ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ № 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, фіксації і простого забарвлення тимчасових бактерійних препаратів, з основними правилами імерсійної мікроскопії.
Матеріали, реактиви, обладнання: мікроскоп, бактеріологічна петля, предметні скельця, спиртівка, імерсійна олія, прилад для фарбування і промивання мазків, смужки фільтрувального паперу, реактиви для забарвлення мікробіологічних препаратів (розчин водного фуксину); чисті культури Staphylоcoccus аиrеиs, Sаrсіпа flava, Рsеudотопаs fluorescens, Вaсіllus subtilis.

Питання для актуалізації знань
1. Мікробіологія як наука. Предмет вивчення мікробіології.
2. Основні галузі мікробіології.

3. Назвіть основні етапи становлення і розвитку мікробіології.

4. Наведіть класифікацію мікроорганізмів за наявністю і будовою клітин, за рівнем організації геному.
(Теоретичні відомості

Перед початком виконання практичної частини роботи студенти 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.
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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 (рис. 1.1). 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 з 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.

	
	1) макрогвинт

2) тубусотримач,
3) шарнірне з’єднання

4) предметний столик

5) тубус 

6) окуляр, 

7) револьвер 

8) об’єктиви

9) конденсор 

10) дзеркало

11) мікрогвинт 

12) основа
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Рисунок 1.1 – Біологічний світловий мікроскоп

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 використаного 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, що контактує з лінзою. У зв'язку з цим, для вивчення мікроорганізмів використовують імерсійні об'єктиви.

При роботі з об'єктивом х8 відстань між препаратом і об'єктивом становить 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.

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

Правила  імерсійної  мікроскопії
1. Мікроскоп встановлюють у робоче положення.

2. Встановлюють освітлення, вмикаючи лампу і спрямовуючи світло на увігнуте дзеркало мікроскопа. Конденсор повинен бути піднятий до упору, діафрагма відкрита. При правильній установці освітлення поле зору мікроскопа має форму кола, добре і рівномірно освітленого.

3. На препарат наносять краплю імерсійної олії, найчастіше кедрової, у якої показник заломлення близький до показника заломлення скла (1,51).

4. Препарат поміщають на предметний столик і фіксують його клемами.

5. Спостерігаючи збоку, опускають тубус з об'єктивом х90, макрогвинтами в імерсійну олію майже до зіткнення з препаратом.

6. Потім, дивлячись в окуляр, макрогвинтом дуже повільно піднімають об'єктив до появи зображення і за допомогою мікрогвинта здійснюють кінцеве фокусування чіткого зображення.
7. При мікроскопії визначають взаємне розташування мікроорганізмів, їх розміри, форму, структуру і забарвлення.

8. Після перегляду препарату револьвер переводять на мале збільшення 8х і тільки після цього препарат знімають зі столика.

9. Відключають освітлювач. 

10. Фронтальну лінзу об'єктива протирають серветкою, змоченою чистим бензином або ефіром для видалення залишків імерсійного масла.

11. Потім опускають предметний столик (або конденсор у мікроскопах з нерухомим столиком), переводять у робочий стан об'єктив х8 і накривають мікроскоп чохлом.

Вивчення морфології мікробів у забарвленому стані є найбільш поширеним у мікробіології методом. Зафіксовані й забарвлені 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, генціанвіолет, 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.

Інструкція

Завдання 1. Ознайомитись з технікою безпеки при роботі в мікробіологічній лабораторії. Законспектувати основні положення техніки безпеки до лабораторного зошита.

Завдання 2. Засвоїти методи фіксації і забарвлення тимчасових препаратів.

Для кількісного обліку, вивчення морфології клітин мікроорганізмів, виявлення структурних елементів, органоїдів, внутрішньоклітинних включень мазок бактеріальної культури необхідно зафіксувати і пофарбувати.

Етапи приготування мазка:

1. Нанесення мікробної культури.

2. Висушування.

3. Фіксація.

4. Фарбування.

Нанесення мікробної культури

Мазок готують на знежиреному чистому предметному склі, куди наносять невелику краплю води або фізіологічного розчину. У цій краплині емульгують досліджуваний матеріал, який розподіляють тонким шаром на поверхні близько 2 см2. Якщо мікроорганізми вирощені на рідкому поживному середовищі, то культуру беруть петлею або стерильною піпеткою і краплю наносять безпосередньо на скло (без фізіологічного розчину). 
Скельце з виготовленим мазком розміщують на спеціальному штативі з двох паралельних скляних трубочок, з'єднаних шлангами і розташованих над робочою ванночкою.  Після цього мазок висушують на повітрі й фіксують.

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.

Фіксація

Методи фіксації:
1) фізичний  –  над полум'ям спиртівки;.

2) хімічний – в розчинах спирту, ацетону, суміші Никифорова, формаліну.
Фіксацію мазка над полум'ям спиртівки проводять протягом декількох секунд мазком догори. Цю операцію проводять досить швидко після повного висушування мазка, не перегріваючи його (прикладання предметного скла до тильної сторони долоні повинно викликати почуття вираженого тепла, але не печіння).

Цілі фіксації:

а) знезараження патогенних мікроорганізмів;

б) закріплення клітин на склі;

в) вбиті мікроорганізми краще сприймають барвники.

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.

Якщо прогрівання препарату виявляється неможливим (при фіксуванні клітин крові, мазки з тваринних клітин), у таких випадках  препарати фіксують рідинними фіксаторами: етиловим спиртом, сумішшю Нікіфорова, метиловим спиртом.

Фарбування

Фіксовані препарати розміщують на  штативі, на мазок наносять кілька крапель розчину одного з барвників (розчин водного фуксину або метиленової синьки), витримують 2-5 хвилин на препараті, а потім його промивають водою, висушують за допомогою фільтрувального паперу. 

Завдання 3. Промікроскопіювати бактеріальні препарати за допомогою світлового мікроскопа з імерсійною системою.
На сухий пофарбований препарат наносять краплю імерсійної олії й вивчають за допомогою імерсійного об'єктива (див. інструкцію). 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.

У висновках зазначити, що саме дозволяє виявити метод простого забарвлення бактерій препаратів.

( питання для самоконтролю
1. Яких правил потрібно дотримуватись в мікробіологічній лабораторії?

2. Що собою являє оптичний мікроскоп?

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

4. Що таке нумерична апертура?
5. Які основні правила мікроскопії. 

6. Що таке імерсійна мікроскопія?
7. Техніка приготування мазка.

8. Техніка простого забарвлення бактеріальних препаратів.

9. Які барвники застосовують у мікроскопії для приготування тимчасових бактерійних препаратів? Поясніть чому.

ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ № 2

Тема:    Морфологія бактерій 

Мета роботи: ознайомитись з морфологічною різноманітністю бактерій. З’ясувати, які існують основні форми бактерій, способи утворення та взаєморозташування клітин. Ознайомитись з типовими представниками різних морфологічних груп.

Матеріали, реактиви, обладнання: мікроскоп, імерсійна олія, тимчасові забарвлені мікропрепарати бактерій різних морфологічних груп. 

Питання для актуалізації знань

1. Які морфологічні групи бактерій Ви знаєте?

2. Назвіть особливості ультраструктури бактеріальних клітини Гр+ і Гр- бактерій.

3. Назвіть включення бактерійної клітини, що функціонують як структури.
4. Які включення виконують роль запасних речовин?

5. Назвіть включення, що належать до продуктів клітинного метаболізму.
6. Які особливості спороутворення у бактерій? 

7. Яке функціональне призначення ендо- і екзоспор?

(Теоретичні відомості

Порівняно з морфологічною різноманітністю багатоклітинних організмів, бактерії морфологічно відносно мало диференційовані. Взагалі розрізняють чотири основні форми бактерій:

1) кулясті (сферичні), або коковидні; 

2) паличкоподібні (циліндричні);

3) спіралеподібні (звивисті);

4) ниткоподібні (трихобактерії).

Кокоподібні бактерії (від грец. kokos – зерно, кісточка) мають правильну кулясту форму діаметром 1,0–1,5 мкм. Деякі з них набувають бобоподібної, ланцетоподібної та еліпсоїдної форми. Кокові форми не утворюють спор, нерухомі, різноманітні за фізіологічними властивостями і досить поширені в природі.

