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Введение. 
 

Микробиология в настоящее время по праву считается одной из основных 

дисциплин биологии, поскольку без знания особенностей микроорганизмов 

нельзя понять всего многообразия жизни на Земле, условий ее появления и эво-

люции. Огромное значение имело  исследование микроорганизмов для таких 

наук, как биохимия, молекулярная биология, генетика, биофизика, экология. 

Большое значение в народном хозяйстве приобретает использование мик-

роорганизмов как продуцентов множества полезных веществ, как –то: кормово-

го белка, ферментов, антибиотиков, витаминов. Активно разрабатываются спо-

собы рационального использования биохимической активности микроорганиз-

мов для повышения плодородия почв, добычи полезных ископаемых, воспол-

нения энергетических ресурсов и очистки окружающей среды от многих за-

грязняющих веществ. 

Вместе с тем остается необходимость изыскивать эффективные способы 

борьбы с некоторыми микроорганизмами, вызывающими заболевания челове-

ка,  животных и растений, а также порчу промышленных изделий и нежела-

тельные изменения окружающей среды. 

Настоящее методические указания являются одним из элементов оптими-

зации учебного процесса в курсе " Микробиологии с основами вирусологии " и 

составлены с учетом основных тем в соответствии с действующей программой. 

Приведенный в методическом указании материал, концентрирует основ-

ные понятия и практические навыки в области микробиологии, что способству-

ет лучшему усвоению и запоминанию материала, а также поможет студентам 

как в подготовке к лабораторным занятиям, так и при подготовке к экзаменам. 

Материал рассчитан на студентов изучающих " Микробиологию основа-

ми вирусологии " в институтах, университетах и может быть использован для 

самостоятельной работы . 
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1    Морфология микроорганизмов 

1.1 Методы изучения морфологии микроорганизмов 
 

         Основные вопросы  
 

1. Предмет, задачи и методы исследования микробиологии. 
2. Исторические этапы формирования микробиологии как общебиологиче-

ской дисциплины. 
3. Основные отличия прокариотических и эукариотических клеток. 
4. Многообразие форм бактериальных клеток. 
5. Основные структурные элементы бактериальной клетки. 
6. Строение бактериальной клеточной стенки, ее особенности у грамполо-

жительных и грамотрицательных бактерий. 
7. L-трансформация у бактерий. 
8. Функции цитоплазматической  мембраны бактериальной клетки. 
9. Особенности цитоплазмы  микроорганизмов  и ее структурных компо-

нентов (рибосомы, внутриклеточные мембраны и ламеллы). 
10. Подвижность бактерий. Жгутики их расположение, строение и функции 
11. Направленное движение бактерий – таксисы, их различные виды. 

     12.Таксисы, как направленное движение бактерий.  
           Различные виды таксисов. 
      13.Запасные вещества и другие внутриклеточные включения. 
      14.Покоящиеся формы бактерий. Процесс спорообразования. 
      15.Пигменты бактерий и грибов. 
 

           Лабораторная  работа 
 

Правила работы в бактериологической лаборатории 
 

1. При работе в лаборатории с бактериологическим материалом необходи-
мо тщательно соблюдать правила личной и общественной безопасности 
при ее выполнении. 

2. В помещении лаборатории необходимо строго соблюдать чистоту и по-
рядок. На рабочем столе не должно быть посторонних предметов. За-
прещаются излишние разговоры, суета и прием пищи.   

3. Работа проводится обязательно в халатах и сменной обуви. 
4. Каждый студент имеет в лаборатории постоянное рабочее место и мик-

роскоп для работы. 
5. Материал для работы принимают дежурные по группе у преподавателя 

(лаборанта) и в его присутствии раздают студентам. 
6. В конце занятия студенты весь материал дежурным, которые в свою 

очередь сдают его преподавателю или лаборантам кафедры. 
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7. Все предметы, которые были использованы при работе с живыми мик-
роорганизмами (петли, пипетки, предметные стекла и др.) должны быть 
сразу обеззаражены либо прожигаем в пламени спиртовки (петли), либо 
погружаем в дезинфицирующий раствор. 

8. Если студент случайно разобьет пробирку с микроорганизмами он обя-
зан немедленно сообщить об этом преподавателю и вместе с ним обезза-
разить рабочее место. 

9. В конце занятия студент должен: 
а)  привести в порядок рабочее место; 
б) сдать дежурному весь материал и микроскоп; 
в)  вымыть руки с мылом при необходимости с дезинфицирующим  
     раствором; 
г)  представить отчет о проделанной работе на подпись  преподавателю. 

          Работа 1  Знакомство с различными методами микроскопирования 
 

Люминисцентная микроскопия – микроскопия светящегося на тем-
ном фоне объекта. Собственная люминесценция подавляющего числа мик-
роорганизмов очень слабая и одноцветная. Поэтому микрообъекты обраба-
тывают специальными красителями – флуорохромами, производными азот-
соединений (акридиновый желтый, корифосфин и т.д.) 

                          Преимущества люминесцентной микроскопии 
1. Высокая чувствительность и контрастность, позволяющие   

                    выявить даже малочисленные светящиеся микроорганизмы и     
                    изучить их структуру. 

2. Специфичность . 
3. Возможность применять методику для цито- и гистохимиче- 

                    ских исследований. 
Фазово-контрастная микроскопия – используется для изучения ма-

локонтрастных неокрашенных частей клетки, не обнаруживаемых под 
обычным микроскопом. В основе метода лежит превращение фазовых неви-
димых изменений светового луча в амплитудные, контрастные, видимые. 
Достигается это с помощью фазово-контрастных приспособлений, которые 
монтируются в обычном оптическом микроскопе.  

Аноптральная микроскопия — разновидность фазово-контрастной 
микроскопии, при которой применяют объективы со специальными пла-
стинками, нанесенными на одну из линз в виде затемненного кольца. 

Интерференционная микроскопия решает те же задачи, что и фазо-
во-контрастная, но если последняя позволяет наблюдать лишь контуры объ-
ектов исследования, то с помощью интерференционной микроскопии можно 
изучать детали прозрачного объекта и проводить их количественный анализ. 
Эта микроскопия дает возможность определять толщину живых объектов, 
концентрацию в них воды и сухого вещества и т. д. На основании данных 
интерференционной микроскопии можно косвенно судить о проницаемости 
мембран, активности ферментов, клеточном метаболизме объектов исследо-
вания. 
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Поляризационная микроскопия позволяет изучать объекты исследова-
ния в свете, образованном двумя лучами, поляризованными во взаимно перпен-
дикулярных плоскостях, т. е. в поляризованном свете. Поляризация меняется 
при прохождении лучей света через различные структурные компоненты кле-
ток и тканей, свойства которых неоднородны, или при отражении от них. 

Темнопольная микроскопия. При микроскопии по методу темного поля 
препарат освещается сбоку косыми пучками лучей, не попадающими в объек-
тив. В объектив попадают лишь лучи, которые отклоняются частицами препа-
рата в результате отражения, преломления или дифракции. В силу этого мик-
робные клетки и другие частицы представляются ярко светящимися на черном 
фоне (картина напоминает мерцающее звездное небо). 

 Электронная микроскопия - для изучения структуры клеток на субкле-
точном и молекулярном уровнях, а также для изучения вирусов используют 
электронную микроскопию. Ценность электронной микроскопии заключается в 
ее способности разрешать объекты, не разрешаемые оптическим микроскопом в 
видимом или ультрафиолетовом свете. 
 
          Работа 2  Метод иммерсионной микроскопии 

 
Важнейшей характеристикой каждого объектива, как и любой оптической 

системы, является его разрешающая способность. Под разрешающей способно-
стью понимают минимальное расстояние между двумя точками, при котором 
они еще видны раздельно, т. е. не сливаются в одну. 

Иммерсионные объективы используются для изучения объектов невиди-
мых или плохо видимых через сухие системы микроскопа. 

  
Основные этапы работы: 

1.) подготовка микроскопа для работы: поднять конденсор до упора 
предметного столика, полностью открыть диафрагму, поставить 
плоское ( при естественном) или вогнутое ( при искусственном ос-
вещении) зеркало; 

2.) осветить поле зрения под контролем объектива х 8; 
3.) нанести на препарат маленькую куплю масла, положить препарат на 

столик микроскопа и закрепить, поставить иммерсионный объектив. 
Глядя на столик сбоку, медленно опустить макровинтом объектив до 
соприкосновения с маслом и немного погрузить в него. Затем, глядя  
в окуляр, очень медленно поднимать тубус макровинтом, до появле-
ния объекта; опускать объектив макровинтом глядя в окуляр, нель-
зя! Четкость изображения достигается с помощью микровинта; 

4.) приготовьте объект для иммерсионной микроскопии, рассмотрите 
его и заполните протокол исследования в таблице 1.  
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Таблица 1 Протокол исследования 

Иммерсионная микроскопия Исследуемый материал 
рисунок Метод окраски 

 
 

 
 
 
 
 

 

 
Работа 3 Зарисуйте схему строения бактериальной клетки 

 
I — ядро в начале процесса деления; 2 — периферические тельца (мезосомы); 
3 — клеточная оболочка (начало образования поперечных перегородок); 4 —
клеточная оболочка (клеточная стенка); 5 — спора; 6 — цитоплазматическая 
мембрана; 7 — эписомы: 8 — частицы рибонуклеиновой кислоты; 9 — вклю-
чения; 10 — жгутик. 

Рисунок 1  - Схема строения бактериальной клетки. 
 

1.2 Методы микроскопии применяемые в микробиологии 
 
Размеры всех объектов, являющихся предметом изучения микробиологии 

и вирусологии, лежат далеко за пределами разрешающей способности челове-
ческого глаза. Морфология микроорганизма (его форма, размеры, взаимораспо-
ложение клеток, поверхностные структуры, внутренняя организация) является 
чрезвычайно важной его характеристикой и лежит в основе таксономии. По-
этому одним из главных методов исследования в области микробиологии явля-
ется микроскопия. Основу микроскопических методов исследования составля-
ют световая микроскопия со всеми ее разновидностями (темнопольная, фазово-
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контрастная, аноптральная, люминесцентная и др.) и электронная микроскопия. 
Выбор метода определяется целями, стоящими перед исследователем. 

В основе световой микроскопии лежат различные свойства света. Совре-
менные световые микроскопы представляют собой довольно сложные приборы, 
совершенствуемые в течение 400 лет с момента создания первого прототипа 
микроскопа. Современный биологический световой микроскоп состоит из сле-
дующих основных элементов: штатива, состоящего из массивного основания 
(башмака) и тубусодер-жателя, на котором смонтирована механическая система 
грубой и тонкой настройки, револьвер с 3-4 сменными объективами, предмет-
ный столик с конденсором и диафрагмой и под ним светонаправ-ляющее зерка-
ло, концентрирующее естественный или искусственный свет на объект иссле-
дования, находящийся на предметном столике. Тубусодержатель микроскопа 
заканчивается головкой, на которой крепится монокулярный или бинокулярный 
тубус с окуляром или окулярами. Предметный столик имеет приспособление 
для крепления предметного стекла с препаратом и механизма для его переме-
щения. 

Люминесцентная микроскопия 
Метод основан на способности некоторых веществ светиться под дейст-

вием коротковолновых лучей света. При этом длина волны излучаемого при 
люминесценции света всегда будет больше, чем длина волны света, возбуж-
дающего люминесценцию. Так, если освещать объект синим светом, он будет 
испускать лучи красного, оранжевого, желтого и зеленого цвета. Препараты для 
люминесцентной микроскопии окрашивают специальными светящимися лю-
минесцентными красителями — флуорохромами (акридиновый оранжевый, 
изотиоцианат флуоресцеина и др.). Лучи света от сильного источника (обычно 
ртутной лампы сверхвысокого давления) пропускают через сине-фиолетовый 
светофильтр. Под действием этого коротковолнового излучения окрашенные 
флуорохромом клетки или бактерии начинают светиться красным или зеленым 
светом. Для того, чтобы синий свет, вызвавший люминесценцию, не мешал на-
блюдению, над окуляром ставят запирающий желтый светофильтр, задержи-
вающий синие, но пропускающий желтые, красные и зеленые лучи. В результа-
те при наблюдении в люминесцентном микроскопе на темном фоне видны бу-
дут клетки или бактерии, светящиеся желтым, зеленым или красным цветом. 
Например, при окраске акридиновым оранжевым ДНК клетки (ядерное вещест-
во) будет светиться ярко-зеленым цветом. Метод люминесцентной микроско-
пии позволяет изучать живые нефиксированные бактерии, окрашенные сильно 
разведенными флуорохромами, не причиняющими вреда микробным клеткам. 
По характеру свечения могут быть дифференцированы отдельные химические 
вещества, входящие в состав микробной клетки. Метод с успехом может быть 
использован для ускоренной диагностики ряда заболеваний . 

Фазовоконтрастная микроскопия 
Обыкновенные окрашенные препараты поглощают часть проходящего 

через них света, в результате чего амплитуда световых волн снижается, и час-
тицы препарата выглядят темнее фона. При прохождении света через неокра-
шенный препарат амплитуда световых волн не меняется, происходит лишь из-
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менение фазы световых волн, прошедших через частицы препарата. Однако че-
ловеческий глаз улавливать это изменение фазы света не способен, поэтому не-
окрашенный препарат при правильной установке освещения в микроскопе бу-
дет невидим. 

Фазовоконтрастное устройство позволяет превратить изменение фазы лу-
чей, прошедших через частицы неокрашенного препарата, в изменения ампли-
туды, воспринимаемые человеческим глазом, и, таким образом, позволяет сде-
лать неокрашенные препараты отчетливо видимыми. 

Приспособление для фазовоконтрастной микроскопии включает в себя 
конденсор с набором кольцевых диафрагм, обеспечивающих освещение препа-
рата полным конусом света, и фазовоконтраст-ные объективы, которые отли-
чаются от обычных тем, что в их главном фокусе располагается полупрозрач-
ная'фазовая пластинка в виде кольца, вызывающая сдвиг фазы проходящего че-
рез нее света. Установку освещения проводят так, чтобы весь свет, прошедший 
через кольцевидную диафрагму конденсора, в дальнейшем прошел через рас-
положенное в объективе фазовое кольцо. 

