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ВСТУП
Мікробіологія – наука про мікроорганізми, найменші істоти, які призводять до надзвичайно важливих перетворень у субстратах на яких вони розвиваються, мають велике значення в житті природи та людини. Вивчення мікроорганізмів, їх морфології та фізіології, екології та взаємовідносин з іншими живими організмами має важливе значення як для використання в науково-практичних цілях, так і для своєчасної боротьби з ними.

Для вивчення мікроорганізмів застосовують ряд специфічних методів, сутність яких визначається особливостями мікробних клітин. До числа цих особливостей відносяться мікроскопічні розміри, одноклітинна будова, висока швидкість обміну речовин та розмноження, висока мінливість та адаптаційна здатність, обумовлені широким спектром їх ферментативної активності та різноманітністю процесів метаболізму, здатність деяких мікробів викликати захворювання людини, тварин та рослин. 

Мікроорганізми заселяють практично всі природні та штучні середовища, утворюючи змішані популяції мікробів. Тому висхідними етапами  будь-якого мікробіологічного дослідження є: 1) виділення (ізоляція) певних видів (чистих культур) мікроорганізмів із змішаних популяцій; 2) культивування (вирощування) чистих культур мікроорганізмів у лабораторних умовах з метою вивчення їх морфологічних, культуральних, фізіолого-біохімічних та генетичних властивостей.
Мета курсу: формування у студентів узагальнених уявлень з теоретичних питань та практичних навичок щодо роботи з мікроорганізмами.  
Дані методичні вказівки призначені для проведення лабораторного практикуму із загальної мікробіології для студентів-біологів і можуть бути використані під час виконання науково-дослідної роботи.
Лабораторна робота №1

Тема:     Методи мікроскопічних досліджень
Мета роботи: Ознайомити студентів із особливостями мікробіологічних досліджень і роботи в мікробіологічній лабораторії. Ознайомити з методами мікроскопічних досліджень, технікою приготування і простого фарбування тимчасових бактеріальних препаратів.

Матеріали, реактиви, обладнання: мікроскоп, мікробіологічна петля, предметні скельця, спиртівка, імерсійна олія, фільтрувальний папір, фуксин водний; культури бактерій: Staphilоcoccus аиrеиs, Sаrсіпа flava, Рsеudотопаs fluorescens, Вaсіllus subtilis.
Основні відомості
Перед тим як студенти почнуть виконувати практичну частину роботи, вони повинні ознайомитись з правилами поводження в мікробіологічній лабораторії, з вимогами, які висуваються в лабораторії у зв'язку з тим, що мікробіолог працює з живими  культурами мікроорганізмів.
[image: image1.wmf]
Більшість мікроорганізмів неможливо роздивитися неозброєним оком, тому для виявлення і дослідження їх морфології (форма, розмір, будова) використовують мікроскоп. Мікроскопи, які дають можливість вивчати різні прозорі об’єкти у світлі, що проходить через лінзи, називаються світловими або біологічними. Мікроскопи, які застосовуються в наш час, мають механічну і оптичну системи. У механічній системі основними частинами є: штатив, коробка з мікрометричним механізмом, предметний столик, тубусотримач із макрогвинтом, тубус, револьвер з отворами для об’єктивів. Рух системи забезпечується обертанням макрометричного і мікрометричного гвинтів.

Оптична система складається з об'єктивів, окулярів та освітлювального пристрою (конденсор, дзеркало, відкидна лінза, світлофільтр, освітлювач). Основною частиною оптичної системи є об’єктив, що характеризує основні якості мікроскопа: власне збільшення, роздільну здатність і чіткість зображення.
Загальне збільшення мікроскопа дорівнює добутку збільшення окуляра помноженому на збільшення об'єктива і складає в залежності від об'єктива від 80 до 1350 разів.

Пофарбовані препарати розглядають за допомогою імерсійного об'єктива (х90), створюючи максимальне освітлення об'єктиву.
Роздільна здатність мікроскопа – це здатність об’єктива давати роздільне зображення двох близько розташованих на препараті точок. Тобто це та мінімальна відстань між двома точками, коли вони ще не зливаються в одну. Чим більша роздільна здатність мікроскопа, тим меншого розміру об’єкт можна побачити. Роздільна здатність мікроскопа є тим більшою, чим вищою є нумерична апертура об’єктива. 

Нумерична апертура визначає здатність оптичної системи сприймати ту чи іншу кількість світла.
Роздільна здатність залежить від довжини хвилі використаної при мікроскопіюванні світла та кількості променів, що попадають на лінзу об'єктива і суми числових апертур об’єктива і конденсора. Її визначають за такою формулою:

L= ( /(А1+А2), 
де L – мінімальна відстань між двома точками;

( – довжина хвилі світла;

А1 – нумерична апертура об'єктива;

А2 – нумерична  апертура конденсатора.

Максимальна роздільна здатність світлового мікроскопа складає 0,2 мкм. Роздільна здатність мікроскопа залежить також від показника заломлення середовища, контактуючого з лінзою. У зв'язку з цим для вивчення мікроорганізмів використовують імерсійні об'єктиви.

Перед початком роботи необхідно перевірити чистоту оптики та справність мікроскопа, а також виконати наступні операції:

а) встановлюють правильне освітлення поля зору мікроскопа, вмикаючи спеціальний освітлювач, який знаходиться під конденсором, або направляючи світло зовнішнього освітлювача за допомогою ввігнутого дзеркала на об'єкт;

б) на предметний столик кладуть досліджуваний препарат і закріплюють його клемами;

в) спочатку препарат розглядають з об'єктивом х8, а потім переходять до більшого об'єктива.

При роботі з об'єктивом х8 відстань між препаратом і об'єктивом біля 9 мм, з об'єктивом х40 – 0,6 мм, з об'єктивом х90 – біля 0,15 мм. Тубус мікроскопа необхідно опускати за допомогою макрометричного гвинта, спостерігаючи за об'єктивом збоку, і наблизити до препарату (не торкаючись його) на відстань, менше ніж робоча. Потім, дивлячись у окуляр, тим же гвинтом, повільно повертаючи його проти годинникової стрілки, піднімають тубус до тих пір, доки в полі зору не з'явиться відображення об'єкта вивчення. Потім за допомогою мікрометричного гвинта фокусують об'єктив так, щоб відображення предмету було чітким.

При роботі з імерсійним об'єктивом (х90) на препарат спочатку наносять краплю імерсійної олії, найчастіше кедрової, у якої показник заломлення близький до показника заломлення скла (1,51) і, дивлячись збоку, макрометричним гвинтом опускають тубус мікроскопа, занурюючи в краплю олії. Потім, дивлячись в окуляр, тим же гвинтом дуже повільно піднімають тубус доти, доки не з'явиться відображення. Препарат вивчають у різних полях зору, пересуваючи предметний столик боковими гвинтами.

Після закінчення роботи потрібно підняти тубус мікроскопа, зняти препарат з предметного столика, відключити освітлювач, опустити конденсор, перевести в робочий стан об'єктив х8, зняти м'якою тканиною імерсійну олію з фронтальної лінзи об'єктива х90, сховати мікроскоп у футляр, чи накрити поліетиленовим ковпаком.

Вивчення морфології мікробів у пофарбованому стані є найбільш поширеним у мікробіології методом. Зафіксовані й пофарбовані препарати використовуються також для кількісного підрахунку мікробів, а також для підтвердження чистоти культури. Такі препарати зручно зберігати впродовж певного часу. 

Існують прості та диференційовані способи забарвлення мікробів. При простому забарвленні забарвлюється вся клітина, так що стає добре видно її форму, розміри, наявність спор тощо.

У даній роботі студенти проводять просте забарвлення фіксованих препаратів. При цьому необхідно пам'ятати, що клітини мікроорганізмів забарвлюються, головним чином, аніліновими барвниками. Відрізняють кислі барвники (еозин, кислий фуксин, які зв'язуються з цитоплазматичними компонентами клітини), і лужні – метиленовий синій, фуксин лужний, генцианвіолет, які інтенсивно зв'язуються з ядерними компонентами клітини. Найчастіше в мікробіології застосовують лужні барвники тому, що бактерії за відношенням до барвників поводять себе так, ніби вони складаються в цілому з нуклеїнових кислот, які реагують із лужними барвниками, що зумовлює забарвлення клітини.
Хід роботи

Завдання 1. Техніка приготування і простого фарбування тимчасових препаратів.
Приготування бактеріальних препаратів складається з декількох етапів:

а) Приготування мазка.

За допомогою бактеріологічної петлі, прожареною в полум’ї спиртівки, необхідно нанести на середину предметного скельця краплину фізіологічного розчину. Потім, дотримуючись правил асептики, невелику кількість досліджуваного матеріалу з пробірки петлею переносять у краплину фізіологічного розчину. Після цього рівномірно розтирають краплину на поверхні скельця до розмірів десятикопієчної монети. Мазок повинен бути тонким. Скельце з виготовленим мазком розміщують на спеціальному штативі з двох паралельних скляних трубочок, з'єднаних шлангами і розташованих над робочою ванночкою.

Викладач демонструє техніку приготування мазків із бульйонної культури.
б) Висушування.

Препарати висушують при кімнатній температурі на повітрі. Для прискорення висушування препарат необхідно підігрівати, тримаючи скельце мазком угору в потоці теплого повітря високо над полум'ям спиртівки.

в) Фіксація.

Фіксація виконує наступні функції: вбити мікроби, забезпечити краще прилипання мазку до скельця, зробити мазок більш сприятливим до забарвлення. Для фіксації сухий препарат декілька разів проводять через полум'я спиртівки, тримаючи скло між великим і вказівним пальцями мазком догори. Швидкість і кратність проведення препарату через полум'я регулюються відчуттям опіку в пальцях. Не можна занадто перегрівати препарат, тому що порушується структура клітини.

У ряді випадків прогрівання виявляється неможливим (при фіксуванні клітин крові, мазки з тваринних клітин), тому препарати фіксують рідинними фіксаторами: етиловим спиртом, сумішшю Нікіфорова, метиловим спиртом.