За способом поділу та взаємного розташування всі коки поділяють на такі групи:

1. Мікрококи (від лат. micros – малий). Вони діляться в одній площині, розташовуються поодинці й хаотично; серед них хвороботворних для людини немає. 
2. Диплококи (від лат. diplos – подвійний). Ділення їх проходить в одній площині з утворенням подвійних парних клітин, які мають форму квасолі (Neisseria meningitidis), або вістря ланцета (Diplococcus pneumaniae).

3. Стрептококи (від грец. streptos – ланцюг, намисто). Після поділу в одній площині мікроби не розходяться, а формують різної довжини ланцюжки, що нагадують намисто. Частина з них є сапрофітами, представниками нормальної мікрофлори людини (Streptococcus lactis). Інші види (Streptococcus pyogenes) викликають такі тяжкі захворювання як сепсис, остеомієліт, скарлатину, ревматизм.

4. Тетракоки (від лат. tetra – чотири). Після поділу у двох взаємно перпендикулярних площинах клітини не розходяться, а розташовуються тетрадами. Вони, як правило, непатогенні для людини.

5. Сарцини (від лат. sarcio – зв’язую) – коки, які діляться в трьох взаємно перпендикулярних площинах і після поділу не розходяться, а розташовуються у вигляді паків з 8, 16, 32 клітин. Серед них є умовно-патогенні представники. Прикладом сарцин, які зустрічаються в повітрі, воді, у ґрунті є Sаrсіпа lиtеа, Sаrсіпа flava, Sarcina  иrеае. 

6. Стафілококи (від лат. staphyle – гроно). Вони діляться в декількох площинах, а утворені клітини розташовуються у вигляді скупчень, що нагадують виноградні грона. Стафілококи спричиняють більше 100 різноманітних захворювань у людей і тварин, а один з типових видів Staphylоcoccus аиrеиs є найчастішим збудником багатьох гнійно-септичних процесів.
Паличкоподібні бактерії. Найбільш багаточисленною і різноманітною групою є бактерії циліндричної (паличкоподібної) форми. Вони поділяються на бактерії, бацили і клостридії. Власне бактерії (від гр. bacteria – паличка) – мікроорганізми, що не утворюють спор. Бацили (від лат. bacillus – паличка) мають спори, які не перебільшують діаметр мікробної клітини. Клостридії (від лат. clostridium – веретеноподібний) утворюють спори, що перебільшують поперечний розмір клітини і дещо деформують її.

Форма паличкоподібних бактерій може бути овальна, циліндрична, еліпсоїдна, веретеноподібна, у вигляді барабанної палички або тенісної ракетки. Їх кінці бувають заокруглені, загострені, булавоподібні, рівні, нібито обрублені. Розміри найбільш поширених бактерій, що не утворюють спори, 0,8 х 3 мкм; розміри бацил – 1,2 х 3,2–11 мкм. Ширина клітини в межах від 0,5 до 1 мкм. Паличкоподібні бактерії ромножуються шляхом поперечного поділу.

За аналогією з коками, залежно від взаємного розташування, паличкоподібні мікроорганізми поділяються на такі групи:
1. Монобактерії при поділі розташовуються поодинці (Escherichia coli, Salmonella typhi, Pseudomonas sp.).

2. Монобацили – також розташовані поодиноко, але мають спори (Вaсіllus subtilis, Clostridium tetani).
3. Диплобактерії – розташовуються парно (Klebsiella pneumoniae).
4. Диплобацили – парне розташування спорових мікроорганізмів.
5. Стрептобактерії – безспорові палички, які розташовані у вигляді ланцюжків (Haemophilus ducrey).

6. Стрептобацили – спорові мікроби, що розташовуються ланцюжком (Вaсіllus anthracis).

Спіралеподібні (звивисті) бактерії. До звивистих форм відносять вібріони, спірили, спірохети. Вони відрізняються не тільки за діаметром клітини, але й за кількістю й характером завитків.

1. Вібріони (від грец. vibrio – звиваюсь) – мають одну характерну зігнутість, яка не перебільшує чверті витка спіралі. Грамнегативні, розміри 1–3 мкм, спори не утворюють. Деякі з них мають кінцевий джгутик (холерний вібріон). Багато вібріонів як патогенних, так і сапрофітів мешкають у воді. Прикладом хвороботворного виду є Vibrio choleraе.

2. Спірили (від грец. speira – завиток, спіраль) – товсті звивисті мікроорганізми, які мають різну кількість завитків (3–5), що надає їм форму штопора. Грамнегативні бактерії довжиною 5–10 мкм. Більшість з них сапрофіти, живуть у воді, ґрунті, у складі нормальної мікрофлори людини. До цієї групи мікробів належать кампілобактерії та гелікобактерії, які здатні спричиняти у людини захворювання шлунково-кишкового тракту, сечостатевих шляхів. Патогенна для людини Spirillum minor викликає содоку (хворобу укусу щурів).

3. Спірохети (від грец. speira – завиток, haite – волосся) – тонкі штопороподібні бактерії, які мають велику кількість (25–200) завитків. 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 ). Серед них є хвороботворні види (Trеропета рallidит – викликає сифіліс, Воrrelia recurrentis – зворотний тиф, Lерtоsріrа interrogans – лептоспіроз).

Ниткоподібні бактерії. Належать до вільноіснуючих сапрофітних мікроорганізмів (залізо- і сіркобактерії). Для людини вони не патогенні. Окрім того, останнім часом виявлені мікроби, які мають трикутну, квадратну, зіркоподібну, тарілкоподібну форми. Вони беруть участь у процесах біодеградації різноманітних сполук.

Деякі бактерії при несприятливих умовах здатні утворювати ендоспори. При дослідженні препаратів із старих агаризованих культур спори виявляються у вигляді круглих, або овальних утворень, які сильно заломлюють світло, і виглядають пустотами. Вони погано забарвлюються аніліновими барвниками при звичайних методах фарбування. Розміри спор можуть не перебільшувати діаметр мікробної клітини (Вaсіllus) або бути більшими за нього (Clostridium). Спори в клітині можуть розміщуватись центрально (збудник сібірки), субтермінально (палички ботулізму, газової гангрени) або термінально (Clostridium tetani).

У деяких видів плаваючих бактерій є спеціальні органи руху – джгутики, розміри яких досягають 0,02–0,04 мкм у ширину і 6–80 мкм у довжину. Вони містять особливий скоротливий білок флагелін. За кількістю і розташуванням джгутиків рухливі бактерії поділяють на 4 групи:

1. Монотрихи – один полярно розташований джгутик (холерний вібріон).

2. Лофотрихи – пучок джгутиків на одному кінці (псевдомонади).

3. Амфітрихи – поодинокі або пучки джгутиків на обох кінцях бактерій (спірили).

4. Перитрихи – багато джгутиків, розташованих навколо клітин (кишкова паличка, збудник черевного тифу).

Число, спосіб розміщення і розміри джгутиків є постійними ознаками для певного виду бактерій, що враховують при проведенні їх систематики. Виявити джгутики можна за допомогою прямих і непрямих методів.

При прямих методах джгутики забарвлюють барвниками або солями важких металів. Обов’язково вживають протрави, які сприяють осіданню на джгутиках препаратів срібла або заліза, що призводить до штучного збільшення їх діаметра. Вони стають видимими під світловим мікроскопом. До прямих методів виявлення джгутиків відносяться також дослідження їх під електронним мікроскопом на ультратонких зрізах.

При непрямих методах спостерігають за рухом бактерій у висячій або роздавленій краплі за допомогою світлової, темнопільної, фазово-контрастної мікроскопії.

Інструкція

Завдання 1. Вивчити морфологію бактерій на тимчасових препаратах 

Необхідно провести мікроскопічне дослідження фіксованих забарвлених мікропрепаратів бактерій різних морфологічних груп:

паличкоподібні бактерії – Рsеudотопаs fluorescens, Вaсіllus subtilis, Аchromobacter sр,

коки – представники родів Місrососсиs, Sаrсіnа, Streptococcus, Staphylоcoccus;
звивисті – представники родів Vibrio, Sріrіllит.

Відмітити форму, розміри клітин, наявність спор. Усі розглянуті препарати замалювати.

( питання для самоконтролю
1. Назвіть основні морфологічні форми бактерій.

2. З якими представниками кулястих бактерій ви познайомились?

3. Дайте класифікацію за морфологією клітин паличкоподібних бактерій.

4. Чим за морфологією відрізняються бактерії і бацили?