При рассмотрении препарата весь свет, прошедший через участки препа-
рата, в которых нет каких-либо объектов, пройдет через фазовое кольцо и даст 
светлое изображение фона. Свет, прошедший через имеющиеся в препарате 
частицы, например бактериальные клетки, получит некоторое изменение фазы 
и, кроме того, разделится на два луча — недифрагированный и дифрагирован-
ный. Недифрагированные лучи, пройдя в дальнейшем через кольцевидную фа-
зовую пластинку в объективе, получат дополнительный сдвиг фазы. Дифраги-
рованные лучи пройдут мимо фазовой пластинки, и их фаза не изменится. В 
плоскости полевой диафрагмы окуляра произойдет интерференция (наложение) 
дифрагированного и недифрагированного лучей, а так как эти лучи идут в раз-
ных фазах, произойдет их взаимное частичное гашение и уменьшение амплиту-
ды. Благодаря этому микробные клетки будут выглядеть темными на светлом 
фоне. 

Существенными недостатками фаздвоконтрастной микроскопии являют-
ся слабая контрастность получаемых изображений и наличие светящихся орео-
лов вокруг объектов. Фазовоконтрастная микроскопия не увеличивает разре-
шающей способности микроскопа, но помогает выявить детали структуры жи-
вых бактерий, стадии их развития, изменения в них под действием различных 
агентов (антибиотики, химические вещества и т. д.). 
         Аноптральная микроскопия (амплитудноконтрастная, фазовотемно-
польная) 

Аноптральная микроскопия — разновидность фазовоконтрастной микро-
скопии, при которой применяют объективы со специальными пластинками, на-
несенными на одну из линз в виде затемненного кольца. Принцип аноптраль-
ной микроскопии тот же, что и фазовоконтрастной, но первая обладает боль-
шей  разрешающей способностью при микроскопировании объектов, вызы-
вающих незначительный фазовый сдвиг, и открывает новые возможности ис-
пользования обычного светового микроскопа для прижизненного исследования 
бактерий, простейших и т. д. 
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Широкое центральное отверстие в слое копоти или меди, нанесенных на 
линзу объектива, является как бы люком, выпускающим из объектива главную 
массу дифрагированного света, в то время как широкий темный слой кольца, 
покрывающий остальную поверхность линзы, играет роль ловушки для нежела-
тельного периферического дифрагированного света. За счет этого в значитель-
ной степени устраняется ореол вокруг исследуемого объекта, фон поля зрения 
имеет коричневато-серый цвет, а сами объекты имеют различные оттенки от 
светло-коричневого до белого. 

Интерференционная микроскопия 
Интерференционная микроскопия решает те же задачи, что и фазовокон-

трастная, но если последняя позволяет наблюдать лишь контуры объектов ис-
следования, то с помощью интерференционной микроскопии можно изучать 
детали прозрачного объекта и проводить их количественный анализ. Это дости-
гается благодаря раздвоению луча света в микроскопе: один из лучей проходит 
через частицу объекта, а другой мимо нее. В окуляре микроскопа оба луча со-
единяются и интерферируют между собой. Разность возникающих фаз можно 
измерить, определив таким образом массу различных клеточных структур. По-
следовательное измерение разности фаз света с известными показателями пре-
ломления дает возможность определять толщину живых объектов, концентра-
цию в них воды и сухого вещества и т. д. На основании данных интерференци-
онной микроскопии можно косвенно судить о проницаемости мембран, актив-
ности ферментов, клеточном метаболизме объектов исследования. 

Поляризационная микроскопия 
Поляризационная микроскопия позволяет изучать объекты исследования 

в свете, образованном двумя лучами, поляризованными во взаимно перпенди-
кулярных плоскостях, т. е. в поляризованном свете. Для этого используют 
пленчатые поляроиды или призмы Николя, которые помещают в микроскопе 
между источником света и препаратом. Поляризация меняется при прохожде-
нии лучей света через различные структурные компоненты клеток и тканей, 
свойства которых неоднородны, или при отражении от них. В оптически изо-
тропных структурах скорость распространения поляризованного света не зави-
сит от плоскости поляризации, в анизотропных структурах она меняется в зави-
симости от направления света по продольной или поперечной оси объекта. Ес-
ли показатель преломления света вдоль структуры больше, чем в поперечном 
направлении, возникает положительное двойное лучепреломление, при обрат-
ных взаимоотношениях — отрицательное двойное лучепреломление. Многие 
биологические объекты имеют строгую молекулярную ориентацию, являются 
анизотропными и обладают положительным двойным преломлением света. 

Темнопольная микроскопия 
При микроскопии по методу темного поля препарат освещается сбоку ко-

сыми пучками лучей, не попадающими в объектив. В объектив попадают лишь 
лучи, которые отклоняются частицами препарата в результате отражения, пре-
ломления или дифракции. В силу этого микробные клетки и другие частицы 
представляются ярко светящимися на черном фоне (картина напоминает мер-
цающее звездное небо). 
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Для микроскопии в темном поле используют специальный конденсор 
(параболоид-конденсор или кардиоид-конденсор) и обычные объективы. Так 
как апертура иммерсионного объектива больше, чем апертура конденсора тем-
ного поля, внутрь иммерсионного объектива вставляется специальная трубча-
тая диафрагма, снижающая его апертуру. 

Этот метод микроскопии удобен при изучении живых бактерий, спирохет 
и их подвижности. 

Электронная микроскопия 
Для изучения структуры клеток на субклеточном и молекулярном уров-

нях, а также для изучения вирусов используют электронную микроскопию. 
Ценность электронной микроскопии заключается в ее способности разрешать 
объекты, не разрешаемые оптическим микроскопом в видимом или ультрафио-
летовом свете. Малая длина волны электронов, которая уменьшается в прямой 
зависимости от подаваемого ускоряющего напряжения, позволяет разрешать, т. 
е. различать как отдельные объекты, отстоящие друг от друга всего на 2А (0,2 
нм или 0,0002 мкм) или даже меньше, в то время как предел разрешения свето-
вой оптики лежит вблизи 0,2 мкм (он зависит от длины волны используемого 
света). Электронная микроскопия, при которой изображение получают благо-
даря прохождению (просвечиванию) электронов через образец, называется про-
свечивающей (трансмиссивной). При сканирующей (растровой), или туннель-
ной электронной микроскопии пучок электронов быстро сканирует (просмат-
ривает) поверхность образца, вызывая излучение (отражение), которое посред-
ством катодно-лучевой трубки формирует изображение на светящемся экране 
микроскопа по аналогии с формированием телевизионного изображения. 

Принципиальная оптическая схема электронного микроскопа аналогична 
схеме светового, в котором все оптические элементы заменены соответствую-
щими электрическими: источник света — источником электронов, стеклянные 
линзы — линзами электромагнитными. В электронных микроскопах просвечи-
вающего типа различают три системы: электронно-оптическую, вакуумную, 
электропитания. Фотографирование изображений при всех видах исследований 
проводится на фотопластинки или фотопленку. Источником электронов являет-
ся электронная пушка, состоящая из V-образного вольфрамового термокатода, 
который при нагревании до 2900 °С при подаче постоянного напряжения до 100 
кВ в результате термоэмиссии испускает свободные электроны, ускоряемые за-
тем электростатическим полем, создаваемым между фокусирующим электро-
дом и анодом. Электронный пучок затем формируется с помощью конденсор-
ных линз и направляется на исследуемый объект. Электроны, проходя сквозь 
объект, за счет его разной толщины и электроноплотности отклоняются под 
различными углами и попадают в объективную линзу, которая формирует пер-
вое полезное увеличение объекта. 

После объективной линзы электроны попадают в промежуточную линзу, 
которая предназначена для плавного изменения увеличения микроскопа и по-
лучения дифракции с участков исследуемого образца. Проекционная линза соз-
дает конечное увеличенное изображение объекта, которое направляется на 
флуоресцирующий экран. Благодаря взаимодействию быстрых электронов с 
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люминофором экрана на нем возникает видимое изображение объекта. После 
наведения резкости сразу проводят фотографирование. 

Увеличение конечного изображения на экране определяется как произве-
дение увеличений, даваемых объективной, промежуточной и проекционной 
линзами. 

Электронномикроскопическому исследованию могут быть подвергнуты 
как ультратонкие срезы различных тканей, клеток, микроорганизмов, так и це-
лые бактериальные клетки, вирусы, фаги, а также субклеточные структуры, вы-
деляемые при разрушении клеток различными способами. 

Современные модели электронных микроскопов устроены так, что соче-
тают в себе возможности как просвечивающего, так и сканирующего микро-
скопов, и их легко можно переоборудовать с одного типа на другой. При про-
свечивающей электронной микроскопии получают плоскостные изображения 
объекта, а при сканирующей — удается получить трехмерное объемное изо-
бражение (с помощью компьютера). В бактериологии сканирование наиболее 
эффективно для выявления отростков и других поверхностных структур, для 
определения формы и топографических отношений как в колониях, так и на по-
верхности инфицированных тканей. 

Электронная микроскопия требует специальной подготовки объектов ис-
следования, в частности: фиксации тканей или микроорганизмов, обезвожива-
ния (так как вода сильно рассеивает электроны), заливки в твердые среды 
(эпоксидные смолы), приготовления ультратонких срезов. С целью повышения 
четкости наблюдаемой картины используют методы позитивного или негатив-
ного контрастирования, а также метод оттенения. 

При сканирующей микроскопии образец фиксируют, высушивают на хо-
лоде и напыляют в вакууме золотом или другими тяжелыми металлами. Таким 
образом получают реплику (отпечаток), повторяющую контуры образца, впо-
следствии сканируемую. 

                                                                             
1.3 Различные способы окраски микроорганизмов 

 
Лабораторная  работа 
 

          Работа 1 Овладеть методом приготовления и простой окраски  
                                                         микропрепаратов 

                                        
Препараты из чистой культуры микроорганизмов используют для изуче-

ния их морфологии, анатомического строения тинкториальных свойств. 
 

Приготовление препарата из агаровой культуры 
1. Обозначить место нанесения материала стеклографом с обратной сто-

роны стекла. 
2. Предметное стекло провести через пламя спиртовки      (стерилизация). 

Рабочая поверхность обращена к пламени. Нанести на стекло петлю 
физиологического раствора. 
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3. Стерильно извлечь из пробирки неполную петлю микробной массы. 
4. Эмульгировать бактерии в капле физиологического раствора на стекле 

до образования слегка мутной взвеси. 
5. Полученную взвесь распределить равномерным тонким слоем на по-

верхности стекла площадью в 1-2 копеечную монету. 
6. Прокалить петлю. 
7. Высушить препарат на воздухе. 
8. Зафиксировать препарат – провести 3-раза через верхнюю часть пла-

мени спиртовки ( мазок должен быть сверху) 
9. Окрасить препарат.  
 
Работа 2  Простой способ окраски бактерий 
 
Простой способ окраски бактерий предназначен для изучения морфоло-

гии микроорганизмов. Приготовьте препарат, окрасьте его, рассмотрите при 
увеличении х 90 и оформите протокол исследования в таблице 2.   
I. Простой метод окраски (применяется один краситель без дополнительных  
    реактивов). 

1. На фиксированный препарат нанести раствор краски         
( водный фуксин или метиленовая синька на 2-3 минуты). 

2. Промыть препарат водой. 
3. Просушить препарат фильтровальной бумагой. 

II. Негативный метод окраски. 
1. На предметное стекло нанести взвесь микроорганизмов или 

каплю физиологического раствора, в которую внести петлей 
микроорганизмы, снятые с агара. 

2. В полученную взвесь микроорганизмов внести маленькую кап-
лю туши, жидкость тщательно перемешать и равномерно рас-
пределить на стекле. 

3. Высушить на воздухе или над огнем спиртовки. 
 

Таблица 2  Протокол   исследования. 
 

Позитивный метод окраски 
Фуксином Метиленовой синью  

Негативный метод ок-
раски тушь  

 
 

  

 
Работа 3. Сложный метод окраски микроорганизмов по Граму. 
Сложные способы окраски предназначены для изучения химического со-

става и анатомических структур клетки бактерий. В отличие от простого метода 
окраски при сложных применяют не менее 2-х красителей и различные реакти-
вы. Приготовьте препарат, окрасьте его по Граму и занесите полученные дан-
ные в протокол исследования таблица 3. 
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Способ Грама. 

1. Окрасить подготовленный фиксированный препарат генциан-
виолетом (положить на препарат бумажку синева цвета и смо-
чить ее водой 1-2 минуты). 

2. Протравить препарат раствором Люголя –1 минуту. 
3. Обработать препарат спиртом – 30 секунд. 
4. Смыть спирт водой. 
5. Окрасить препарат водным фуксином – 1-2 минуты. 
6. Смыть фуксин водой. 
7. Просушить препарат фильтровальной бумагой или на воздухе. 

Механизм окраски по Граму. 
Способ окраски разработанный Кристианом Грамом в 1884 году, является 

самым универсальным из сложных способов окраски. Все бактерии по своему 
отношению к этому методу распределяются на две группы: грамположитель-
ные (фиолетового цвета) и грамотрицательные (красного цвета). Отношение к 
окраске по Граму является настолько важным опознавательным признаком бак-
терий, что обязательно упоминается в их характеристике.  

Механизм окраски по Граму основан на способности некоторых грампо-
ложительных бактерий связывать кристаллический фиолетовый и после обра-
ботки йодом и промывания этиловым спиртом сохранять образующийся ком-
плекс краситель-йод. Этот комплекс фиксируется на магниевых солях РНК, ко-
торые содержатся в цитоплазме грамположительных бактерий, у грамотрица-
тельных бактерий магниевые соли РНК имеются в небольшом количестве. От-
мечается разница в проницаемости клеточных стенок у этих двух групп бакте-
рий. 

Грамотрицательные бактерии содержат в клеточной стенке  значительно 
меньше гликопептида (рис.2), молекула которого «сшита» гораздо слабее, чем 
это имеет место в клеточной стенке грамположительных бактерий. 