г) Фарбування.
Фіксовані препарати розміщують на штативі, на мазок наносять кілька крапель розчину одного з барвників (розчин водного фуксину або метиленової сині), і витримують 2-5 хвилин на препараті, а потім його промивають водою, висушують за допомогою фільтрувального паперу. 
Завдання 2. Вивчення бактеріальних препаратів за допомогою мікроскопа.
На сухий пофарбований препарат наносять краплю імерсійної олії й вивчають за допомогою імерсійного об'єктива. Необхідно відмітити форму клітин, їх розмір, наявність спор. Після мікроскопічного дослідження препарату результати заносять до протоколу у вигляді малюнка з повною латинською назвою об’єкта.
Контрольні запитання:

1. Правила поведінки в мікробіологічній лабораторії.
2. Що собою являє оптичний мікроскоп?

3. Що таке роздільна здатність мікроскопа, від чого вона залежить? 

4. Що таке нумерична апертура?
5. Правила мікроскопії. 
6. Що таке імерсійна мікроскопія?
7. Техніка приготування мазка.

8. Техніка простого забарвлення бактеріальних препаратів.

Лабораторна робота № 2
Тема:    Морфологія бактерій 
Мета роботи: Ознайомитись з морфологічною різноманітністю бактерій. 

Матеріали, реактиви, обладнання: мікроскоп, імерсійна олія, тимчасові забарвлені препарати різних морфологічних груп бактерій. 
Основні відомості
Порівняно з морфологічною різноманітністю багатоклітинних організмів, бактерії морфологічно відносно мало диференційовані. Взагалі розрізняють 3 основні форми бактерій:

1) коки – сферичні чи кулясті клітини (з грецької - зерно);

2) бактерії і бацили – паличкоподібні клітини (з грецької - паличка);

3) звивисті форми.

Сферичні бактерії найбільш прості форми бактеріальної клітини. Таку форму мають коки, котрі мають діаметр від 1,5 – 2,5 мкм. Кокові форми не утворюють спор, нерухомі, різноманітні за фізіологічними властивостями і широко розповсюдженні в природі.

Серед коків вирізняють:

а) мікрококи – якщо після поділу клітини розходяться;

б) диплококи – якщо клітини діляться в одній площині і створюють пари;

в) стрептококи – якщо клітини діляться в одній площині, але не відділяються одна від одної ( Streptococcus lactis);
г) тетракоки – коки, які діляться в двох взаємно перпендикулярних площинах, утворюючи групу з чотирьох клітин;
д) сарцини – коки діляться в трьох взаємно перпендикулярних площинах і створюють групу з 8–16 клітин. Прикладом сарцин, які зустрічаються в повітрі, воді, у ґрунті є Sаrсіпа lиtеа, Sаrсіпа flava, Sarcina  иrеае. 
е) стафілококи – скупчення клітин, що нагадують виноградні грона.
Паличкоподібні бактерії. Найбільш багаточисленною і різноманітною групою є бактерії циліндричної (паличкоподібної) форми. Серед паличкоподібних форм виділяють – бацили, це ті палички, які здатні утворювати спори. Не здатні до спороутворення палички називаються бактеріями. Розміри найбільш поширених бактерій, що не утворюють спори, 0,8х3 мкм; розміри бацил – 1,2 х 3,2–11 мкм. Ширина клітини в межах від 0,5х1 мкм. Прикладом можуть бути роди Pseudomonas та Васillus.
Звивисті бактерії.  До звивистих форм відносять вібріони, спірили, спірохети. Вони відрізняються не тільки за довжиною і діаметром клітин, але й за кількістю й характером завитків.
Вібріони – грамнегативні, злегка скручені палички, розміри від 1 до 3 мкм, спори не утворюють. Деякі з них мають кінцевий джгутик (холерний вібріон). Багато вібріонів, як патогенних, так і сапрофітів мешкають у воді.

Спірили – грамнегативні бактерії, які мають різну кількість звивин (3-5) довжиною 5-10 мкм. Більшість з них сапрофіти, живуть у воді, ґрунті, входять до складу нормальної мікрофлори людини.

Спірохети – мають ряд особливостей. Протоплазма обмежена цитоплазматичною мембраною, клітинна оболонка складається з тонкого шару пептидоглікану. Між клітинною стінкою і цитоплазматичною мембраною знаходяться пучки фібрил, закручені навколо клітини спірохети. Вони надають клітинам гвинтовидної форми й обумовлюють їх рух. Розміри клітин коливаються в широких межах і залежать від виду (довжина до 80 мкм, діаметр 0,1-0,6 мкм ). Приклади: Trеропета рallidит – збудник сифілісу; Воrrelia recurrentis – збудник зворотного тифу; Lерtоsріrа interrogans – збудник жовтяниці.
Хід роботи
Завдання 1. Вивчення морфології бактерій на тимчасових препаратах. 

Необхідно провести мікроскопічне дослідження фіксованих забарвлених препаратів представників різних груп бактерій:

паличкоподібні бактерії – представники родів Рsеudотопаs fluorescens, Вaсіllus subtilis, Аchromobacter sр.;
коки – представники родів Місrососсиs, Sаrсіnа, Streptococcus, Staphilоcoccus;
звивисті форми – представники родів Vibrio, Sріrіllит.

Відмітити форму, розміри клітин, наявність спор. Усі розглянуті препарати замалювати.
Контрольні запитання:
1. Морфологія кокоподібних бактерій.
2. Чим за морфологією відрізняються бактерії і бацили?

3. Особливості будови спірил, вібріонів та спірохет.
4. Розміщення спор у бактерій, їх роль.

5. Органоїди руху бактерій, їх призначення.
Лабораторна робота № 3
Тема:  Методи вивчення структури клітинної стінки бактерій.
Складні методи забарвлення (метод Грама) 
Мета роботи: Ознайомитись з будовою клітинної стінки прокаріотичних мікроорганізмів, засвоїти методи складного забарвлення (метод Грама).

Матеріали, реактиви, обладнання: мікроскоп, мікробіологічна петля, фільтрувальний папір, імерсійна олія, барвники, папірці Синьова, дистильована вода, предметні скельця; культури Staphilоcoccus аиrеиs, Е. соli, суміш бульйонної культури Staphilоcoccus аиrеиs, Е. соli.

Основні відомості
Складні методи забарвлення застосовують для вивчення особливостей структури клітинної стінки бактерій і диференціації мікробів.

Клітинна стінка у різних мікробів характеризується різною молекулярною будовою, різноманітністю хімічного складу і біологічних властивостей. Головним компонентом клітинної стінки більшості водоростей є целюлоза, у міцеліальних грибів – хітин, у дріжджів – глюкоза і манани, у бактерій – пептидоглікани.

Целюлоза – лінійний гомополісахарид, який складається із залишків  D-глюкози, зв'язаних між собою (1-4) глікозидними зв'язками.

Пептидоглікани – складні дволанцюжкові гетерополімери, які складаються з N-ацетилглюкозоаміну і N-ацетилмурамової кислоти. Різноманітність пептидогліканів у прокаріот надзвичайно велика (понад 100 типів). Але у метанобактерій і галофілів (архебактерій) відсутні пептидоглікани, а в мікоплазм клітинна стінка взагалі відсутня.
Хімічний склад і структуру клітинної стінки визначають забарвленням бактерій за методом Грама. Забарвлення за Грамом є важливим методом для диференціації різних видів бактерій. Вперше він був розроблений і застосований датським вченим X. Грамом у 1884 році для виявлення бактерій у гістологічних зрізах. Щодо забарвлення за методом Грама, всі бактерії діляться на дві групи: ті, що забарвлюються за Грамом –  грампозитивні (фірмакутні), і які не забарвлюються за Грамом – грамнегативні (грацілакутні).

Сутність цього методу полягає в тому, що барвники трифеніл-метанового ряду (генціановий фіолетовий, кришталевий фіолетовий, метиловий фіолетовий) у комплексі з йодом утримуються грампозитивними клітинами при знебарвленні їх спиртом. Такі бактерії залишаються забарвленими в синє-фіолетовий колір. Грамнегативні бактерії знебарвлюються спиртом і їх виявляють, додатково забарвлюючи контрастним барвником (водяним фуксином). Механізм забарвлення за Грамом до кінця не виявлено, але в основі лежить особливість хімічного складу і будови клітинної стінки. Обробка препаратів спиртом призводить до набрякання пептидоглікану і зменшення діаметра пор клітинної стінки, що призводить до зменшення її проникності.
Хід роботи

Завдання 1. Виявлення клітинної стінки бактерій за методом Грама.

Для забарвлення за методом Грама студенти готують мазки двох видів бактерій, які забарвлюються і які не забарвлюються за Грамом. Готуються фіксовані препарати культур бактерій і забарвлюються за Грамом.

Забарвлення за Грамом проводять так:

а) на фіксований мазок кладуть шматочок фільтрувального паперу, попередньо просоченого спиртовим розчином генціанового фіолетового і наносять декілька крапель води так, щоб папірець став вологим і добре прилягав до скельця. Забарвлення проводять протягом 1-2 хвилин. 

б) пінцетом знімається папірець, зливається барвник і, не промиваючи  водою, наносять на препарат розчин Люголя на 1 хвилину (до почорніння препарату).

в) зливають розчин Люголя і обробляють мазок 96° етиловим спиртом протягом 30 секунд (препарат потрібно злегка погойдувати).

г)  препарат промивається водою.

д) препарат дофарбовують водним фуксином протягом 1-2 хвилини.

е) зливаючи барвник, препарат промивають водою, висушують фільтрованим папірцем і мікроскопіюють.

Після такого забарвлення грампозитивні бактерії набувають темний синьо-фіолетового кольору, грамнегативні – отримують рожевий колір фуксину.
Завдання 2. Вивчення препаратів грампозитивних і грамнегативних бактерій.
Підготовлені препарати студенти вивчають під мікроскопом. У полі зору: грампозитивні клітини – сині або фіолетові; грамнегативні – рожеві. Препарати замалювати, вказати повну видову назву бактерій, що вивчалися.
Контрольні запитання:
1. Складні методи забарвлення. Метод Грама.
2. Техніка фарбування мікропрепаратів за методом Грама.
3. Хімічний склад, будова та функції  клітинної стінки бактерій. 
4. Особливості будови клітинної стінки  грацілакутних та фірмакутних бактерій.