5. Які особливості будови спірил, вібріонів та спірохет?

6. Назвіть типи розміщення спор у бактерій, їх роль.

7. Які органоїди руху можуть утворюватись у бактерій? Які особливості їх будови і призначення?

ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ № 3

Тема:  Методи вивчення структури клітинної стінки бактерій

Мета роботи: ознайомитись з методами вивчення структури і хімічного складу клітинної стінки різних прокаріотичних мікроорганізмів; засвоїти техніку складного забарвлення (метод Грама); з’ясувати відмінності будови клітинної стінки грампозитивних і грамнегативних бактерій. 

Матеріали, реактиви, обладнання: мікроскоп, бактеріологічна петля, імерсійна олія,  дистильована вода, предметні скельця; прилад для фарбування і промивання мазків, смужки фільтрувального паперу, реактиви для забарвлення мікробіологічних препаратів (фуксин Циля, папірці по Синьову, просичені генціановим фіолетовим, розчин Люголя, спирт 96%); музейні культури Staphylоcoccus аиrеиs, Е. соli, суміш бульйонної культури Staphylоcoccus аиrеиs, Е. соli.

Питання для актуалізації знань

1. У чому особливості хімічного складу і будови клітинної стінки бактерій?

2. Яке функціональне призначення клітинної стінки?

3. Назвіть відмінні ознаки  грампозитивних і грамнегативних бактерій?
4. Які особливості будови клітинної стінки грацілакутних бактерій?

5. У чому особливості будови клітинної стінки фірмакутних бактерій.

6. Які відмінності хімічного складу і будови клітинної стінки мікобактерій?

7. Поясніть, що таке L-форми бактерій, як вони утворюються?

(Теоретичні відомості

У будові бактеріальної клітини розрізняють 3 основні частини: поверхневі структури, клітинна оболонка й цитоплазма.

Обов'язковими органоїдами є: ядерний апарат, цитоплазма, цитоплазматична мембрана.

Необов'язковими (другорядними) структурними елементами є: клітинна стінка, капсула, спори, пілі, джгутики.

Клітинна оболонка складається із клітинної стінки та цитоплазматичної мембрани.

Цитоплазматична мембрана – м’яка, пластична, тришарова поліфункціональна структура. Вона здатна утворювати інвагінати, які називаються мезосомами, і відіграють важливу роль у життєдіяльності клітини.
Клітинна стінка є обов'язковим структурним елементом бактеріальної клітини. Виключення становлять мікоплазми й L-форми бактерій. Володіючи високим ступенем еластичності й пружності, клітинна стінка витримує внутрішньоклітинний тиск. Клітинна стінка слугує механічним бар'єром між протоплазмою й зовнішнім середовищем, надає клітинам певну форму, визначає здатність утримання або вимивання барвників, дає можливість клітині існувати в гіпотонічних розчинах.

Клітинна стінка – своєрідний захисний шар, який визначає і зберігає постійну форму бактерій, захищає цитоплазму від дії механічних та осмотичних сил і виконує ряд інших важливих функцій, є унікальним структурним компонентом, властивим тільки бактеріям (окрім мікоплазм). Морфологічно бактеріальна стінка складається з двох шарів: зовнішнього – пластичного і внутрішнього – ригідного, пружного. Ригідний складається з пептидоглікану, а пластичний – з ліпополісахаридопротеїнового комплексу.

Клітинна стінка різних мікробів характеризується різною молекулярною будовою, різноманітністю хімічного складу і біологічних властивостей. Головним компонентом клітинної стінки більшості водоростей є целюлоза, міцеліальних грибів – хітин, 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 в метанобактерій і галофілів (архебактерій) відсутні пептидоглікани, а в мікоплазм клітинна стінка взагалі відсутня.

Для вивчення особливостей структури клітинної стінки бактерій і диференціації мікробів застосовують складні методи забарвлення. Хімічний склад і структуру клітинної стінки визначають забарвленням бактерій за методом Грама. Забарвлення за методом Грама 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 поділяються 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.

Інструкція

Завдання 1. Освоїти методику складного забарвлення препаратів бактерій за методом Грама
Для забарвлення за методом Грама студенти готують мазки двох чистих культур (Staphylоcoccus аиrеиs, Е. соli), які забарвлюються і які не забарвлюються за Грамом. Готуються фіксовані препарати культур бактерій і забарвлюються за Грамом.

Забарвлення бактерій за методом Грама:
1. Стерильною бактеріологічною петлею нанести краплю фізіологічного розчину на знежирене предметне скло.

2. У краплю фізіологічного розчину помістити бактеріальну культуру.
3. Мазок висушити і зафіксувати над полум'ям спиртівки.

4. На фіксований мазок помістити смужку фільтрувального паперу, просиченого розчином генціанвіолету, змочити 1-2 краплями води, витримати 1-2 хв. (папірець повинен добре прилягати до скельця).

5. По закінченні експозиції фільтрувальний папір видалити пінцетом, фарбу злити і нанести розчин Люголя на 1 хв. (до почорніння мазка), при цьому препарат необхідно злегка погойдувати. 

6. Розчин Люголя злити і на мазок нанести 96% -ний спирт на 20–30 с у залежності від товщини мазка.

7. Мазок промити дистильованою водою.
8. Мазок додатково пофарбувати фуксином Циля на 2–3 хв.

9. Барвник змити водою, препарат висушити, промікроскопіювати.

Після такого забарвлення грампозитивні (Гр +) бактерії набувають темного синьо-фіолетового кольору, грамнегативні (Гр –) бактерії забарвлюються в червоний (рожевий) колір фуксину.

З огляду на те, що досліджуються дві бактеріальні культури, на скельце наносять три краплі фізіологічного розчину. У першу й другу (у центрі скельця) краплю вноситься одна з культур (наприклад, Е. соli), а інша культура (Staphylоcoccus аиrеиs) – спочатку вноситься в третю краплю і потім у другу краплю фізіологічного розчину. Таким чином у двох крайніх мазках ми отримуємо препарати чистих культур Staphylоcoccus аиrеиs і Е. соli, а в центральному мазку – їхню суміш.

У разі, якщо мазок готується з бульйонної культури, наносити фізрозчин на предметне скельце не потрібно.

Завдання 2. Промікроскопіювати тимчасові препарати культур грампозитивних і грамнегативних бактерій.

Підготовлені тимчасові препарати студенти вивчають під мікроскопом. 

У полі зору: грампозитивні клітини – сині або фіолетові; грамнегативні – рожеві. Препарати замалювати, вказати повну видову назву бактерій, що вивчалися.

Зробити висновки щодо відмінностей хімічного складу і структури клітинної стінки грампозитивних і грамнегативних бактерій. 

( питання для самоконтролю
1. У чому відмінності будови клітинної стінки грампозитивних і грамнегативних бактерій?

2. Що є теоретичною основою методу забарвлення за Грамом? 

3 Техніка фарбування мікропрепаратів за методом Грама. Назвіть основні етапи.
4. Які барвники використовують при фарбування препаратів за Грамом?
5. З якою метою препарати додатково обробляють розчином Люголя?

6. Якого забарвлення набувають грампозитивні і грамнегативні бактерії?

ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНАТТЯ № 4

Тема: Методи вивчення клітинної капсули. Методи прижиттєвого вивчення бактерій
Мета роботи: ознайомитись з методами виявлення клітинної капсули; засвоїти методику забарвлення клітинної капсули за методом Буррі-Гінса. Ознайомитись з методами прижиттєвого вивчення бактерій («розчавлена крапля» та «висяча крапля»). 
Матеріали, реактиви, обладнання: мікроскоп, бактеріологічна петля, предметні й накривні скельця, скельце з лункою; фізіологічний розчин,  імерсійна олія, прилад для фарбування і промивання мазків, смужки фільтрувального паперу, реактиви для забарвлення мікробіологічних препаратів (фуксин Циля, туш на фізіологічному розчині); готові препарати бактерійних культур, добова бульйонна культура Вaсіllus subtilis, Е. соli. 

Питання для актуалізації знань

1. Ультраструктура бактеріальної клітини.

2. Назвіть обов’язкові органоїди і необов’язкові (другорядні) структурні елементи бактерійної клітини.

3. Клітинна оболонка, її склад та будова.

4.  Капсули, чохли мікроорганізмів, їх склад та функції.

5. Фімбрії і пілі, їх будова і функції.

