9. Каковы пути внедрения и распространения патогенных микроорганизмов в организме?

10. Дайте сравнительную характеристику экзо- и эндотоксинов и ферментов, выделяемых микроорганизмами.

ТЕМА: РЕАКЦИЯ ИММУНИТЕТА

1. Что такое реакции иммунитета?

2. Дайте определение понятия "антиген".

3. Дайте определение понятия "антитело".

4. Каковы основные свойства антигенов?

5. Каковы основные свойства антител?

6. Каким образом протекают  осадочные серологические реакции?

7. С какой целью применяются серологические реакции в ветеринарной практике?

8. Каким образом получают сыворотку крови для серологических реакций?

9. Какие консерванты используют для сохранения сыворотки крови?

10. Сущность реакции агглютинации.

11. Для определения каких заболеваний используется реакция агглютинации?

12. Перечислите разновидности реакции агглютинации.

13. Сущность и техника постановки пробирочной РА, ее учет.

14. Сущность и техника постановки комплексной РА.

15. Сущность и техника постановки кольцевой реакции с молоком.

16. Сущность реакции Кумбса.

17. Отличия прямой и непрямой реакции Кумбса.

18. Сущность реакции связывания комплемента (РСК).

19. Дайте определение понятия комплемент, его назначение в РСК.

20. Дайте характеристику двух систем РСК.

21. Каково назначение бактериологической системы РСК?

22. Каково назначение гемолитической системы РСК?

23. Гемолизин, принцип его получения.

24. Чем объясняется необходимость  инактивации сывороток для исследования РСК?

25. Методика постановки РСК.

26. Учет реакции связывания комплемента.

27. Для определения каких заболеваний используют РСК?

28. Сущность реакции преципитации (РП), ее практическое применение.

29. Отличие антигенов двух моносистемных прямых  (осадочных) реакций - РП и РА.

30. Реакция кольцепреципитации (метод Асколи), методика постановки и учета реакции.

31. Способы получения антигенов для реакции кольцепреципитации.

32. Методы постановки диффузной преципитации (метод Удена, метод Аухтерлоки, метод двойной диффузии в агаровом геле).

33. Сущность и постановка реакции нейтрализации по методу Эрлиха.

34. Сущность метода Флюоресцирующих антител (МФА).

35.  Условия постановки МФА, учет и оценка результатов.

36. Методика определения опсонофагоцитарной реакции (ОФР).

37. Опсонический индекс как иммунологический показатель (его назначение).

38. Сущность и методика постановки иммуноферментного анализа (ИФА).

39. Дайте характеристику понятия "коньюгат".
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Вопросы к зачету по общей микробиологии

1. Устройство светового микроскопа.

2. Системы объективов, назначение фронтальной линзы. Разрешающая способность микроскопа.

3. Окуляр и другие оптические части микроскопа, определение степени увеличения микроскопа.

4.Группы шаровидных бактерий.

5. Морфологические группы извитых форм микроорганизмов.

6. Особенности строения актиномицет.

7. Методика приготовления мазка - препарата.

8.Сущность метода окрашивания по Граму и его практическое значение.

9.Методы окраски спор.

10.Сущность окрашивания кисло-устойчивых бактерий.

11.Сущность окрашивания капсул. 

12.Сущность метода окрашивания спор.

13.Методы определения подвижности бактерий, чем обусловлено самостоятельное движение микроорганизмов?

14.Типы жгутикования микроорганизмов.

15.Общая характеристика грибов.

16.Типы размножения грибов?

17.В чем различия совершенных и несовершенных грибов?

18.Характеристика эндо- и экзоспор гриба.

19Характеристика классов грибов.

28. Методы стерилизации.

29. Методы дробной стерилизации (чем обусловлено их применение).

30. Пастеризация.

31. Стерилизация с помощью химических веществ.

32. Основные условия и методы культивирования бактерий.

33. Классификация питательных сред по происхождению.

34. Классификация питательных сред по консистенции.

35. Требования, предъявляемые к питательным средам.

36. Классификация питательных сред по назначению.

37. Рост культуры, выращенной на жидких питательных средах.

30. На чем основан метод получения чистой культуры по методу Коха,  Дригальского?

31. Методы получения чистой культуры анаэробов.

32. Особенности роста бактерий в жидких средах.

33. Характер роста бактерий на плотных питательных средах.

34. Методы определения сахаролитических свойств.

35. Что означает термин "пестрый ряд"?

36. Почему происходит изменение цвета сред "пестрого ряда"?

37. Какие углеводы используют для набора сред "пестрого ряда"?

38. Методы определения протеолитических свойств бактерий.

39. Методы определения степени протеолиза белка (индола, сероводорода, аммиака).

40. Как определяют редуцирующие свойства микроорганизмов?

41. Определение гемолитических свойств микроорганизмов.

9. Что такое антибиотики?

10. Классификация антибиотиков по происхождению, механизму и спектру.

11. Методы  определения активности антибиотиков.

12. Методы определения чувствительности микробов к антибиотикам.

23. Методика определения перфрингенс-титра, санитарная оценка почвы по этому показателю.

24. Определение коли-титра в воде.

25. Порядок определения коли-индекса воды.

26. Оценка воды по санитарно-биологическим показателям.

27. Методика определения кислотности молока.

28. Проба на редуктазу.
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