Лабораторна робота № 4
Тема: Методи вивчення клітинної капсули. Методи прижиттєвого вивчення бактерій
Мета роботи: Ознайомитись з методами прижиттєвого вивчення бактерій (,,роздавлена” та ,,висяча” крапля). Вивчити метод забарвлення клітинної капсули  за методом Бурі-Гінса. 
Матеріали, реактиви, обладнання: мікроскоп, фізіологічний розчин, мікробіологічна петля, предметні й накривні скельця, фуксин кислий, фільтруючий папір, імерсійна олія, туш, готові препарати бактерій, бульйонна культура Вaсіllus subtilis, Е. соli. 

Основні відомості
Багато мікроорганізмів мають капсулу, котра оточує мікробну клітину у вигляді слизистого шару. Капсули можуть бути різними за розміром і хімічним складом. Найчастіше вони складаються з високомолекулярних полісахаридів, але до їх складу входять і білки.

Основна функція капсули - захист від дії негативних факторів зовнішнього середовища. Капсули не сприймають барвники при звичайних методах фарбування. Для їх вивчення використовують метод Бурі-Гінса.

Хід роботи
Завдання 1. Вивчення бактеріальної капсули за методом  Бурі-Гінса.

Забарвлення за методом Бурі-Гінса складається з двох етапів. Краплю досліджуваної культури Вaсіllus subtilis розміщують біля краю скельця, ретельно змішують із краплею туші, після чого готують препарат по типу мазка крові. До краплі досліджуваної рідини під кутом 45° підводять край шліфованого скла, крапля розтечеться по його краю, після чого швидким рухом шліфованого скла готують мазок. Препарат підсушують, фіксують у полум'ї пальника і дофарбовують впродовж 2–3 хвилин фуксином Циля. Пофарбований мазок промивають водою і підсушують, мікроскопіюють за допомогою імерсійного об'єктива. Туш створює темний фон препарату, на якому добре видно капсули. Безколірні капсули добре видно на фоні забарвленої фуксином бактеріальної клітини. Препарат замалювати.
Завдання 2. Вивчення бактерій  у живому стані.
У живому незабарвленому стані у мікробів ми можемо спостерігати різноманітні процеси: рухливість, поділ, спороутворення. З цією метою готують препарати ,,висячої краплі” та „роздавленої краплі". 
Препарат ,,роздавлена крапля” готується так: на предметне скельце наносять піпеткою краплину бульйонної культури Е. соli і накривають її накривним скельцем. Бажано, щоб при цьому не утворювались бульбашки повітря, які заважають вивченню препарату під мікроскопом.
Препарат ,,висяча крапля” готується із застосуванням спеціального скла з лункою, накривного скельця, вазеліну. На край лунки наносять невеликий шар вазеліну. На накривне скельце наносять краплю бульйонної культури Е. соli. Потім, обережно склом із лункою накривають накривне скельце так, щоб крапля опинилася в середині, таким чином утворюється герметично закрита камера. Скельця, що склеїлись швидко перевертають накривним склом вгору. Крапля повинна вільно висіти в лунці, не торкаючись її країв. Вивчення мікроорганізмів у живому стані потрібно проводить при використанні сухих оптичних систем (об'єктиви х8 і х40), ввігнутого дзеркала, опущеного конденсора.

Контрольні запитання:
1. Клітинна оболонка, її склад та будова. 

2. Капсули, чохли мікроорганізмів, їх склад та функції.
3. Фімбрії і пілі, їх будова і функції.

4. Включення мікробної клітини, їх призначення та склад.

Лабораторна робота № 5
Тема: Методи  культивування мікроорганізмів.  Поживні  середовища 
Мета роботи: Ознайомитись з методами культивування мікроорганізмів, технікою посіву мікроорганізмів на різні середовища. Засвоїти техніку виділення чистих культур. 

Матеріали, реактиви, обладнання: чисті культури бактерій Васіllius subtilis, Е. соlі та Staphilоcoccus аиrеиs, пробірки з МПБ і МПА (агарові стовпчики, скошений агар), мікробіологічна  петля.

Основні відомості

Для культивування мікроорганізмів у лабораторних умовах використовують поживні середовища. Поживні середовища повинні містити всі сполуки, необхідні мікроорганізмам для їх зростання. У зв’язку з тим, що конструктивні і енергетичні процеси у мікроорганізмів досить різнопланові, універсальних середовищ, що однаково придатні для зростання всіх без виключення мікроорганізмів не існує.


Вибір поживного середовища для культивування залежить від властивостей мікробів (типу живлення, дихання) і мети культивування. У мікробіологічній практиці використовують велику кількість поживних середовищ. Їх класифікують за походженням сировини, консистенцією, складом і призначенням.
За походженням сировини поживні середовища бувають натуральні, штучні, синтетичні.

Натуральні поживні середовища виготовляють зазвичай із сировини тваринного походження: м’яса (МПБ, МПА), молока, яєць, риби, жовчі, сироватки крові, або рослинного походження: соєвих бобів, гороху, рису, ячменю, моркви, картоплі, буряку.

Штучні середовища готують за відповідними рецептами із різних настоїв, відварів тваринного та рослинного походження з додаванням неорганічних солей, вуглеводів. 

Синтетичні середовища готують із хімічно чистих сполук у точно вказаних концентраціях: середовище Виноградського – для нітріфікуючих бактерій, глюкозо-мінеральне середовище для родів Pseudomonas, Achromobacter тощо.

За консистенцією середовища бувають рідкі (МПБ), напіврідкі, щільні (МПА), сипучі (розварене пшоно), сухі. Напіврідкі і щільні середовища виготовляють із рідких, додаючи до них агар-агар або желатину. Агар-агар – це тверда волокниста речовина, яку виробляють з морських червоних водоростей. Желатин – продукт денатурації колагену – білка сполучної тканини.
За складом поживні середовища поділяють на прості і складні.

До простих відносять: м'ясопептонний бульйон (МПБ), м'ясопептонний агар (МПА), поживний желатин, пептонну воду, сусло рідке, сусло-агар.
Складні поживні середовища готують із простих, додаючи до них кров, сироватку крові тварин, вуглеводи, жовток курячого яйця, молоко тощо.
За призначенням розрізняють поживні середовища основні, спеціальні, елективні, диференціально-діагностичні, середовища накопичення.
Основні (загального вжитку) середовища використовують для культивування більшості мікроорганізмів. Це прості поживні середовища: м'ясопептонний агар (МПА), поживний желатин, пептонна вода.
Спеціальні середовища використовують для культивування певних видів мікроорганізмів, які погано ростуть на інших середовищах або взагалі не ростуть. Наприклад, жовтково-сольовий агар (ЖСА) використовується для стафілокока.
Елективні середовища, які забезпечують переважний розвиток мікроорганізмів одного виду, чи групи мікроорганізмів: МПБ із глюкозою для культивування стрептококів, середовище Чапека – для грибів. Їх застосовують для виділення і накопичення мікроорганізмів.
Диференціально-діагностичні середовища, які дозволяють швидко розділити одні мікроорганізми від інших. Це середовища, які містять різні цукри з індикатором, середовище Ендо для ідентифікації Е. соlі, середовище Симмонса для виявлення ентеробактерій тощо. 
Середовища накопичення – це рідкі селективні середовища (МПБ).
Деякі прокаріоти виявляють потребу в одній певній органічній сполуці із групи амінокислот, вітамінів чи азотистих основ, які самі не здатні синтезувати. Такі органічні речовини потрібні в дуже малих кількостях і називаються факторами росту, а організми які їх потребують – ауксотрофами, на відміну від прототрофів, які синтезують усі необхідні їм органічні сполуки. 
Фактори росту можуть бути 2-х типів: неорганічні й органічні. До неорганічних факторів росту належать мікроелементи: Co, Zn, Mo, Mg, Fe, Cu та інші. Мікроелементи входять до активної групи багатьох ферментів. У якості органічних факторів слугують вітаміни, пурини, пиримідини та амінокислоти.
Більшість мікроорганізмів, що використовуються в мікробіологічних процесах, належать до прототрофів. Окремі мікроорганізми є ауксотрофами за кількома факторами росту. Зокрема, деякі молочнокислі бактерії потребують для росту всіх амінокислот, пуринів, піримідинів і вітамінів групи В. У деяких мікроорганізмів (молочнокислі бактерії, окремі штами E. coli, дріжджі)  потреба у вітамінах є постійною і специфічною ознакою.

Методи культивування аеробів:
1. на поверхні щільних і рідких поживних середовищ;
2. глибинне культивування в рідких середовищах – на гойдалках (струшування або обертання);
3. продування, аерація стерильним повітрям.
Методи культивування анаеробів:

1. вирощування у високому шарі середовища;
2. у товщі щільного середовища (трубка Бурі) для чистих культур;
3. по Хангейту;
4. вирощування в анаеростатах;
5. вирощування під шаром мінеральної олії.
Хід роботи

Завдання 1. Техніка посіву чистих культур на поживні середовища.

При посіві чи приготуванні препарату, клітини мікроорганізмів беруть бактеріологічною петлею, якщо культура виросла на твердому поживному середовищі, і використовують стерильні піпетки при вирощуванні мікроорганізмів у рідинному середовищі. Відбір клітин з твердого середовища виконують так: пробірку з культурою беруть у ліву руку так, щоб поверхня живильного середовища з нальотом вирощених мікробів була обернена вгору, і тримають її у нахиленому стані. У праву руку беруть мікробіологічну петлю, прокалюючи її в полум'ї пальника. Потім, не випускаючи петлі, мізинцем і безіменним пальцями правої руки притискають зовнішній кінець ватної пробки до долоні і виймають пробку із пробірки. Край відкритої пробірки опалюють у полум'ї пальника. 

Вводячи в пробірку петлю охолоджують, торкаючись її кінцем до стінки пробірки, аби гаряча петля не викликала загибелі клітин. Відібравши невелику кількість мікробної маси, опалюють внутрішній кінець ватної пробки і закривають нею пробірку. Вилучений матеріал вводять у пробірку з чистим поживним середовищем, не торкаючись стінок пробірки. Посів на тверде поживне середовище проводять легким розтиранням матеріалу на поверхні середовища, не пошкоджуючи його. При посіві на скошену поверхню агару петлю із посівним матеріалом вносять у конденсат і штрихуючими рухами розтирають матеріал, водячи петлею знизу вгору. Штрих ведуть від стінки до стінки.