(Теоретичні відомості

Зовні мікробні клітини можуть бути вкриті речовиною слизового характеру, яку називають капсулою. У бактерій розрізняють мікрокапсулу, капсулу і слизовий шар.

Мікрокапсула складається з мукополісахаридних фібрил, які невидимі під світловим мікроскопом, а виявляються лише при електронній мікроскопії.

Капсула – це міцно зв’язаний з клітинною стінкою особливий слизовий шар. Одні бактерії утворюють капсули тільки в організмі людини і тварин (збудники сибірки, чуми, крупозної пневмонії), у інших вона завжди є в усіх середовищах (клебсієли). Інколи капсула оточує разом декілька клітин (сибіркова бацила, лейконосток), тоді такі капсули називають зооглеями. Окремі види бактерій виділяють слизові екзополімери у великій кількості, вони неміцно зв’язані з клітинною стінкою, утворюючи ригідний слизовий шар.

Капсули можуть бути різними за 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: механічних пошкоджень, дії антибіотиків, фагів. Крім того, капсула може бути резервом запасних речовин.

Чохли – мають тонку структуру. Часто складаються з декількох шарів із різною будовою. До складу входять цукри – 36 %, білки – 27 %, ліпіди – 5 %, фосфор – 0,5 %. Функції бактеріальних чохлів: захист від механічних пошкоджень і висихання, осмотичний бар'єр, бар'єр від фагів, вони є джерелом запасних речовин.

Інструкція

Завдання 1. Засвоїти методику виявлення капсул у бактерій. 
Капсули не сприймають барвників при звичайних методах фарбування. Для їх вивчення використовують метод забарвлення капсул у негативному препараті за методом Буррі-Гінса.

Методика приготування препарату за методом Буррі-Гінса

1. Краплю досліджуваної культури Вaсіllus subtilis розміщують біля краю скельця, ретельно змішують із краплею туші (рис. 4.1 а, ). 

2. До краплі досліджуваної рідини під кутом 45° підводять край шліфованого скла (б, в), крапля розтечеться по його краю, після чого швидким рухом шліфованого скла готують мазок по типу мазка крові (рис. 4.1 г,д,е).

3. Препарат підсушують, фіксують у полум'ї пальника.

4. Препарат дофарбовують впродовж 2-3 хвилин фуксином Циля.

5. Пофарбований мазок промивають водою і підсушують.

6. Препарат мікроскопіюють за допомогою імерсійного об'єктива.
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Рисунок  4.1 – Методика приготування препарата за методом Буррі-Гінса
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Рисунок 4.2  – Вигляд препарату під мікроскопом при забарвленні за методом Буррі (ліворуч) і за методом Буррі-Гінса (праворуч).

Туш створює темний фон препарату, на якому добре видно капсули. Безколірні капсули добре видно на фоні забарвленої фуксином бактеріальної клітини. Препарат замалювати, позначивши бактеріальні клітини і саму капсулу.
Завдання 2. Ознайомитись з методикою виготовлення прижиттєвих мікробіологічних препаратів

У живому незабарвленому стані у мікробів ми можемо спостерігати різноманітні процеси: рухливість, поділ клітин, спороутворення. Для прижиттєвого вивчення мікроорганізмів використовують методи «роздавленої краплі» та «висячої краплі», а також спеціальні камери для тривалого спостереження за їх ростом, розмноженням, дією різних хіміотерапевтичних препаратів тощо. Перевагою цих методів є можливість досліджувати бактерії в неушкодженому стані, тоді як обробка мазків при їх висушуванні, фіксації та забарвленні часто супроводжується зміною морфології мікробних клітин. Значно легше, простіше і швидше можна виявити рухливість бактерій, що свідчить про наявність джгутиків. Однак ці методи мають і ряд недоліків. У живих бактерій, що активно рухаються, важко виявити деталі структури. Такі дослідження дають лише загальне уявлення про морфологію бактерій.
Методика приготування препарату «роздавлена крапля»

1. За допомогою піпетки або бактеріологічною петлею наноситься крапля молодої (12-18 годин) теплої бульйонної культури Е. соli. на середину чистого знежиреного предметного скла. 
2. Нанесену краплю накривають накривним скельцем, обережно накладаючи його пінцетом, щоб у роздавленій краплі не з’являлись бульбашки повітря, які заважають вивчати препарат під мікроскопом. Для цього накривне скельце краще не накладати зверху, а ставити його ребром біля краю краплі і повільно опускати, витісняючи повітря між предметним і накривним скельцями.
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Рисунок 4.3 – Методика приготування препарату «роздавлена крапля» 
У разі, якщо використовується бактерійна культура, вирощена на щільному поживному середовищі (рис. 4.3), то спочатку на предметне скло (3) за допомогою піпетки (1) наноситься крапля фізіологічного розчину або стерильної води (2), куди потім стерильною бактеріологічною петлею (4) вноситься культура мікроорганізмів (5), і накривається накривним скельцем (6,7).

Вдало зроблена крапля заповнює весь простір між предметним і накривним скельцями, але при цьому рідина не виступає за краї накривного скельця. Якщо вона виступає, зайву її частину прибирають шматочком фільтрувального паперу, утримуючи його пінцетом, після чого папір занурюють у дезінфікуючий розчин.

Препарат «висяча крапля» – метод мікроскопічного дослідження  розроблений Робертом Кохом у 1876 р. За його допомогою можна спостерігати розмноження бактерій, характер їх рухливості, проростання спор у вегетативні форми, явище хемотаксису, дію фізичних і хімічних чинників, імунних сироваток. Його також широко використовують для вивчення грибів, найпростіших і спірохет. Як і в методі роздавленої краплі, досліджують молоді культури, вирощені в рідкому середовищі.

Методика виготовлення препарату «висяча крапля»

1. Для виготовлення препарату висячої краплі необхідні спеціальні предметні скельця з лункою. 

2. Невелику краплю негустої суспензії бульйонної культури Е. соli петлею або піпеткою наносять на середину чистого, але не знежиреного накривного скельця. 

3. Предметне скло з лункою, краї якої попередньо змащують вазеліном, обережно накладають на накривне скельце, слідкуючи, щоб крапля культури знаходилась у центрі лунки, і швидко перевертають його. Крапля повинна вільно звисати в лунці, але не торкаючись її дна.

4. Для розглядання під мікроскопом препарат поміщають на предметний столик накривним скельцем угору (до об’єктиву).

Змащування країв лунки вазеліном створює своєрідну герметичну вологу камеру. Така крапля не висихає і придатна для спостереження протягом тривалого часу.

Завдання 3. Провести мікроскопічне дослідження отриманих препаратів.

Мікроскопічне дослідження живих об’єктів як у роздавленій, так і висячій краплях проводять за допомогою сильних сухих оптичних систем при опущеному конденсорі, звуженій діафрагмі та освітленні плоским дзеркалом. Спочатку при малому збільшенні (х8) знаходять край краплі, чітко видимий як лінія в дещо затемненому полі зору. Потім переходять на сильніший сухий (х40), а за потреби й на імерсійний (х90) об’єктив. 

Рухливі бактерії проходять з однаковою швидкість значну відстань, часом через усе поле зору, роблячі гвинтові та кругові рухи. Найбільш швидкі й прямолінійні рухи здійснюють монотрихи і лофотрихи. Перитрихам і амфітрихам властива менш енергійна і безладна рухливість.

Одним із суттєвих недоліків методу «висячої краплі» є слабка чіткість контурів мікробів через викривлення лунки.

Препарати замалювати і підписати.

( Питання для самоконтролю
1. Методи вивчення бактеріальних капсул.

2. Техніка забарвлення бактеріальних капсул за методом Буррі-Гінса.

3. Методи прижиттєвого вивчення мікроорганізмів.

4. Хто розробив методику мікроскопічного дослідження за допомогою препарату «висяча крапля»? 
5. Техніка приготування препарату «висяча крапля».
6. Техніка приготування препарату «роздавлена крапля».

ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ № 5
Тема: Методи культивування мікроорганізмів  
Мета роботи: ознайомитись з методами культивування мікроорганізмів, технікою посіву мікроорганізмів на різні живильні середовища. Засвоїти техніку виділення чистих культур. 

Матеріали, реактиви, обладнання: бактеріологічна петля, пробірки з МПБ і МПА (агарові стовпчики, скошений агар), чашки Петрі з МПА; чисті культури бактерій Васіllius subtilis, Е. соlі, Staphylоcoccus аиrеиs.

