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ВВЕДЕНИЕ 

 
Микробиология и иммунология — фундаментальная биологи-

ческая наука, формирующая научное мировоззрение специалиста, по-

могающая анализировать сложные биологические процессы в приро-

де, сельскохозяйственном производстве и организме животных.  

Цель преподавания микробиологии и иммунологии — показать 

многообразие микробного мира, его глобальную роль в жизни плане-

ты, дать студентам теоретические и практические знания по микро-

биологическому исследованию молока и молочных продуктов, кор-

мов, объектов внешней среды. 

В задачи преподавания дисциплины «Микробиология и имму-

нология» входит изучение принципов систематики, морфологии, стро-

ения, физиологии и экологии микроорганизмов, учения об инфекции и 

иммунитете, изучение микробиологии кормов, молока и молочных 

продуктов, мяса, яиц, кожевенно-мехового сырья и методов микро-

биологических исследований. 

Освоение студентами указанной дисциплины обеспечит фунда-

ментальные знания в области общей и сельскохозяйственной микро-

биологии и иммунологии, даст возможность будущему специалисту 

направленно регулировать микрофлору кормов, молока и молочных 

продуктов; позволит грамотно применять профилактические и лечеб-

ные препараты, полученные с помощью микроорганизмов. 

В результате освоения дисциплины студент должен: 

знать: морфологию и физиологию микроорганизмов основных 

таксонов; механизмы метаболизма и преобразования энергии микроор-

ганизмами, их роль в круговоротах биогенных элементов, разложении 

природных веществ. 

уметь: соблюдать правила техники безопасности при работе в 

микробиологической лаборатории, применять основные способы мик-

роскопического анализа, применять полученные знания по микробио-

логии при изучении других дисциплин, использовать теоретические 

знания для анализа конкретных ситуаций. 

владеть: современной аппаратурой, микробиологической тер-

минологией, навыками исследовательской работы и научного подхода 

в процессе выполнения лабораторных занятий.  
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ЗАНЯТИЕ 1 

 
ПРАВИЛА РАБОТЫ В МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ  

ЛАБОРАТОРИИ. ИЗУЧЕНИЕ УСТРОЙСТВА МИКРОСКОПА  

И ПРАВИЛА РАБОТЫ С НИМ. СИСТЕМАТИКА   

МИКРООРГАНИЗМОВ. МОРФОЛОГИЯ ПАЛОЧКОВИДНЫХ, 

 КОККОВ И ИЗВИТЫХ 
 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомить студентов с правилами работы и 

оборудованием микробиологической лаборатории, устройством свето-

вого микроскопа, его характеристиками и правилами работы с ним, 

изучить основные формы микроорганизмов. 

Формирование: 

Знание: правил работы в микробиологической лаборатории, 

требований к действиям при  ликвидации аварий во время работы с 

биологическим материалом,  оборудование микробиологической лабо-

ратории, устройства микроскопа и правил работы с ним, методов ис-

следований применяемых в микробиологической практике, системати-

ки микроорганизмов, внешних признаков палочковидных, кокков и 

извитых бактерий. 

Умение: пользоваться световым микроскопом, использовать 

методы исследований применяемые в микробиологической практике, 

различать бактерии по внешним признакам. 

Владение: правилами работы в микробиологической лаборато-

рии, правилами работы со световым микроскопом, методами исследо-

ваний применяемыми в микробиологической практике, знаниями си-

стематики и морфологии микроорганизмов. 

Материалы и оборудование:  автоклавы, термостаты, шкафы 

сухожаровые, микроскопы, холодильники, весы технические, аппарат 

Кротова для анализа микрофлоры воздуха помещений, прибор для 

подсчета колоний микроорганизмов, анаэростат для культивирования 

анаэробных бактерий, рН-метр, петли и иглы бактериологические, 

шпатели Дригальского, ножницы, пинцеты, штативы, посуда лабора-

торная (чашки Петри, пробирки, пипетки – чаще всего на 1,0 и 0,1 см
3
, 
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предметные и покровные стекла, флаконы для красок и растворов), 

вата, марля, красители для окраски бактерий, микроскопы, обезжирен-

ные предметные стекла, фильтровальная бумага, культуры бактерий на 

питательных средах, мазки из культур различных микроорганизмов 

(палочковидных, шаровидных, извитых), плакаты. 

Содержание и методика работы 

 

Правила работы в микробиологической лаборатории 

Специфика работы в микробиологической лаборатории требует 

строгого соблюдения порядка и чистоты. В связи с этим при работе в 

лаборатории необходимо соблюдать следующие правила. 

1. Запрещается входить в лабораторию в верхней одежде, го-

ловном уборе, вносить посторонние вещи.  

2. Запрещается находиться в лаборатории в период обработки 

воздуха помещения ультрафиолетовыми лампами. 

3. Перед занятиями необходимо надеть хлопчатобумажный халат. 

4. Не разрешается выходить в халате за пределы лаборатории и 

надевать на халат верхнюю одежду. 

5. Нельзя класть на лабораторный стол личные вещи (сумки, 

папки и др.), их следует держать на специально отведенных местах. 

6. В лаборатории запрещается принимать пищу, пить воду, не 

допускаются излишние разговоры и хождения.  

7. На лабораторном столе не должно быть никаких лишних 

предметов, не имеющих отношения к работе.  

8. Соблюдать осторожность при работе с открытым огнем спир-

товки или газовой горелки. 

9. Во избежание распыления спор микроорганизмов  не допус-

кается оставлять открытыми чашки Петри, пробирки, колбы с культу-

рами плесневых грибов, часто являющихся аллергенами.  

10. Суспензии микроорганизмов набирают только с помощью 

груши или дозирующего устройства. 

11. Перед использованием лабораторной посуды, пипеток, обо-

рудования проверить целостность и исправность. 

12. Использованные пипетки, предметные и покровные стекла 

следует опускать в раствор с дезинфицирующей жидкостью.  

13. В конце занятий следует привести в порядок рабочее место:  

– засеянные чашки Петри или пробирки, культуры микроорга-

низмов сдать лаборанту; 

– снять масло с иммерсионного объектива микроскопа фильтро-

вальной бумагой, смоченной бензином, с помощью револьверной 

насадки установить над столиком объектив 8х, подложить под него 
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мягкую ткань и поставить микроскоп на место; 

– вымыть посуду, протереть рабочий стол дезинфицирующим 

средством (70% р-р спирта). 

14. Дежурному по группе следует проверить рабочие места сту-

дентов. 

 

Оборудование микробиологической лаборатории 

Микробиологическая лаборатория должна включать следующие 

помещения: 

 лабораторные комнаты для проведения исследований; 

 застекленный ламинарный бокс для выполнения работ, требу-

ющих соблюдения повышенной стерильности; 

 моечную, оборудованную для мытья посуды; 

 препараторскую, приспособленную для приготовления пита-

тельных сред, подготовки  посуды для стерилизации, приготовления 

реактивов; 

 отделение для стерилизации, в котором установлены автоклавы.  

Все помещения лаборатории должны иметь хорошее естествен-

ное и искусственное освещение. Поверхность столов и полы покрыва-

ют легко моющимся материалом (пластик, линолеум); в боксе, авто-

клавной и моечной стены и полы покрывают плиткой. Для стерилиза-

ции воздуха в помещениях лаборатории устанавливают бактерицид-

ные лампы (БУВ-15, БУВ-30 и др.).     

 
Требования к действиям при  ликвидации аварий  

во время работы с биологическим материалом 

1. При каждой организации, проводящей работу с возбудителя-

ми I-II групп патогенности, должен быть изолятор для сотрудников на 

случай обнаружения у них симптомов вероятных на заболевание и 

допустивших аварию. 

2. В изоляторе предусматривается запас основных и резервных 

специфических лекарственных препаратов, медикаментов для оказа-

ния помощи по жизненным показаниям (кардиологических, противо-

шоковых, антидотов) и дезинфицирующих средств. 

3. При авариях во время работы с инфекционным материалом, 

ее немедленно прекращают и включают аварийную сигнализацию. 

4. В случае возникновения аварии с разбрызгиванием инфекци-

онного материала, вся проводящаяся работа в комнате прекращается. 

Защитную одежду (начиная с косынки или шлема) погружают в дез-

инфицирующий раствор или помещают в бикс (бак) для автоклавиро-

вания. В глаза, нос закапывают растворы антибиотиков, к которым 
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чувствителен возбудитель. В случае аварии, при работе с возбудите-

лями глубоких микозов, в глаза и нос закапывают 1 % борную кислоту, 

рот и горло прополаскивают 70о этиловым спиртом. 

5. При аварии с ботулиническим токсином глаза и рот промы-

вают водой и антитоксической сывороткой, разведенной до 10 между-

народных единиц в 1 миллилитре. При попадании ботулинического 

токсина на открытые участки кожи смывают его большим количе-

ством воды с мылом. 

6. Если авария произошла при работе с неизвестным возбудите-

лем, проводится профилактическое лечение антибиотиками широкого 

спектра действия. 

7. Если авария произошла без разбрызгивания биологического 

материала, накладывают тампон (салфетку) с дезинфицирующим рас-

твором на место соприкосновения биологического материала с по-

верхностью оборудования. 

8. Если авария произошла в боксе (или БББ) – прекращают ра-

боту, на место попадания материала накладывают салфетки, обильно 

смоченные дезинфицирующим раствором. В боксе включают на 30 

минут бактерицидные облучатели, включают аварийную сигнализа-

цию, затем проводят дезинфекцию. Вытяжная вентиляция во время 

аварии и дезинфекции должна оставаться включенной. 

9. Если авария связана с ранением или другим нарушением це-

лостности кожных покровов: 

1) работу прекращают, руки обрабатывают дезинфицирующим 

раствором, снимают перчатку и выдавливают из ранки кровь в дезин-

фицирующий раствор, на место ранения ставят на 4-5 минут компресс 

из дезинфицирующего раствора или 70% р-м этилового спирта; 

2) при работе с возбудителем сибирской язвы место ранения 

тщательно промывают водой с мылом и смазывают йодом, без приме-

нения дезинфицирующих растворов; 

3) при аварии с возбудителями глубоких микозов место ранения 

обрабатывают соответствующим дезинфицирующим раствором, моют 

водой с мылом, смазывают йодом; 

1) при работе с вирусами I-II групп патогенности, кровь выдав-

ливают в сухую стерильную салфетку и обрабатывают рану йодом без 

применения дезинфицирующего раствора; 

2) при работе с ВИЧ после обработки раны и слизистых, по-

страдавшему не позднее 72 часов назначается профилактическая анти-

ретровирусная терапия (АРВТ) и устанавливается наблюдение в тече-

ние 12 месяцев после несчастного случая. Пострадавший должен быть 

предупрежден, что он может послужить источником инфекции. В слу-
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чае отрицательных анализов на ВИЧ через 6 недель, 12 недель, 6 меся-

це и 1 год после несчастного случая наблюдение прекращают. 

10. Если авария произошла при транспортировке материала (в 

автоклавную и между подразделениями), персонал, оставив на местах 

переносимые емкости, покидает опасную зону и сообщает о случив-

шемся руководителю подразделения. Лица, допустившие аварию, про-

ходят санитарную обработку. Обработка помещения при аварии долж-

на проводиться в противочумном костюме 1-типа. 