Необхідно пам'ятати, що при посіві з пробірки в пробірку, зручно обидві пробірки помістити на перевернуту долоню лівої руки, утримуючи їх великим пальцем. При цьому повинно бути добре видно поверхню засівного середовища й поверхню середовища з мікроорганізмами. Пробірки утримують паралельно одна одній у нахиленому положенні пробками в бік полум'я пальника. Трьома пальцями правої руки беруть бактеріальною петлю, тримаючи її як олівець, і стерилізують її у полум'ї до червоного накалювання. Петлю слід утримувати в полум'ї майже вертикально.

Якщо посів проводять у рідинне середовище, то пробірки тримають майже вертикально, щоб не замочити пробки. Петлю із культурою мікроорганізмів занурюють безпосередньо в середовище. Якщо посів ведуть у товщу агаризованого середовища голкою з посівним матеріалом, то стовпчик проколюють по центру. Після посіву петлю виймають із пробірки, опалюють горличко пробірки і пробку. Залишки культури на кінці петлі або голки спалюють у полум'ї. Усі описані вище маніпуляції проводять біля полум'я пальника якомога швидко, щоб уникнути контамінації культури іншими мікроорганізмами. Студенти повинні самостійно провести пересів чистих культур бактерій на скошений агар. Необхідно слідкувати за тим, щоб при посіві петля не дряпала щільне середовище.
Результати пересіву передивляються на наступному занятті. Замалювати характер росту бактерій у різних  середовищах.
Завдання 2. Виділення чистих культур мікроорганізмів методом розсівання в чашки Петрі.

Кожен студент одержує заздалегідь приготовлену суміш суспензії з двох видів бактерій. Із суміші готується мазок, забарвлюється за Грамом і роздивляється під мікроскопом. У правильно приготовленому препараті в кожній суміші знаходять бактерій двох видів, наприклад, стафілокок (Гр+) і кишкова паличка (Гр -). Потім суміш бактерій за допомогою петлі наносять на поверхню МПА, розлитого заздалегідь у чашки Петрі. Олівцем по склу розділяють дно чашки Петрі на чотири сегменти. Інокуляцію проводять послідовно у кожному сегменті, повертаючи чашку за годинниковою стрілкою, паралельними штрихами (відстань між штрихами 0,5 мм ). На петлю необхідно брати невелику кількість матеріалу. Чашки підписують і ставлять для культивування до термостату. 
Контрольні запитання:
1. Які існують поживні середовища?
2. Що таке фактори росту? 
3. Методи культивування аеробів.
4. Методи культивування анаеробів.
5. Техніка пересіву мікроорганізмів на щільні поживні середовища.

6. Техніка пересіву мікроорганізмів у рідинні поживні середовища.
7. Методи виділення чистих культур бактерій.

Лабораторна робота № 6
Тема:     Культуральні властивості мікробів 

Мета роботи: Вивчити культуральні властивості бактерій. Ознайомитись з характером росту організмів на різних поживних середовищах. Засвоїти техніку виділення чистих культур бактерій.
Матеріали, реактиви, обладнання: барвники, вода, бактеріологічна петля, пробірки з МПБ, агарові стовпчики, предметні скельця, імерсійна олія, бульйонна культура (суміш) грампозитивних і грамнегативних бактерій.
Основні відомості
Культуральні властивості мікроорганізмів – це характер росту мікробів на твердих, рідинних та напіврідинних живильних середовищах.
Ріст – узгоджене збільшення кількості всіх хімічних компонентів клітини (білка, РНК, ДНК), що веде до зростання розмірів і маси клітини. Зростання відбувається до певної величини, після чого починається розмноження.
Розмноження – це збільшення числа клітин мікроорганізмів в популяції.

Популяція – сукупність бактерій одного виду або декількох видів, зростаючих у певному просторі.
Чиста культура – це популяція мікроорганізмів одного виду, що отримана з ізольованої мікробної колонії.
Штам – це  клітини одного виду, отримані з різних середовищ і в різний час.

Колонія – це сукупність клітин, що виросли з однієї материнської клітини.
Хід роботи
Завдання 1. Вивчення особливостей росту бактерій на різних поживних середовищах.
Колонії бактерій, що виросли на щільних поживних середовищах утворюються з однієї або декількох клітин. Розміри, структура, форма характер краю колонії, швидкість розмноження можуть бути різноманітними і залежать від видових особливостей даного мікроба. Різноманітність мікробних колоній може бути пов'язана з рухливістю мікробів. Наприклад, рухливі клітини створюють широкі, повзучі колонії на поверхні середовища, а нерухомі їх різновиди створюють невеликі колонії, круглі і різко відзначені.
Ріст бактерій у рідких середовищах менш різноманітний і буває:

а) ріст дифузний із рівномірним помутнінням рідкого середовища властивий для факультативних анаеробів;

б) ріст з утворенням осаду на дні пробірки властивий для анаеробних мікроорганізмів;

в) пристінний і поверховий ріст притаманний аеробам і деяким актиноміцетам.

Характер росту мікробів у напіврідких поживних середовищах може бути у вигляді суцільного помутніння – властивий для рухливих бактерій, і ріст за ходом петлі – характерний для нерухливих видів.
Завдання 2. Вивчення культуральних властивостей бактерій.

Студенти уважно вивчають посіви бактерій, зроблені на попередньому занятті із суміші культур на чашках Петрі. При правильному розсіві суміші культур у перших двох сегментах буде багато мікробів, що призводить до розвитку суцільного росту. Потім їх стає все менше, а в четвертому сегменті трапляються ізольовані колонії. Студенти вивчають типи колоній. Спочатку мікроскопіюють за допомогою малого збільшення мікроскопа, а потім за допомогою бінокулярної лупи.  

За своєю морфологією колонії дуже різноманітні. Вони можуть бути прозорі й непрозорі, гладенькі й шорсткуваті, пігментовані й апігментні, сухі, вологі, слизисті. Край колонії може бути рівним, зазубреним, хвилястим. Кожному виду мікробів відповідає певний характер колоній, що має діагностичне значення. 

Кожен тип колоній описують за схемою:

	колонія


	форма
	розмір
	колір
	поверхня
	край
	консис-тенція
	морфологія клітин

	№1


	правильна
	2 мм
	жовтий
	гладенька
	рівний
	м’яка 
	Палички

Гр+


Завдання 2.  Виділення чистої культури бактерій.
Після аналізу колоній вони піддаються мікроскопічному вивченню. З цією метою із частини відмічених колоній (двох типів) роблять мазки. Забарвлюють за Грамом і мікроскопіюють. Якщо за морфологічними ознаками вони відповідають тим, що були в суміші, то ту частину колоній, що залишилась пересівають на скошений агар для виділення чистих культур.

При пересіві колоній на скошений агар потрібно петлею брати культуру тільки з відміченої раніше колонії, не торкаючись ближніх. Засіяні пробірки підписують і ставлять до термостату на 24 години за температури 37°С.

Оформити протокол. У ньому чітко описати всю виконану роботу, зробити малюнки. 

Контрольні запитання:
1. Що таке культуральні властивості мікробів?
2. Що таке  ріст і розмноження бактерій?
3. Що таке чиста культура, штам, колонія?
4. Особливості росту мікроорганізмів на щільному, у рідкому і напіврідкому середовищах.
Лабораторна робота № 7
Тема:     Вивчення біохімічних властивостей мікроорганізмів
Мета роботи: Визначити ферментативну активність мікроорганізмів (облік строкатих рядів, виділення сірководню). Здобути навички роботи з визначником Бергі.
Матеріали, реактиви, обладнання: мікроскоп, предметне скло, фільтрувальний папір, імерсійна олія, бактеріологічна петля, барвники, пробірки з поживними середовищами для вивчення культуральних і біохімічних властивостей (короткий строкатий ряд Гіса), культури бактерій, перекис водню, індикаторні папірці, фізіологічний розчин.
Основні відомості
Вивчення фізіолого-біохімічних ознак мікроорганізмів включає дослідження ферментної активності мікробів, відношення їх до різних джерел вуглецю і азоту, характер продуктів життєдіяльності, які нагромаджуються в поживних середовищах (гази, спирти, кислоти тощо), а також реагування бактерій на кислоти, луги та інші фактори довкілля.

Щоб встановити які джерела вуглецю використовуються досліджуваною культурою, виготовляють спеціальні синтетичні поживні середовища і до них додають 1% вуглецевої сполуки (яку хочуть випробувати). Найчастіше з цією метою застосовують пентози, гексози, дисахариди, солі органічних сполук, спирти, жири тощо.
При використанні мікробами сполук вуглецю (вуглеводів) у субстраті як продукти життєдіяльності можуть нагромаджуватись органічні кислоти, спирти, гази тощо, які можна виявити за допомогою різних методів (використанням індикаторів, якісних хімічних реакцій тощо).
Хід роботи

Завдання 1. Вивчення біохімічних властивостей мікроорганізмів.

На першому етапі виділення чистих культур проводять аналіз культур, що виросли на скошеному агарі. Готують мазок і забарвлюють за Грамом. На препаратах  вивчають морфологію бактерій і виявляють чистоту культури.
Виконують посів виділених чистих культур на короткий строкатий ряд Гіса: глюкоза, лактоза, маніт, сахароза, пептонна вода. Інокуляцію починають із пептонної води. У пробірку з пептонною водою під пробку приміщають індикаторний папірець для виявлення сірководню. Методом посіву на короткий строкатий ряд Гіса вивчають ферментативні властивості.

У напіврідкі вуглеводні середовища, що містять індикатор і цукри, посів проводять уколом через товщу всього середовища. Пробірки підписують, ставлять у термостат при температурі 37°С.
Завдання 2. Аналіз росту бактерій на середовищах з різними вуглеводами (короткий строкатий ряд Гіса).
На наступному занятті облік розщеплення вуглеводів різними видами бактерій проводять за типовою схемою (таблиця).
	Вид бактерій
	лактоза
	глюкоза
	маніт
	мальтоза
	сахароза
	Пептонна вода

	Стафіло-кок
	к
	к
	к
	-
	-
	-

	Кишкова паличка
	кг
	кг
	кг
	-
	-
	-


Вирощуючи бактерії на цукрових середовищах, звертають увагу на їх зміну. Якщо реакція середовища нейтральна, або слабко лужна, то індикатор має злегка рожевий відтінок. Якщо мікроорганізми виділяють фермент, що розщеплює вуглеводи, то при цьому утворюються проміжні продукти кислого характеру, котрі змінюють реакцію середовища в кислий бік, і індикатор стає зелено-блакитним. 