 
Предложенная смесь бактерий, обладает различными тинкториальными 

свойствами. Сделайте прапарат и окрасьте его по методу Грама. Затем исклю-
чите из окраски последовательно йод или спирт. Дайте объяснение механизма 
окраски по Граму, а также сделайте вывод о назначении каждого компонента.  

 
Таблица 3 Протокол исследования. 

 
Результаты (рисунки) Исследуемый 

материал 
Ингредиенты 
окраски по 
Граму и вре-
мя их дейст-

вия 

Назначение 
основных ин-
гредиентов Окраски по 

Граму 
Окраска по 
Граму без 
спирта 

Окраска по 
Граму без 
Люголя 
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ЛП - липопротеид; ЛС — липополисахарид; БГ— белковые гранулы; МП — 
мукополимер; ЦМ — цитоплазматическая мембрана; ЦИТ — цитоплазма; КС—
клеточная стенка. 
Рисунок 2 -Схема трехслойной клеточной стенки грамотрицателъиых бактерий 
 
          Работа 4  L- трансформация у бактерий 
 

По атласу микроорганизмов проследите L- трансформацию бактерий у 
различных морфологических групп микроорганизмов. 

 
        

1.4 Особенности морфологии бактериальных клеток   
 
Лабораторная работа. 
 
Работа 1 Изучение компонентов бактериальной клетки. 

 
1. Капсула. Рассмотрите препарат из бактерий ( пневмококки с капсу-

лой ) окрашенный фуксином. Зарисуйте бактерии с капсулой. 
2. Включения. Рассмотрите и зарисуйте препарат из дифтерийных па-

лочек с зернами валютина.  
3. Жгутики. Приведите классификацию бактериальных клеток по рас-

положению жгутиков и заполните таблицу 5. 
Таблица 5 
Расположение жгутиков у бактерий рисунок 

 
 

 

 

 15



  

4. Споры бактерий. Рассмотрите и зарисуйте препарат из палочек со 
спорами окрашенных по Граму. 
Рассмотрите и зарисуйте препарат из палочек со спорами, окрашен-
ных по Циль-Нильсону.  

Способ окраски по Циль-Нильсону 
1. Окраси м Циля: Мазок по-ть фиксированный препарат фуксино

крыть белой фильтровальной бумагой, поверх которой нанести 
несколько капель карболового фуксина и подогреть над пламе-
нем горелки 2-3раза до появления паров, но не до кипения. 
После охлаждения препарата снять бумажку. 2. 

3. Обесцветить препарат 5% серной кислотой – 15-30 сек. 
( при окраске спор – 0,5 % серной кислотой – 15 сек) 

4. Хорошо промыть водой. 
5. Окрасить метиленовой синькой –3-5 мин. 
6. Хорошо промыть водой. 
7. Просушить препарат фильтровальной бумагой или на воздухе. 

Механизм окраски по Циль-Нильсону. 
Кислотоустой  наличием микое-чивость бактериальной клетки связана с

вой кислоты и большим количеством липидов, содержание которых затрудняет 
окраску. Для окрашивания кислотоустойчивых бактерий приходится действо-
вать сильным концентрированным раствором красок с подогревом. При после-
дующем воздействии кислот они не обесцвечиваются, сохраняя красный цвет, и 
таким образом, могут быть деффиренцированы от других бактерий, на обла-
дающих этим свойством ( синий цвет ). 

 
Работа 2 Спорообразование и прорастание спор у бактерий. 
По атласу микроорганизмов проследите процесс спорообразования и 

прорастания спор у различных морфологических групп микроорганизмов. 
 
Работа 3 Сравнительная морфология основных групп   микроорганизмов. 
  При иммерсионном микроскопировании рассмотрите (используя рису-

нок 3) и зарисуйте в таблицу 4 морфологические группы микроорганизмов ок-
рашенные различными способами. 

 
Таблица 4 

еские группы Способ окраски рисунок Морфологич
К   окки 
Диплококки   
Стрептококки   
Стафилакокки   
Сарцины   
Палочки   
Стрептопалочки   
Вибрионы   
Спирахеты   
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          -Стрептококки  (Streptococcus pyogenes) в крови                        
                                       больного сепсисом        

               -Диплококки (Diplococcus pneumoniae) в чистой  
                                           культуре 

      - Смесь стафилококков и вибрионов .                                     
  

     - Вибрионы (Vibrio El-Tor) в чистой культуре. 
 

     - Палочки (Escherichia coli) в чистой культуре.       
 
 

  - Различные виды спирохет 
 
 
Рисунок 3 Основные морфологические группы микроорганизмов.  
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2 Систематика микроорганизмов 

2.1 Основные принципы эробные оксиген-

          Основные во

 бактерий использующиеся для систематики мик-

2.  классификация микроорганизмов. 

ктерий. 

. 

     

а микроорганизмов. 

Вирусы                   Прокариоты                         Эукариоты 

                  ДН рибы     

Эубакте- Хл Миксобак - Мико-
 

Риккетсии Спирохеты Beggiatoa 

 
астоя-

к-

Па
-

 

-
-

и-

леза 

(слизистые 

с 

 

(м

с 
-

-

Небольшие 

-

Р

- 
 

Длинные 
б-

-

(Нитча-
о-

 

 систематики микроорганизмов.  А

ные фототрофные бактерии . Вирусы 

просы  

1. Спицифические черты

роорганизмов. 

Наменклатура и

3. Особенности систематического положения цианоба

4. Морфология  и экология цианобактерий. 

5. Вирусы растений, животных, бактерий и человека

6. Особенности строения и распростронения вирусов. 

7. Бактериофаги, их жизненный цикл. 

    Лабораторная работа 

Работа 1     Систематик

                           Живые организмы. 

 

  

К            РНК                                                 Простейшие         Г

               Бактерии               Сине-зеленые водоросли 

 
Актино - амидио-

рии мицеты бактерии 
(Нитчатые 

терии плазмы
икроор-

Н
щие ба
терии 

лочковид-
ные, нитча
тые без кле-
точных пере-
городок, по-
хожие на не-
большие гри-
бы          (My-
cobacterium 
tuberculosis-
возбудитель 
туберкулеза )

железобакте
рии) Палоч
ковидные. 
Нитчатые, 
хемосинтез
рующие бак-
терии, откла-
дывающие 
окись же
вокруг клет-
ки. Обычные 
обитатели 
болот. 

бактерии) 
Палочко-
видные 
тонкими 
гибкими 
стенками; 
передвига-
ются путем
скольже-
ния. 

ганизмы, 
сходные 
возбудите
лями плев-
ропневмо-
нии) Очень 
мелкие па-
разиты са-
мой разной 
формы; нет 
жесткой 
клеточной 
стенки; не
подвижны. 

палочковид-
ные облигат
ные паразиты, 
похожие на 
крупные ви-
русы. аз-
множаются на 
членистоно-
гих, встреча-
ются у позво-
ночных. 
(Rickttsia 
prowazekii
возбудитель
тифа) 

тонкие ги
кие спира-
левидные 
бактерии; 
передвига-
ются змее
образно или 
толчками; 
пример - 
Treponema 
pallidum – 
возбуди-
тель сифи-
лиса. 

тые сер
бактерии) 
нитчатые 
хемосин-
тези-
рующие 
отклады-
вающие 
серу во-
круг кле-
ток. 
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Работа 2 Аэробные оксигенные фототрофные бактерии 

я цианобактерий 
испол

 
Д – Spirulina sp. в форме плотнозакрученной спирали ; Е – Stareeia sp. трехмерное изображе-

ности строения цианобактерий. 
 
          Работа 3 

 
ассмотрите препарат и зарисуйте особенности строениР

ьзуя рисунок 4. 

ние трихома; Ж – К – Anabaena sp.- планктонный вид, показаны газовые вакуоли. К – пока-

зан трихом с интеркалярной гетероцистой по которой происходит разделение трихома в ре-

зультате чего гетероциста становится терминальной. Стрелками показаны гетероцисты, 

клетки покрытые точками –акинеты.  

Рисунок 4 Особен

 Модели строения вирусов. 

 
Рисунок 5 Геометрическая модель икосаэдра. 
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Рисунок 6 Строение палочковидного вируса табачной мозаики 

абота 4 

 строение бактериофага Т4 используя рисунок 7 

 

Р

 Зарисуйте

 

 
Рисунок 7 Строение бактериофага Т4 
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Работа 5    

изненный цикл вируса. 

Рисунок 8  Жизненный цикл вируса 

Зарисуйте ж
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2.2 Грибы  

Основные вопросы  

  1 Физиологические и морфологические особенности грибов. 

  2 Слизевики. Морфология и жизненный цикл. 

  3 Фикомицеты, их классификация и особенности. 

  4 Аскомицеты, классификация, циклы развития. 

 

       Лабораторная работа  

       Работа 1.  Рассмотрите препарат и зарисуйте особенности морфологии 
грибов используя рисунки 9 и 10. 

 
А. Гифы фикомицетов не  имеющие Для эумице-
тов характерны гифы с перегородками разделены не 
полными перетяжками.  

Рисунок 9 
                   
 
 
 
 
 
 
 
 
На рисунке 10  некоторых

грибов. Буквой А обозначен  гиф на от-
дельные клетки - артроспоры, В - хломидоспор. 

 поперечных перегородок. Б. 
. В. У оомицетов гифы 

Особенности строения гиф. 

изображено бесполое размножение
процесс почкования, Б - Разделение

образование толстостенных 
Рисунок 10 

 



  

     Работа 2 Зарисуйте жизненные циклы грибов (используя рисунки 11,12,13). 

Рисунок 11 Особенности 
жизненных циклов сли-

 

 

 

 

 
 
 
Рисунок 12 Цикл
зи

 

зевиков. 
 

 

 развития 
гомицетов на  примере  

Rhizopus nigricans. 
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Рисунок 13 Цикл развития оомицетов на примере Saprolegnia sp. 

Работа 4 Аскомицеты – сумчатые грибы.  
 

арисуйте особенности развития аскомицетов используя рисунки 14,15.16,17. 
На рисунке 14 изображен цикл развития гомоталлического аскомицета, где А - 
аскогон перед плазмогамией. Б – Аскогон с гифами и последовательными ста-
диями образования крючка и асков: 1.)образование крючка; 2.) крючок после 

 поперечной перегородки в клетке крюч-
инской клетке аска , 5.), 6.) и 7.) деление первичного 

;  8.) аскоспор; Аг – аскогон, Ант - антеридий, Тр – 

 

З

деления парных ядер, 3.)образование
ка, 4.)кариогамия в матер

ваниеядра аска и образо
трихогина.   
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Рисунок 14 Цикл развития гомоталлического аскомицета. 

  

 

 
 
 
Рисунок 15 Внешний вид и поперечные разрезы плодовых тел аскомицетов 
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На рисунке 16 изображен поперечный 
разрез дрожжевой клетки, где Д – 
диктиосома, Ж – жировая капелька, К 
ст – клеточная стенка, Мит – мито-
хондрия, П – гранулы полифосфата, 
ПМ – плазматическая мембрана, Руб 
– рубец, после отпочковывания 
дочерней клетки, ЦПл – цитоплазма, 

содержащая рибосомы, Эр – ЭПС, Яш – ядрышко. 
жевой клетки. Рисунок 16 Схематический поперечный разрез дрож

 
      
 
     А – диплоидный вид, копуляция происходит непосредственно после  
           образования аскоспор. 
     Б -  гаплоидный вид, копулируют гаплоидные вегетативные клетки, а           

             диплоидная фаза ограничивается зиготой. 
 

Рисунок 17 Цикл развития дрожжей. 



  

 
 3 Контрольные вопросы по темам : Морфология и систематика мик-

роорганизмов   
1. Микробиология – предмет и задач  науки. Основные этапы становления 

микробиологии. Вклад российских сследователей в развитие науки. 
2. Основные признаки отличающие рокариотические и эукариотические 

клетки. Основные формы бактериальных клеток. 
3. Структурные элементы бактериальной клетки. Клеточная стенка. 
4. Структурные элементы бактериальной клетки. Цитоплазма, рибосомы, 

внутриклеточные мембраны, периплазматическое пространствол. 
5. L- трансформация бактерий. Общи

ных видов бактерий. 
6. Функции цитоплазматической мем
7. Жгутики и подвижность. Функции 
8. Направленные движения бактерий-
9. Запасные вещества микроорганизм

ния. Пигменты бактерий и грибов. 
10. Спорообразование. Прорастание с

11.  П
12. Аэробные оксигенные фототрофные бактерии (цианобактерии). Особен-

ности систематики, строения, физиологии и экологии. 
13. Вирусы. Особенности строения,  распространения. Размножение виру-

лентного фага; литический цикл. 
14. Грибы. Особенности морфологии, полового и бесполого размножения. 
15. Слизевики. Акразиомицеты и миксомицеты, их циклы развития. 
16. Фикомицеты: хитридиомицеты, оомицеты, зигомицеты особенности по-

лового и бесполого размножения. 
17. Аскомицеты, общая характеристика, цикл развития, формы плодовых тел. 
18. Аскомицеты: дрожжи, плектомицеты, особенности морфологии и разви-

тия. 
19. Аскомицеты:  плектомицеты, пиреномицеты дискомицеты особенности 

морфологии и развития. 

и
 и
п

е черты L - трансформации у различ-

браны бактерий. Капсулы и слизь. 
и тонкое строение жгутиков. 
 таксисы, их виды. 
ов и другие внутриклеточные включе-

пор, продолжительность их жизни и  
свойства зрелых спор. 
ринципы систематики и классификация бактерий. 

 
4 Рост  микроорганизмов 

4.1 Питание  микроорганизмов 

 
Основные вопросы  
1. Потребности микроорганизмов в химических элементах и их   
     источники. 
2. Питательные среды и условия роста микроорганизмов: 

- синтетические, сложные и твердые питательные среды, 
- значение для роста рН и двуокиси углерода, 
- температура и аэрация при выращивании бактерий. 
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3. Типы питания микроорганизмов.  
Лабораторная работа. 
 