11. Обо всех случаях лабораторного заражения микроорганиз-

мами I-IV групп патогенности информация должна немедленно предо-

ставляться в государственный уполномоченный орган в сфере сани-

тарно-эпидемиологического благополучия населения. 
 

Устройство микроскопа и правила работы с ним 

Изучение клеток микроорганизмов, невидимых невооруженным 

глазом, возможно только при помощи микроскопов. Эти приборы поз-

воляют получать изображение исследуемых объектов, увеличенное 

в сотни раз (световые микроскопы), в десятки и сотни тысяч раз (элек-

тронные микроскопы). 

Биологический микроскоп называется световым, так как он 

обеспечивает возможность изучать объект в проходящем свете в свет-

лом и темном поле зрения. 

Основными элементами современных световых микроскопов 

являются механическая и оптическая части (рис. 1).  

К механической части относятся штатив, тубус, револьверная 

насадка, коробка микромеханизма, предметный столик, макрометриче-

ский и микрометрический винты.  

Штатив состоит из двух частей: основания и тубусодержателя 

(колонки). Основание микроскопа прямоугольной формы имеет снизу 

четыре опорные площадки, что обеспечивает устойчивое положение 

микроскопа на поверхности рабочего стола. Тубусодержатель соеди-

няется с основанием и может перемещаться в вертикальной плоскости 

при помощи макро- и микрометрического винтов. При вращении вин-

тов по часовой стрелке тубусодержатель  опускается, при вращении 

против часовой стрелки – поднимается от препарата. В верхней части 

тубусодержателя укреплена головка с гнездом для монокулярной (или 

бинокулярной) насадки и направляющей для револьверной насадки. 

Головка крепится винтом.  

Тубус – это труба микроскопа, позволяющая поддерживать 

определенное расстояние между основными оптическими деталями – 

окуляром и объективом. Вверху в тубус вставляется окуляр. Совре-

менные модели микроскопов имеют наклонный тубус. 
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Револьверная насадка представляет собой вогнутый диск с не-

сколькими гнездами, в которые ввинчиваются 3–4 объектива. Вращая 

револьверную насадку, можно быстро установить любой объектив 

в рабочее положение под отверстие тубуса.  
 

 
 

Рис. 1. Устройство микроскопа: 
1 – основание;  2 – тубусодержатель;  3 – тубус;   4 – окуляр; 

5 –  револьверная насадка;  6 – объектив; 7 – предметный столик; 

8 – клеммы, прижимающие  препарат;  9 –  конденсор;  10 – кронштейн  
конденсора; 11 – рукоятка перемещения конденсора; 12 – откидная линза;  

13 – зеркало; 14 –  макровинт; 15 –  микровинт;  16 – коробка с механизмом  

микрометрической фокусировки;  17 – головка  для  крепления  тубуса  
и  револьверной насадки;  18 – винт  для  крепления головки 

 

Коробка микромеханизма несет с одной стороны направляю-

щую для кронштейна конденсора, а с другой – направляющую для ту-

бусодержателя. Внутри коробки находится механизм фокусировки 

микроскопа, представляющий собой систему зубчатых колес.  

Предметный столик служит для размещения на нем препарата 

или другого объекта исследования. Столик может быть квадратным 

или круглым, подвижным или неподвижным. Подвижный столик пе-

ремещается в горизонтальной плоскости при помощи двух боковых 

винтов, что позволяет рассматривать препарат в разных полях зрения. 

На неподвижном столике для обследования объекта в разных полях 

зрения препарат перемещают рукой. В центре предметного столика 

имеется отверстие для освещения снизу лучами света, направляемыми 

от осветителя. На столике имеются две пружинные клеммы, предна-

значенные для закрепления препарата. 

Некоторые системы микроскопов снабжены препаратоводителем, 

необходимым при исследовании поверхности препарата или при под-

счете клеток. Препаратоводитель позволяет производить передвижение 

препарата в двух взаимно-перпендикулярных направлениях. На препа-

ратоводителе имеется система линеек – нониусов, с помощью которых 

можно присвоить координаты любой точке исследуемого объекта. 
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Макрометрический винт (макровинт) служит для предвари-

тельной ориентировочной установки изображения рассматриваемого 

объекта. При вращении макровинта по часовой стрелке тубус микроско-

па опускается, при вращении против часовой стрелки – поднимается. 

Микрометрический винт (микровинт) используют для точной 

установки изображения объекта. Микрометрический винт является 

одной из наиболее легко повреждаемых частей микроскопа, поэтому с 

ним надо обращаться осторожно – не вращать с целью грубой уста-

новки изображения во избежание самопроизвольного опускания тубу-

са. При полном повороте микровинта тубус передвигается на 0,1 мм.  

Оптическая часть микроскопа состоит из основных оптических 

деталей (объектив и окуляр)  и вспомогательной осветительной систе-

мы (зеркало и конденсор). 

Объективы (от лат. objektum – предмет) – наиболее важная, 

ценная и хрупкая часть микроскопа. Они представляют собой систему 

линз, заключенных в металлическую оправу, на которой указаны сте-

пень увеличения и числовая апертура. Наружная линза, обращенная 

плоской стороной к препарату, называется фронтальной. Именно она 

обеспечивает увеличение. Остальные линзы называются коррекцион-

ными и служат для устранения недостатков оптического изображения, 

возникающих при рассмотрении исследуемого объекта. 

Объективы бывают сухие и иммерсионные, или погружные. 

Сухим называется объектив, у которого между фронтальной линзой 

и рассматриваемым объектом находится воздух. Сухие объективы 

обычно имеют большое фокусное расстояние и увеличение 8х или  

40х. Иммерсионным (погружным) называют объектив, у которого 

между фронтальной линзой и препаратом находится специальная жид-

кая среда. Вследствие разницы между показателями преломления 

стекла (1,52) и воздуха (1,0) часть световых лучей преломляется и не 

попадает в глаз наблюдателя. В результате этого изображение получа-

ется нечетким, более мелкие структуры остаются невидимыми. Избе-

жать рассеивания светового потока можно путем заполнения про-

странства между препаратом и фронтальной линзой объектива веще-

ством, показатель преломления которого близок к коэффициенту пре-

ломления стекла. К таким веществам относятся глицерин (1,47), кед-

ровое (1,51), касторовое (1,49), льняное (1,49), гвоздичное (1,53), ани-

совое масло (1,55) и другие вещества. Иммерсионные объективы име-

ют на оправе обозначения: I (immersion) – иммерсия,  НI (homogen  im-

mersion) – однородная иммерсия, OI (oil immersion) или МИ – масля-

ная иммерсия. В настоящее время в качестве иммерсионной жидкости 

чаще используют синтетические продукты, соответствующие по опти-
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ческим свойствам кедровому маслу.  

Объективы различают по их увеличению. Величина увеличения 

объективов обозначена на их оправе  (8х, 40х, 60х, 90х). Кроме того, 

каждый объектив характеризуется определенной величиной рабочего 

расстояния. Для иммерсионного объектива это расстояние составляет 

0,12 мм, для сухих объективов с увеличением 8х и 40х – 13,8 и 0,6 мм 

соответственно. 

Окуляр (от лат. okularis – глазной) состоит из двух линз – глаз-

ной (верхней) и полевой (нижней), заключенных в металлическую 

оправу. Окуляр служит для увеличения изображения, которое дает 

объектив. Увеличение окуляра обозначено на его оправе. Существуют 

окуляры с рабочим увеличением от 4х до 15х.  

При длительной работе с микроскопом следует пользоваться 

бинокулярной насадкой. Корпуса насадки могут раздвигаться в преде-

лах 55–75 мм в зависимости от расстояния между глазами наблюдате-

ля. Бинокулярные насадки часто имеют собственное увеличение (око-

ло 1,5х) и коррекционные линзы. 

Конденсор  (от лат. condenso – уплотняю, сгущаю) состоит из 

двух-трех короткофокусных линз. Он собирает лучи, идущие от зерка-

ла, и направляет их на объект. При помощи рукоятки, расположенной 

под предметным столиком, конденсор может перемещаться 

в вертикальной плоскости, что приводит к увеличению освещенности 

поля зрения при поднятом конденсоре и уменьшению его при опущен-

ном конденсоре. Для регулировки интенсивности освещения 

в конденсоре имеется ирисовая (лепестковая) диафрагма, состоящая из 

стальных серповидных пластинок. При полностью открытой диафраг-

ме рекомендуется рассматривать окрашенные препараты, при умень-

шенном отверстии диафрагмы – неокрашенные. Под конденсором рас-

положена откидная линза в оправе, используемая при работе с объек-

тивами малого увеличения, например, 8х или 9х. 

Зеркало имеет две отражающие поверхности – плоскую и во-

гнутую. Оно закреплено на шарнирах в основании штатива и его мож-

но легко поворачивать. При искусственном освещении рекомендуется 

пользоваться вогнутой стороной зеркала, при естественном – плоской. 

Осветитель выполняет функцию искусственного источника 

света. Он состоит из низковольтной лампы накаливания, закрепляю-

щейся на штативе, и понижающего трансформатора. На корпусе 

трансформатора имеется рукоятка реостата, регулирующего накал 

лампы и тумблер для включения осветителя. 

Во многих современных микроскопах осветитель вмонтирован в 

основание. 
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Правила работы с микроскопом 

1. Микроскоп берут одной рукой за колонку штатива, а другой 

поддерживают за основание. Брать и поднимать микроскоп за другие 

детали категорически запрещается. 

2. На рабочем столе микроскоп помещают колонкой к себе. Пе-

ред началом работы следует осторожно удалить пыль с оптических 

частей микроскопа мягкой сухой тканью, не касаясь пальцами линз. 

3. С помощью револьверной насадки устанавливают нужный 

объектив. Характерный щелчок фиксатора внутри револьвера свиде-

тельствует о центрированном положении объектива. Необходимо пом-

нить, что чем меньше увеличение объектива, тем больше фокусное 

расстояние. При работе с объективом 8х расстояние между препаратом 

и объективом около 9 мм, с объективом 40х  оно составляет 0,6 мм, и с 

объективом 90х – около 0, 15 мм.  

4. На предметный столик помещают предметное стекло и за-

крепляют его клеммами. 

5. Тубус микроскопа опускают вниз с помощью макрометрическо-

го винта осторожно, наблюдая за объективом сбоку, и приближают к пре-

парату (не касаясь его) на расстояние, меньше рабочего. Затем, глядя в 

окуляр, медленным вращением макровинта поднимают тубус до тех пор, 

пока в поле зрения не появится изображение изучаемого предмета. 

6. Вращением микрометрического винта фокусируют объектив 

таким образом, чтобы изображение предмета было четким. 

7. При работе с иммерсионным объективом на предметное стек-

ло наносят каплю кедрового масла и, глядя сбоку на объектив,  макро-

метрическим винтом осторожно опускают тубус так, чтобы фронталь-

ная линза объектива погрузилась в масло. Затем, глядя в окуляр, мед-

ленным движением макровинта поднимают тубус до тех пор, пока не 

появится изображение. Для точной фокусировки пользуются микро-

метрическим винтом, который вращают в пределах одного оборота.  

Внимание! Запрещается искать изображение препарата с помо-

щью микрометрического винта. 