Глибина розщеплення вуглеводів може бути різною. Коли розщеплення йде до СО2, то крім зміни кольору індикатора в товщі середовища з'являються бульбашки газу. При культивуванні на молоці мікроби можуть викликати його пептонізацію. При вивченні кінцевих продуктів розкладання білків гнильними бактеріями висіяними в пептонну воду, необхідно звернути увагу на зміну кольору індикаторних папірців. Утворення сірководню призводить до почорніння індикаторного паперу, заздалегідь змоченого розчином оцтового свинцю. Аміак виявляється за посинінням рожевого лакмусового паперу. Результати розщеплення пептону заносять до протоколу.
Завдання 3. Визначення каталітичної активності бактерій.

Визначення ферменту каталази проводять таким чином: на предметне скло петлею наносять мікробну масу (культуру кишкової палички) і відразу додають до неї краплю 3% розчину перекису водню. Виділення бульбашок кисню свідчить про присутність у мікробів каталази. У протоколі відмічають результат реакції на каталазу.
Викладач пояснює принципи користування визначником бактерій Бергі. Визначає основні ознаки, якими потрібно користуватись при визначенні бактерій до виду.
Контрольні запитання:
1. Які існують методи вивчення ферментативної активності мікроорганізмів?

2. Що представляє собою короткий строкатий ряд Гіса?

3. Як змінює свій колір індикатор при розчиненні вуглеводів, пептону?

4. Принцип користування  визначником бактерій Бергі.
Лабораторна робота № 8
Тема: Обмін речовин у мікроорганізмів. Типи бродіння
Мета роботи: Визначити морфологію мікроорганізмів збудників молочнокислого та оцтовокислого бродіння. 
Матеріали, реактиви, обладнання: огірковий і капустяний розсіл, кисле молоко, барвники, мікроскоп, готові препарати мікроорганізмів-збудників молочнокислого та оцтовокислого бродіння.
Основні відомості
Залежно від умов середовища безазотні органічні речовини розкладаються аеробними або анаеробними мікроорганізмами. Кінцевими продуктами розкладу вуглецевих сполук аеробними мікроорганізмами є вуглекислий газ і вода, а анаеробними – продукти неповного розкладу (кислоти, спирти тощо). Від основного продукту, який утворюється при перетворенні безазотних органічних речовин, насамперед вуглеводів, ці процеси дістали назву: маслянокислого, молочнокислого, спиртового бродіння тощо.

Спиртове бродіння спричинюється дріжджами, а також деякими видами бактерій Sarcina ventriculi і мукорових грибів. Найбільш поширеними збудниками цього процесу є дріжджові гриби – сахароміцети (Saccharomyces cerevisiae). Це одноклітинні організми округлої або овальної форми, факультативні анаероби, розмножуються нестатевим (брунькування) і статевим шляхом. Поширені в природі (понад 200 видів): на листі, квітках і плодах, на харчових продуктах, у ґрунті тощо. Найхарактернішою ознакою всіх видів дріжджів цього роду є їхня здатність до активного зброджування моно- і дисахаридів з утворенням етилового спирту і СО2. Оптимальна температура для спиртового бродіння дорівнює 28-35о С. Серед дріжджів, які застосовуються у виробництві, розрізняються верхові (хлібопекарські, спиртові, винні)  та низові (пивні).

Молочнокисле бродіння – процес перетворення цукру молочнокислими бактеріями до молочної кислоти. Збудники цього процесу – молочнокислі бактерії – дуже поширені в природі (у повітрі, воді, ґрунті, на овочах, фруктах, у молоці, кишечнику людини і тварин тощо). Молочнокислі бактерії мають кулясту або паличкоподібну форму, не утворюють спор, нерухливі, грампозитивні. 

Молочнокисле бродіння за характером бродіння поділяється на дві групи: гомоферментативне, при якому при зброджуванні як основний продукт утворюється молочна кислота, і гетероферментативне, при якому крім молочної кислоти утворюється низка інших продуктів: оцтова і янтарна кислоти, спирт, СО2  тощо.

Молочнокисле бродіння є основою таких важливих виробництв, як переробка молока на кисломолочні продукти, сири і масло, випікання кислого чорного хліба, квашення овочів, силосування кормів, виготовлення деяких сортів ковбас тощо.

Оцтовокисле бродіння - процес перетворення бактеріями етилового спирту на оцтову кислоту, який є процесом неповного окислення органічних сполук в анаеробних умовах. Цей процес спричиняється великою групою бактерій, що належать до облігатних анаеробів. Це представники роду Acetobacter (A. aceti, A. pasteurianum, A. orleanens): паличкоподібні, неспорові, грамнегативні бактерії. Оцтовокислі бактерії використовують для промислового виробництва оцту з натурального вина або яблучного соку.
Хід роботи

Завдання 1. Вивчення морфології бактерій збудників оцтовокислого бродіння.

Студенти вивчають на готових препаратах морфологію бактерій збудників оцтовокислого бродіння. Кожен студент готує мазки з огіркового й капустяного розсолу. Препарати фарбують водним фуксином, висушують і вивчають з імерсійною системою.

На препаратах мікрофлори огіркового та капустяного розсолів виявляються грамнегативні неспорові паличковидні бактерії Acetobacter aceti, A. pasteurianum, A. orleanens). На препаратах, виготовлених з плівки, яка утворилась на поверхні огіркового розсолу, можна побачити клітини молочної цвілі Oidium lactis. 

Препарати замалювати.
Завдання 2. Вивчення морфології молочнокислих бактерій.

Студенти вивчають на готових препаратах морфологію бактерій збудників молочнокислого бродіння.
Мазки з кислого молока перед забарвленням потрібно знежирити (препарат обробляють розчином аміаку 2-3 хвилини, потім промивають водою). Забарвлення проводиться фуксином чи метиленовою синню. 

На препаратах мікрофлори кислого молока добре виявляються бактерії-збудники молочнокислого бродіння: молочні стрептококи Streptococcus lactis, довгі паличкоподібні бактерії Lactobacillus bulgaricus, L. acidophilus. 

На препаратах, виготовлених з плівки, яка утворилась на поверхні молока, можна побачити клітини молочної цвілі Oidium lactis. 

Препарати замалювати. 
Контрольні запитання:
1. Що таке бродіння?

2. Які типи бродіння існують?
3. Молочнокисле бродіння, його хімізм.

4. Бактерії, що викликають молочнокисле бродіння.

5. Оцтовокисле бродіння, його практичне значення.

6. Мікрофлора оцтовокислого бродіння.

Лабораторна робота № 9
Тема:        Антибіотична активність мікроорганізмів
Мета роботи: Визначити антибіотичну активність мікроорганізмів за допомогою антибіотиків.

Матеріали, реактиви, обладнання:  Диски з антибіотиками, чашки Петрі з МПА, бактеріологічна петля, пінцети, бульйонна культура Staphilоcoccus аиrеиs, Е. соli.
Основні відомості
Термін ,,антибіотики”  увів у 1943 році мікробіолог С.Я. Ваксман. Цим терміном визначають високоактивні вторинні метаболіти мікробів, які здатні пригнічувати ріст інших мікроорганізмів. Антибіотики доводять існування антагоністичних відносин між мікроорганізмами.

У теперішній час багато антибіотиків отримують промисловим способом. Відомо понад 2000 антибіотиків, але враховуючи високу токсичність більшості з них для людини, використовують лише близько 50.

Найбільша кількість антибіотиків виділена з актиноміцетів, які мешкають у ґрунті. Процес одержання препаратів нових антибіотиків досить складний. Він складається з декількох основних етапів:

1. Пошук у природі й виділення чистих культур мікроорганізмів-продуцентів антибіотиків.

2. Вивчення антибіотичних властивостей виділених антагоністів і кількісне визначення їх антибіотичної властивості.

3. Попередня ідентифікація антибіотика.

4. Виділення і хімічна очистка.

5. Вивчення біологічної активності препарату на тваринах і людині.
Важливу роль у виявленні мікробів-антагоністів, у вивченні їх антибіотичних властивостей відіграють добре підібрані тест-організми. У лабораторних умовах найчастіше використовують у якості тест-організмів мікробів.

Визначення антибіотичної активності виділених мікробів проводять на твердих поживних середовищах. У цьому випадку метод заснований на здатності антибіотика дифундувати в агаризоване середовище і створювати бактерицидний й бактеріостатичний вплив на тест-організми. Найчастіше використовують метод перпендикулярних штрихів. Сутність цього методу полягає в тому, що спочатку по діаметру чашки Петрі шириною 1-1,5 см бактеріологічною петлею проводять густий засів досліджуваного на антагонізм мікроорганізму. Чашку витримують у термостаті до проростання культури. Потім петлею проводять підсів штрихом стандартних суспензій тест-культур, перпендикулярно до зони вирощеного мікроорганізму. Культивують у термостаті за температури, оптимальної для тест-мікроорганізму.

Для виявлення антибіотичної активності використовують метод паперових дисків. Сутність цього методу полягає в тому, що диски просочують досліджуваним розчином і розкладають на поверхню агаризованого середовища.

Хід роботи

Студенти вивчають чутливість культур стафілокока до антибіотиків методом паперових дисків. Суспензію Staphilоcoccus аиrеиs наносять на поверхню МПА в чашку Петрі за допомогою піпетки, розтирають скляним шпателем по поверхні агарової пластинки (метод посіву газоном). Чашку залишають на 15-20 хвилин при кімнатній температурі. Потім на поверхню агару стерильним пінцетом розкладають на однаковій відстані один від одного паперові диски, просочені антибіотиком. 

Серед антибіотиків такі: пеніцилін, стрептоміцин, тетрациклін, левоміцетин та інші.

Облік результатів проводять на наступному занятті. Антибіотик, яким просочений диск, дифундує в агар. Якщо на його поверхні засіяно чутливий мікроб, то навколо диска з’являється зона пригнічення росту. Чим більш чутливим виявляється до антибіотика мікроб, тим більшим буде діаметр прозорої зони.  
Результати оформлюють у вигляді таблиці, наприклад:

	культура
	пеніцилін
	стрептоміцин
	тетрациклін
	левоміцетин

	№1
	35 мм
	25 мм
	30 мм
	25 мм

	№2
	
	
	
	

	№3
	
	
	
	


Контрольні запитання:
1. Що таке антибіотики?