Работа 1.  Типы метаболизма микроорганизмов   
ца 6 Табли

фотоорганоавтотрофы 
ы 
офы 

          хемоорганогенеротрофы 

            фотолитоавтотрофы 
        фотоавтотрофы          
           фотолитогетеротроффототрофы 

      фотогетеротрофы          фотоорганогенеротр 
микроорганизмы   
 

 
       хемоавтотрофы          хемолитоавтотрофы 

 хемотрофы           хемоорганоавтотрофы 
        хемогетеротрофы          хемолитогетеротрофы 
  

Таблица 7 
Тип метаболизма Представители 

1.Фо
 
2. Фото
3. Ф
4. Ф
5. Хемо
6. Х
7. Х
8. Хемо

во пурпурных и зеле-

ктерии, пурпурные и зеленые серобактерии. 

рифицирующие, тионовые, некоторые железобактерии. 

ий. 

толитоавтотрофия Водоросли, цианобактерии, большинст

литогетеротрофия 
ных серобактерий. 
Частично цианоба

отоорганоавтотрофия 
отоорганогетеротрофия 

литоавтотрофия 

Некоторые пурпурные бактерии. 
Несерные пурпурные бактерии 
Нит

емолитогетеротрофия Бесцветные серобактерии 
емоорганоавтотрофия 

органогетеротрофия 
Некоторые бактерии, окисляющие муравьиную кислоту. 
Простейшие, грибы, большинство бактер

 
Работа 2  Элективные методы культивирования 
Многие из обнаруживаемых в природе микроорганизмов поддаются пря-

мо ия, кото-му выделению в чистую культуру. Для них легко подобрать услов
рые обеспечивали бы их рост. Однако есть много других микроорганизмов, от-

ихся к различным физиологическиносящ м группам, которые стали доступными 
для исследования лишь после того, как была разработана техника накопитель-
ных культур. 

Накопительные культуры. Для накопления нужны такие условия, при 
которых данный организм преодолевает конкуренцию остальных. Подбирая 

акторов (источники энергряд ф ии, углерода, азота, акцепторы электронов, газо-
вую атмосферу, освещенность, температуру, рН и т. д.), создают определенные 
условия и инокулируют сред какая имеется, напри-у смешанной популяцией, 
мер, в почве или в иле. Наиболее приспособленный к такой среде микроорга-
низм растет и вытесняет рганизмы.   все остальные, сопутствующие о

Чистая культура - потомство одной единственной клетки (клон). Чистые 
культ  выделяют на поверхности или внутри твердой пи-уры микроорганизмов
татель сеивают ной среды. Аэробные бактерии выделяют по методу Коха - рас
суспе ности среды в чашках Петри. Анаэробные бактерии сус-нзию по поверх
пенди ю без доступа руют в расплавленном агаре (45°С) и проводят инкубаци
воздуха. После ии.   инкубации проводят тщательное отделение одной колон

Смеш о смесь различных анные культуры. Естественные популяции эт
микроорган м может быть из ов, с различными формами взаимодействий; это 
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конку лизм или мутуализм. Для изучения ренция за общий субстрат, комменса
этих и йствия все чаще используют смешанные культу- других форм взаимоде
ры. 

В домашнем обиходе и в промышленности применяют  не только чистые, 
но и смешанные культуры. Некоторые из них назвали «естественными чистыми 
расами». Примерами могут служить кислое тесто, и «чис- кефир, чайный гриб 

. Большую роль смешанны ультуры играют такж

 
Работа 3  Питательные среды. 

ельные ср ды делятся на сле ющие группы: 

тые расы» дрожжей е к е при 
очистке сточных вод. 

По назначению питат е ду
 
1.)     универсальные – среды на которых хорошо растут многие патогенные и 

непатогенные микроорганизмы. К ним о-пептонный буль-относятся: мяс
он (МПБ = мясная вода + 1% пептон + 0,5% NaCl); 

2.) дифференциально-  – среды позволяющие отличить диагностические
один вид бактерий от других по их ферментотивной активности или 
культуральным проя еды Эндо, Левина, Пло-влениям. К ним относятся ср
скирева, Гисса, и.т.д;  

3.)   селективные (избир обогатительные)  - среды со-ательные, элективные, 
держащие вещества  ви-, используемые микроорганизмами определенных
дов и не благоприя  росту других тствующие или даже препятствующие
микроорганизмов. Селективные среды позволяют направленно отбирать 
из исследуемого материала определенные виды бактерий. Сюда относят-
ся среды Мюллера, селенитовая, Рапопорта, 1%-ная пептонная вода; 

4.)   дифференциально-селективные -  среды сочетающие в себе свойства 
дифференциально–диагностических и селективных сред. Они использу-
ются для ускорения обнаружения и идентификации бактерий, относящие-
ся к большому числу распростроненных видов энтеробактерий и плевдо-
монад; 

5.)    специальные -  среды, специально приготовленные для получения роста 
тех бактерий, которые не растут или очень плохо растут на универсаль-
ных средах. К ним относятся среды для получения роста возбудителей 
туляремии, туберкулеза, патогенных стрептококков; 

6.) синтетические – среды строго определенного химического состава, 
представляющие собой растворы неорганических солей с добавлением 
химических соединений, которые служат источником углерода или азота; 

7.) полусинтетические -  синтетические среды, к которым добавляют какой 
либо продукт природного происхождения, например,  сыворотку крови.    

 
Работа 4 Методы определения числа бактерий и бактериальной массы 
Во время роста периодической  бактериальной культуры может не быть 

строгой пропорциональности между увеличением числа клеток и увеличением 
бактериальной массы. Поэтому показатели эти необходимо различать. 
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Определение числа бактерий. В популяции бактерий не все клетки жиз-
неспособны. Живыми считаются те клетки, которые могут образовывать коло-
нии на (или в) агаризованной среде либо суспензию в питательном растворе. 
Эти жизнеспособные клетки выявляют специальными методами, предназна-
ченными для определения числа живых клеток. В общее же число клеток вклю-
чают все видимые или иным способом выявленные клетки; сюда, следователь-
но, входят также мертвые или поврежденные клетки. 

Общее число клеток. 
1. амым распространенным методом определения общего числа клеток С

служит их подсчет под микроскопом в тонком слое с помощью «счетной 
камеры» (например, по Нейбауэру, Тома или Петрову-Хаузе-ру). Если 
толщина слоя 0,02 мм, а сторона квадрата 0,05 мм (объем 5-10 ~ 8 см3), то 
для того, чтобы определить число клеток в 1 мл, следует найденное их 
число умножить на 2-107. 
Значительно облегчает работу применение электрон2. ного счетчика («счет-
чика Каултера»). Действие его основано на снижении проводимости рас-
твора электролитов при прохождении одной бактерии через узкое отвер-
стие. 
Если на 1 мл приходи3. тся менее 106 клеток, для определения их числа 
пригоден метод мембранных фильтров. Морскую, прудовую или пить-
евую воду пропускают через мембранный фильтр, а затем этот фильтр 
сушат, окрашивают, просветляют и производят подсчет клеток под мик-
роскопом.  
Число живых клеток.  
Обычно подсчитывают число колоний, образуемых жизнеспособными 

тодом
зии кл
ливаю
агара  Петри с помощью (треугольного) шпателя Дригальского или же 

диски
подсч
разны

клетками в благоприятных для роста условиях. Если пользуются чашечным ме-
 Коха, то равные доли соответственно разбавленной гомогенной суспен-
еток смешивают с расплавленной агаризованной средой (40-45°С) и вы-
т на чашки Петри. Можно также размазать суспензию по поверхности 
в чашке

осадить клетки после фильтрования на агаризованную срду или на картонные 
 с питательной средой. Во всех случаях после надлежащей инкубации 
итывают число колоний. Эти методы непригодны для подсчета клеток 
х видов микроорганизмов из смешанных популяций. 
 
Работа 5 Определение бактериальной массы. 
 Выбор метода для определения бактериальной массы зависит от того, с 

како  целью это определение производится. Для оценки урожая обычно взве-
т сырые или сухие отцентрифугированные клетки. При определении ин-

й
шиваю
тенсивности обмена или ферментативной активности исходят из содержания в 
клетк и, ах белка или азота. Часто выбор метода диктуется такими соображениям
как простота или быстрота работы. В повседневной практике предпочтение от-
дается не прямым, а косвенным методам (после соответствующей калибровки). 
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Прямые методы.  
1. Сырую биомассу определяют после осаждения клеток центрифугирова-

нием. После центрифугирования отмытых клеток можно определить 
сухую массу. Метод не свободен от довольно больших систематических 
ошибок. 

2.  Гораздо большую точность обеспечивает определение общего азота 
(микродиффузионный метод определения аммиака), а также определение 
общего содержания углерода (по Ван Слайку-Фолчу). 

3. В повседневной практике часто определяют содержание бактериального 
белка. Хорошие результаты дают  колориметрические методы. Микроме-
тоды основаны на измерении количества характерных компонентов бел-
ка: тирозина, триптофана (по Лоури или Фолину). 
освенные методы.  
Для определения клеточно

         К
1. й массы весьма полезны методы, основанные 

еторассеяния (нефелометрия).  

ер при очень малой плотности клеточных суспензий. Для из-
ть титро-метрические, манометрические, элек-

на измерении мутности клеточных суспензий. На практике обычно опре-
деляют оптическую плотность суспензии (измерение экстинкции, турби-
диметрия). Для некоторых целей более точные результаты дает определе-
ние св

2. Показатели интенсивности метаболизма, непосредственно связанные с 
ростом (поглощение О2, образование СО2 или кислот), могут служить 
адекватной мерой бактериальной массы. К такого рода определениям 
прибегают в тех случаях, когда другие методы оказываются непригодны-
ми, наприм
мерения можно применя
трохимические и другие методы. 
 

4.2 Физиология роста микроорганизмов 
 
Основные вопросы  
 
1. Рост бактерий в периодической культуре. Характеристика основных 

фаз кривой роста. 
2. Рост бактерий в непрерывной культуре. Культивирование в хемостате 

и турбидостате. Синхронизация клеточных делений. 
3. Подавление роста и гибель микроорганизмов под действием различ-

ных агентов: 
- повреждение ферментов и нарушение метаболизма; 
- повреждение поверхностных структур или слоев клетки; 
- нарушение синтеза клеточных компонентов; 
- подавление синтеза белка антибиотиками; 
- подавление синтеза нуклеиновых кислот антибиотиками; 
- гибель и уничтожение микроорганизмов. 
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Лабораторная работа 
 

Работа 1  Асептика, антисептика,  стерилизация. 
Антисептика -комплекс  мероприятий,  направленных  на  уничтожение  
бов  в  ра

          

микро не  или  в  организме  в  целом. 

мыван в  ран  и,  по  пока-

зинов
дезинфицирующие  и  

ства. 

щиты

проти
ый. 

ружаю

Различают антисептику: 
1). Механическую -  удаление  микробов  путем  иссечения  ран,  их  про-
ие  антисептическим  раствором,  выравнивание  крае

заниям,  зашивание  раны. 
2).Физическую -   используются  дренажи  (из  резиновых  полосок  и  ре-
ых  трубочек),  марлевые  тампоны;  УФО.  
3). Химическую  -  используются  антисептические,  

химиотерапевтические  сред
4)Биологическую -  уничтожение  микробов,  повышение  иммунной  за-
  организма. 
Асептика -  система  профилактических  мероприятий,  направленных  
в  возможного  попадания  микробов  в  ткани,  органы,  полости. 
Источники -  экзогенный  и  эндогенн
Экзогенный  -  возбудители  попадают  в  рану  из  внешней  среды,  ок-
щей  больного: 
Эндогенный  (аутоинфекция)  -  инфекция,  которая  содержится  в  орга-
  больного  и  может  проникнуть  в  рану  -  гематогенно  -  лимфогенно. 
Стерилизация -  метод,  обеспечивающий  гибель  в  стерилизуемом  ма-
ле  вегетативных  и  споровых  форм  патогенных  и  непатогенных  мик-
анизмов.  Стерилизации  должны  

низме

териа
роорг подвергаться  все  предметы,  соприка-
сающиеся  с  раневой  поверхностью,  контактирующие  с  кровью  или  инъек-
ционными  препара тической  аппара-
туры,  которые  в  процессе  эксплуатации  соприкасаются  со  слизистыми  
оболо ть  их  повреждение. 

тами,  а  также  отдельные  виды  диагнос

чками  и  могут  вызва
 
Работа 2  Методы стерилизации 

кроорганизмы проМи являют разную чувствительность к средствам, при-
меняемым для их уничтожения. Существуют видовые различия в чувствитель-

также различия, зависящие от влажности и рН средыности, а , от возраста веге-
тативных клеток или спор и т.д. Эффективность различных агентов, применяе-

 уничтожения мых для микроорганизмов, характеризуют величиной D10 (время, 
необходимо д еленных ус-е ля того, чтобы в определенной популяции при опред
ловиях сред  вы ызвать гибель 90% клеток). 

Полна и помощью:  я ли частичная стерилизация осуществляется с 
1)  влажног жо ара,  
2)  сухого жара,  
3)  фильтра иц и, 
4)  облучения  
5)  различных химических средств. 

 33



  

1. Влажный жар Вегетативные клетки большинства бактерий и грибов 
ибнут через 5-10 мин уже при температуре около 60°С, споры дрожжей и ми-

, а споры бактерий-выше 
120°С

ющихся чрезвычайной термоус-
тойчивостью. При этом след ельный результат сте-
рилиз

я достижения температур выше точки кипения воды 
польз

 значительно бо-
лее ни

дов, в которых ее проводят . 