8. Препарат рассматривают в нескольких полях зрения, пере-

двигая предметный столик при помощи боковых винтов, или переме-

щают его рукой на предметном столике. Находят наиболее подходя-

щее поле зрения на участке препарата, на котором микроорганизмы 

видны отчетливо, в достаточном для просмотра количестве и зарисо-

вывают микроскопическую картину. 

9. При смене объективов следует регулировать интенсивность 

освещения рассматриваемого объекта. Желаемую степень освещения 

получают, опуская или поднимая конденсор. 
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10. По окончании работы поднимают тубус, снимают препарат с 

предметного столика, удаляют масло с фронтальной линзы иммерси-

онного объектива фильтровальной бумагой, смоченной бензином, 

устанавливают при помощи револьверной насадки объектив в увели-

чением 8х, кладут на предметный столик кусочек чистой марли и 

опускают тубус. 
 

Методы исследований, применяемые  

в микробиологической практике 

При изучении микроорганизмов применяют следующие методы 

лабораторной диагностики: 

Микроскопический – основан на изучении микробов в препара-

тах - отпечатках из патологического материала или препаратах – маз-

ках из чистых культур, обработанных простыми или сложными мето-

дами окраски с использованием светового, люминесцентного или 

электронного микроскопов. При этом описывают морфологические и 

тинкториальные свойства. 

Бактериологический (микробиологический) – метод основан на 

проведении посевов микробов на искусственные обычные или специ-

альные питательные среды с целью выделения чистой культуры и изу-

чения ее свойств. 

Биологический (биопроба) – основан на выявлении и изучении па-

тогенных и токсигенных свойств у выделенных микробов путем инфици-

рования (заражения) наиболее чувствительных лабораторных животных. 

Серологический – основан на обнаружении иммунных тел (анти-

тел) в сыворотках крови больных животных с помощью стандартных из-

вестных бактериальных антигенов, а также на идентификации, т.е. опре-

деления вида выделенной чистой культуры (антигена) с помощью стан-

дартных специфических иммунных сывороток (содержащих антитела). 
 

Систематика микроорганизмов.  

Микроорганизмы - это организмы, невидимые невооруженным 

глазом из-за их незначительных размеров. Этот критерий - единствен-

ный, который их объединяет. В остальном мир микроорганизмов еще 

более разнообразен, чем мир макроорганизмов.  

Согласно современной систематике, микроорганизмы относятся 

к трем царствам:  

Vira - к ним относятся вирусы;  

Eucariotae - к ним относятся простейшие и грибы;  

Procariotae - к ним относятся истинные бактерии, риккетсии, 

хламидии, микоплазмы, спирохеты, актиномицеты.  

Основные отличия прокариот от эукариот состоят в том, что 

прокариоты не имеют:  
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морфологически оформленного ядра (нет ядерной мембраны и 
отсутствует ядрышко), его эквивалентом является нуклеоид, или гено-
фор, представляющий собой замкнутую кольцевую двунитевую моле-
кулу ДНК, прикрепленную в одной точке к цитоплазматической мем-
бране; по аналогии с эукариотами эту молекулу называют хромосом-
ной бактерией;  

сетчатого аппарата Гольджи;  
эндоплазматической сети;  
митохондрий.  
Имеется также ряд признаков или органелл, характерных для 

многих, но не для всех прокариот, которые позволяют отличать их от 
эукариотов:  

многочисленные инвагинации цитоплазматической мембраны, ко-
торые называются мезосомы, они связаны с нуклеоидом и участвуют в 
делении клетки, спорообразовании, и дыхании бактериальной клетки;  

специфический компонент клеточной стенки - муреин, по хими-
ческой структуре - это пептидогликан (диаминопиеминовая кислота);  

плазмиды - автономно реплицирующиеся кольцевидные моле-
кулы двунитевой ДНК с меньшей, чем хромосома бактерий молеку-
лярной массой. Они находятся наряду с нуклеоидом в цитоплазме, хо-
тя могут быть и интегрированы в него, и несут наследственную ин-
формацию, не являющуюся жизненно необходимой для микробной 
клетки, но обеспечивающую ей те или иные селективные преимуще-
ства в окружающей среде. Наиболее известны плазмиды:  

(F-плазмиды), обеспечивающие конъюгационный перенос меж-
ду бактериями;  

(R-плазмиды) - плазмиды лекарственной устойчивости, обеспе-
чивающие циркуляцию среди бактерий генов, детерминирующих 
устойчивость к используемым для лечения различных заболеваний 
химиотерапевтическим средствам.  

Также как для растений и животных, для названия микроорга-
низмов применяется бинарная номенклатура, - то есть родовое и видо-
вое название, но если видовую принадлежность исследователям опре-
делить не удается и определена только принадлежность к роду, то упо-
требляется термин "species". Чаще всего это имеет место при иденти-
фикации микроорганизмов имеющих нетрадиционные пищевые по-
требности или условия существования. 

Название рода обычно или основано на морфологическом при-
знаке соответствующего микроорганизма (например, Staphylococcus, 
Vibrio, Mycobacterium) либо являются производными от фамилии ав-
тора, который открыл или изучил данный возбудитель (например, 
Neisseria, Shigella, Escherichia, Rickettsia, Gardnerella). 
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Видовое название часто связано с наименованием основного 

вызываемого этим микроорганизмом заболевания (например, Vibrio 

cholerae - холеры, Shigella dysenteriae - дизентерии, Mycobacterium 

tuberculosis - туберкулеза) или с основным местом обитания (напри-

мер, Escherihia coli - кишечная палочка). 

Кроме того, в русскоязычной медицинской литературе возможно 

использование соответствующего русифицированного названия бакте-

рий (например, вместо Staphylococcus epidermidis - эпидермальный ста-

филококк; Staphylococcus aureus - золотистый стафилококк и т. д.).  

Царство прокариот включает в себя отдел цианобактерий и от-

дел эубактерий, который, в свою очередь, подразделяется на порядки:  

собственно бактерии (отделы Gracilicutes, Firmicutes, Teneri-

cutes, Mendosicutes); 

актиномицетов; 

спирохет; 

риккетсий; 

хламидий. 

Бактерии - это прокариотические, преимущественно однокле-

точные микроорганизмы, которые могут также образовывать ассоциа-

ции (группы) сходных клеток, характеризующиеся клеточными, но не 

организменными сходствами. 

Порядки подразделяются на группы. Основными таксономиче-

скими критериями, позволяющими отнести штаммы бактерий к той 

или иной группе, являются: 

морфология микробных клеток (кокки, палочки, извитые); 

отношение к окраске по Граму - тинкториальные свойства 

(грамположительные и грамотрицательные); 

тип биологического окисления - аэробы, факультативные анаэ-

робы, облигатные анаэробы; 

способность к спорообразованию. 

Дальнейшая дифференциация групп на семейства, рода и виды, 

которые являются основной таксономической категорией, проводится 

на основании изучения биохимических свойств. Этот принцип поло-

жен в основу классификации бактерий, приведенной в специальных 

руководствах - определителях бактерий. 

Вид является эволюционно сложившейся совокупностью осо-

бей, имеющих единый генотип, который в стандартных условиях про-

является сходными морфологическими, физиологическими, биохими-

ческими признаками. Для патогенных бактерий определение "вид" 

дополняется способностью вызывать определенные нозологические 

формы заболеваний.  
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Существует внутривидовая дифференцировка бактерий на варианты: 

по биологическим свойствам (биовары или биотипы); 

по биохимической активности (ферментовары); 

по антигенному строению (серовары или серотипы); 

по чувствительности к бактериофагам (фаговары или фаготипы); 

по устойчивости к антибиотикам (резистентовары). 

В микробиологии широко применяют специальные термины - 

культура, штамм, клон. 

Культура - это видимая глазом совокупность бактерий на питатель-

ных средах. Культуры могут быть чистыми (совокупность бактерий одного 

вида) и смешанными (совокупность бактерий двух или более видов). 

Штамм - это совокупность бактерий одного вида, выделенных 

из разных источников или из одного источника в разное время. Штам-

мы могут различаться по некоторым признакам, не выходящим за пре-

делы характеристики вида. 

Клон - это совокупность бактерий, являющихся потомством од-

ной клетки. 
 

Палочковидные бактерии 

Основными морфологическими признаками палочковидных 

бактерий, которые определяются путем микроскопии, являются разме-

ры палочек (средняя длина палочек – 2…7 мкм, диаметр в поперечни-

ке -  0,5…1 мкм), взаимное расположение клеток, способность образо-

вывать споры, подвижность.  

Палочковидные бактерии могут располагаться поодиночке, по-

парно (диплобактерии) и цепочками (стрептобактерии). 

При микроскопии легко можно определить спорообразующие и 

не спорообразующие формы палочковидных бактерий. Вегетативные 

клетки хорошо адсорбируют красители на своей поверхности и полно-

стью окрашиваются. Оболочка споры малопроницаема, краски в них 

почти не проникают и под микроскопом споры имеют вид округлых 

или овальных блестящих зерен.  

Палочки, образующие споры называются бациллами и клостри-

диями. У бацилл размер споры не превышает ширину клетки и поэто-

му при образовании споры форма клетки не меняется. У клостридий 

диаметр споры больше толщины клетки и поэтому при созревании 

споры клетка приобретает форму веретена (если спора располагается в 

центре клетки) или барабанной палочки (если спора располагается на 

одном из полюсов клетки). 

Палочковидные бактерии бывают подвижные и неподвижные; 

клетки подвижных форм палочковидных бактерий снабжены специ-

альными приспособлениями для движения – жгутиками. 
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Рис. 2.  Морфология палочковидных бактерий: а - диплобактерии; 
б - стрептобактерии; в - бациллы; г - клостридии 

 

Шаровидные бактерии (кокки)  

Кокками называют сферические или шаровидные бактерии. 

Различные виды бактерий этой группы различаются между собой: 

- диаметром (диаметр шаровидных бактерий не превышает 1-2 мкм); 

- взаимным расположением клеток. 

У разных видов бактерий закономерность расположения клеток 

после деления неодинакова. В зависимости от этого кокковые формы 

делятся на: 

монококки или микрококки - клетки кокков располагаются по-

одиночке; 

диплококки - кокки располагаются попарно, так как деление 

клетки происходит в одной плоскости; 

стрептококки - кокки располагаются в виде цепочек, напоми-

нающих нити бус, деление клеток происходит в одной плоскости, при-

чем клетки после деления не отделяются друг от друга; 

стафилококки - скопления кокков неправильной формы, напо-

минающих гроздья винограда. Деление этих кокков осуществляется в 

нескольких плоскостях; 

тетракокки - образуют скопления из четырех клеток, что обуслов-

лено делением клеток в двух взаимно перпендикулярных плоскостях; 

сарцины - имеют вид скоплений кубической формы в результате 

деления в трех взаимно перпендикулярных плоскостях. 

Все кокки неподвижны и не образуют спор. 

 
Рис. 3. Взаимные расположения кокков: а -  микрококки; б - диплококки; 

в - стрептококки; г - тетракокки; д - стафилококки; е - сарцины 
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Извитые бактерии 

Извитые формы бактерий в зависимости от степени изогнутости 

подразделяются на вибрионы, спириллы и спирохеты. 

Вибрионы - имеют вид запятой, самые мелкие из извитых форм. 

Длина клетки вибрионов не превышает 1-3 мкм. 

Клетки спирилл длиной от 5 до 30 мкм имеют один или несколь-

ко завитков. 