2. Які методи використовують для виявлення мікробів-антагоністів?

3. У чому полягає суть методу паперових дисків?

4. Які бактерії використовують у якості тест-культури?
Лабораторна робота № 10
Тема:       Вплив зовнішніх умов на мікроорганізми.
Мета роботи: Виявити дію УФ променів, температури та різних хімічних сполук на ріст бактерій. 

Матеріали, реактиви, обладнання: бактерицидна лампа, розчин дезактину (0,5 %), косяки з культурою бактерій Staphilоcoccus аиrеиs, Е.соli, держаки пробірок, захисний папір чорного кольору, фізіологічний розчин.

Основні відомості
Вплив температури. Всі мікроорганізми мають високу чутливість до температурного чинника. Так низькі температури пригнічують гнилісні і бродильні процеси, а чергування високих і низьких температур призводить до загибелі мікроорганізмів. Більшість аспорогенних бактерій гине за температури 58-60°С через 30-60 хвилин. Спори бацил і клостридій більш стійкі, ніж вегетативні клітини, вони можуть витримати кип’ятіння від декількох хвилин до 3-х годин.

Вплив звичайного світла та інших видів випромінювання. Одні бактерії переносять дію світла легко (пурпурні бактерії), на інших сонячне світло впливає негативно. Найбільшу бактерицидну дію виявляють прямі промені сонця. Різні види випромінювання можуть викликати, як бактерицидний так і бактеріостатичний ефект. До такого випромінювання (200-300 нм) належить ультрафіолетове випромінювання, яке використовують з метою стерилізації, для чого застосовують бактерицидні лампи. Метод застосовується для стерилізації повітря в мікробіологічних лабораторіях, боксах, операційних, а також деяких предметів і матеріалів. Час опромінення 20 хв. 

Дія хімічних сполук. У залежності від фізико-хімічного складу, середовища, концентрації, часу дії, температури хімічні сполуки діють на мікроби по-різному. У малих дозах вони діють як подразники, а у великих дозах пошкоджують клітинну стінку, а потім і білки. Барвники здатні затримувати ріст клітин. Солі важких металів (свинець, срібло, ртуть) викликають коагуляцію білків.

Під хімічною стерилізацією, або дезінфекцією розуміють знезаражування матеріалів, предметів за допомогою хімічних речовин. У мікробіологічних лабораторіях найчастіше використовують розчин карболової кислоти (3-5 %), лізолу (1-2 %), формаліну (4 %), хлораміну (1-5 %), хлорного вапна (10-20 %). Борну кислоту, гліцерин, фенол та деякі інші хімічні речовини часто використовують як консерванти при виготовленні лікувальних і діагностичних сироваток, вакцин тощо.

Хід роботи

Завдання 1. Вивчення впливу температури на бактеріальні клітини.
Для вивчення впливу температури на мікроби бульйонну культуру клітин Е. соli (МПБ) піддають нагріванню до 55-60°С протягом 10-15 хвилин. Потім за допомогою мікробіологічної петлі виконують інокуляцію на щільне середовище Ендо. Після 24-х годин культивування в термостаті за температури 37°С проводять кількісний облік.
Завдання 2. Вивчення дії ультрафіолету на бактеріальні клітини. 
Проводять змив культури Staphilоcoccus аиrеиs із косяка фізіологічним розчином. Вносять 2-3 краплі суспензії до чашки Петрі з МПА. Розтирають краплю за допомогою шпателя. Чашки ставлять на 30 – 60  хвилин під промені УФ лампи. Перед тим, як помістити чашки під УФ промені, її розкривають, на торці нижньої половини кладуть диск з чорного паперу із проріззю в центрі, щоб бачити зону стерилізації. Потім чашку закривають і ставлять до термостату із температурою 37°С. 
Завдання 3. Вивчення дії хімічних сполук на бактеріальні клітини. 
У розчин дезактину (0,5 %) занурюють тканину, інфіковану культурою Staphilicoccus аиrеиs. Витримують тканину в часових експозиціях 10 і 20 хвилин. Потім промивають тканину фізіологічним розчином (двічі) і переносять її у пробірки з МПБ. Проводять 3-х добове культивування в термостаті за температури  37°С. 
Контрольні запитання:
1. Який вплив на мікроорганізми має сонячне світло, УФ промені?

2. Який вплив має температура на бактерії?

3. Які існують механізми руйнування бактеріальних клітин хімічними сполуками?
4. Назвіть методи стерилізації, які використовують у мікробіології.

5. Що таке бактерицидна і фунгіцидна дія? 

6. Що таке бактеріостатичний ефект? 
ТЕСТОВІ ЗАВДАННЯ ДЛЯ ПЕРЕВІРКИ ЗНАНЬ
1. Мікробіологія – це:

а) наука, що вивчає будову, систематику, фізіологію, біохімію, генетику та імунологію мікроорганізмів;

б) наука, що вивчає фізіологічні процеси на клітинному рівні;

в) наука, що займається вивченням дії мікробів на організм людини.

2. Яка дисципліна вивчає мікроорганізми, що приймають участь у виробництві антибіотиків, спиртів, вітамінів, ферментів, продуктів харчування тощо?

а) загальна мікробіологія;

б) сільськогосподарська мікробіологія;

в) технічна мікробіологія;

г) медична мікробіологія.

3. З грецької слово „бактерія” перекладається як: 

а) організм;

б) паличка;

в) клітина.

4. Хто ввів терміни „аероби” та „анаероби”?

а) Кох;

б) Пастер;

в) Дженнер;

г) Виноградський.

5. Ким були розроблені методи висіву та виділення чистих культур, відкриті збудники холери та туберкульозу?

а) Пастером;

б) Кохом;

в) Івановським;

г) Бейєрінком.

6. Чиста культура – це:

а) бактеріальні клітини з різних середовищ;

б) популяція мікроорганізмів одного виду, що отримали з ізольованої мікробної колонії;

в) клітини одного виду, що отримані з різних середовищ і в різний час;

г) бактеріальні клітини неоднакового розміру.

7. Штам – це:

а) клітини одного виду, отримані з різних середовищ і в різний час;

б) клітини різного виду з різних середовищ;

в) сукупність клітин, що виросли з однієї материнської клітини;

г) сукупність клітин, які були виділені з різних середовищ.

8. Колонія – це:

а) клітини одного виду, отримані з різних середовищ і в різний час;

б) клітини різного виду з різних середовищ;

в) сукупність клітин, що виросли з однієї материнської клітини;

г) сукупність клітин, які були виділені з різних середовищ.

9. Бактерії, у яких джгутики розташовані по всій поверхні клітини:

а) амфітрихи;

б) перитрихи;

в) монотрихи;

г) лофотрихи.

10. Основний компонент клітинної стінки грампозитивних бактерій:

а) хітин;

б) пептидоглікан;

в) глюкоза;

г) целюлоза.


11. Який етап є заключним у приготуванні простого мазка:

а) підготовка;

б) фіксація;

в) фарбування;

г) висушування.

12. До якої групи відносяться барвники, що застосовуються в методиці фарбування за Грамом?

а) анілінової;

б) трифенілметанової.

13. Грампозитивні бактерії забарвлюються основним барвником у колір:

а) темно-фіолетовий;

б) яскраво-малиновий;

в) не фарбуються.

14. Додаткові барвники в методі Грама – це:

а) азур;

б) еозин;

в) фуксин;

г) метиленовий синій.

15. Грамнегативні бактерії за методом Грама  забарвлюються в колір:

а) темно-фіолетовий;

б) яскраво-малиновий;

г) не забарвлюються.

16. Розташування спори ближче до одного з кінців бактеріальної клітини називається:

а) термінальне;

б) субтeрмінальне;

в) центральне.

17. Для мікоплазм є характерним:

а) відсутність цитоплазматичної мембрани;

б) відсутність клітинної стінки;

в) відсутність капсули.

18. Основним компонентом капсули є:

а) полісахариди;

б) поліпептиди;

в) тейхоєві кислоти.

19. Пілі і фімбрії виконують функції:

а) статеву;

б) адгезивну;

в) захисну;

г) попереджують висихання.

20. Генетична інформація бактерій зберігається в:

а) хромосомах;

б) нуклеоїді;

в) хроматидах.

21. Плазміди являють собою :

а) РНК;

б) мікрокільцеву ДНК;

в) глікопротеїнові включення.

22. Ким були змодельовані умови планети Земля, які могли існувати декілька млрд. років тому?

а) Опаріним;

б) Міллером;

в) Бергі;

г) Пастером.

23. Які розділи містить визначник Бергі?

а) Ціанобактерії та Бактерії;

б) Синьо-зелені водорості та Віруси;

в) Бактерії та Гриби;

г) Ціанобактерії та Гриби.

24. Скільки нараховується груп бактерій в систематиці?

а) 10;

б) 19;

в) 20;

г) 21.

25. До якої групи в систематиці бактерій відносяться  Corynebacterium diphteriae i Mycobacterium tuberculosis?  

а) VIII;

б) XVII;

в) X;

г) XIX.

26. Основний компонент бактеріальної клітинної стінки:

а) ліпопротеїни;

б) пептидоглікани;

в) амінокислоти.

27. Тейхоєві кислоти входять до складу:

а) клітинної стінки;

б) цитоплазматичної мембрани;

в) капсули.

28. Для бактерій характерне розмноження:

а) брунькуванням;

б) безстатеве;

в) статеве.

29. Внутрішній уміст бактеріальної клітини не має:

а) рибосом;

б) лізосом;

в) нуклеоїд;

г) мітохондрії.

30. Рух бактерій, обумовлений різницею вмісту кисню, має назву:

а) хемотаксис;

б) аеротаксис;

в) фототаксис.

31. Клітинної стінки не мають:

а) мікоплазми;

б) L-форми бактерій;

в) рикетсії.

32. Для L-форм бактерій є характерним:

а) порушення біосинтезу пептидоглікану;

б) не утворюється капсула;

в) не утворюються колонії.

33. Відмінності бактеріальних чохлів від капсули полягають у:

а) інкрустації оксидами металів;

б) мають більш складний хімічний склад;

в) мають більш складну структуру.