Питання для актуалізації знань

1. Чим відрізняються поживні потреби мікроорганізмів різних фізіологічних груп? 
2. Які існують типи живлення і механізми надходження поживних речовин до клітин прокаріот?

3. Чим обумовлені різні потреби мікроорганізмів у кисні?

4. Принципи  культивування мікроорганізмів. 

5. Назвіть вимоги до умов культивування бактерій.

6. Наведіть класифікацію мікроорганізмів за вимогами щодо оптимальної температури, умов аерації, рН середовища.
7. Які закономірності мікробного росту?
8. Охарактеризуйте основні фази росту бактеріальної популяції. 
(Теоретичні відомості

Для культивування мікроорганізмів у лабораторних умовах, дослідження їх різноманітних властивостей, тривалого зберігання використовують поживні середовища. Вони повинні відповідати певним стандартам, створюючи оптимальні умови для росту, розмноження й життєдіяльності мікроорганізмів.

У першу чергу, бактерії потребують азоту, вуглецю та водню для побудови власних білків. Водень і кисень для клітин постачає вода. Джерелом азоту виступають численні речовини, у основному тваринного походження (м'ясо яловиче, риба, м'ясо-кісткова мука, казеїн), а також білкові гідролізати, пептиди, пептони. Отже, до складу середовищ повинні бути введені джерела поживних речовин і вода, а також ростові фактори (вітаміни групи В, ферменти тощо). Універсальними джерелами їх слугують екстракти з білків тваринного і рослинного походження, білкові гідролізати. Для мікробів з більш складними харчовими потребами до складу середовищ включають нативні субстрати – кров, сироватку, яєчний жовток, шматочки печінки, нирок, мозкової тканини.

Середовища повинні бути збалансованими за мікроелементним складом і містити іони заліза, міді, марганцю, цинку, калію, натрію, мати у своєму складі неорганічні фосфати.

Деякі мікроорганізми, зокрема молочнокислі бактерії, ростуть на складних середовищах, які містять у своєму складі у якості домішок ряд органічних речовин (амінокислоти, вітаміни чи азотисті основи), які клітини нездатні синтезувати самостійно. Такі сполуки мають назву фактори росту.

Організми, які потребують їх додавання до поживного середовища, називаються ауксотрофними. Мікроорганізми, які здатні існувати на простих середовищах, що містять джерело вуглецю, енергії і основний набір біогенних елементів, отримали назву  прототрофних. Мікроорганізми, що здатні існувати в середовищі з досить низьким вмістом вуглецю, називаються оліготрофними, а ті, що здатні рости на багатих субстратах – копіотрофними.
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, піримидини 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, піримидинів і вітамінів групи В. У деяких мікроорганізмів (молочнокислі бактерії, окремі штами E. coli, дріжджі) потреба у вітамінах є постійною і специфічною ознакою.

Поживні середовища повинні містити всі сполуки, необхідні мікроорганізмам для їх зростання. У зв’язку з тим, що конструктивні і енергетичні процеси в мікроорганізмів досить різнопланові, універсальних середовищ, однаково придатних 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 нітрифікуючих 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 желатин. 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 й складні.

До простих відносять: м'ясо-пептонний бульйон (МПБ), м'ясо-пептонний 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 середовища (загального вжитку, або універсальні) використовують для культивування більшості мікроорганізмів. Це такі прості поживні середовища як м'ясо-пептонний агар (МПА), поживний желатин, пептонна вода.

Спеціальні середовища використовують для культивування певних видів мікроорганізмів, які уповільнено ростуть на інших середовищах або взагалі не ростуть. До них належить кров’яний, сироватковий агари, сироватковий бульон, жовтково-сольовий агар (ЖСА), який використовується для стафілокока. 
Елективні середовища, які забезпечують переважний розвиток мікроорганізмів одного виду, чи групи мікроорганізмів: МПБ із глюкозою для культивування стрептококів, 1% лужна пептонна вода – для холерних вібріонів, середовище Ру та Леффлера – для збудників дифтерії, середовище Чапека – для грибів. Їх застосовують для виділення і накопичення мікроорганізмів.

Диференціально-діагностичні середовища, які дозволяють визначити певні біохімічні властивості мікроорганізмів і проводити їх диференціацію. Вони поділяються на середовища для визначення протеолітичних, пептолітичних, цукролітичних, гемолітичних, ліполітичних властивостей. Це середовища, які містять різні цукри з індикатором: середовище Гісса, середовище Ендо для ідентифікації Е. соlі, середовище Симмонса для виявлення ентеробактерій тощо. 

Середовища накопичення – це рідкі селективні середовища (МПБ).
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Рисунок 5.1 – Поживні середовища для культивування бактерій (зліва направо) агар стовпчик, бульйон, скошений агар

Методи створення аеробних і анаеробних умов для культивування бактерій

Культивування аеробів:

1) на поверхні щільних і рідких поживних середовищ;
2) культивування в тонкому шарі середовища.
3) глибинне культивування в рідких середовищах – на качалках (струшування або обертання);

4) продування, аерація стерильним повітрям.

Культивування анаеробів:

Залежно від способу створення безповітряного середовища, усі методи створення анаэробних умов для культивування бактерій поділяють на фізичні, хімічні й біологічні. Особливим є метод Кітта-Тароцці, що поєднує в собі фізичні, хімічні й біологічні способи створення безкисневого середовища для культивування мікробів. 

1. Фізичні – вирощування в мікроанаеростатах – вакуумних металевих камерах, обладнаних манометром, шляхом відкачування повітря, уведення спеціальної газової безкисневої суміші (найчастіше за складом: N2- – 85 %, CO2 – 10 %, H2 –  5 %). 

2. Хімічні – застосування хімічних поглиначів кисню. Для зв'язування кисню повітря можна провести в замкненому об’ємі (наприклад, у ексикаторі із притертою кришкою) хімічну реакцію, яка протікає з поглинанням повітря.

За методом Аристовського – із цією метою використовуються сипучі інгредієнти.

За методом Омелянського – із цією метою використовуються рідкі інгредієнти (пірогалол або луги).

Сучасна мікробіологічна промисловість випускає спеціальні набори, за допомогою яких можна створити газову суміш, як з повною відсутністю кисню, так і з присутністю його, а також вуглекислого газу й азоту в певних концентраціях, необхідних для культивування бактерій з «нестандартними» вимогами до умов аерації.

3. Біологічні – спільне культивування облігатних аеробів і анаеробів (аероби поглинають кисень і створюють умови для розмноження анаеробів). Принцип його полягає в тому, що в замкненому об’ємі (наприклад, у парафінованій чашці Петрі) одночасно культивуються анаероб й так званий «жадібний аероб» – вид бактерій, що здатен посилено поглинати для свого росту кисень. У якості останнього найчастіше використовується ентеробактерія Serratia marcescens. Аероб поглинає весь кисень, створюючи тим самим умови для росту анаероба.

4. Змішані – використовують кілька різних підходів.

Необхідно відзначити, що створення оптимальних умов для облігатних анаеробів – дуже складне завдання. Досить складно забезпечити постійну підтримку безкисневих умов культивування:

1) необхідні спеціальні середовища без вмісту розчиненого кисню;

2)  підтримка необхідного окисно-відновного потенціалу поживних середовищ;

3) відбір, доставка, посів матеріалу в анаеробних умовах.

Існує ряд прийомів, що забезпечують більш сприятливі умови для анаеробів:

1) попереднє кип'ятіння живильних середовищ;

2)  посів у глибокий стовпчик агару;

3)  у товщі щільного середовища (трубка Буррі) для чистих культур;

4) по Хангейту;

5)  заливання середовищ вазеліновою олією для запобігання доступу кисню; 
6) використання флаконів і пробірок, що герметично закриваються;
7) використаня шприців і лабораторного посуду з інертним газом; 
8) використання ексикаторів з палаючою свічею, що щільно закриваються;
9)  вирощування в анаеростатах – спеціальних приладах для створення анаеробних умов. 

Інструкція

Завдання 1. Освоїти різні техніки посіву чистих культур на поживні середовища

Матеріалом для посіву можуть бути пересівані культури бактерій, вода, грунт, продукти харчування та ін. Посіви проводять як з метою виділення збудників із досліджуваного матеріалу, так і для нагромадження чистих культур з метою подальшого їх вивчення та ідентифікації.