Характерная особенность спирохет - крайне малый диаметр 

клетки (0,1-0,6 мкм) при относительно большой (5-500 мкм) длине 

клетки. Клетки спирохет имеют вид штопора, покрыты эластичной 

оболочкой, позволяющей им винтообразно изгибать тело. 

Все извитые формы подвижны. Движение осуществляется с по-

мощью жгутиков (у вибрионов и спирилл) или за счет сокращения 

всей клетки (у спирохет). 

Кроме этих наиболее распространенных в природе форм бакте-

рий в почве и водоемах обнаружены новые формы бактерий: торрои-

ды, простеки, нитчатые бактерии. 

Торроиды  имеют вид разомкнутого или замкнутого кольца. 

Простеки имеют форму шестиугольной звезды, розетки, клетки 

с выростами. 

Нитчатые бактерии - типичные водные организмы. Нити их 

имеют толщину в среднем 1 -7 мкм.  

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                               
         а                                         б                                              в 

Рис. 4 Морфология извитых бактерий: а - вибрионы; 

б - спириллы; в – спирохеты 

       
 

Рис. 5.  Новые формы бактерий: а – торроиды; б – простеки; в – нитчатые бактерии 
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Контрольные вопросы 

1. Каковы основные правила работы в микробиологической ла-

боратории? 

2. Какие помещения включает микробиологическая лаборатория? 

3. Назовите основные элементы механической части микроскопа. 

4. Назовите основные элементы оптической части микроскопа. 

5. Чем отличаются сухие объективы от иммерсионных? 

6. Каково назначение макро- и микрометрического винтов? 

7. Для чего нужна револьверная насадка? 

8. Как определить увеличительную способность микроскопа? 

9. Как регулировать степень освещенности препарата? 

10. Перечислите методы исследований применяемы в микро-

биологической практике? 

11. Перечислить основные внешние признаки, по которым мик-

робов определяют как палочковидные? 

12. Перечислить основные внешние признаки, по которым мик-

робов определяют как на шаровидные? 

13. Перечислить основные внешние признаки, по которым мик-

робов определяют как извитые? 

14. Как осуществляется движение у бактерий? 

15. Что такое «бациллы» и «клостридии» и в чем их различия? 

16. Какие новые формы бактерий Вам известны? 

17. Какие взаимные расположения палочковидных бактерий 

Вам известны? 

18. Какие извитые формы бактерий Вы знаете? 
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ЗАНЯТИЕ 2 

 

МОРФОЛОГИЯ РИККЕТСИЙ, ХЛАМИДИЙ,  

МИКОПЛАЗМ, ГРИБОВ 

 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель работы: ознакомить студентов с основными формами 

микроорганизмов, изучить морфологические особенности микроско-

пических грибов. 

Знание: систематики микроорганизмов, внешних признаков 

риккетсий, хламидий, микоплазм, грибов. 

Умение: различать бактерии по внешним признакам 

Владение: знаниями морфологии риккетсий, хламидий, мико-

плазм, грибов. 

Материалы и оборудование: плакаты, мазки из культур раз-

личных микроорганизмов, культуры бактерий на питательных средах, 

грибные культуры родов Mucor, Aspergillus, Penicillium, Alternaria на 

плотных средах в чашках Петри, суспензия дрожжей в бактериологи-

ческих пробирках, красители для окраски бактерий, микроскопы, 

обезжиренные предметные и покровные стекла, фильтровальная бума-

га, препаровальные иглы, световые микроскопы. 

Содержание и методика работы 

 

Риккетсии 

Риккетсии (Rickettsia) относятся к бактериоподобным микроор-

ганизмам, так как они имеют ряд признаков, свойственных бактериям. 

Вместе с тем риккетсии обладают и некоторыми свойствами вирусов. 

Поэтому другие ученые отводят им промежуточное положение между 

бактериями и вирусами. Третьи — убеждены в том, что риккетсии со-

ставляют самостоятельную группу микроорганизмов и классифициру-

ют их на роды, виды и типы. 

Форма риккетсий кокковидная, палочковидная, нитевидная. 

При окраске по Романовскому—Гимза в них обнаруживают зерна. На 

основе изложенного П.Ф. Здродовский различает формы риккетсий: а) 

кокковидные однозернистые (до 0,5 мкм); б) палочковидные двузер-
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нистые (1 —1,5 мкм); с) бациллярные трех-четырехзернистые (3—4 

мкм) и д) нитевидные многозернистые (от 10 до 40 мкм). Все формы 

взаимообратимы: а—>б—>с—>д—>а и т.д.  В фазе активного и 

быстрого размножения многие риккетсии подвижны. Окрашиваются 

по Романовскому—Гимза в синий, по Цилю—Нильсену — в розовый, 

импрегнируются серебром по Морозову в коричнево-черный цвета. 

Структурно имеют наружную и внутреннюю стенки, цитоплазму, 

гранулы, вакуоли, нуклеоид. 

Размножаются загадочно. Последние данные ученых свиде-

тельствуют о том, что риккетсии репродуцируются подобно крупным 

вирусам. Попав в животную клетку, они проделывают в ней семь ста-

дий цикла развития, затем выходят наружу, внедряются в новые клет-

ки и повторяют все сначала. На пятой стадии делятся, как бактерии, 

на мелкие кокковидные частицы. 

Являются внутриклеточными паразитами. Культивируются в 

тканевых культурах, куриных эмбрионах; их поддерживают в легких 

зараженных мышей, в организме вшей, клещей, блох. Риккетсии во-

лынской лихорадки и пароксизмального клещевого риккетсиоза выра-

щивают и на бесклеточных искусственных средах; в организме могут 

расти и в межклеточных пространствах, тогда как остальные представи-

тели этого класса — только в ядрах или цитоплазме животных клеток. 

Риккетсии вырабатывают ферменты и витамины, необходимые 

для самостоятельного биосинтеза белков и липидов, для извлечения 

энергии из углеводов. Находясь же в живой клетке, они используют 

часть готовых веществ на свои нужды. 

Более сорока видов риккетсий непатогенны для человека и жи-

вотных, обитают в членистоногих насекомых; свыше тридцати разно-

видностей обусловливают болезни млекопитающих. 
 

 
 

Рис. 6. Морфология и строение риккетсий (по Здродовскому); 
а - коковидные  формы;  б — палочковидные  формы;  в — бациллярные   

формы;   г — нитевидные формы;  д — дробление нитевидных форм 
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Хламидии 

Хламидии, или гальпровии, относятся к облигатным внутрикле-

точным кокковидным грамотрицательным бактериям. Геном хламидий 

содержит в 4 раза меньше генетической информации, чем геном ки-

шечной палочки. Хламидии размножаются только в живых клетках: их 

рассматривают как энергетических паразитов. По-видимому, у хлами-

дий отсутствует система регенерации АТФ. Вне клеток хламидии 

имеют сферическую форму (0,3 мкм), являясь элементарными тельца-

ми. Внутри клеток они превращаются в делящиеся ретикулярные 

тельца, образуются их скопления-включения. У человека хламидий 

вызывают трахому, орнитоз и др. 

 

 
 

Рис. 7. Хламидии (ЭТ - элементарные тельца; РТ - ретикулятные тельца) 

 

Микоплазмы 

Микоплазмы (Mycoplasma) — мельчайшие микроорганизмы 

размером 100—150 нм, редко 200—700 нм, лишенные стенки и 

оформленного ядра, спор не образуют.  

Из-за отсутствия наружной оболочки микоплазмы полиморфны, 

имеют зернистую, шаровидную, гроздевидную, нитевидную и кольце-

образную формы, проходят через многие бактериальные фильтры (рис. 

9). Химический состав их близок к составу бактерий. Культивируются 

преимущественно в аэробных условиях, на средах, содержащих сыво-

ротку животных. Первичные культуры нуждаются; также в добавле-

нии к средам ДНК и РНК- Некоторые разлагают углеводы, другие нет. 

Дифференцируются по антигенной структуре. 

Насчитывают 35 видов микоплазм. Широко распространены в 

природе. Имеются сапрофитные и патогенные для человека, животных 

и птиц виды. Вызываемая микоплазмами инфекция называется мико-

плазма-инфекция. Наиболее типичные представители — возбудители 

перипневмонии крупного рогатого скота и инфекционной агалактии 

коз и овец. 
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Рис. 8. Микоплазмы 
 

 
 

Рис. 9.   Развитие   микоплазм  на жидкой питательной среде 
(по Klicnberger — Nobel, 1962): 

а — основной структурный  элемент;  

б, в, г, д — стадии образования  разнообразных  клеток 

 

Морфология грибов 

Плесневые грибы.  Грибы — бесхлорофилльные микроорганиз-

мы, обитающие на поверхности различных субстратов. Клетки грибов 

имеют дифференцированное ядро, поэтому их относят к эукариотам. 

Плесневые грибы не требовательны к питательным средам, но большин-

ство из них нуждаются в кислороде воздуха. Они легко выдерживают 

низкие температуры, могут жить и размножаться в холодильных камерах. 

Среди грибов встречаются как сапрофиты, так и паразиты. 

Все грибы делят на высшие и низшие и относят к четырем клас-

сам. Фикомицеты (Phycomycetes) принадлежат к низшим грибам, ас-

комицеты (Ascomycetes), базидиомицеты (Basidiomycetes) и несовер-

шенные (Fungi imperfect Deuteromycetes) — к высшим. 
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Грибы не имеют хлорофилла, поэтому они используют для своего 

питания углерод только из готовых органических соединений, т.е. они 

являются гетеротрофами. Все грибы, кроме примитивных низших и 

некоторых высших (дрожжей), имеют вегетативное тело — мицелий, 

или грибницу, состоящую из тонких ветвящихся гиф. Мицелий может 

быть погруженный (субстратный), развивающийся внутри среды и по-

верхностный (воздушный), развивающийся на поверхности среды. 

У низших грибов он одноклеточный (см. рис. 10а), у высших — 

многоклеточный септированный,  разделенный перегородками или пере-

тяжками (рис. 10б, 10в).  

 

 
 

Рис. 10. Вегетативные формы грибов 

а – одноклеточные; б – с перегородками; в – с перетяжками 
 

Гифы размножаюся разными способами: спорообразованием 

(хламидоспоры, артроспоры, бластоспоры, конидиеспоры) (рис.11), 

половым и бесполым путем (почкованием, распадом гиф, образовани-

ем хламидоспор). 

Мукор – представитель класса фикомицетов. Растет в виде пуши-

стого серого налета. Рост на средах появляется в течении первых суток. 

Аспергилл (леечная плесень) – представитель несовершенных 

грибов. Растет более медленно. Рост появляется на вторые сутки. Ко-

нидии могут быть черного (А. niger) и зеленовато-желтого цвета (А. 

oryzae). 

Пеницилл (кистевик) – представитель несовершенных грибов. 

Образует на среде нежный налет в виде пушка серо-зеленого цвета или 

ярко-зеленого с белым ободком до периферии. Хорошо выраженные 

кисточки появляются на вторые-третьи сутки. 
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Рис.11. Формы спорообразования у грибов: 
1 – алейрии; 2 – артроспоры; 3 – хламидоспоры; 4 – бластоспоры;  

5 – конидии разных типов; 6 – спорангиоспоры 

 
Несовершенные грибы (фузариум). Мицелий белый, розовый 

или желтый. От него отходят короткие ветвящиеся конидиеносцы, на 

концах которых располагаются конидии. Они могут быть серповидные 

с несколькими перегородками (макроконидии) и овальные (микроко-

нидии), чаще без перегородок. Хламидоспоры бывают шаровидными, 

грушевидными; располагаются в виде скоплений или цепочкой. Обра-

зуются в старых конидиеносцах, строме и конидиях. Воздушный ми-

целий хорошо развит. 