34. Для мікоплазм є характерним:

а) відсутність цитоплазматичної мембрани;

б) відсутність клітинної стінки;

в) відсутність капсули.
35. Під ростом мікроорганізмів розуміють…

а) збільшення біомаси за рахунок засвоєння поживних речовин;

б) збільшення розмірів клітин;

в) зростання кількості клітин.
36. Яка фаза росту бактерій характеризується станом рівноваги?

а) лог-фаза;  
б) лаг-фаза; 
в) стаціонарна фаза; 
г) фаза відмирання.
37. Яка фаза росту бактерій характеризується інтенсивним збільшенням кількості клітин та максимальним використанням компонентів середовища?

а) лаг-фаза;

б) лог-фаза;

в) стаціонарна фаза;

г) фаза відмирання.
38. Особливості росту аеробів у рідкому середовищі:

а) дифузний;
б) придонний;
в) на поверхні  рідкого середовища.
39. Особливості росту факультативних анаеробів у рідкому середовищі:

а) дифузний; 
б) придонний

в) на поверхні рідкого середовища.
40. Особливості росту аеротолерантних мікроорганізмів у рідких поживних середовищах:

а) у вигляді плівки на поверхні рідкого середовища;
б) придонний;
в) дифузний.
41. При якому способі культивування культура підтримується в стані експоненціального росту?

а) періодичному ;

б) без
перервному.
42. При періодичному культивуванні…

а) змінюються швидкість росту, фізіологічна активність та морфологічні показники культури;
б) не змінюються швидкість росту, фізіологічна активність та морфологічні показники культури.
43. Обов’язковими умовами культивування бактерій є:

а) джерело світла та енергії, рН середовища;

б) джерело світла, рН середовища, температура;

в) аерація, температура, світло, джерело харчування;

г) джерело харчування та енергії, рН середовища, аерація, температура.
44. Обов’язковими умовами культивування аеробів є:

а) джерело світла та енергії, рН середовища;

б) джерело світла, рН середовища, температура;

в) аерація, температура, світло, джерело живлення;
г) джерело живлення та енергії, рН середовища, аерація, температура.
45. Які умови культивування мікроорганізмів анаеробів є обов’язковими:

а) джерело світла та енергії, рН середовища;

б) джерело світла, рН середовища, температура;

в) аерація, температура, світло, джерело харчування;

г) джерело харчування та енергії, рН середовища, відсутність аерації.
46. Методи культивування анаеробів:

а) у тонкому шарі середовища;
б) на поверхні щільних і рідких середовищ;
в) у високому шарі середовища.
47. Обов’язковими умовами культивування фототрофів є:

а) джерело світла та живлення, рН середовища, температура;

б) джерело світла, рН середовища, температура;

в) аерація, температура, світло, джерело живлення;

г) джерело живлення та енергії, рН середовища, аерація, температура.
48. Мікроорганізми, які потребують факторів росту, це:

а) ауксотрофи;

б) прототрофи.
49. Мікроорганізми, що ростуть при вмісті кисню в середовищі 20-40% це:

а) облігатні аероби;

б) облігатні анаероби;

в) аеротолерантні анаероби;

г) факультативні аероби.
50. Тип метаболізму, де джерелом енергії слугують окисно-відновні реакції, називається:

а) фототрофний;
б) гетеротрофний; 
в) хемотрофний.
51. Основне завдання зберігання промислових культур – це:

а) підтримка їх життєдіяльності;

б) забезпечення культури киснем;

в) забезпечення швидкості росту;

г) збереження стабільності таксономічно важливих ознак і властивостей.
52. Методи тривалого зберігання культур бактерій (дайте найповнішу відповідь):
а) ліофілізація, субкультивування і зберігання під вазеліновою олією;

б) ліофілізація, зберігання під вазеліновою олією;
в) зберігання під вазеліновою олією, різні способи висушування, ліофілізація.
53. Назвіть методи зберігання грампозитивних спороутворювальних мікроорганізмів:

а) періодичні пересіви (субкультивування);

б) зберігання при низьких і ультранизьких температурах;

в) висушування (просте і ліофілізація);

г) зберігання під мінеральною олією.
54. Назвіть методи зберігання спороутворювальних анаеробів:

а) періодичні пересіви (субкультивування);

б) зберігання при низьких і ультранизьких температурах;

в) висушування (просте і ліофілізація);

г) зберігання під мінеральною олією.
55. Назвіть методи зберігання грамнегативних анаеробів:

а) періодичні пересіви (субкультивування);

б) зберігання при низьких і ультранизьких температурах;

в) висушування (просте і ліофілізація);

г) зберігання під мінеральною олією.
56. Діауксія – це:

а) використання мікроорганізмами декількох джерел вуглецю почергово;

б) використання мікроорганізмами декількох джерел вуглецю водночас;

в) використання мікроорганізмами джерела вуглецю, який є в середовищі, і продукування власних органічних речовин.

57. Тип метаболізму, де єдиним джерелом енергії слугує сонячна енергія, називається:

а) фототрофний;

б) гетеротрофний;

в) хемотрофний.

58. Спосіб існування прокаріотів, при якому джерелом вуглецю слугує СО2, донором електронів – Н2О, Н2S, S, джерелом енергії – світло:

а) хемоорганоавтотрофія;

б) фотолітоавтотрофія;

в) фотоорганоавтотрофія;

г) хемолітоавтотрофія.
59. Хемолітогетеротрофія – це: 

а) спосіб існування, коли джерелом вуглецю є вуглекислий газ, донором електронів – неорганічні сполуки, джерелом енергії – окисно-відновні реакції;

б) спосіб існування, коли джерелом вуглецю є вуглекислий газ, донором електронів – органічні сполуки, джерелом енергії – окисно-відновні реакції;

в) спосіб існування, коли джерелом вуглецю є органічні сполуки, донором електронів – неорганічні сполуки, джерелом енергії – окисно-відновні реакції;

г) спосіб існування, коли джерелом вуглецю і донором електронів – органічні сполуки, джерелом енергії – окисно-відновні реакції.
60. Мікроорганізми, ріст яких проходить при температурі 10-40 0С:

а) психрофіли;
б) мезофіли; 

в) термофіли;

г) екстремальні термофільні мікроорганізми.
61. Молочнокислі бактерії відносяться до групи:

а) суворо облігатні анаероби;

б) аеротолерантні анаероби;

в) факультативні анаероби.

62. Мікроорганізми, для яких оптимальне рН середовища становить більше 7, відносяться до групи:

а) ацидофілів;

б) алколифілів;

в) галлофілів.
63. Фізична сутність кавітації полягає в:

а) появі в середовищі протеолітичних ферментів;

б) деполяризації мембран мікробних клітин;

в) появі пухирців газів, що знаходяться в рідині.
64. Що представляє собою бактерицидна дія?

а) повна загибель всіх мікробних клітин;

б) загибель патогенних мікроорганізмів;

в) зупинка росту та розмноження мікроорганізмів.
65. Автоклавування – це:

а) стерилізація сухим жаром;

б) стерилізація кип’ятінням;

в) дробна стерилізація;

г) стерилізація паром під тиском.

66. Знищення мікробів у рідинних середовищах впродовж 15 хвилин при температурі 750C називається:

а) кип’ятіння;

б) пастеризація;

в) стерилізація;

г) дезінфекція.

67. Знищення патогенних мікробів у об’єктах зовнішнього середовища називається:

а) стерилізація;

б) дезінфекція;

в) пастеризація.
68. Ферменти, концентрація яких у клітині залежить від субстрату-індуктора, це:
а) екзоферменти;

б) ендоферменти;

в) індуцібельні;

г) конститутивні;

д) алостеричні
69. Ферменти, концентрація яких у клітині не залежить від субстрату-індуктора, це:
а) екзоферменти;

б) ендоферменти;

в) індуцібельні;

г) конститутивні;
д) алостеричні.
70. До цукролітичних видів належать мікроорганізми, що викликають бродіння:

а) маслянокисле; 
б) ацетобутилове; 

в) спиртове; 
г) зброджують амінокислоти.
71. До протеолітичних видів відносяться мікроорганізми, що викликають бродіння:

а) маслянокисле; 
б) ацетобутилове;  
в) спиртове; 
г) зброджують амінокислоти.

72. Неповним окисленням є бродіння:

а) спиртове;

б) лимоннокисле;

в) оцтовокисле;

г) маслянокисле.
73. Оптимальна концентрація цукру, що зброджується дріжджами, становить:

а) 25-30 %;

б) 10-18 %;

в) 5-10 %.

74. Вихід спирту при спиртовому бродінні залежить від:

а) фізіологічного стану дріжджів;

б) якості сировини;

в) умов, при яких відбувається бродіння.

75. Сухе вино – це:

а) вино із завершеним спиртовим бродінням, коли цукор зброджений  „насухо”;

б) вино із перерваним спиртовим бродінням з наступним додаванням бісульфіту натрію або спирту.
76. Солодке вино – це:

а) вино із завершеним спиртовим бродінням, коли цукор зброджений „насухо”;

б) вино з перерваним спиртовим бродінням з наступним додаванням бісульфіту натрію або спирту.

77. Вино, яке піддається повторному спиртовому бродінню під тиском за рахунок додаткового внесення цукру (у закритих ємностях) має назву:

а) сухе;

б) солодке;

в) ігристе.

78. Найбільш розповсюджені злаки, що використовуються для приготування пива:

а) пшениця;

б) ячмінь;

в) жито;

г) кукурудза;

д) рис.

79. Хміль додають до пива з метою:

а) надання пиву специфічного смаку та аромату;

б) надання пиву стійкості при зберіганні;

в) отримання піни;

г) отримання характерного кольору пива.
80. Раси пива придонного шару рідини, що зброджуються з оптимальною температурою для росту 12-15 0С, називаються:

а) верхові;

б) низові.

81. Скільки разів у виробництві пива можуть бути використані пивні дріжджі?

а) багаторазово;

б) дворазово;

в) одноразово.
82. Мікроорганізми збудники спиртового бродіння:

а) Saccharomyces vini;

б) Saccharomyces cerevisiae;

в) Lactobacterium acidophilum;
г) Clostridium acetobutylicum;
д) Streptococcus thermophilus.
83. Мікроорганізми збудники гомоферментативного молочнокислого бродіння.