Техніка посівів чистих культур у рідкі та на щільні поживні середовища має свої особливості. 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

Рідкий матеріал для посіву беруть петлею або піпеткою. При взятті петлею рідина повинна утворити в кільці петлі тонку прозору плівку – «дзеркало». Піпетками користуються в тому випадку, коли матеріал засівають у великому або точно відміряному обсязі. Спосіб взяття щільного матеріалу визначається його консистенцією. При посівах найчастіше користуються бактеріальною петлею. Усі маніпуляції, пов'язані з посівом і виділенням мікробних культур, виконують над полум'ям пальника. Після посіву на чашках Петрі з боку дна, на пробірках у верхній третині підписують назву засіяного матеріалу і дату посіву.

Техніка посівів у рідкі поживні середовища

1. При посіві в рідке середовище бактеріологічну петлю з культурою занурюють у середовище. 

2. Пробірки тримають майже вертикально, щоб не замочити пробки.

3.  Якщо матеріал в'язкий і не знімається з петлі, його обережно розтирають на стінці пробірки і омивають середовищем.

4.  Після посіву петлю виймають із пробірки, опалюють горличко пробірки і пробку. 

5. Залишки культури на кінці петлі спалюють у полум'ї. 
6. Рідкий матеріал, що набирається в пастерівську або градуйовану піпетку, вливають у живильне середовище.

Техніка посівів на щільних поживних середовищах

Посів на щільні середовища в пробірках. У ліву руку беруть дві пробірки. У одній знаходиться поживне середовище (щільне або рідке), у іншій – досліджуваний матеріал. Пробірки притискають великим і вказівним пальцями. Для того, щоб можна було спостерігати за вмістом пробірок, їх треба помістити на перевернуту долоню лівої руки. Пробірки повинні бути дещо нахиленими, і потрібно стежити, щоб при відкриванні їх матеріал або сторонні мікроби з повітря та навколишніх предметів з однієї пробірки не потрапили в іншу. Корки з пробірок виймають, тримаючи їх 4 і 5 пальцями правої руки. Трьома іншими пальцями правої руки, як олівець, тримають бактеріологічну петлю або піпетку, якими розподіляють досліджуваний матеріал.

Спочатку стерилізують петлю у верхній частині полум’я пальника. Пробірки відкривають і край їх проносять через полум’я пальника. Петлю опускають у пробірку з досліджуваним матеріалом, і, обережно торкаючись стінки, охолоджують. У подальшому петлю опускають у пробірку і набирають невелику кількість матеріалу, стежачи, щоб не ушкодити поживне середовще. Петлю повільно виймають з пробірки, не торкаючиь її стінок, і переносять в іншу пробірку із середовищем.

Посів на щільне поживне середовище проводять легкими штриховими рухами по скошеній поверхні агару від однієї стінки пробірки до іншої, починаючи з нижньої частини середовища, знизу догори. Петлю виймають з пробірки, корки і краї пробірок проносять через полум’я спиртівки і закривають. Петлю прожарюють у полум’ї, щоб знищити мікроби.

Посів уколом у стовпчик поживного середовища. Пробірку з МПА, желатином тощо беруть у ліву руку, петлю з матеріалом – у праву і роблять укол у центрі стовпчика до дна пробірки. Петлю обережно виймають, а пробірку закривають.  

Посів бактеріологічною петлею на щільні середовища в чашки Петрі. Для посіву матеріалу на щільне поживне середовище в чашках Петрі невелику кількість його набирають стерильною петлею і втирають у поверхню середовища біля краю чашки. Після цього петлю стерилізують у полум’ї, щоб знищити надлишок матеріалу, охолоджують. Наступний етап посіву починають з місця, де закінчився попередній. Петлю кладуть горизонтально на поверхню агарової пластинки, де було зроблено посів, проводять один-два рази по поверхні і роблять посів по решті середовища. Необхідно намагатися, щоб штрихи посіву тривали від краю до краю чашки, не пошкоджували поверхні агару і розташовувались близько один до одного.

Посів шпателем у чашки Петрі (посів газоном). Матеріал попередньо наносять на поверхню живильного середовища петлею або піпеткою. Стерильний шпатель Дригальського проносять через полум’я, охолоджують, торкаючись верхньої кришки чашки. Обережними рухами, тримаючи чашку напіврозкритою, розподіляють матеріал по поверхні середовища. Після проведення посіву краї чашки обпалюють у полум’ї спиртівки.

Посів матеріалу в товщу поживного середовища. Перед посівом матеріал повинен бути в рідкому стані. Стерильною градуйованою піпеткою набирають 0,1, 0,5 або 1 мл матеріалу і виливають його в стерильні чашки Петрі. Після цього матеріал заливають 15-20 мл розтопленого й охолодженого до 45-500С МПА. Обережно похитуючи чашку, круговими рухами по поверхні столу перемішують у ній матеріал, досягаючи його рівномірного розподілу в середовищі. Чашку залишають закритою до повного застигання агару, а потім перевертають догори дном.

Студенти самостійно проводять пересів чистих культур бактерій на скошений агар, у стовпчик (МПА) і рідке середовище (МПБ). Необхідно слідкувати за тим, щоб при посіві петля не дряпала щільне середовище. Усі описані вище маніпуляції проводять біля полум'я пальника якомога швидко, щоб запобігти контамінації чистої культури іншими мікроорганізмами. 

Після посіву на чашках Петрі з боку дна, на пробірках у верхній тритині підписують назву культури і дату посіву і ставлять для культивування до термостату.

Результати пересіву передивляються на наступному занятті. У протоколах заняття замалювати характер росту бактерій у різних середовищах.

Завдання 2. Засвоїти методику виділення чистих культур мікроорганізмів методом розсівання в чашки Петрі.

Для виділення чистих культур мікроорганізмів необхідно відділити численні бактерії, які знаходяться в матеріалі, одна від одної.

Основні принципи одержання чистих культур:

1) механічне роз'єднання;

2) розсіювання;

3) серійні розведення;

4) використання елективних середовищ; 

5) створення особливих умов культивування (з урахуванням стійкості деяких мікробів до певних температур, кислот, лугів, парціального тиску кисню, рН тощо).
Це можна досягнути за допомогою методів, які засновані на двох принципах – механічному і біологічному роз’єднанні бактерій.

До методів виділення чистих культур, заснованих на механічному принципі відносяться метод послідовних розведень, запропонований Л. Пастером, метод Дригальського, метод штрихових посівів. 

Біологічний принцип виділення чистих культур передбачає цілеспрямований пошук методів, які враховують численні особливості мікробних клітин. Серед найпоширеніших методів можна виділити наступні: за типом дихання, за спороутворенням, стійкість мікробів до лугів і кислот, рухомість бактерій, чутливість мікробів до дії хімічних речовин і антибіотиків тощо.

Виділення чистої культури мікроорганізмів складається з ряду етапів. У перший день (І етап дослідження) виділений матеріал (елективну культуру) висівають на поживні середовища в чашки Петрі. Посів проводять бактеріологічною петлею або за допомогою шпателя Дригальського.

На другий день (ІІ етап дослідження) аналізуються особливості росту мікроорганізмів на поверхні щільного поживного середовища: суцільний, густий ріст або ізольовані колонії. Як правило, кожна колонія формується з нащадків однієї мікробної клітини (клон), тому їх склад досить однорідний.

На наступному етапі виділення чистої культури (ІІІ етап дослідження) вивчають характер росту чистої культури і проводять ідентифікацію.
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Рисунок 5.2 – Ріст (зліва направо) облігатних анаеробів, факультативних анаеробів, облігатних анаеробів і мікроаерофілів при засіві уколом у стовбчик напіврідкого агару
Виділення чистої культури за способом Дригальского

Розплавлене живильне середовище розливають у три чашки Петрі. У першу чашку вносять одну краплю досліджуваного матеріалу і стерильним шпателем втирають його в поверхню живильного середовища. Далі, не пропалюючи шпателя і не набираючи нового матеріалу, шпатель переносять у другу й третю чашки, втираючи в поверхню поживних середовищ залишок матеріалу на ньому. Метод розсівання по поверхні, запропонований Дригальским, є найбільш вживаним для отримання чистої культури мікробів. Замість шпателя можна використати петлю.