Иногда мицелий грибов образует ризоиды — корешкообразные 

выросты, при помощи которых крепится к субстрату и получает пита-

тельные вещества. 

Склероции — сплетения гиф округлой или продолговатой фор-
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мы. Они имеют большие размеры, уплотнены, устойчивы к неблаго-

приятным воздействиям среды, содержат мало воды и много пита-

тельных веществ. У некоторых высших грибов склероции представ-

ляют покоящуюся стадию мицелия. Многие грибы образуют хламидо-

споры — разросты мицелия с утолщенной оболочкой, внутри которых 

содержатся питательные вещества. Они могут быть одно- и многокле-

точными и служат для сохранения вида, так как хорошо переносят не-

благоприятные условия среды. 

Конидиеносцы у монилиевых. Спорангиеносцы заканчиваются 

расширением — спорангием с эндоспорами. При разрыве спорангия 

эндоспоры освобождаются и, попадая в благоприятные условия, дают 

начало новой плесени. На конидиеносцах образуются конидии, или эк-

зоспоры, разной формы: шаровидной, булавовидной, продолговатой и 

др. Конидии могут быть одиночные, когда образуются по одной на каж-

дом ответвлении конидиеносца, и множественные, если образуется не-

сколько. Конидиеносцы бывают простые (неразветвленные) и разветв-

ленные. Разветвленные имеют на конце ветвления верхушечные клетки 

шиловидной или веретеновидной формы, называемые стеригмами. У 

аспергилла стеригмы располагаются на расширении конидиеносца, они 

бывают одно- и двухъярусные. Нижняя клетка стеригм несет несколько 

клеток второго яруса. Возбудитель эрготизма (С. purpurea) проходит 

сложный цикл развития и в конечном итоге, попадая на зерновку злаков, 

формирует токсичные для животных и человека рожки. 

От мицелия отходят плодоносящие тела: спорангиеносцы у му-

коровых и фузариумы широко распространены в природе. Многие из 

них вызывают порчу плодов, овощей. Фузариумы, особенно при низ-

ких температурах, образуют токсины. При поедании животными и 

птицей пораженных растений и зерна наступает отравление. Клиниче-

ски это проявляется нарушением координации движений, поражением 

слизистой ротовой полости, расстройством пищеварения. 

Лучистые грибы (актиномицеты). Это одноклеточные расти-

тельные организмы, совмещающие в себе признаки бактерий и низших 

грибов. Гифы мицелия актиномицетов лучезарно разрастаются по суб-

страту (откуда и название лучистые), что сближает их с грибами. Тол-

щина гиф не превышает толщину бактерий, поэтому их также рас-

сматривают под иммерсионной системой микроскопа. 

Мицелий субстратный и воздушный. Вначале образуется суб-

стратный, а затем воздушный мицелий, придающий колонии бархатистый 

вид. Колонии актиномицетов плотной консистенции, прочно сросшиеся с 

питательной средой, поэтому извлекаются вместе с субстратом. Актино-

мицеты образуют пигмент и бывают окрашены в разные цвета: розовый, 

 

 

 

 



29 

красный, бурый, черный и др. Вид актиномицетов определяют по строе-

нию воздушного мицелия. От мицелия отходят спорангиеносцы со спо-

рами на концах (органы плодоношения). Актиномицеты — аэробы, рас-

тут на крахмально-аммиачном агаре при 30-35°С. 

 

 
 

Рис. 12. Морфология и строение актиномицетов:  

а — общий вид мицелия; б — прорастание спор;  в — строение спороносцев 

 

 
 

Рис. 13. Колонии актиномицетов (по Красильникову) 

 

Дрожжи. Это безмицелиальные одноклеточные почкующиеся 

грибы, принадлежащие к классу аскомицетов. Форма клеток разная, но 

чаще овальная, круглая или лимоноподобная. 

Клетки дрожжей имеют оболочку, цитоплазму и, в отличие от 

прокариотов, оформленное ядро, которое хорошо видно в неокрашен-

ном препарате. Цитоплазма молодых клеток более однородна: с тече-

нием времени появляются вакуоли. Дрожжи крупнее бактериальных 

клеток, их диаметр колеблется от 10 до 15 мкм. Внутри клеток 

дрожжей образуются споры (от 4 до 12), после чего они становятся 

сумками (асками). Различают еще артроспоры, или покоящиеся клетки 

дрожжей. Они отличаются от вегетативных форм наличием двухкон-

турной оболочки, большим количеством запасных питательных ве-

ществ (гликогена, жира) и отсутствием вакуолей. Размножение 

дрожжей происходит почкованием, спорами и половым путем (копу-

ляцией) (рис. 14). 
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Рис. 14. Форма дрожжей, типы образования асков, мицелия и почкования:  

1 — Endomycopsis (аски, мицелий, почкование); 2 — Saccharomyces (аски, почкование);  

3 — Candida (мицелий, почкование); 4 — Torulopsis (почкование) 
 

Контрольные вопросы 

1. Перечислите основные внешние признаки риккетсий.  

2. Перечислите основные внешние признаки микоплазм и хла-

мидий. 

3. Дайте характеристику плесневых грибов. 

4. Дайте характеристику несовершенных грибов. 

5. Дайте характеристику лучистых грибов, дрожжей. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 

ЗАНЯТИЕ 3 

 
СТРОЕНИЕ БАКТЕРИАЛЬНОЙ КЛЕТКИ 

 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомить студентов со строением бактериаль-

ной клетки.  

Формирование: 

Знание:  структурных компонентов бактериальной клетки 

Умение: использовать знания структурных компонентов бакте-

риальной клетки, их функций. 

Владение: знаниями строения бактериальной клетки, структур-

ных компонентов и их функций. 

Материалы и оборудование:  плакаты, презентации.  

Содержание и методика работы 

 

Клетка прокариотических организмов имеет сложное строго 

упорядоченное строение и обладает принципиальными особенностями 

субмикроскопической организации и химического состава. 

Структурные компоненты бактериальной клетки делят на ос-

новные и временные (рис.15). Основные структуры — это клеточная 

стенка, цитоплазматическая мембрана с ее производными, цитоплазма 

с рибосомами и различными включениями, нуклеоид.  

Временные — капсула, слизистый чехол, жгутики, ворсинки, 

эндоспоры, образующиеся лишь на определенных этапах жизненного 

цикла бактерии; у некоторых видов они отсутствуют полностью.  

У прокариотической клетки структуры, расположенные снару-

жи от цитоплазматической мембраны, называют поверхностными 

(клеточная стенка, капсула, жгутики, ворсинки). 

Термин «оболочка» используют для обозначения клеточной 

стенки и капсулы бактерий или только клеточной стенки; цитоплазма-

тическая мембрана не входит в состав оболочки и относится к прото-

пласту. 
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Рис. 15. Схема строения прокариотической клетки: 

1— капсула; 2 — клеточная стенка; 3—цитоплазматическая мембрана; 4 — мезосома;  
5 — рибосомы; 6 — гранулы полифосфата; 7— нуклеоид; 8— цитоплазма; 9— капли серы;  

10 — капли жира; 11— плазмида; 12 — тилакоиды; 13- хроматофоры;  

14— базальное тельце; 15— жгутики; 16—пили 
 

Клеточная стенка. Важный структурный элемент бактериаль-

ной клетки, находится между цитоплазматической мембраной и кап-

сулой; у бескапсульных бактерий — это внешняя оболочка клетки. 

Она имеется у всех прокариот, за исключением микоплазм и L-форм 

бактерий. Выполняет ряд функций: защищает бактерии от осмотиче-

ского шока и других повреждающих факторов, определяет их форму, 

участвует в метаболизме, а у многих видов патогенных бактерий ток-

сична за счет поверхностных антигенов или несет на поверхности спе-

цифические рецепторы для фагов. Клеточная стенка пронизана пора-

ми, через которые происходит транспорт экзотоксинов и других экзо-

белков бактерий. Толщина клеточной стенки 10... 100 нм; она содержит 

от 5 до 50 % сухого вещества клетки. 

Основным компонентом клеточной стенки бактерий является 

пептидогликан, или муреин (от лат. mums — стенка), — опорный по-

лимер сетчатой структуры, образующий ригидный (жесткий) наруж-

ный каркас бактериальной клетки.  

Клеточная стенка грамположительных бактерий плотно приле-

гает к цитоплазматической мембране, массивна, ее толщина составля-

ет 20...100нм. Для нее характерно наличие тейхоевых кислот, которые 

связаны с пептидогликаном и представляют собой полимеры трех-

атомного спирта — глицерина — или пятиатомного спирта — рибита, 

остатки которых соединены фосфодиэфирными связями. Тейхоевые 

кислоты связывают ионы магния и участвуют в транспортировке их в 

клетку. В составе клеточной стенки также присутствуют в небольших 

количествах полисахариды, белки и липиды. 
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Клеточная стенка грамотрицательных бактерий многослойна, 

ее толщина составляет 14... 17 нм. Внутренний слой — пептидогликан, 

образует тонкую (2 нм) непрерывную сетку. Пептидогликан содержит 

только мезодиаминопимелиновую кислоту и не имеет лизина. Внеш-

ний слой клеточной стенки — наружная мембрана — состоит из фос-

фолипидов, липопротеина и белков.  

Структурные компоненты клеточной стенки грамотрицатель-

ных бактерий ограничены от цитоплазматической мембраны и разде-

лены промежутком, называемым периплазмой или периплазматиче-

ским пространством. 

П р о т о п л а с т ы  и с ф е р о п л а с т ы .  Протопласты — 

это формы прокариот, полностью лишенные клеточной стенки, обра-

зуемые обычно грамположительными бактериями. Сферопласты — 

бактерии с частично разрушенной клеточной стенкой с сохранением 

элементов наружной мембраны. Наблюдаются у грамотрицательных 

бактерий и значительно реже — у грамположительных. Образуются в 

результате разрушения пептидогликанового слоя литическими фер-

ментами, например лизоцимом, или блокирования биосинтеза пепти-

догликана пенициллином в среде с соответствующим осмотическим 

давлением. 

Протопласты и сферопласты имеют сферическую или полисфе-

рическую форму и в 3—10 раз крупнее исходных клеток. В обычных 

условиях в результате осмотического лизиса они погибают, а при по-

вышенном осмотическом давлении способны некоторое время пере-

живать, расти и даже делиться. Протопласты при снятии фактора, раз-

рушающего пептидогликан, как правило, отмирают, но могут превра-

щаться в L-формы; сферопласты легко реверсируют в исходные бак-

терии, иногда трансформируются в L-формы или же гибнут. 

L - ф о р м ы    б а к т е р и й  — это фенотипические модифи-

кация, или мутанты, бактерии, частично или полностью утратившие 

способность синтезировать пептидогликан клеточной стенки. Таким 

образом, L-формы — бактерии с дефектной клеточной стенкой. Обра-

зуются при воздействии L-трансформируюших агентов — антибиоти-

ков (пенициллина, полимиксина, бацитрацина, стрептомицина), ами-

нокислот (глицина, метионина, лейцина и др.), фермента лизоцима, 

ультрафиолетового и рентгеновского излучения. В отличие от прото-

пластов и сферопластов L-формы обладают относительно высокой 

жизнеспособностью и выраженной способностью к репродукции. 