а) Streptococcus lactis;
б) Lactobacillus lactis;
в) Lactobacillus casei;
г) Leuconostoc mesenteroides;
д) Bifidobacterium  bifidum.
84. Кисломолочний продукт, що отримують у результаті змішаного бродіння – спиртового та молочнокислого:

а) кефір;

б) кисляк;

в) кумис.
85. Для приготування простокваші додають чисті культури бактерій:

а) Lactobacterium bulgaricum;

б) Saccharomyces cerevisiae;

в) Lactobacterium acidophilum;
г) Clostridium acetobutylicum.
86. Для приготування кефіру  додають чисті культури бактерій:

а) Lactobacterium bulgaricum;

б) Saccharomyces cerevisiae;

в) Lactobacterium acidophilum;
г) Clostridium acetobutylicum;
д) Streptococcus lactis.
87. Лимоннокисле бродіння є процесом, що відбувається:

а) у анаеробних умовах;  
б) у аеробних умовах
88. Хто відкрив маслянокисле бродіння?

а) Виноградський;

б) Пастер;

в) Опарін;

г) Мечніков.
89. Кінцевими продуктами маслянокислого бродіння за умов кислого рН середовища є: 

а) масляна кислота (бутират); 
б) бутанол і ацетон.
90. Кінцевими продуктами маслянокислого бродіння за умов нейтрального  рН середовища є: 

а) масляна кислота (бутират);
б) бутанол і ацетон.
91. Пропіоновокислі бактерії:

а) анаероби;
б) факультативні аероби;
 в) аероби.
92. Реакція Стікленда це:

а) анаеробне розкладання білків;

б) розкладання хітину;

в) спряжене зброджування двох амінокислот;
г) розкладання пектинових речовин.
93. Бактерії, що розкладають целюлозу:

а) анаероби; 
б) факультативні аероби; 
в) аероби.
94. Можливий шлях денітрифікації:

а) NO3-   →  NO2-  →   NO  →  N2O  →  N2;

б) NO3-   →  NO2-  →   NO;

в)  NO3-   →  NO2-  →   N2;

г) NO3-   →   NO  →  N2O  →  N2.
95. Біологічне окислення NH3 (NH4+) до NO3-  називається:

а) нітрифікація;

б) денітрифікація;

в) амоніфікація.
96. До вільно існуючих аеробних гетеротрофних азотфіксаторів відносяться:

а) Azotobacter;

б) деякі штами Clostridium;
в) Rhizobium;
г) Beijerinckia.

97. Відмітьте симбіотичних азотфіксаторів:

а) Azotobacter;

б) Rhizobium;
в) Frankia;

г) Beijerinckia.
98. Дайте вичерпне визначення терміну „метаногени”:
а) група організмів, що здатні утворювати метан;

б) група мікроорганізмів, що використовують вуглекислий газ у якості кінцевого акцептора електронів при окисленні молекул водню з утворенням метану;

в) група аеробних мікроорганізмів, що здатні утворювати метан.

99. Специфічні особливості метаногенів:

а) характерним середовищем для них є лужне середовище;

б) клітинна стінка не має мурамової кислоти та D-амінокислот;

в) використовують у якості джерела вуглецю виключно вуглекислий газ.

100. Аеробні прокаріоти, що використовують чадний газ у якості єдиного джерела вуглецю та енергії мають назву:

а) карбоксидобактерії;

б) метаногени;

в) сульфатредуктори.

101. Спосіб існування метаногенів:

а) хемолітоавтотрофія;

б) хемолітогетеротрофія;

в) хемоорганоавтотрофія;

г) хемоорганогетеротрофія.
102. Які характерні риси притаманні сульфатвідновлювальним бактеріям?

а) облігатний анаеробіоз;

б) відновлення сульфатів до сульфідів;

в) джерелом вуглецю та енергії слугують органічні кислоти;

г) факультативні аероби.

103. Представники залізобактерій з енергетичним метаболізмом хемолітотрофного типу – це:

а) Thiobacillus ferrooxidans;
б) Leptospirillum ferrooxidans;
в) Desulfonema limicola;

г) Desulfotomaculum acetoоxidans.
104. Які характерні риси притаманні сульфатредукуючим бактеріям?

а) облігатний анаеробіоз;

б) відновлення сульфатів до сульфідів;

в) джерелом вуглецю та енергії слугують органічні кислоти;

г) факультативні аероби.
105. Вірулентність – це:

а) ступінь патогенності мікроорганізму в момент дослідження;

б) здатність мікроорганізмів викликати інфекційний процес;

в) взаємодія сприйнятливого організму людини і патогенного мікроорганізму в певних умовах середовища.

106. Здатність мікроорганізму проникати в тканини макроорганізмів – це:

а) патогенність;

б) інвазивність;

в) інфекція;

г) вірулентність.

107. Анатоксини – це:

а) вакцини з живих збудників із ослабленою вірулентністю;

б) вакцини з вбитих мікроорганізмів;

в) вакцини на базі власних токсинів;

г) хімічні вакцини.
108. Повторне зараження організму збудниками називається:

а) реінфекція;

б) суперінфекція;

в) рецидив.
109. Токсини збудників гонореї, черевного тифу, сифілісу відносяться до:

а) екзотоксинів;

б) ендотоксинів.
110. Гнійне запалення слизових оболонок сечостатевого тракту і специфічні ураження коньюктиви очей, що викликається гонококом  Neisseria – це:

а) дезинтерія;

б) сифіліс;

в) гонорея.

111. Збудник стовбняка – це:

а) Clostridium botulinum;
б) Clostridium tetani;
в) Clostridium perfringens.
112. Збудник сифілісу:

а) Treponema pallidium;

б) Clostridium tetani;
в) Jersinia pestis;
г) Bifidobacterium  bifidum..
113. Внутріклітинні бактеріоподібні мікроорганізми, переносником яких є комахи (воші, блохи, кліщі):

а) віруси;

б) рикетсії;

в) плазміди;

г) мікоплазми.
114. Бактерицидна речовина, що міститься в білку курячого яйця, у молоці, печінці, слині, сльозах і має літичну дію, називається:

а) екмолін;

б) лізоцим;

в) інтерферон.

115. Потенційна здатність мікроорганізмів викликати інфекційний процес називається: 

а) інфекція;

б) вірулентність;

в) патогенність;

г) інвазивність.
116. Здатність мікроорганізму проникати в тканини макроорганізмів – це:

а) патогенність;

б) інвазивність;

в) інфекція;

г) вірулентність.
117. Захист організму від чужорідних субстанцій шляхом синтезу антитіл або накопичення лімфоцитів – це:
а) неспецифічні механізми захисту;

б) вроджений імунітет;

в) надбаний імунітет.
118. Одиниця вірулентності мікроорганізму, коли спостерігається загибель 100 % тварин:

а) DLm;

б) DCL;

в) LD50;

г) ID.
119. Одиниця дії антибіотиків – це:

а) найменша кількість антибіотика, що виражається у вагових одиницях і викликає бактеріостатичний ефект по відношенню до стандартних мікробів; 

б) найбільша кількість антибіотика, що виражається у вагових одиницях і викликає бактеріостатичний ефект по відношенню до стандартних мікробів; 

в) найменша кількість антибіотика, що виражається у вагових одиницях і викликає бактеріостатичний ефект по відношенню до всіх існуючих мікробів; 

г) найбільша кількість антибіотика, що виражається у вагових одиницях і викликає бактеріостатичний ефект по відношенню до всіх існуючих мікробів.
120. У якій послідовності відбувається розвиток інфекційного захворювання?

а) продромальний період;

б) період основних проявів;

в) період згасання;

г) інкубаційний період;

д) період одужання.
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ПЕРЕЛІК ЕКЗАМЕНАЦІЙНИХ ПИТАНЬ 
1. Роль  бактерій і їх поширення в природі. 

2. Положення мікроорганізмів у природі. Загальні властивості, типи організації. 

3. Роль праць Л. Пастера  для розвитку мікробіології.

4. Роботи Мєчнікова та Івановського в області мікробіології.

5. Роботи Виноградського та Омельянського в області мікробіології.

6. Принципи класифікації мікроорганізмів.

7. Морфологічні групи бактерій.

8. Спороутворення у бактерій та його значення. Розміщення спор у клітині.
9. Методи мікроскопічних досліджень мікроорганізмів. 

10. Складні методи фарбування бактерій. Метод Грама.

11. Фарбування капсул за методом Бурі-Гінса
12. Особливості будови клітинної стінки Гр+ та Гр- бактерій та її функції.

13. Особливості будови клітин грамнегативних і грампозитивних бактерій.

14. Цитоплазма бактеріальних клітин, її включення, генетичний апарат.

15. Рух бактерій. Органоїди руху бактерій.

16. Способи існування прокаріот: джерела енергії, донори, акцептори електронів, джерела вуглецю.

17. Харчові потреби бактерій. Фактори росту.

18. Криві росту бактерій на рідких живильних середовищах.

19. Енергетичні шляхи у бактерій.
20.  Поживні середовища, їх класифікація.
21. Методи культивування мікроорганізмів.
22. Способи культивування аеробів та анаеробів.

23. Ферменти бактерій.

24. Молочнокисле бродіння.

25. Одержання молочнокислих продуктів.

26. Спиртове бродіння.

27. Маслянокисле бродіння.

28. Пропіоновокисле бродіння.

29. Бутандіолове бродіння. 

30. Лимоннокисле бродіння.

31. Декструкція целюлози.

32. Розкладання лігніну, геміцелюлози, 

33. Розкладання білка, зброджування амінокислот.

34. Деструкція хітину.
35.  Антибіотики. Антибіотична активність.
36. Кругообіг азоту.
37. Азотфіксуючі бактерії.
38. Історія вивчення азотфіксації.
39.  Процес азотфіксації. Вільноіснуючі  азотфіксатори.

40. Ферментативний механізм азотфіксації. Роль леггемоглобіна та нітрогенази.

41. Історія нітрифікації. Характеристика груп нітрифікуючих бактерій.
42. Роль мікроорганізмів у процесі ґрунтоутворення. Нітрифікація, денітрифікація. 
43. Мікроорганізми, що окислюють неорганічні сполуки сірки. 

44. Кругообіг сірки.

45. Залізобактерії та мікроорганізми, що окисляють сполуки марганцю.

46. Метаногени.
47. Класифікація бактерій по відношенню до температури.

48. Вплив високого тиску та ультразвуку на життєдіяльність мікроорганізмів. 

49. Вплив хімічних чинників на мікроорганізми.

50. Механізм дії  важких металів на мікроорганізми.
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