Виділення чистої культури методом штриха
При посіві петлею на поверхню щільного поживного середовища в чашках Петрі чашку тримають у лівій руці. Дно її, з одного боку, притримують I і II пальцями, а з іншого − IV і V пальцями. Кришку, відкрити настільки, щоб у щілину вільно проходили петля або шпатель, фіксують I і III або I і II пальцями. Невелику кількість досліджуваного матеріалу розтирають бактеріальною петлею по поверхні живильного середовища біля краю чашки. Потім петлю стерилізують, щоб знищити надлишок на ній матеріалу. Лінію посіву починають з того місця, де знаходиться матеріал. Бактеріологічну петлю кладуть плазом на живильне середовище, щоб не подряпати її поверхні, і проводять штрихи по всьому середовищу або по секторам, на які потрібно попередньо розграфити дно чашки (за умови, що середовище прозоре). При цьому треба намагатися, щоб штрихи, що наносяться петлею, розташовувалися якомога ближче один до одного, адже це подовжує загальну лінію посіву. 

На першому етапі петлею з культурою наносять ряд паралельних штрихів на агаризованому середовищі (рис. 19, А). Петлю стерилізують, охолоджують по незасіяній частині агаризованого середовища і проводять серію штрихів у напрямку, перпендикулярному першим (Б). Потім петлю знову стерилізують, охолоджують і штрихи наносять в напрямку В, а після чергової стерилізації – у напрямку Г. 
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Рисунок 5.3 − Виділення чистої культури методом виснажуючого  штриха
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Чашки поміщають до термостату і через певний час підраховують результати. Зазвичай на штрихах А і Б виростає велика кількість колоній (іноді суцільний ріст), тоді як на штрихах В і Г формуються ізольовані колонії.

Існує інший зручний метод посіву штрихом у чашки Петрі для отримання окремих колоній (рис.  5.4).

Рисунок  5.2 − Техніка виділення чистих бактеріальних культур

Для маркування на зворотній стороні чашки Петрі олівцем по склу або маркером наносять літеру Т, яка розділяє дно чпшки на 3 сектори (А); петлею з культурою наносять штрихи зигзагом на поверхню агару в секторі 1 (Б), при цьому верхнюю кришку спочатку відкривають, а після нанесення культури відразу закривають. Петлю стерилізують у полум’ї і охолоджують (15 с), проводять петлею в секторі 1 (В), потім відразу ж наносять зигзагом штрихи на поверхні середовища в секторі 2 (Г). Процедуру повторюють: стерилізують бактеріологічну петлю в полум’ї пальника, охолоджують, проводять по поверхні середовища в секторі 2, а потім зигзагом штрихи − у секторі 3 (Д).

Кожен студент одержує заздалегідь приготовлену суспензію суміші двох культур бактерій. Суспензію бактерій за допомогою петлі наносять на поверхню МПА, розлитого заздалегідь у чашки Петрі, як було зазначено вище (див. рис. ). Інокуляцію проводять паралельними штрихами (відстань між штрихами 0,5-1 мм ). Чашки перевертають дном догори, аби конденсат, що утворюється на кришці чашки, не потрапляв на поверхню агару, підписують та інкубують у термостаті. 

На наступному занятті чашки перевіряють і аналізують результати посівів. У секторі 1 зазвичай спостерігається суцільний ріст, тоді як у секторах 2 і 3 можуть з’являтися окремі добре ізольовані колонії.

( питання для самоконтролю
1. Як класифікують  поживні середовища?
2. Які вимоги висуваються до поживних середовищ?
3. Що таке фактори росту? 
4. Які методи культивування аеробів і анаеробів Ви знаєте?
5. Техніка пересіву мікроорганізмів на щільні поживні середовища.
6. Техніка пересіву мікроорганізмів у рідинні поживні середовища?
7. Які методи використовують при виділенні чистих культур аеробних і анаеробних мікроорганізмів?
ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ № 6
Тема:     Культуральні властивості  мікробів
Мета роботи: вивчити культуральні властивості бактерій. Ознайомитись з характером росту організмів на різних поживних середовищах. Закріпити навички посіву мікроорганізмів на різні поживні середовища, методи виділення чистих культур та ідентифікації мікроорганізмів.

Матеріали, реактиви, обладнання: мікроскоп, бактеріологічна петля, пробірки з МПБ, агарові стовпчики, чашки Петрі з середовищем МПА; предметні скельця, імерсійна олія, прилад для фарбування і промивання мазків, смужки фільтрувального паперу, реактиви для забарвлення мікробіологічних препаратів; бульйонна культура (суміш) грампозитивних і грамнегативних бактерій.

Питання для актуалізації знань

1. Що таке культуральні властивості мікробів?

2. Що таке  ріст і розмноження бактерій?

3. Що таке чиста культура, штам, колонія?

4. Наведіть класифікацію живильних середовищ за походженням, за складом і консистенцією.

5. Які групи поживних середовищ за призначенням ви знаєте? 

6. Особливості росту культури у рідкому живильному середовищі.

7. Які існують методи створення аеробних і анаеробних умов для культивування бактерій?

(Теоретичні відомості

Культуральні властивості мікроорганізмів – це характер росту мікробів на твердих, рідинних та напіврідинних живильних середовищах. Культуральні властивості характерні для кожного виду мікроорганізмів і є важливою ознакою.

Ріст – узгоджене збільшення кількості всіх хімічних компонентів клітини (білків, 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 у популяції.

Популяція – сукупність бактерій одного виду або декількох видів, зростаючих у певному просторі.

Штам – це  клітини одного виду, отримані з різних середовищ і в різний час.

Колонія – це сукупність клітин, що виросли з однієї материнської клітини.

Серед мікробних культур розрізняють чисті та елективні.
Чиста культура – це популяція мікроорганізмів одного виду, що отримані з ізольованої мікробної колонії. 

Елективні культури (культури нагромадження) одержують на елективних середовищах при певних умовах культивування. Для цих культур використовують середовища, склад яких найбільше задовольняє потребам певної групи мікроорганізмів. Наприклад, середовищ для культивування хемолітоавтотрофів не повинні містити органічні речовини.

Вивчення властивостей бактерій та інших мікроорганізмів, як правило, проводять на чистих культурах. Найчастіше отримують чисті культури з попередньо отриманих елективних культур.

Серед культуральних ознак мікроорганізмів розрізняють: характер росту культури на рідких і щільних поживних середовищах (МПА, МПЖ, сусло-агар тощо). 

При вивченні колоній на твердих поживних середовищах відмічають такі ознаки: форму, профіль, край, структуру, розміри. На поверхні щільних поживних середовищ мікроорганізми можуть рости у вигляді колонії, штриха або суцільного газону. Залежно від того, де розвивалися клітини (на поверхні щільного поживного середовища, у товщі його або на дні посудини), розрізняють поверхневі, глибинні і донні колонії. 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.

На рідких середовищах зазначають вигляд бактерійних плівок (тоненька, товста, складчаста, слизиста, волога, суха, крихка), їхній колір, наявність помутніння, утворення осаду (щільний, пластівчастий, гомогенний, слизистий).

Ріст бактерій у рідких середовищах менш різноманітний і буває:

1) ріст дифузний із рівномірним помутнінням рідкого середовища, колір якого залишається незмінним або змінюється відповідно до кольору водорозчинного пігмену, що утворюється в бактеріальній культурі. Такий ріст властивий для більшості факультативно-анаеробних мікроорганізмів;

2) придонний ріст бактерій з утворенням осаду на дні пробірки властивий для бактерій з анаеробним типом дихання;

3) пристінковий ріст  – поживне середовище, що знаходиться в пробірці, залишається абсолютно прозорим. Бактерії ростуть, утворюючи більш-менш великі пухкі пластівці або, навпаки, компактні зерна, прикріплені до внутрішньої поверхні пробірки, з якої (в залежності від виду) знімаються легко або важко. Притаманний аеробам і деяким актиноміцетам;

4) поверхневий ріст бактерій характеризується появою на поверхні рідкого живильного середовища плівки, зовнішній вигляд і характер якої можуть бути різними. Ріст бактерій у вигляді поверхневої плівки характерний для мікроорганізмів-аерофілів.
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). Для виявлення особливостей росту бактерій у напіврідкому поживному середовищі досліджувану культуру засівають у стовпчик 0,2–0,5%-ного агару. Особливості росту виявляються особливо чітко, якщо прокол середовища роблять у безпосередній близькості до стінки пробірки. Посів, зроблений таким чином, дає можливість диференціювати рухливі види мікроорганізмів від нерухливих.
Колонії, що виросли на поверхні середовища, відрізняються великою різноманітністю і є найбільш істотною особливістю росту мікроорганізмів на щільному субстраті. При їх описі враховують такі ознаки:

1. Форма колонії (рис. 12). 
2. Розмір (діаметр) колонії – вимірюють у мм, якщо розмір колонії не перевищує 1 мм, то її називають точковою, 1–2 мм – дрібною, 2–4 мм – середньою, 4–6 і більше мм – великою.