Клетки L-форм имеют хорошо развитую систему внутрицитоплазма-

тических мембран и миелиноподобные структуры. Вследствие дефек-

та клеточной стенки они осмотически неустойчивы и их можно куль-
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тивировать только на специальных средах с высоким осмотическим дав-

лением; они проходят через бактериальные фильтры. 

Различают стабильные и нестабильные L-формы бактерий. Ста-

бильные полностью лишены ригидной клеточной стенки, что сближает 

их с протопластами, и крайне редко реверсируют в исходные бактери-

альные формы. Нестабильные могут обладать элементами клеточной 

стенки, в чем они проявляют сходство со сферопластами, в отсутствие 

фактора, вызвавшего их образование, реверсируют в исходные клетки. 

Процесс образования L-форм получил название L-

трансформации, или L-индукции. Способностью к L-трансформации 

обладают практически все виды бактерий, в том числе и патогенные 

(возбудители бруцеллеза, туберкулеза, листерии и др.). 

Цитоплазматическая мембрана и ее производные. Цитоплазмати-

ческая мембрана (плазмолемма) — полупроницаемая липопротеидная 

структура бактериальных клеток, отделяющая цитоплазму от клеточ-

ной стенки. Она является обязательным полифункциональным компо-

нентом клетки и составляет 8...15 % ее сухой массы. Разрушение ци-

топлазматической мембраны приводит к гибели бактериальной клет-

ки. На ультратонких срезах в электронном микроскопе выявлено ее 

трехслойное строение — два ограничивающих осмиофильных слоя 

толщиной 2...3 нм каждый и один осмиофобный центральный слой 

толщиной 4...5 нм. 

Цитоплазматическая мембрана представляет собой белково-

липидный комплекс, состоящий из 50...75 % белков и 15...20% липи-

дов. Цитоплазматическая мембрана играет роль осмотического барье-

ра клетки, контролирует поступление питательных веществ и выход 

продуктов метаболизма наружу; ее субстатспецифические ферменты 

— пермеазы, осуществляют активный избирательный перенос органи-

ческих и неорганических молекул. 

Ферменты цитоплазматической мембраны катализируют ко-

нечные этапы синтеза мембранных липидов, компонентов клеточной 

стенки, капсулы и экзоферментов; на мембране локализованы фермен-

ты окислительного фосфорилирования и ферменты транспорта элек-

тронов, ответственные за синтез энергии. 

В процессе роста клетки цитоплазматическая мембрана образу-

ет многочисленные инвагинаты, формирующие внутрицитоплазмати-

ческие мембраны структуры. Локальные инвагинаты мембраны полу-

чили название мезосом. Они хорошо выражены у грамположительных 

бактерий, хуже — у грамотрицательных и плохо — у риккетсий и ми-

коплазм. 

Установлена связь мезосом с хромосомой бактерии; такие 
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структуры называются нуклеоидосомами. Мезосомы, как и цитоплаз-

матическая мембрана, представляют собой центры дыхательной ак-

тивности бактерий, поэтому их иногда называют аналогами митохон-

дрий. Мезосомы увеличивают рабочую поверхность мембран, воз-

можно, выполняют только структурную функцию, производя разделе-

ние бактериальной клетки на относительно обособленные отсеки, что 

создает более благоприятные условия для протекания ферментатив-

ных процессов. У патогенных бактерий они обеспечивают транспор-

тировку белковых молекул экзотоксинов. 

Цитоплазма. Это содержимое бактериальной клетки, ограни-

ченное цитоплазматической мембраной. Состоит из цитозоля — гомо-

генной фракции, включающей растворимые компоненты, РНК, веще-

ства субстрата, ферменты, продукты метаболизма, и структурных эле-

ментов — рибосом, внутрицитоплазматических мембран, включений и 

нуклеоида. 

Рибосомы — органоиды, осуществляющие биосинтез белка. Со-

стоят из белка и РНК, соединенных в комплекс водородными и гид-

рофобными связями.  

В цитоплазме бактерий присутствуют (непостоянно) различного 

типа включения: твердые, жидкие и газообразные, с белковой мембра-

ной или без нее. Значительная их часть представляет собой запасные 

питательные вещества и продукты клеточного метаболизма. К запас-

ным питательным веществам относятся: полисахариды, липиды, по-

лифосфаты, отложения серы и др. Из включений полисахаридной при-

роды чаще обнаруживают гликоген и крахмалоподобное вещество 

гранулезу, которые служат источником углерода и энергетическим 

материалом. К включениям, окруженным мембраной, также относятся 

газовые вакуоли, или аэросомы, которые встречаются у водных прока-

риот. Они снижают удельную массу клеток. 

Нуклеоид. Ядро у прокариот состоит из одной замкнутой в 

кольцо двухспиральной нити ДНК длиной 1,1...1,6нм, которую рас-

сматривают как одиночную бактериальную хромосому, или генофор. 

Нуклеоид не отделен от остальной части клетки мембраной, т.е. у него 

отсутствует ядерная оболочка. 

В состав структур нуклеоида входят РНК-полимераза, основные 

белки, (гистоны отсутствуют). Хромосома закрепляется на питоплаз-

матической мембране, а у грамположительных бактерий — на мезо-

соме. Нуклеоид не имеет митотического аппарата, и расхождение до-

черних ядер обеспечивает рост цитоплазматической мембраны. 

Бактериальное ядро — дифференцированная структура. В зависи-

мости от стадии развития клетки нуклеоид может быть дискретным (пре-
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рывистым) и состоять из отдельных фрагментов. В нуклеоиде сосредото-

чен основной объем генетической информации бактериальной клетки. 

Кроме нуклеоида в клетках многих бактерий обнаружены вне-

хромосомные генетические элементы — плазмиды, представленные 

небольшими кольцевыми молекулами ДНК, способными к автоном-

ной репликации. 

Капсула. Слизистый слой над клеточной стенкой бактерии. 

Вещество капсулы четко отграничено от окружающей среды. В зави-

симости от толщины слоя и прочности соединения с бактериальной 

клеткой различают видимую макрокапсулу, толщиной 0,2 мкм, в све-

товом микроскопе, и микрокапсулу, толщиной менее 0,2 мкм, обнару-

живаемую лишь при электронной микроскопии или выявляемую хи-

мическими и иммунологическими методами.  

Вещество капсул состоит из высокогидрофильных мицелл, хи-

мический же состав их весьма разнообразен. Основные компоненты 

большинства капсул прокариот — гомо- или гетерополисахариды (эн-

теробактерии и др.).  

Капсула — полифункциональный органоид, выполняющий 

важную биологическую роль. Служит местом локализации капсуль-

ных антигенов, определяющих вирулентность, антигенную специфич-

ность и иммупогенность бактерий. Утрата капсулы у патогенных бак-

терий резко снижает их вирулентность. Капсулы обеспечивают выжи-

вание бактерий, защищая их от механических повреждении, высыха-

ния, токсических веществ, заражения фагами, а у патогенных форм — 

от действия защитных сил макроорганизма: инкапсулированные клет-

ки плохо фагоцитируются. У некоторых видов бактерий, в том числе и 

патогенных, капсула способствует прикреплению клеток к субстрату. 

Жгутики. Органы движения бактерий в виде тонких, длинных, 

нитевидных структур белковой природы. Их длина превышает бакте-

риальную клетку в несколько раз и составляет 10...20 мкм, а у некото-

рых спирилл достигает 80...90 мкм. Нить жгутика (фибрилла) полный 

спиральный цилиндр диаметром 12...20нм. Жгутик состоит из трех 

частей: спиральной нити, крюка и базального тельца. Крюк — изогну-

тый белковый цилиндр, выполняющий функцию гибкого связываю-

щего звена между базальным и жесткой нитью жгутика. Базальное 

тельце—сложная структура, состоящая из центрального стержня (оси) 

и колец.  

Жгутики не жизненно важные структуры бактериальной клет-

ки: существуют фазовые вариации бактерий, когда в одной фазе раз-

вития клетки они имеются, в другой — отсутствуют.  

Количество жгутиков (от 1 до 50 и более) и места их локализа-
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ции у бактерий разных видов неодинаковы, но стабильны для одного 

вида. В зависимости от этого выделяют следующие группы жгутико-

вых бактерий: монотрихи — бактерии с одним полярно расположен-

ным жгутиком, амфитрихи — бактерии с двумя полярно расположен-

ными жгутиками или имеющие по пучку жгутиков на обоих концах; 

лофотрихи —- бактерии, имеющие пучок жгутиков на одном конце 

клетки; перитрихи — бактерии с множеством жгутиков, расположен-

ных по бокам клетки или на всей ее поверхности (рис. 16). Бактерии, 

не имеющие жгутиков, называют атрихиями. 

Будучи органами движения, жгутики типичны для плавающих 

палочковидных и извитых форм бактерий и лишь в единичных случа-

ях встречаются у кокков. Они обеспечивают эффективное перемеще-

ние в жидкой среде и более медленное по поверхности твердых суб-

стратов.  

Бактерии передвигаются беспорядочно, однако они способны к 

направленным формам движения — т а к с и с а м ,  в зависимости от 

внешних стимулов. Реагируя на различные факторы окружающей сре-

ды, бактерии за короткое время локализуются в оптимальной зоне 

обитания. Таксис может быть положительным и отрицательным. Хе-

мотаксис происходит в результате разницы в концентрации химиче-

ских веществ в среде, аэротаксис — сислорода, фототаксис — интен-

сивности освещения, магнитотакис обусловлен способностью микро-

организмов ориентироваться в магнитном поле. 
 

 
 

Рис. 16. Жгутики 

а- монотрихи, б- амфитрихи, в-лофотрихи, г-перитрихи  

 

Пили (фимбрии, ворсинки) — прямые, тонкие, полые белковые 

цилиндры толщиной З...25нм и длиной до 12 мкм, отходящие от по-

верхности бактериальной клетки. Образованы специфическим белком 

— пилином; берут начало от цитоплазматической мембраны, Встре-

чаются у подвижных и неподвижных форм бактерий и видимы только 

в электронном микроскопе. На поверхности клетки может быть от 

1...2, 50...400 пилей до нескольких тысяч. 

Существует два класса пилей: половые (секс-пили) и пили об-
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щето типа, которые чаще называют фимбриями. У одной и той же бак-

терии могут быть пили разной природы. Половые пили на поверхности 

бактерий в процессе конъюгации выполняют функцию органелл, через 

которые происходит передача генетического материала (ДНК) от до-

нора к реципиенту. 

Пили общего типа располагаются перитрихиально (кишечная 

палочка) или на полюсах (псевдомонады); на одной бактерии их может 

быть сотни. Они принимают участие в слипании бактерий в агломера-

ты, прикреплении микробов к различным субстратам, в том числе к 

клеткам (адгезивная функция), в транспорте метаболитов, а также спо-

собствуют образованию пленок на поверхности жидких сред; вызыва-

ют агглютинацию эритроцитов. 

Споры (эндоспоры) бактерий — особое состояние покоящихся 

репродуктивных клеток, характеризующееся резко сниженным уров-

нем метаболизма и высокой резистентностью.  