г
целиальных грибов-лишь при температурах выше 80°С

 (15 мин). Время воздействия влажным жаром, необходимое для уничто-
жения спор некоторых видов бактерий, отлича

ует учитывать, что окончат
ации зависит также от степени загрязнения обрабатываемого материала, 

т.е., например, от числа терморезистентных спор: чем их больше, тем длитель-
нее должен быть нагрев. Дл

уются автоклавом. Температура насыщенного пара зависит от давления. 
При доступе воздуха определенному давлению соответствует

зкая температура. Продолжительность стерилизации, естественно, зави-
сит от объема (теплоемкости) сосу

Тиндализация - нередко удается достичь того же эффекта дробной сте-
рилизацией в текучем паре при 100°С . Жидкость стерилизуется в этом случае 
при 100°С три дня подряд по 30 мин ежедневно; в промежутках между нагрева-
ниями ее хранят в термостате, для того чтобы споры проросли, а затем вегета-
тивны  нагревании. е клетки были уничтожены при следующем

Для многих целей довольствуются частичной стерилизацией, т.е. унич-
тожением вегетативных форм микроорганизмов. Такого эффекта обычно дости-
гают путем пастеризации - выдерживания в течение 5-10 мин при 75 или 80°С. 
Пастеризацией частично стерилизуют, в частности, молоко; однако, чтобы не 
испортить его вкуса, время воздействия в этом случае сокращают. Применяют 
два метода пастеризации молока: кратковременное нагревание (20 с при 71,5-
74°С) и сильное нагревание (2-5 с при 85-87°С). Стерилизации молока добива-
ются в результате сверхсильного нагревания: При этом в молоко вводят пере-
гретый водяной пар, доводя температуру смеси до 135-150°С. Молоко подвер-
гается действию этой температуры в течение 1 -2 с. Затем, пропуская молоко 
через форсунку, понижают давление и одновременно охлаждают молоко; при 
этом из него удаляется вода, введенная в виде пара. 

Способы консервирования ягод и косточковых плодов тоже следует 
рассматривать как частичную стерилизацию. При обычном нагревании кон-
сервных банок в течение 20 мин при 80°С гибнут только вегетативные клетки и 
споры многих грибов, в то время как споры бактерий остаются жизнеспособ-
ными. Прорастанию бактериальных спор препятствуют низкие значения рН, 
обусловленные присутствием кислот во фруктовом соке. На пастеризованной 
клубнике часто появляется так называемый «клубничный гриб» Byssochlamys 
nivea. Его аскоспоры выдерживают 86°С; при этой температуре D10 составляет 
14 мин. 

2. Сухой жар. При стерилизации сухим жаром бактериальные споры пе-
реносят более высокие температуры и притом дольше, чем при стерилизации 
влажным жаром. Поэтому жаростойкую стеклянную посуду, порошки, масла и 
т. п. стерилизуют в течение 2 ч при 160°С в сухом стерилизаторе. В тех случа-
ях, когда это позволяет стерилизуемый материал, в настоящее время применя-
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ют 30-минутный нагрев при 180°С. Как показывает опыт, при этом погибают 
все споры. Стерилизация жаром основана на коагуляции клеточных белков. 

3. Фильтрация. Растворы, содержащие термолабильные вещества, удоб-
нее всего стерилизовать фильтрованием. В лабораториях и для стерилизации 
питьевой воды используют фильтры Беркефельда (из прессованного кизельгу-
ра). Часто употребляют также асбестовые пластинки (в фильтрах Зейца), стек-
лянные фильтры и мембранные фильтры. Некоторые из них выпускаются с раз-
личной величиной пор, что позволяет даже разделять организмы разной вели-
чины и формы. 

4. Облучение. Для полной или частичной стерилизации применяют уль-
трафиолетовые, рентгеновские и гамма-лучи. В лабораторных условиях наи-
большее значение имеют ультрафиолетовые лучи. В спектре УФ-ламп преобла-
дает излучение в области 260 нм, поглощаемое главным образом нуклеиновыми 
кислотами и при достаточно длительном воздействии вызывающее гибель всех 
бактерий. УФ-облучение используется для частичной стерилизации помеще-
ний; при этом бактерии погибают очень быстро, а споры грибов, гораздо менее 
чувствительные к ультрафиолету,-значительно медленнее. Ионизирующее из-
лучение применяют для стерилизации пищевых продуктов и других компакт-
ных материалов. 

5. Химические средства. При стерилизации пищевых продуктов, лекар-
ственных препаратов и разного рода приборов, а также в лабораторной практи-
ке оправдало себя применение окиси этилена, которая убивает и вегетативные 
клетки, и споры, но действует только в том случае, если подвергаемые стерили-
зации материалы содержат некоторое количество (5-15%) воды. Окись этилена 
применяют в виде газовой смеси (с N2 или СО2), в которой ее доля составляет 
от 2 до 50%. 

Для сохранения термолабильных веществ, содержащихся в питательных 
средах, в практику была введена стерилизация р-пропиолакто-ном. Он значи-
тельно активнее окиси этилена, но обладает, видимо, довольно сильным канце-
рогенным действием и вызывает ряд других побочных физиологических эф-
фектов. Его добавляют в количестве 0,2% в готовые питательные среды, кото-
рые затем инкубируют 2 ч при 37°С. Если оставить среду на ночь, пропиолак-
тон полностью разложится. 

Углеводы при этом не затрагиваются. Напитки стерилизуют также диз-
тилпирокарбонатом (0,003-0,02%). 

Для стерилизации семян, используемых при выращивании стерильных 
растений, пригодны такие обычные антимикробные средства, как бромная вода 
(1%), сулема (HgCl2; 1%-ный раствор в спирте), AgNO3 (0,05%), гипохлорит 
кальция [1% Са(С1О)2], успулун и др., которыми воздействуют в течение 5-30 
мин. Перед этим семена следует обработать мылом или другим поверхностно-
активным веществом, чтобы обеспечить полное смачивание поверхности. 

 
Работа 3 Методы консервирования 
Пищевые продукты становятся негодными к употреблению не только в 

результате их разложения микроорганизмами (аэробного окисления или ана-

 35



  

эробного гниения), но и вследствие того, что на них поселяются бактерии и 
грибы, образующие токсины. Важнейшими продуцентами токсинов, попадаю-
щими в пищевые продукты, являются Clostridium botulimm и различные виды 
стафилококков. С. botulinum выделяет экзотоксин, чрезвычайно сильно дейст-
вующий даже в малых количествах и поражающий нервную систему. Стафило-
кокки образуют энтеротоксин, вызывающий так называемые пищевые отравле-
ния. Некоторые грибы образуют микотоксины, из которых наиболее известен 
афлатоксин (продукт жизнедеятельности гриба Aspergillus flams). 

Методы консервирования, применяемые для защиты пищевых продуктов 
от микроорганизмов, весьма разнообразны. Используются как физические, так 
и химические методы. 

Физические методы. Выше упоминалось о стерилизации с помощью вы-
сокой температуры. Металлические консервные банки в большинстве случаев 
прогревают в автоклаве. Для консервирования кислых плодовых соков доста-
точно пастеризации, при которой гибнут лишь вегетативные клетки, а споры 
сохраняют жизнеспособность; эндоспоры бактерий в кислых средах не прорас-
тают. 

Плодовые соки, минеральные воды и лекарственные препараты стерили-
зуют, пропуская через мелкопористые асбестовые или целлюлозные фильтры. 
При производстве вина прибегают к центрифугированию и фильтрации, чтобы 
прервать брожение на нужной стадии (для сохранения «остаточного сахара»). 

Старый и широко распространенный способ консервирования пищевых 
продуктов путем сушки основан на том, что для роста микроорганизмов необ-
ходима определенная влажность (обычно более 10% воды). Овсяные хлопья, 
сушеные фрукты, сено, зерно в элеваторах сохраняются именно благодаря сво-
ему сухому состоянию; во влажном воздухе, отсырев, они быстро портятся под 
возде

остью; однако такой метод не получил еще широ-
кого 

ием и другими способами домашнего кон-
серви

йствием грибов и бактерий. 
Возможности консервирования облучением пока еще ограниченны. Ульт-

рафиолетовые лучи используют главным образом для стерилизации воздуха на 
молочных заводах, промышленных холодильниках, хлебозаводах и в других 
аналогичных местах. Консервирование пищевых продуктов с помощью ионизи-
рующих излучений в принципе возможно, так как эти излучения обладают вы-
сокой проникающей способн

распространения. Надежным способом, начинающим даже в домашнем 
хозяйстве конкурировать с квашен

рования, является хранение продуктов при низкой температуре. В камерах 
для глубокого замораживания продукты хранят при температуре ниже — 20°С. 
При такой температуре жизнеспособность микроорганизмов заметно не снижа-
ется и разрушения их токсинов не происходит, однако рост полностью прекра-
щается. Даже психрофильные бактерии не могут расти при температуре ниже 
— 12°С. 

Химические методы. Консервирование путем подкисления основано на 
том, ч ха растут лишь немногие микроорга-то при низких рН без доступа возду
низмы. Для их уничтожения достаточно простой пастеризации. Термоустойчи-
вые споры при рН ниже 5,0 не прорастают. Естественное подкисление, проис-

 36



  

ходящее в результате молочнокислого брожения, используют для приготовле-
ния кислой капусты, силоса, соленых огурцов и сырокопченых колбас (салями, 
сервелата). Нередко для консервирования к продукту добавляют уксусную, мо-
лочную, винную или лимонную кислоту. При доступе воздуха непастеризован-
ные кислые продукты разлагаются под действием дрожжей и других грибов. 

Мясные и рыбные продукты консервируют копчением. Копчение связано 
с воздействием содержащихся в коптильном дыму продуктов возгонки - фено-
лов, крезолов, альдегидов, уксусной и муравьиной кислот. Все эти вещества 
обладают антисептическими свойствами. Действие их усиливается благодаря 
удалению из обрабатываемого продукта части влаги. 

Для соления продукты помещают в 14-25%-ный раствор поваренной со-
ли. В результате снижается содержание воды в продукте и подавляется рост ми-
кроорганизмов, вызывающих порчу. Способность к размножению сохраняют в 
таких условиях лишь немногие галофильные бактерии. 

Сахар в высокой концентрации (примерно 50% сахарозы) также подавля-
ет рост микроорганизмов. Мармелад и различные сиропы сохраняются в пер-
вую очередь благодаря высокому содержанию кислот и сахара. 

Для сохранения ряда пищевых продуктов приходится применять химиче-
ские консерванты. К вину с этой целью ранее добавляли сернистую кислоту; 
вино и фруктовые соки можно (если это необходимо) консервировать добав-
лением диэтилпирокарбоната. 

 
5 Физиология микроорганизмов 

5.1 Конструктивный метаболизм 

 
Основные вопросы  
1. Составляющие метаболизма микроорганизмов. Виды транспорта через  
     клеточную плазматическую мембрану . 
2. Особенности пассивного и активного транспорта через клеточную  
      мембрану. 
3. Конструктивный метаболизм микроорганизмов. 

 
         Лабораторная работа 
 
          Работа 1  Образование и значение антибиотиков для  
                                        образующих их организмов. 

  

Уже в прошлом веке было известно, что между различными микроорга-
низмами могут существовать как симбиотические, так и антагонистические 
взаимоотношения. Толчком к выяснению материальной основы антибиоза по-
служило наблюдение Флеминга, обнаружившего (1928), что колония гриба 
Penicillium notatum подавляла рост стафилококков. Выделяемое этим грибом 
вещество, которое диффундировало в агар, получило название пенициллина. С 
тех пор было выделено множество веществ с антибиотической активностью. 
Антибиотики - это вещества биологического происхождения, способные даже 
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в низких концентрациях подавлять рост микроорганизмов. Различают вещества, 
подавляющие рост микробов (бактериостатические, фунгистатические) и уби-
вающие их (бактерицидные, фунгицидные и т.д.). 

К синтезу антибиотиков способны главным образом грибы из группы As-
pergillales, актиномицеты и некоторые другие бактерии. На первом месте по 
химическому многообразию синтезируемых веществ стоят стрептомицеты. К 
настоящему времени подробно охарактеризовано более 2000 антибиотиков, од-
нако в качестве химиотерапевтических средств применяется всего лишь около 
полусотни. Число описанных случаев антибиотических взаимодействий гораздо 
больше, но многие группы микроорганизмов, в том числе не поддающиеся 
культивированию или с трудом культивируемые бактерии и низшие грибы, в 
этом смысле еще недостаточно изучены. 

Вопрос о значении антибиотиков для их продуцентов в условиях их есте-
ственного обитания - в почве - остается неясным. К образованию антибиотиков 
ведут специальные биохимические пути, относящиеся к вторичному мета-
болизму. Эти пути и обеспечивающие их ферменты не являются необходимыми 
для роста и выживания клеток. Генетический аппарат, который нужен для син-
теза антибиотиков, для организма в случае их бесполезности был бы балластом, 
и организм освободился бы от него в процессе эволюции путем соответствую-
щих делеций. Поскольку в природе, очевидно, сохраняется лишь то, что целе-
сообразно, нужно видеть в антибиотиках вещества, обеспечивающие их проду-
центам селективное преимущество и в  условиях, т.е. в почве (на-естественных
пример, преимущество в рат). Однако такие конкуренции за один и тот же субст
антагонистические вз аружить, поскольку аимоотношения в почве трудно обн

ся в очень малых количествах; к томантибиотики образуют у же они обычно по-
давляют и рост самих продуцентов. 

ется представление, согласно которому в процессе 
эволю
териа  пор экспериментальных ус-
ловия он-
серват  на заре эры молекулярной биологии. В на-
стоящ  метаболиты, прямую 
пользу которых для синтезирующих их клеток усмотреть трудно, причисляют, 

жкам» обмена веществ или же к продуктам, воз-
икшим на «игровой площадке» метаболизма. Этот пример ясно показывает, 

 растений- одно из 
рганической эволюции. 

Постепенно утвержда
ции может сохраняться и ненужный на первый взгляд генетический ма-
л -даже в том случае, если в изученных до сих
х он оказывается для организма балластом. Очевидно, природа более к
ивна, чем это предполагалось
ее время антибиотики, а также другие вторичные

образно выражаясь, к «стру
н
что изучение вторичного метаболизма бактерий, грибов и
перспективных направлений в исследовании путей о

 
Работа 2. Методы выявления антибиотиков. 