3. Прозорість. Колонії можуть бути прозорими, пропускають світло, і каламутними, через які не видно контури предметів.

4. Контур краю (рис. 13). Розрізняють гладенький (S) і шорсткий (R) контур краю.

5. Рельєф колонії (профіль) (рис. 14) характеризується піднесеністю її над поверхнею живильного середовища і контуром форми у вертикальному розрізі. Рельєф колонії визначається неозброєним оком або під лупою при розгляданні зверху і збоку.
6. Поверхня колонії – гладенька, шорстка, борозниста, складчаста, зморшкувата, з концентричними колами або радіально покреслена.
7. Колір. Для визначення кольору колонії користуються шкалою кольорів А. С. Бондарцева. Особливо відзначають виділення пігментів у субстрат. При описі колоній актиноміцетів відзначають пігментацію повітряного і субстратного міцелію, а також виділення пігментів у середовище.

8. Структура (рис. 15). Структуру колоній досліджують у прохідному світлі при малому збільшенні мікроскопа. Вони можуть бути гіалінові, зернисті чи волокнисті, які характеризуються наявністю переплетених ниток у товщі колоній. У пігментованих колоній вона не визначається.

9. Консистенція колоній досліджується за допомогою дотику мікробіологічної петлі. За консистенцією колонії бувають: пастоподібні, легко знімаються і розмазуються по поверхні живильного середовища на зразок вершкового масла; в'язкі або слизові, що прилипають і тягнуться за петлею; волокнисті або шкірясті, щільні, знімаються з поверхні щільного середовища у вигляді пружної плівки, які відповідають величині і формі колонії; тендітні, сухі, що розсипаються при дотику петлі; крихтуваті; щільні, що вростають в середовище.

Усе величезне різноманіття за зовнішнім виглядом (морфологією) колоній можна звести до двох основних типів:

– S-форма колоній («гладка») – гомогенна, з рівним краєм, куполовидна, волога, прозора або напівпрозора. Усі S-форми колоній подібні одна з одною, відрізняючись у різних видів бактерій або їх варіантів за розміром, а у випадку пігментоутворення або росту на диференційно-діагностичних середовищах – і за кольором. S-форми колоній утворюють: коки, грамнегативні палички (крім збудника чуми Yersinia pestis).

– R-форма колоній («шорсткувата») – не гомогенна, непрозора, з нерівним краєм, з найрізноманітнішими варіантами розташування щодо поверхні поживного середовища (від тих, що піднімаються над ним, до занурених у середовище). R-форми колоній різних бактерій можуть різко відрізнятися одна від одної, для їхнього опису нерідко використовують порівняльні обороти (говорять, наприклад, про колонії, схожі на квітку маргаритки в збудника дифтерії, схожих на кольорову капусту або бородівку – у збудників туберкульозу тощо). R-форми колоній утворюють: грампозитивні палички, збудник чуми (Yersinia pestis).
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Рисунок 6.1 − Форма колоний: А – кругла, Б – кругла з фестончастим краєм, В – кругла с валиком по краю,  Г, Д – ризоїдна, Е – з ризоїдним краєм, 
Ж – амебовидна, З – нитчаста, И – складчаста, К – неправильна, 
Л – концентрична, М – складна.
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Рисунок 6.2 − Контури країв колоній: 1 – гладкий (S), 2 – хвилястий, 
3 – зубчастий, 4 – лопатевий, 5 – неправильний, 6 – війчастий, 7 – нитчастий, 
8 – ворсинчастий, 9 – гілчастий.
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Рисунок 6.3 − Рельеф колонии (профиль): 1 –  вигнутий, 
2 – кратеровидний, 3 – бугорчастий, 4 – врослий у агар, 5 – плоский, 
6 – опуклий, 7 – краплевидний,  8 – конусовидний.


Рисунок. 6.4 − Структура колоній: 1 – однорідна, 2 – дрібнозерниста, 
3 – крупнозерниста, 4 – струйчаста, 5 – волокниста.

Інструкція

Завдання 1. Вивчити особливості росту бактерій на різних поживних середовищах

Студенти проводять аналіз посівів бактерійних культур на скошеному агарі, у стовпчик середовища і поживний бульон, які були зроблені на попередньому занятті. 

1. Визначити, який характер росту досліджуваних культур на різних за консистенцією середовищах.

2. Результати занести до таблиці 6.1.

3. Замалювати (схематично) пробірки з посіяною культурою.

4. Зробити висновок щодо належності досліджуваних культур за характером росту до мікроорганізмів-аерофілів, анаеробів або факультативних анаеробів.

Таблиця 6.1 

	Культура

(латинська назва)
	Характер росту
	Фізіологічна група

	
	на поверхні щільного середовища
	у товщі щільного середовища
	у рідкому середовищі
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


Завдання 2. Вивчити культуральні властивості бактерійних культур
Студенти уважно вивчають посіви бактерій із суміші культур на поверхні чашки Петрі, що були зроблені на попередньому занятті шляхом ізоляції окремих колоній. Чашки ретельно розглядають і вивчають ізольовані колонії, що виросли на поверхні агару. Звертають увагу на розміри, форму, колір, характер країв і поверхні колонії, їх консистенцію та інші ознаки. Кожен тип колоній описують за схемою (табл. 6.2).

Таблиця 6.2

Культуральні властивості бактерій

	Колонія
	Форма
	Розмір
	Колір
	Поверхня, рельєф колонії (профіль)
	Контур краю
	Консис-

тенція, прозорість
	Морфо

логія

клітин

	№ 1


	правильна
	2 мм
	жовтий
	гладенька,

опукла


	рівний
	м’яка

непрозора
	палички

Гр+



	№ 2


	
	
	
	
	
	
	


Зробити порівняльний аналіз отриманих даних і висновок щодо особливостей морфології досліджуваних культур.

Завдання 3. Засвоїти метод визначення чистоти культури бактерій
Визначення чистоти культури можна проводити різними методами: візуально, мікроскопіюванням і пересіванням на поживних середовищах.

При візуальній перевірці найчастіше виявляють характер росту культури на поверхні косого агару в пробірках, або на агарових пластинках у чашках Петрі. Якщо штрих на поверхні агару є однорідним, то культура вважається чистою. 

У разі мікроскопіювання, вибирають колонію з однорідним характером росту, чітко ізольовану від інших. З цієї колонії виготовляють фіксований препарат і вивчають його під мікроскопом за допомогою імерсійної системи. Якщо в полі зору всі бактерії виявляються морфологічно однорідними, то культура є чистою. Якщо при посіві на низку середовищ спостерігається однаковий характер росту колоній, то можна вважати, що виділена культура є чистою.

Після опису колоній вони піддаються мікроскопіюванню. З цією метою з частини відмічених колоній (двох типів) готують мазки, забарвлюють за методом Грама для виявлення морфологічних ознак і мікроскопіюють. У разі, якщо культура виявиться чистою, тобто клітини будуть однорідні за морфологією, з поверхні середовища обережно, не торкаючись інших, знімають рештки біомаси досліджуваних колоній і засівають на скошений агар у пробірки або на чашки Петрі із живильним середовищем для одержання чистої культури. 

Пробірки (або чашки) з посівами підписують і поміщають до термостату за оптимальної температури на 18-24 години.

Оформити протокол лабораторного заняття, у якому чітко описати всю виконану роботу. Результати посівів схематично замалювати. Зробити висновки щодо чистоти досліджуваних культур.

( питання для самоконтролю
1. Особливості росту мікроорганізмів на щільному, у рідкому і напіврідкому середовищах. 

2. Назвіть основні морфологічні типи колоній. 
3. Чим відрізняються S-форма  і R-форма колоній? 
4. Які мікроорганізми утворюють S-форму  і R-форму  колоній?
5. Назвіть методи визначення чистоти бактерійної культури.

6. За якими ознаками можна встановити, що культура є чистою?
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