Бактериальная спора формируется внутри материнской клетки и 

называется эндоспорой. Как правило, внутри бактериальной клетки 

образуется только одна спора. 

Основная функция спор — сохранение бактерий в неблагопри-

ятных условиях окружающей среды. Переход бактерий к спорообразо-

ванию наблюдается при истощении питательного субстрата, недостат-

ке углерода, азота, фосфора, накоплении в среде катионов калия и 

марганца, изменении рН, повышении содержания кислорода и др. 

В световом микроскопе споры видны в виде овальных, иногда 

округлых, сильно преломляющих свет образований размером 0,8...1,0—

1,2...1,5 мкм; они могут располагаться центрально (В. anthracis), 

субтерминально — ближе к концу (С. botulinum), терминально—на 

конце палочек (С. tetani). Строение зрелой споры сложное и однотипное 

у разных видов бактерий. Центральная ее часть представлена сердцеви-

ной, или спороплазмой, содержащей нуклеоид, рибосомы и нечетко вы-

раженные мембраны структуры. Спороплазма окружена цитоплазма-

тической мембраной, к которой прилегает зачаточный пептидогликано-

вый слой, затем специфическим для спор массивным слоем кортекса, 

или коры. Кортекс состоит из мукопептидов, весьма сходных с муко-

пептидами клеточных стенок. В кортексе содержится также диамино-

пимелиновая кислота. Внутренняя плотная часть кортекса, прилегающая 

к мембране сердцевины, при прорастании спор оформляется в клеточ-

ную стенку молодой вегетативной клетки. На поверхности кортекса 

имеется внешняя мембрана. Снаружи спора окружена многослойной 

оболочкой. У многих бактерий по окружности наружного слоя споровой 

оболочки располагается экзоспорум.  
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Контрольные вопросы 

1. Образование протопластов, сферопластов, L-форм. 

2. Цитоплазматическая мембрана и ее производные. 

3. Мезосомы, типы, функции. 

4. Транспортные и другие функции ЦПМ. 

5. Органоиды прокариотной клетки. 

6. Нуклеоид, плазмиды, эписомы. 

7. Механизмы репликации бактериальной хромосомы. 

8. Капсула, химизм, структура, функции. 

9. Жгутики: строение, расположение, движение. 

10. Типы движения у бактерий. 

11. Фимбрии (пили): строение, типы, функции. 

12. Эндоспоры, их биологический смысл, строение, типы, фор-

мирование, прорастание. 
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ЗАНЯТИЕ 4 

 
МЕТОДЫ ПРИГОТОВЛЕНИЯ ПРЕПАРАТОВ  

МИКРООРГАНИЗМОВ. ПРИГОТОВЛЕНИЕ КРАСИТЕЛЕЙ.  

МЕТОДЫ ОКРАШИВАНИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ 

 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомиться с условиями работы с чистыми 

культурами микроорганизмов, научиться готовить фиксированные 

и прижизненные препараты микроорганизмов, с красителями приме-

няемыми в микробиологии и методами окрашивания микроорганизмов 

Формирование: 

Знание: правил приготовления препаратов микроорганизмов, 

красителей наиболее часто используемых в  микробиологической 

практике. 

Умение: приготовить мазки из микробных культур с жидкой 

питательной среды и из жидкого патологического материала, из крови, 

из вязкого материала, из культур с плотных питательных сред, из ор-

ганов и тканей, приготовить «толстую каплю», «раздавленную каплю», 

«висячую каплю», приготовить растворы красителей для окраски мик-

роорганизмов 

Владение: физическими и химическими способами фиксирова-

ния мазков, техникой окраски мазков, простыми и сложными метода-

ми окраски микроорганизмов, окраской спор и капсул. 

Материалы и оборудование: набор красок, спирт ректификат 

96,6%, дистиллированная вода, фильтровальная бумага, предметные 

стекла, бактериологические петли, пинцеты, пробирки с микробными 

взвесями, кусочки органов и тканей, кровь, микроскопы,  набор сухих 

бактериологических красок и их растворов, культуры бактерий на 

МПА и в МПБ, световые микроскопы, обезжиренные предметные 

стекла, фуксин Пфейффера, красящие бумажки по Синеву, раствор 

метиленовой сини, фильтровальная бумага, красители для окраски 

бактерий по методам Грамма и Циля-Нильсена, петли бактериологиче-

ские, 96% этанол, плакаты. 

Содержание и методика работы 
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Приготовление мазков 

Исследуемый материал распределяют тонким слоем по поверх-

ности предметного хорошо обезжиренного стекла. 

Мазки готовят из культур микробов, патологического материала 

(мокрота, гной, моча, кровь и др.) и из органов трупов. Приготовление 

препарата для микроскопии складывается из следующих этапов:  

1. Приготовление мазка на обезжиренном  предметном стекле. 

2. Высушивание препарата. 

3. Фиксация мазка. 

4. Окраска мазка. 

В правильно приготовленном препарате микробные клетки 

должны быть расположены в один слой. 

Техника приготовления мазков определяется характером ис-

следуемого материала. 

1. Приготовление мазков из микробных культур с жидкой пи-

тательной среды и из жидкого патологического материала (моча и 

др.). Маленькую каплю исследуемой жидкости наносят бактериальной 

петлей на предметное стекло и круговыми движениями петли распре-

деляют равномерным слоем в виде кружка диаметром в копеечную 

монету. 

2. Приготовление мазков из крови. На предметное стекло, ближе 

к одному из его концов, наносят каплю крови. Второе - шлифованное - 

стекло, которое должно быть уже предметного, ставят на первое под 

углом 45° и подводят к капле крови до соприкосновения с ней. После 

того как кровь растечется по шлифованному краю, стеклом делают 

скользящее движение справа налево, равномерно распределяя кровь 

тонким слоем по всей поверхности стекла. Толщина мазка зависит от 

величины угла между стеклами: чем острее угол, тем тоньше мазок. 

Правильно приготовленный мазок имеет светло-розовую окраску и 

одинаковую толщину на всем протяжении. 

3. Приготовление толстой капли. На середину предметного 

стекла пастеровской пипеткой наносят каплю крови или прикладыва-

ют стекло непосредственно к капле крови, выступающей из пальца. 

Нанесенную на стекло кровь размазывают бактериальной петлей так, 

чтобы диаметр образующегося мазка соответствовал величине копееч-

ной монеты. Стекло оставляют в горизонтальном положении до под-

сыхания крови. Кровь в “толстой капле” распределяется неравномер-

но, образуя неровный край. 

4. Приготовление мазка из вязкого материала (мокрота, гной). 

Мокроту или гной, нанесенные на предметное стекло ближе к узкому 

краю, накрывают другим предметным стеклом. Стекла слегка придав-
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ливают друг другу. После этого свободные концы стекол захватывают 

1 и 2 пальцами обеих рук и разводят в противоположные стороны так, 

чтобы при движении оба стекла плотно прилегали друг к другу. Полу-

чаются мазки с равномерно распределённым материалом, занимаю-

щим большую часть.  

5. Приготовление мазка из культур с плотных питательных 

сред. На середину чистого, хорошо обезжиренного стекла наносят 

каплю физиологического раствора или дистиллированной воды, в нее 

вносят бактериальную петлю с небольшим количеством исследуемой 

микробной культуры так, чтобы капля жидкости стала слегка мутнова-

той. После этого излишек микробного материала на петле сжигают в 

пламени горелки и приступают к приготовлению мазка по описанному 

выше способу.  

 
 

Рис. 17. Схема приготовления препарата-мазка 

 

6. Приготовление мазков из органов и тканей. Поверхность ор-

гана с целью обеззараживания прижигают накаленными браншами 

пинцета, делают по этому месту надрез и из глубины остроконечными 

ножницами вырезают небольшой кусочек ткани, который помещают 

между двумя предметными стеклами. Далее поступают так же, как при 

приготовлении мазка из гноя и мокроты. Если ткань органа плотная, то 

из глубины разреза делают скальпелем соскоб. Полученный при со-

скабливании материал распределяют тонким слоем по поверхности 

стекла скальпелем пли бактериальной петлей. Для изучения взаимного 

расположения элементов ткани и находящихся в ней микроорганизмов 
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делают мазки-отпечатки. Для этого вырезанный из середины органа 

небольшой кусочек ткани захватывают пинцетом и прикладывают по-

верхностью среза к предметному стеклу несколько раз последователь-

но, получая, таким образом, ряд мазков-отпечатков. 

7. Препарат «раздавленная капля». На чистое предметное стек-

ло наносят из флакона каплю воды. В нее из пробирки вносят петлей 

небольшое количество исследуемой культуры, и осторожно переме-

шивают, не размазывая по стеклу. Культуру, выращенную в жидкой 

среде, наносят на предметное стекло пипеткой.  

Суспензию микроорганизмов накрывают сверху покровным 

стеклом так, чтобы под ним не было пузырьков воздуха, мешающих 

исследованию. Избыток выступившей жидкости удаляют фильтро-

вальной бумагой, прикладывая ее к краям покровного стекла.  

На покровное стекло наносят каплю кедрового масла и препарат 

рассматривают с помощью иммерсионного объектива при опущенном 

конденсоре. Активно движущиеся бактерии проплывают через все по-

ле зрения, меняют направления, совершают вращательные и круговые 

движения. 

 

 
 

 

Рис.  18. Исследование микробов на подвижность 

а - стекло с луночкой; б - «висячая капля» 

 

8. Препарат «висячая капля». Для приготовления такого препа-

рата требуются специальное предметное стекло с лункой посередине 

и обычное покровное стекло. Края лунки предметного стекла смазы-

вают вазелином. Небольшую каплю бульонной культуры микроорга-

низмов (суспензию) наносят на середину покровного стекла. Предмет-

ное стекло переворачивают лункой вниз и опускают ее на покровное 

стекло таким образом, чтобы находящаяся на нем капля суспензии 

приходилась на центр лунки. 
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Предметное стекло слегка прижимают к покровному, и стекла 

склеиваются. Препарат приподнимают и быстро переворачивают по-

кровным стеклом кверху. Получается герметическая камера, в которой 

капля долго не высыхает. В правильно подготовленном препарате кап-

ля должна свободно свисать с покровного стекла и не соприкасаться с 

дном или краями лунки.  

На покровное стекло наносят каплю иммерсионного масла 

и рассматривают с объективом 90х в затемненном поле зрения (при 

суженной диафрагме и опущенном конденсоре).  

Высушивание и фиксирование мазков. Приготовленный на 

предметном стекле мазок высушивают и после высыхания фиксируют. 

При фиксировании мазок закрепляется на поверхности предметного 

стекла, и поэтому при последующей окраске препарата микробные 

клетки не смываются. Кроме того, убитые микробные клетки окраши-

ваются лучше, чем живые. Различают физический способ фиксации, в 

основу которого положено воздействие высокой температуры на мик-

робную клетку, и химические способы, предусматривающие примене-

ние средств, вызывающих коагуляцию белков 

Физический способ фиксации. Предметное стекло с препара-

том берут пинцетом или 1 и II пальцами правой руки за ребра мазком 

кверху и плавным движением проводят 2—3 раза над верхней частью 

пламени горелки. Весь процесс фиксации должен занимать не более 2 

с. Надежность фиксации проверяют следующим простым приемом: 

свободную от мазка поверхность предметного стекла прикладывают к 

тыльной поверхности левой кисти. При правильном фиксировании 

мазка стекло должно быть горячим, но не вызывать ощущения ожога. 