 Первые антибиотики были обнаружены случайно, по образованию зон подав-
ления роста. В чашках с питательным агаром, густо засеянным тест-организмом 
(индикаторными бактериями), вокруг колоний гриба или стрептомицета рост 
отсутствовал : антибиотик, диффундирующий из колонии в агар, вызывал обра-
зование прозрачных участков в сплошном бактериальном газоне (рисунок 18). 
Видами-индикаторами (тест-объектами) в таких опытах служат типичные пред-
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ставители различных групп микроорганизмов. Для качественного испытания 
продуцента антибиотика достаточно посеять его в середину чашки с питатель-
ным агаром, а индикаторные бактерии-в виде радиальных штрихов (штрих-
тест, рисунок 19). После инкубации по степени торможения роста различных 
индикаторных организмов судят о спектре действия антибиотика. Антибиотики 
различаются по действию на грам-положительные и грам-отрицательные бак-
терии, на дрожжи, дерматофиты и другие микроорганизмы. Большинство анти-
биотиков было открыто в процессе предварительного отбора (скрининга). На 
рисунке 20 представлена вся последовательность работы -от получения суспен-
зии почвенной пробы до опыта на животных. 
 

      
 
 
 
 
 
 
 

 
Выделение антибиотиков бактериями или  грибами можно обнаружить по 

образованию зон  подавления роста индикаторных бактерий   (Staphylococcus 
aureus), равномерно рассеянных на агаре  

Рисунок 18 
 

 
1 - Staphylococcus aureus; 2-Streptococcus; 3 - Escherichia coli; 4-Pseudomonas 
aeruginosa; 5-Candida albicans; 6-Trichophyton rubrum. В центр чашки Петри на 
агар с ют диск из фильтровальной  пептоном и гидролизатом казеина помеща
бумаги, пропитанный раствором испытуемого антибиотика (количество анти-
биотика ~ 10 мкг). Суспензии тест-организмов наносят платиновой петлей в 
виде радиальных штрихов (от одного до шести). В зоне диффузии антибиотика 
некоторые микроорганизмы не растут.  

Рисунок 19 Определение спектра действия трех антибиотиков с помощью 
штрихового теста. 
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Работа 3. Количественное определение действия антибиотиков. 
 
Для количественной оценки действия антибиотика пользуются методом 

диффузии в агар, методом последовательных разведении и некоторыми други-
ми методами. Для проведения теста с диффузией чашки заполняют до опреде-
ленной высоты агаризованной средой, содержащей суспензию тест -организма. 
Затем в чашки вносят испытуемые растворы антибиотика. Их помещают в лун-
ки, либо в стеклянный или металлический цилиндр, или же накладывают на 
агар пропитанные антибиотиком диски из фильтровальной бумаги. При поло-
жительной реакции во всех случаях после инкубации становится заметной зона 
подавления роста тест-организма. Диаметр этой зоны при соблюдении посто-
янных условий опыта (состав питательной среды, толщина слоя агара, плот-
ность посева, время инкубации, температура и т.д.) пропорционален логарифму 
концентрации антибиотика (рисунок 21). 

При использовании метода последовательных разведении готовят се-
рию разведении антибиотика в отношении 1:2 в питательном растворе, засеян-
ном тест-организмом, и после инкубации определяют ту минимальную концен-
трацию антибиотика, при которой не наблюдается роста (минимальную бакте-
риостатическую концентрацию). 

Для установления синергического и антагонистического действия разных 
веществ, а также для исследования действия антибиотиков на другие организ-
мы (на простейших, червей, водоросли, культуры клеток, вирусы) были разра-
ботаны специальные методы. 

 
 

 
 
 

 

 

 

 
 

 
 
Рисунок 21 Количественное определение антибиотика методом диф-

фузии в чашке. 
Диски из фильтровальной бумаги, помещенные на поверхность засе-

янной агаризованной среды, содержат различные количества антибиоти-
ка. Диаметр зоны подавления роста тест-организма   пропорционален кон-
центрации антибиотика. 
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5.2 Энергетический метаболизм 
 
          

  
Основные вопросы  
1. Особенности энергетического метаболизма фототрофных микроорга-     
     низмов. 
2. Энергетический метаболизм хемотрофов использующих процессы бро- 
     жения. 
3. Энергетический метаболизм хемоорганитрофов, использующих процес 

сы  дыхания. 
          4. Энергетический метаболизм хемолитоавтотрофов. 
 
          Лабораторная работа 
 

Работа 1. Анализ питьевой воды. 
Основная цель анализа питьевой воды-обнаружение Escherichia coli. Этот 

анализ-простой пример бактериологической дифференциальной диагностики, 
поэтому на нем стоит остановиться подробнее. Е. co/i-обычный и совершенно 
безвредный обитатель кишечника человека, и его присутствие в питьевой воде 
само по себе неопасно. Однако в кишечнике может находиться и ряд патоген-
ных бактерий. Вместе с Е. coli эти бактерии выделяются с калом больных, ре-
конвалесцентов и бациллоносителей, так что и они могут попадать в питьевую 
воду. Чтобы не применять специальных методов для выявления каждой из та-
ких патогенных бактерий, пользуются общим индикатором загрязнения. Таким 
индикатором и служит постоянный обитатель кишечника £. coli. Обнаружение 
этого вида в пробе воды показывает, что вода загрязнена содержимым кишеч-
ника и кишечными бактериями, среди которых могут быть и патогенные фор-
мы. В таком случае требуется принять соответствующие меры. Нормой для 
питьевой воды считается, когда общее число бактериальных клеток в 1 мл не 
превышает 100; при этом в 100 мл воды не должно  ни одной клетки £. coli.  быть

х Е. coli хорошо растет на средах, содержащи глюкозу или лактозу и пеп-
тон. Для того чтобы создать условия, при которых рост других бактерий сво-
дился бы к минимуму, пользуются лактозой. На средах с лактозой могут расти 
только те бактерии, которые способны ее расщеплять с помощью р-
галактозидазы. Этот фермент синтезируют бактерии группы кишечной палочки 
и молочнокислые бактерии, тогда как многие почвенные  водные бактерии его  и
лишены. 

ервые указания на присутствие газообразующих бактерий дает появле-
ние га -
дильных трубках Эйнхорна. Ес  высеять Escherichia coli, а в 
другу

щегося газа: Е. coli выделяет Н2 и СО2 примерно в 
соотношении 1:1, тогда как Enterobacter aerogenes образует больше СО2, чем 
водорода. 

П
за во время инкубации пробы в растворе с лактозой и пептоном в бро

ли в одну трубку
ю - Enterobacter aerogenes, то уже после 24-часовой инкубации при 37°С 

станет заметной разница в выделении газообразных продуктов. £. aerogenes оп-
равдывает свое название и образует примерно вдвое больше газа, чем £. coli. 
Различен и состав выделяю

 42



  

Некоторые моло т способностью рас-чнокислые бактерии тоже обладаю
щеплять лактозу с образованием газа, так что их присутствие может исказить 
результаты анализа. Это делает необходимым применение дальнейших методов 
дифференциации. Если такую культуру высеять на агар с эозином и метиле-
новы актоза-пентон-эозин-метиленовый синий), то появляются ко-м синим (л
лонии Е. coli, окрашенные в темно-синий цвет с металлическим отливом (ре-
зульт ия света); Enterobacter же образует розовые слизистые колонии ат отражен
без м

Дл й дифференциации этих двух микроорганизмов требуется 
и самый трудоемкий 

пособ. В повседневной практике для заключительной дифференциации ис-
 на качественных различиях между двумя рас-

матриваемыми видами бактерий (таблица  8). 
ли: 

 1) об

еталлического блеска. 
я более точно

полный анализ брожения. Это, конечно, самый точный, но 
с
пользуют метод, основанный
с

Учитываются следующие показате
разование индола из триптофана;  

 2) количество кислоты, образуемой из сахара (проба с метиловым красным);  
 3)образование ацетоина при сбраживании глюкозы(реакция Фогес-Проскауэра)  
4) рост на среде с цитратом в качестве источника углерода. 

 
1. Образование индола. Индол, образуемый из триптофана, выявляется с 

помощью реактива Эрлиха (и-диметиламинобензальдегида) по вишнево-
красному окрашиванию. 

2. Проба с метиловым красным. Образование кислоты приводит к из-
менению цвета рН-индикатора (метилового красного): красный < рН 4,5 < жел-
тый. 

3. Образование ацетоина (реакция Фогес-Проскауэра). Ацетоин, образо-
вавшийся в питательной среде с глюкозой и пептоном, в сочетании с креати-
ном, содержащимся в пептоне, вызывает после прибавления сильной щелочи (1 
мл 10%-ного КОН на 5 мл питательного раствора) появление красной окраски. 
Чувст

и

 

вительность метода повышается при добавлении креатина и а-нафтола. 
4. Использование цитрата. В синтетическом питательном растворе с 

цитратом использование последнего можно обнаружить по помутнению и под-
щелачи-ван ю (выявляется с помощью бромтимолового синего). 

 
Таблица 8 Реакции для дифференциации Escherichia coli и Enterobacter aero-
genes. 

Образование 
индола 

Проба с метиленовым 
красным 

Образование аце-
тоина 

Цитрат 

Escherichia 
coli 

+ + - - 

Enterobacter 
aerogenes 

- - + + 
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Работа 2  Зарисуйте схему  

 
 

Рисунок 22 Схема окисления углеводов в процессе аэробного дыхания. 
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Работа 3  
Микроорганизмы, осуществляющие процесс дыхания за счет окисленных 

соединений азота и хлора, относятся к факультативным анаэробам. Они имеют 
две ферментные системы, позволяющие им переключаться с аэробного дыха-
ния на анаэробное и наоборот в зависимости от присутствия в среде того или 
иного конечного акцептора (рисунок 23). 

Рисунок 23 Дыхательная цепь ферментов у микроорганизмов использующих         
нитраты ( факультативные анаэробы). 

 
Работа 4. Энергетический процесс окисления аммиака до нитритов с пе -           

редачей электронов в дыхательной цепи для группы нитрозобактерий (рис.24). 
 

Рисунок 24 Энергетический процесс у нитрозобактерий. 
 

6 Фототрофные бактерии и фотосинтез 

6.1 Пурпурные и зеленые бактерии 
 

Основные вопросы  

         1 Отличительные особенности морфологии и физиологии пурпурных и зе           .
            леных бактерий. 
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          ы фотосинтетического аппарата фототрофных бактерий. 

- распространение фототрофных бактерий. 
4.Основные этапы оксигенного фотосинтеза. 
 5.Анаксигенный фотосинтез. 

 
     Лабораторная работа 
      
Работа 1. Рассмотрите препарат и зарисуйте используя рисунок 25 особен-
ности фототрофных зеленых бактерий.  
 

2.Пигмент
3.Особенности метаболизма  и распространения фототрофных бактерий: 

- фиксация СО2; 
- доноры водорода; 
- образование молекулярного водорода на свету; 
- темновой метаболиза; 

 

ные зеленые бактерии ( Chlorobiaceae). 
 

 
Рисунок 25 Фототроф
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Работа 2.   Схема оксигенного фотосинтеза. 
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Работа 3. Фотосинтетический перенос электронов при оксигенном               
фотосинтезе (рисунок 27). 

 
 
 

 По вертикали-окислительно-восстановительный потенциал. Р700-Хл a1 , донор 

электронов фотосистемы I (ФС I); Р680-Хл а1, донор электронов фотосистемы 

II (ФС II); X 320-акцептор электронов ФС II; Х-акцептор электронов ФС I, бе-

лок, содержащий железо и серу; Fd - ферредоксин; Цит-цитохром. Фотохими-

ческие реакционные центры заключены в рамки. 

Рисунок 27 «Z-схема» переноса электронов при оксигенном фотосинтезе 

 

 



  

Работ
                              и Chlorob нтез (рисунок 28). 
 

По вертикали - окислительно-восстановительный потенциал. Цит-цитохром; 

Fd-ферредоксин; УХ-убихинон; Р870 или Р840-Бхл а [донор электронов реак-

ционного центра (РЦ)]; Х-акцептор электронов РЦ. Фотохимический реакцион-

ный центр заключен в рамку. 

Рисунок 28 
6.2 Фиксация молекулярного азота.  

а 4. Схема фотосинтетического переноса электронов у Rhodospirillales     
iales. Аноксигенный фотоси

      Разложение природных  веществ 
 

, хитина, лигнина и белков. 

Основные вопросы  

1.Фиксация азота симбиотическими бактериями. 

2.Фиксация азота свободноживущими бактериями. 

3.Биохимия азотфиксации. 

4.Разложение бактериями целлюлозы, агара

5.Участие бактерий в гумусообразовании. 
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Работа 1 Симбиотическая фиксация азота в корневых клубеньках  
                                     бобовых   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

вых волосков и рост инфекционной нити. 
нок 29 Фиксация азота в клубеньках бобовых. 

Работа 2. Обща

d- ферродоксин,   Fl- флаводоксин. 
Рисунок 30 

 

А. Корень гороха с клубеньками. Б. Клубеньки в разрезе. В. Растительная клет-
ка, заполненная бактериями Rhizobium в разрезе. Г. Бактерии, находящиеся в 
клетках растения, приобретают необычную форму (бактероиды).Д. Внедрение 
бактерии через кончики корне

Рису

я схема фиксации азота (рисунок 30). 

F



  

Работа 3 Представители группы Azotobacter и их распространение. 
Табли

Работа 4. Схема превращений, которым подвергаются питательные ве  -    
    щества под воздействием микроорганизмов в желудке жвачных (рисунок 31). 

ца 9 

 
 

 -  сычуг. 
Рисунок 31 Схема пищева дке жвачных животных. 

1 -  рубец,    2 -  сетка,    3 -  книжка, 4
рения в желу
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Работа 5. Превращение растительных веществ в почве и образование 
гумуса (рисунок 32). 

 

Рисунок 32. Образование гумуса в почве. 

7 Постоянство изменение и передача у микроорганизмов 

7.1 Спонтанный и индуцированный мутагенез.  Генетическая рекомбина-
ция у микроорганизмов 

 
Основные вопросы  

     1. Спонтанные и индуцированные мутации. Механизмы их образования. 

     2. Генетическая рекомбинация, ее особенности у микроорганизмов. 

     3. Коньюгация. F-фактор  и его значение при коньюгации. 

     4. Плазмиды. Факторы фертильности и резистентности . 

 

Лабораторная работа 
Работа 1. Доказательство ненаправленного характера мутаций у бакте -          

ода реплик (рисунок 33).                  рий, полученное с помощью мет
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Рисунок 33 Получение мутаций методом реплик. 
 

Работа 2  Индуцированные мутации. Механизм их образования. 

1.Замена пары оснований АТ на ГЦ после включения бромурацила BU  в ДНК     
(рисунок 34). 
2.Изменение разбив плеты в резуль- 
   тате « мута

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 34 Включение вромурацила BU в ДНК 

 
 

ки считываемой последовательности на три
ции со сдвигом рамки» (рисунок 35). 
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А. Включение нескольких остатков BU вместо тимина во время первой репли-
кации (1 - родительская цепь, 1' -дочерняя цепь). Б. Включение G вместо А во 
время второй репликации в результате спаривания с BU, находящимся в еноль-
ной форме. В. Включение С во время третьей репликации. 

исунок 35 Механизм мутации со сдвигом рамки считывания. 
актериофаг Т4 способен образовывать лизоцим. Этот фермент кодируется ге-
ом фага. Вверху представлен отрезок нормальной нуклеотидной последова-
ельности (фаг ислоты. Внизу 
риведена нукл олученного из 
иког тид А во 
второ ются не-

ого триплета в дальнейшем восстанавливается правильный поря-
 

ке от второго до пятого три-
плета включительно. Если кодируемые этими триплетами аминокислоты е 
существенны для функции данного белка, то вторая мутация восстанавливает 
свойства (фенотип) дикого типа (генетическая супрессия). 

Работа 3  Методы отбора и идентификации мутантов . 

Таблица 10 

 

 

 

 

 

 
 
 
Р
Б
н
т дикого типа) и указаны соответствующие аминок

еотидная последовательность двойного мутанта, пп
д о типа в результате двукратной обработки профлавином. Нуклео

м триплете утрачен, и начиная с этого места триплеты считыва
правильно («рамка считывания» сдвинута). В результате включения G в конце 
пятого неверн
док считывания. Таким образом, нуклео-тидные последовательности двойного
мутанта и дикого типа различны только на участ

н
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родолжение таблицы 10 П
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Пенициллиновый метод, применяемый для накопления и выделения ауксо-
трофных мутантов Escherichia coli или других бактерий, чувствительных к пе-
нециллину (Таблица 11) 

Таблица 11 Схема опыта накопления мутантов с помощью пенициллина 

Работа 3. Коньюгация у микроорганизмов. 
Рекомбинация при коньюгации двух мутантов Escherichia coli К12 с раз-

личными парами биохимических дефектов (рисунок 36). 
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Взаимоотношения между половыми типами Escherichia coli (рисунок 37). 

 

Клетка F - может служить только реципиентом. При конъюгации с клеткой 
штамма F+ или Hfr она может получить фактор F и в результате стать клеткой 
F + . В ьцевую молекулу ДНК. Этот 
факто

 переходит в состоя-
ие Hfr. Фактор может включиться в разные участки хромосомы и в различной 
риентации; от этого зависит, с какого места начнется и в каком направлении 
удет происходить перенос хромосомы (показано красными стрелками). В слу-
ае неправильного выключения фактора F из хромосомы он может превратить-
я в фактор F', содержащий кусочек хромосомной ДНК. 
исунок 37. Механизм переноса генов из клетки донора в клетку реципиента 

Работа 4. Генетическая карта хромосомы Escherichia coli (рисунок 38). 

 клетке F + фактор F представляет собой кол
р можно удалить путем обработки клеток акридиновым оранжевым. При 

включении фактора F в бактериальную хромосому клетка
н
о
б
ч
с
Р
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Цифры соответствуют положению генов они указывают, через сколько минут
после начала конъюгации (в питательном бульоне при 37°С) те или иные гены
переходят в клетку-реципиент. Красными стрелками внутри круга указана по
следовательность перехода генов в клетку-реципиент при конъюгации с клет-
ками различных штаммов Hfr (направление перемещения хромосомы против
положно направлению стрелки). Красными стрелками вне круга обозначено на
правление, в котором считываются отдельные гены того или иного оперона при
транскрипции (например, в /ас-опероне — Р, О, Z, Y, А). 

 
 

-

о-
-
 

Обозначения генов: azi 
к-

озы; his-потребность в гистидине и гены ферментов, участвующих в его синте-
е; ilv-потребность в изолейцине и валине; lac — оперон лактозы с генами: Р-
промо Л-
тиогалактозид-тран-сацетилаза; pro А- потребность в пролине (блок перед глу-
таматполуальдегидом); гее А— способность к генетической рекомбинации и 
репарации лучевых повреждений; thr- потреби ость в треонине; trp- потреб-
ность в триптофане. 
Рисунок 38 Расположение генов в бактериальной хромосоме. 

— устойчивость к азиду; bio-потребность в биотине; gal-использование гала
т
з

тор, О — оператор, Z - (3-галактозидаза, У-галактозид-пермеаза, 
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Работа 6 Метод молекулярного клонирования (рисунок 39). 

Рисунок 39 Использование плазмиды в качестве вектора для введения чуже-
родной ДНК в бактериальную клетку при молекулярном клонировании 
 
Получение гибридной ДНК путем вставки фрагмента эукариотической ДНК в 
бактериальную плазмиду (упрощенная схема). Чужеродную ДНК и ДНК плаз-
миды расщепляют in vitro с помощью одной и той же рестрикционной эндонук-
еазы. При этом получаются фрагменты с «липкими» концами (одноцепочеч-л
ными концевыми участками с комплементарными основаниями). В результате 
смешивания таких фрагментов и обработки лигазой образуются плазмиды с 
включенной в них эукариотической ДНК. Эти гибридные ДНК можно вводить 
в подходящие бактерии и размножать, получая массовые культуры трансфор-
мированных клонов. Из такого клона удается выделить чужеродную ДНК. 

 

8 Микроорганизмы и окружающая среда 

8.1 Методы оценки загрязнения природных водоемов 
         Основные вопросы  

    1. Экология, местообитание, экологическая ниша и численность      
             микроорганизмов. 

    2. Водные экосистемы.  
    3. Проточные водоемы и очистка сточных вод. 
    4. Патогенные микроорганизмы и инфекции, передающиеся через воду. 
    5. Принципы санитарно-микробиологической оценки качества воды. 
    6. Самоочищение водоемов. 

Работа 1 Оценка степени загрязненности поверхностных водоемов 
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Любой поверхностный водоем представляет собой сложную экологиче-
скую систему, формирующуюся под влиянием множества факторов, которые в 
конечном итоге определяют качество природной воды и возможность исполь-
зования водоема в тех или иных целях. Качество воды в водоисточнике оцени-
вается комплексом показателей санитарно-хими-ческого, бактериологического 
и гидробиологического анализов, дополняющих друг друга. Санитарно-
химический анализ фиксирует общий уровень загрязнения и его характер; бак-
териологический — оценивает санитарно-эпидемиологическое состояние водо-
ема и возможное присутствие в воде патогенных микроорганизмов; гидробио-
логический анализ не только оценивает степень загрязненности воды, но и по-
могает расшифровать сущность процессов, происходящих в водоеме при его 
загрязнении. Вследствие многообразия загрязнений, поступающих в водоем, 
биологические методы приобретают первостепенное значение в связи с тем, что 
химический контроль зависит от предварительных знаний о возможном посту-
плении в водоем того или иного вида загрязнений.  

Сообщества гидробионтов — своеобразные информационные системы, 
отражающие различные изменения в водной среде, так как чутко реагируют на 
кумулятивное действие множества факторов, определяющих качество воды. 
Гидробиологический анализ основан на способности некоторых видов гидро-
бионтов обитать в среде с той или иной степенью загрязненности. Это свойство 
организмов, обусловленное их физиологическими особенностями, называе
апробностью данного организма. 

тся 
с

Далеко не все обитатели водной среды являются хорошими индикатора-
ми, так как многие из них приспособлены к существованию как в загрязненной, 
так и в достаточно чистой воде. Например, некоторые серобактерии встречают-
ся и в воде, где разлагаются органические вещества с образованием сероводо-
рода, и в чистых минеральных сернистых источниках. 

Система сапробности, созданная Р. Кольквитцем и М. Марсоном (1908—
1909), затем была дополнена и развита Я. Я. Никитинским и Г. И. Долговым,  Р. 
Пантле, Г. Букком и др. 

В зависимости от степени загрязненности водоемы или их зоны подраз-
деляются на поли-, мезо-, олиго- и ксеносапробные. 

Полисапробная зона — зона сильного загрязнения — характеризуется 
большим количество в и практиче-м легкоокисляющихся органических вещест
ски полным ерхностная  отсутствием кислорода. Фотосинтез отсутствует, а пов

ить водоем кислородом, так как он мгнаэрация не может обеспеч
тре

овенно по-
бляется на процессы окисления в поверхностном слое. В силу этих пр

нируют анаэробные процессы, осуществляемы
ичин в 

полисапробной зоне доми
рот

е гете-
рофными организмами. В воде присутствуют газообразные продукты ана-

эро ероводород, диоксид угле-бного распада органических веществ — метан, с
род -а. Число микроорганизмов может достигать многих миллионов в 1 мл. В ус

знылов х иях сильного загрязнения наблюдается массовое развитие разнообра
х бактерий вида Sphaerotilus natans, сесап рных рофитов, в том числе нитчаты

терий родов Beggiatoa и Thiothбак rix, бактерий вида Zoogloea ramigera. Среди 
живот  про-ных организмов полисапробной зоны наиболее распространены
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стейшие: бесцветные жгутиковые, инфузории, некоторые амебы. Наиболее ха-
рактерные сапробные организмы этой зоны показаны на рисунок 40. Микрона-
селение бентоса полисапробной зоны в основном составляют анаэробные са-
профитные бактерии, в том числе сульфат-редуцирующие. В илах обитают оли-
гохеты Tubifex tubifex, Limnodrilus, личинки комара Chironomus plumosus  . 

Зона среднего загрязнения подразделяется на α- и β-мезосапробные 
подзоны. В водоемах, относящихся к α-мезосапробным, концентрация органи-
ческих веществ довольно высокая. Кислород имеется, но его недостаточно. Тем 
не менее процессы окисления органических соединений носят аэробный харак-
тер и сопровождаются образованием аммиака. Обитатели этой зоны — орга-
низмы, выносливые к недостатку кислорода. Преобладают гетеротрофные бак-
терии, появляются грибы, цианобактерии. Животные организмы представлены 
многочисленными видами инфузорий, бесцветных и окрашенных жгутиковых, 
встречаются коловратки, низшие ракообразные — Daphnia pulex, D. magna. В 
илах много личинок хирономид. Некоторые индикаторные организмы этой зо-
ны по

2). Количество сапрофитных бактерий по 
сравн

нерализация с участием 
бакте

казаны на рисунок 41. 
Для водоемов, относящихся к β-мезосапробной зоне, характерно почти 

полное отсутствие легкоокисляемых органических веществ. Вода содержит ам-
миак и продукты его окисления — нитриты и нитраты. В массе развиваются ав-
тотрофные организмы — многие виды водорослей, нитрифицирующие бакте-
рии. Разнообразны животные планктона: инфузории, корненожки, коловратки, 
низшие ракообразные (рисунок 4

ению с полисапробными водоемами значительно меньше и составляет не-
сколько тысяч в 1мл. Кислорода в воде достаточно. Более того, в результате 
фотосинтетической деятельности фитопланктона в дневные часы вода может 
быть пересыщена кислородом, но в темное время суток концентрация его резко 
снижается. В донных отложениях идет интенсивная ми

рий, многочисленных видов червей, личинок разнообразных насекомых, 
моллюсков. У берегов развиты макрофиты. 

Олигосапробная зона – зона чистой воды. Растворенные органические 
вещества практически отсутствуют, в связи с чем основная часть насекомых 
планктона составляет автотрофные организмы. В этих водоемах резких колеба-
ний концентрации кислорода в течении суток не наблюдается. Количество ки-
слорода близко к полному насыщению. Процессы нитрификации заканчивают-
ся. Отмечается большое видовое разнообразие гидробионтов (диатомовые и зе-
леные водоросли, коловратки, ветвистоусые и веслоногие рачки). В илах оби-
тают личинки поденок, моллюски. Индикаторные организмы этой зоны показа-
ны на   рисунок   43. 

Ксеносапробность характеризует наиболее чистые водоемы, не несущие 
следов антропогенного воздействия. Эта степень сапробности по сути пред-
ставляет собой лучшую часть олигосапробностй. Типичные для нее организмы 
показаны на  рисунок  44. 

Каждую зону сапробности (и соответствующие ей сапробные организмы) 
обозначают определенным индексом: полисапробность — р; α-
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мезосапробность — а; β-мезосапробность —b;       олигосапробность — о; 
ксеносапробность – х.  

Существуют различные методы количественной оценки сапробности зон 
или участков водоемов. Например, по методу Пантле и Букка по результатам 
биологического анализа рассчитывают индекс сапробности воды S: 

      

 
где s — значение сапробности организмов (и соответствующих зон): р = 4,  
а = 3, b = 2, o = l, х = 0; h — относительная частота встречаемости видов. 

Для оценки относительной частоты встречаемости видов применяют шес-
тиступенчатую шкалу (таблица 12). 

В специальных таблицах или атласах указана степень сапробности каж-
дого индикаторного организма. Пример расчета индекса сапробности по ре-
зультатам биологического анализа пробы воды показан в таблице 13. 

Рассчитанный индекс сапробности показывает, что анализируемая вода 
по степени загрязненности является β-мезосапробной. 

Таким образом, степень загрязненности водоема оценивается не по от-
дельным сапробным организмам, даже если они хорошие индикаторы, а по со-
обществам организмов, обнаруживаемых в водоеме. При этом анализируется ж 
только вода, но и донные отложения и обрастания. 
Таблица 12. Оценка относительной частоты встречаемости видов 

 
 
Шкала частоты 
 

Количество экземпля-
ров одного вида в процентах 
от общего числа особей 

 

 
 
Значение h 
 

Очень редко 
 

I 
 

1 
 

Редко 
   
Нередко 
 

4-10 
 

3 
 

Часто 
 

10- 20 
 

5 
 

Очень часто 
 

20 -40 
 

7 
 

Массовость 
 

40—100 
 

9 
 

Реакция биоцен

2—3 2 

озов на загрязнение водоема приводит и появлению или 
исчез

ие критерии оценки качества воды позволяют полу-
чить о

новению отдельных видов, имеющие индикаторное значение, к уменьше-
нию числа видов, изменению относительного видового состава сообщества, а 
также соотношения между гетеротрофными и автотрофными организмами. Та-
ким образом, биологическ

бобщенное, представление о ходе процесса самоочищения в водоеме. 
Для оценки влияния на в доем сточны  вод и хода процесса самоочище-о х

ния в нескольких точках выше и ниже створа выпуска сточных вод водоем ос-
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матривают, отбирают и анализируют пробы воды и донных отложений. По ре-
зультатам гидробиологического анализа проб планктона, бентоса, включая об-
рост, рассчитывают индекс сапробности для каждого участка, на котором отби-
рались пробы. 

Результаты гидробиологического анализа рассматриваются в совокупно-
сти с данными санитарно-химического и бактериологического анализов. Окон-
чательная количественная оценка процесса самоочищения и качества воды в 
водоеме дается на основе комплексного обследования водоема в разные сезоны 
года.  

азатНекоторые обобщенные химические и бактериологические пок
для во

ели 
доемов разной степени сапробности приведены в таблице14. 

Чтобы предотвратить загрязнение водоема, к спускаемым сточным водам 
предъ ляв яются определенные требования. «Правилами охраны поверхностных 
вод от загрязнения сточными водами» нормируются показатели качества воды 
в ближайшем к месту выпуска створе реки, используемом в качестве источника 
водоснабжения или для культурно-бытовых целей. Этот створ называется рас-
четным. Нормативы качества воды назначают с учетом процессов смешения и 
самоо нчищения, происходящих а участке от выпуска сточных вод до расчетно-
го створа. 
Таблица 13. Результаты биологического анализа и расчет индекса                                  
                                                   сапробности воды 

  
   
Виды, обнаруженные в пробе. 

их сапробности  
s h

Euglena viridis (p) 
 

4 
 

Closterium acerosum (a)       , 
 

3 
 

Cymbella ventricosa (b) 
 

10 
 

Diatoma vulgare (b) 
 

14 
 

Melosira italica (b) 
 

10 
 

Navicula viridula (a) 
 

 6 
 

 

 

 
 
Sh 
 

4 
 

1 
 

3 
 

1 
 

2 
 

5 
 

2 
 

7 
 

2 
 

5 
 

3
 

2 
 

Colpoda cucullus (a) 
 

3 
 

1 
 

3 
 

Surirella ovata (b) 
 

2 
 

5 
 

10 
 

Результаты расчета 
 

— 
 

Σ = 27 
 

Σ = 60 
 

Примечание. Величина S = 60:27 = 2,2. 
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Таблица 14     Химические и бактериологические показатели  
                                                состояния водоемов 

 
В зависимости от вида водопользования участки водоемов делят на две 

категории. 
К первой категории относятся водоемы или их участки, используемые для 

целей питьевого водоснабжения.    Качество воды для водоемов первой катего-
рии должно удовлетворять    следующим    требованиям;   БПКПОЛН.— не   бо-
лее 3 мг/л;  растворенный кислород в пробе, отобранной до 12 ч дня,— не ме-
нее 4 мг/л; увеличение взвешенных веществ в расчетном створе — не более 
0,25 мг/л по сравнению с концентрацией  звеси  в реке  спуска  сточной  во-в  до

  водоемов
а населения, а также водо черте Для

атегории  устан

веществ — не  б

доемов не должна прев г/л
 н

х для воспроизводст  ц д 
одоемов, использу
содержание о н
 пробе, отобранн  сп  во

гоприятное влияни

ды. Ко второй категории относят участки , используемые для купания 
и отдых емы в  населенных пунктов.  водо-
емов второй к овлены   следующие   нормативы:   БПКПОЛН.— не 
более 6 мг/л; растворенный кислород — не менее 4 мг/л, увеличение  взвешен-
ных   олее  0,75   мг/л. Более высокие требования предъявляют-
ся к водоемам, используемым в рыбохозяйственных целях.   БПКПОЛН. для та-
ких во ышать 2 м . Концентрация растворенного ки-
слорода в зимний период не должна быть иже 6 мг/л для водоемов, предназна-
ченны ва и сохранения енных поро рыб, и не менее 4 мг/л 
.для в емых в других рыбохозяйственных целях. В летний пе-
риод  кислорода в водоемах боих видов должно быть е ниже 6 
мг/л в ой до 12 ч дня. Сточные воды, ускаемые в доемы 
всех видов водопользования, не должны содержать веществ, способных оказать 
небла е на водные организмы или опасных для здоровья лю-
дей. 
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Бактерии: 1. Sphaerotilus natans, 2. Zoogloea ramigera, 3. Zoogloea uva, 4. Sarcina 
paludosa, 5. Streptococcus marginatum. 
Простейшие: 6. Pelomyxa palustris, 7. Colpidium colpoda, 8. Vorticella mi-
crostoma, 9. Oicomonas mutabilis, 10. Podophria fixa, 11. Paramecium putrinum. 
Цианобактерии: 12. Oscillatoria putrida.  
 
Рисунок 40 - Некоторые индикаторные организмы полисапробной зоны 

 

 



  

 

Бактерии: 1. Zoogloea filipendula. 
Цианобактерии: 2. Arthrospira major, 3. Oscillatoria princeps, 4. Oscillatoria For-
mosa. 
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Грибы: 5. Leptomitus lacteus. 
Водоросли: 6. Hantzschia amphioxys, 7. Closterium acerosum. 
Инфузории: 8. Chilodonella uncinata, 9                          
Aspidisca costata, 10. Carchesium polypium 
 
Рисунок 41 - Некоторые индикаторные организмы α- мезосапробной зоны. 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

                                                 

 

Цианобактерии: 1. Lyngbua martensiana, 2. Anabaena solitaria. 
Водоросли: 3. Melosira granulata, 4. Cymbella lanceolata, 5. Scenedesmus denticu-
latus, 6.Fragilaria construens. 
Инфузории: 7. Vorticella companula, 8. Vorticella mayeri, 9. Litonotus Cygnus, 10. 
Stylonichia muscorum. 
Коловратки: 11. Rhinoglena frontalis, 12. Tncentrum mustella. 
 
Рисунок 42 - Некоторые индикаторные организмы β- мезосапробной зоны. 
 
 
 
 
 
 

 67



  

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

  
Цианобактерии: 1.Calothrix parietina. 
Водоросли: 2. Eunotia triodon, 3. Pinnularia microstauron, 4. Zygnema stellinum, 5. 
Euastrum truncatum, 6. Micrasterias radiata, 7. Cosmarium turpini, 8. Desmidium 
swartzii, 9. Pediastrum biradiatum. 
Инфузории: 10.Strobilidium gyrans, 11. Vorticella picta. 
Коловратки: 12. Philodina citrina. 
 
Рисунок 43 - Некоторые индикаторные организмы олигосапробной зоны. 
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Цианобактерии: 1. Chamaesiphon fuscus, 2. Chamaesiphon polonicus. 
Водоросли: 3. Diatoma hiemale, 4. Pinnularia gibba, 5. Microspora amoena, 6. 
Lithoderma fontanum. 
Коловратки: 7. Otostephanos annulatus, 8. Philodinavus paradoxus, 9. Microcodon 
clavus. 
 
Рисунок 44 - Некоторые индикаторные организмы ксеносапробной зоны 
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Приложение А 
(справочное) 

огии 

1. 
ло-

обиологии и вирусологии. 
2. е-

альных клеток, их особенности. 
3. их объектов         

и 
ронная микроскопии). 

4. -
крашивания микроорганизмов по Граму.  

5. ра-
лы, слизи и влагалищ у мик-

6. мбрана бактериальных клеток, ее функции. L- 
-

тогенных микроорганизмов. 
. Транспорт веществ через цитоплазматическую мембрану его значение в 

жизнедеятельности клетки. Виды транспорта их особенности.  
8. Цитоплазма и ее структуры: генофор, включения, запасные вещества, 

рибосомы, внутриклеточные мембраны и ламеллы. 
9. Подвижность микроорганизмов - таксисы. Жгутики их расположение, 

функции и тонкое строение.     
10. Процесс спорообразования у микроорганизмов: экзо- и эндоспоры, 

свойства зрелых спор, продолжительность их жизни . Прорастание спор. 
Другие покоящиеся формы микроорганизмов. 

11. Основные принципы систематики и классификации бактерий. 
12. Аэробные оксигенные фототрофные бактерии. Систематика, морфоло-

гия, экология. Особенности строения клетки фототрофных бактерий. 
13. Вирусы. Особенности строения и распространения. Бактериофаги. Раз-

множение вирулентного фага: литический цикл. 
14. Грибы. Рост,  размножение грибов: половое и бесполое. Акразиомицеты 

и миксомицеты, особенности морфологии и циклы развития. 
15. Грибы. Фикомицеты систематика, особенности морфологии и циклы 

развития. 
16. Грибы. Аскомицеты систематика, особенности морфологии и циклы 

развития. 
17. Питание микроорганизмов. Потребность и источники химических эле-

ментов. Питательные среды      (универсальные, дифференциально-
диагностические, селективные, специальные, синтетические) и условия 
роста. 

Экзаменационные вопросы по курсу микробиол
       с основами вирусологии  

Предмет, задачи и основные этапы становления микробиологии как 
науки. Вклад отечественных ученых М.М. Тереховского, Д.С. Самой
вича, И.И. Мечникова, Д.И. Ивановского, С.Н. Виноградского, З.В. Ер-
мольевой в развитие микр
Основные отличительные признаки прокариотических и эукариотич
ских клеток. Формы бактери
Различные методы микроскопирования микробиологическ
( люминисцентная, фазово-контрастная, темнопольная, иммерсионная 
элект
Клеточная стенка микроорганизмов, действие на нее лизоцима и пени
циллина. Техника о
Особенности строения клеточной стенки у грамположительных и г
мотрицательных бактерий. Значение капсу
роорганизмов. 
Цитоплазматическая ме
трансформация бактерий, особенности процесса и его значение для па

7
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18. Типы питания. Методы кул истые и смешанные культу-
ры, способы их получения.  

19. Физиол аракте-
ристика кривой р  деления. 

 

21. 

 

 

24. в. Конструктивный метаболизм , особенно-

25. ототрофов 

26. 
ользующих процесс дыхания. 

 

28. и. Систематика, особенности морфологии, 

 
ибиотиков. 

 

32. ми микроорганизмами. 
рганизма-

34. 

36.  природных веществ 

37. ий. Спон-

ов и химическое изменение оснований, транспозонные мута-

38. е и накопление мутантных клеток микроорганизмов с новы-

39. 
40. 

ьтивирования. Ч

огия роста. Рост бактерий в периодической культуре. Х
оста. Синхронизация клеточного

20. Методы определения числа бактерий. Прямые и косвенные методы оп-
ределения бактериальной массы . 
Подавление роста и гибель микроорганизмов под действием различных 
агентов. 

22. Виды и эффективность различных методов стерилизации (влажный и 
сухой жар, фильтрация, облучение, химические средства). 

23. Методы консервирования применяемые для защиты пищевых продук-
тов от микроорганизмов. 
Физиология микроорганизмо
сти процесса у прокариот.  
Физиология микроорганизмов. Энергетический метаболизм ф
и хемотрофов использующих процессы брожения. 
Физиология микроорганизмов. Энергетический метаболизм хемоорга-
ниотрофов, исп

27. Физиология микроорганизмов. Энергетический метаболизм хемолито-
автотрофов. 
Пурпурные и зеленые бактери
строения клеток, метаболизма. Распространение фототрофных бакте-
рий. 

29. Образование и значение антибиотиков для образующих их организмов. 
Методы выявления и количественного действия ант

30. Особенности фотосинтеза  аэробных оксигенных фототрофных бакте-
рий  

31. Особенности аноксигенного фотосинтеза пурпурных и зеленых бакте-
рий. 
Фиксация молекулярного азота симбиотически

33. Фиксация молекулярного азота  свободноживущими микроо
ми. 
 Разложение целлюлозы, агара и хитина микроорганизмами. 

35. Разложение легнина, белков и образование гумуса микроорганизмами. 
Микробиологические процессы по разложению
протекающие в рубце жвачных животных. 
Мутации их возникновение. Ненаправленный характер мутац
танный ( молчащие и обратные мутации) и индуцированный ( включе-
ние аналог
ции) мутагенез. Репарационные процессы. 
Проявлени
ми признаками. Основные принципы генетической рекомбинации. 
Передача признаков у микроорганизмов. Трансдукция,  
Передача признаков у микроорганизмов. Трансформация и лизогения. 
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41. Передача признаков у микроорганизмов путем прямого контакта – 
коньюгация. Особенности процесса. Фактор F,R. Плазмиды и бактерио-

42. з лактозного 

43. ного контроля регуляции активности 

44. молекулярного клонирования. Рестрикционные эндонуклеазы 

45. стообитания, 

обиологической оценки качества воды. 

50. змы – возбудители инфекционных болезней человека. 

 

цины. 
Теория оперона Ф Жакоба и Ж Мано. Генетический анали
оперона E coli.  
Принципы позитивного и негатив
генов у прокариот на примере кишечной палочки. 
Методы 
принцип их действия. 
Экология микроорганизмов, их экологические ниши, ме
особенности микронаселения водных экосистем. Микробиологическая 
очистка сточных вод. 

46. Патогенные микроорганизмы и инфекции, передающиеся через воду. 
Принципы санитарно- микр

47. Микробиологическая оценка степени загрязнения поверхностных водо-
емов. 

48. Проблема самоочищения водоемов его возможности и микроорганизмы 
принимающие участие в нем. 

49. Микроорганизмы как симбиотические партнеры животных и растений. 
Микрооргани
Классификация инфекционных болезней. Пути передачи и предупреж-
дения инфекционных заболеваний человека. 
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