Химический способ фиксации. Для фиксации мазков применя-

ют химические вещества такие как: Безводный метиловый спирт. Эти-

ловый (винный) спирт 96%. Жидкость Никифорова (смесь спирта и 

наркозного эфира в соотношении 1:1). Жидкость Карнуа (спирта 96% 

60 мл, хлороформа 30 мл, уксусной кислоты ледяной 10 мл) 

Предметное стекло с высушенным мазком погружают в склянку 

с фиксирующим веществом и затем высушивают на воздухе. 

Техника окраски мазков. Для окраски мазков пользуются рас-

творами красок или красящей бумагой, что предложено А.И. Синевым. 

Простота приготовления, удобство применения, а также возможность 

хранения красящих бумаг в течение долгого времени явились основани-

ем для широкого их использования при различных способах окраски. 
 

Приготовление красителей 

Наиболее часто в микробиологической практике используются 

следующие анилиновые краски: фуксин (основной), метиловый крас-
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ный, нейтральный красный — в растворе имеют красный цвет; карбо-

ловый кристаллвиолет, метилвиолет, генцианвиолет, готовая жидкая 

краска Гимза (азур-эозин) фиолетового цвета; метиленовая синь, брил-

лиантовая и малахитовая зелень. 

Из сухих кристаллических или порошкообразных красителей 

готовят водные или спиртовые растворы красок. Последние обычно 

готовят впрок, так как они хорошо сохраняются в темноте (посуда из 

темного стекла, темное помещение). Для усиления действия красящих 

растворов на микробную клетку используют различные протравители, 

которые добавляют в раствор красителя (фенол, едкий калий) или ими 

обрабатывают препарат перед окрашиванием (слабые растворы соля-

ной, серной или хромовой кислот). Также с целью протравливания 

препарат с налитой на него краской прогревают или заливают предва-

рительно подогретым раствором краски. Краски, нестойкие в растворе, 

не сохраняющиеся длительное время, готовят только непосредственно 

перед употреблением в виде 1-2% -ного раствора. 

Спиртоводвые растворы. Карболовый фуксин (фуксин Циля). 

Кристаллы основного фуксина предварительно растворяют в 96% -ном 

этиловом спирте. Сначала готовят насыщенный спиртовой раствор (на 

5-10 г краски 100 мл спирта). Для лучшего и более быстрого растворе-

ния кристаллы краски предварительно растирают в фарфоровой ступке 

в небольшом количестве спирта с добавлением нескольких капель 

глицерина. Чисто спиртовой раствор для окраски непригоден, поэтому 

готовят спирто-водный раствор: к 10-20 мл насыщенного спиртового 

раствора фуксина добавляют 100 мл дистиллированной воды с 5% фе-

нола (протрава). Полученный раствор фуксина фильтруют через филь-

тровальную бумагу. В ряде случаев фуксин Циля перед использовани-

ем разбавляют еще раз дистиллированной водой (1:10) и получают его 

рабочий раствор (фуксин Пфейффера). 

Карболовый кристаллвиолет, метилвиолет, генцианвиолет. 

Первые два красителя в растворе очень быстро выпадают в осадок и 

при окрашивании могут исказить микроскопическую картину. Чаще 

используют генцианвиолет, который получают смешением метил- и 

кристаллвиолета с добавлением декстрина; он дает более ровное 

окрашивание. Для приготовления спирто-водного раствора 1 г сухого 

генцианвиолета растворяют в 10 мл спирта, растирая в ступке с глице-

рином и кристалликами фенола (2%), затем добавляют дистиллиро-

ванную воду. Чтобы избежать образования осадка при хранении рас-

твора, листы фильтровальной бумаги пропитывают насыщенным 

спиртовым раствором краски, высушивают их на воздухе, нарезают 

мелкими полосками или квадратиками и сохраняют в темной банке с 
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притертой пробкой. 

При окраске препарата на него накладывают высушенную по-

лоску с генцианвиолетом, сверху наливают несколько капель воды, 

выдерживая 2-3 мин. 

Раствор метиленовой сини (щелочная синь Леффлера). Для 

приготовления раствора 3 г краски настаивают длительное время (3-4 

мес.) в 100 мл 96% -ного спирта, затем 30 мл насыщенного раствора 

разбавляют в 100 мл дистиллированной воды, содержащей 1 мл 1%-

ного раствора едкого калия (протрава). Фильтруют. 

Водные растворы. 2%-ный сафранин: 2 г сухого красителя зали-

вают 100 мл горячей дистиллированной воды, фильтруют через бу-

мажный фильтр и сразу используют свежий раствор для окрашивания. 

1%-ный раствор малахитовой зелени: 1 г кристаллической 

краски растворяют в 100 мл горячей дистиллированной воды, филь-

труют ее, остужают и используют для окрашивания. 

Готовую жидкую краску азур-эозин (краска Гимза) применяют 

при специальных методах окрашивания бактерийных препаратов. Пе-

ред употреблением ее необходимо разбавить дистиллированной водой 

(1:10), но при этом сразу образуется осадок. Чтобы последний не влиял 

на препарат, окрашивание проводят, по рекомендации Романовского, 

следующим образом: на дно чашки Петри кладут стеклянные палочки 

или спички с обломанными головками, на них помещают препарат 

мазком вниз, раствор краски подливают под препарат (метод Романов-

ского-Гимза). 

 

Методы окрашивания микроорганизмов 

Простой метод окраски. При данном методе используют толь-

ко один краситель. На фиксированный препарат. Помещенный на мо-

стике над сливной чашкой, наливают раствор метиленовой сини 

(окрашивают 4-5 мин), либо карболовый фуксин Пфейффера (1-2 мин), 

либо карболовый генцианвиолет (1-2 мин). Краску смывают водой из 

бутыли, препарат высушивают фильтровальной бумагой и наносят 

каплю иммерсионного масла. Готовый препарат помещают на пред-

метный столик и микроскопируют. 

Сложные (дифференцирующие) методы окраски. Они отли-

чаются от простых методов тем, что препарат окрашивают нескольки-

ми красками, а в отдельных случаях используют еще специальные ре-

активы (раствор Люголя, кислоты и др.). Сложные методы позволяют 

выявить наличие (или отсутствие) отдельных структурных элементов 

и некоторых органических соединений клетки, чем и определяют 

тинкториальные свойства каждого вида микроба. 
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Метод окраски по Граму. Фиксированный препарат окрашива-

ют карболовым генцианвиолетом в течение 2-3 мин. Не смывая водой, 

краску сливают и на 2-3 мин на препарат наносят раствор Люголя (йо-

да кристаллического — 1 г; йодистого калия как растворителя йода — 

2 г; дистиллированной воды — 300 мл). Раствор Люголя сливают; пре-

парат, не промывая водой, обрабатывают 96% -ным спиртом в течение 

30 с, затем хорошо промывают водой. После этого препарат дополни-

тельно окрашивают рабочим раствором фуксина (до 1 мин), вновь 

промывают водой, сушат фильтровальной бумагой и микроскопируют. 

При окраске по Граму одни виды бактерий не обесцвечиваются 

спиртом после первичного окрашивания и сохраняют фиолетовый цвет; 

их называют грамположительными. Другие виды обесцвечиваются 

спиртом, а затем воспринимают дополнительную окраску фуксином и 

приобретают розово-красный цвет; их называют грамотрицательными. 

Окрашивание по Граму обусловлено структурными особенностями кле-

точной стенки у грамположительных и грамотрицательных групп мик-

робов, длиной и формой ее пор, неодинаковым химическим составом и 

строением пептидогликанового слоя клеточной стенки микроорганиз-

мов. Генцианвиолет (или кристаллвиолет) и нуклеиновые кислоты ци-

топлазмы в присутствии йода (раствор Люголя) образуют прочный ком-

плекс, нерастворимый в воде и слаборастворимый в спирте. Поэтому 

при действии спиртом в течение 30 с бактерии с многослойным пепти-

догликановым каркасом (грамположительные) не обесцвечиваются. У 

грамотрицательных бактерий пептидогликановый слой имеет более 

крупные поры, что облегчает прохождение спирта; образовавшийся 

комплекс разрушается, клетка обесцвечивается. 

Методы окраски кислото-, спирто-, щелочеустойчивых бакте-

рий. Микробы данной группы (микобактерии туберкулеза, паратубер-

кулезного энтерита крупного рогатого скота, проказы человека и др.) 

принадлежат к грамположительным бактериям. Для их дифференциа-

ции применяют специальные методы окрашивания, основанные на 

различной химической структуре цитоплазмы и клеточной оболочки. 

В состав этих бактерий входит значительное количество жиро-

восковых веществ, в частности стеариновых кислот (в том числе фтио-

новой кислоты до 40%), поэтому они трудно воспринимают краски. Но 

если они окрасились при воздействии протравителя, то трудно уже 

обесцвечиваются кислотами, спиртами и щелочами. 

Наиболее распространенным методом окраски бактерий данной 

группы является метод Циля-Нильсена. На фиксированный препарат 

кладут кусок белой фильтровальной бумаги (для предохранения от 

осадка), на него наливают раствор карболового фуксина, снизу препа-
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рат подогревают над пламенем до появления паров и оставляют на 

«мостике» (5-7 мин). Затем краску с бумажкой сливают (не промывая) 

и обесцвечивают 3-5% -ным раствором серной кислоты (5-7 с), хорошо 

промывают водой и дополнительно окрашивают метиленовой синью 

Леффлера (4-5 мин). Далее препарат промывают водой и высушивают 

фильтровальной бумагой. Кислотоустойчивые (спирто-, щелочеустой-

чивые) бактерии окрашиваются в красный цвет (не обесцвечиваются 

кислотой), а некислотоустойчивые — в синий, так как легко окрасив-

шись фуксином, они легко обесцвечиваются кислотой и воспринимают 

вторичную окраску синью. 

Методы окраски непостоянных элементов микробной клетки. 

В структуре микробной клетки различают постоянные и непостоянные 

элементы. Постоянные — это цитоплазма, оболочка, ядерное веще-

ство; непостоянные — спора, капсула, жгутики, которые при опреде-

ленных условиях формируются лишь у бактерий отдельных видов, 

поэтому служат видовым признаком. 

Окраска спор. Палочковидные микробы, образующие во внеш-

ней среде (почве, воде, кормах, на питательных средах) стойкую фор-

му существования — спору, называют бациллами. При спорообразо-

вании в клетке происходят процессы, обусловливающие сгущение ци-

топлазмы, уменьшение свободной воды (до 40%). Цитоплазматическое 

содержимое покрывается многослойными оболочками, химический 

состав которых обеспечивает высокую стойкость споры к нагреванию, 

высушиванию, действию многих кислот, щелочей, красителей. При 

законченном спорообразовании спора лежит свободно, без остатков 

вегетативной клетки; при незаконченном процессе спора, в зависимо-

сти от вида микроба, располагается либо в центре клетки, либо на кон-

це (терминально), либо между концом и центром клетки (субтерми-

нально). При микроскопировании препаратов, окрашенных простым 

методом или по Граму, видна окрашенная вегетативная часть клетки и 

неокрашенные, хорошо преломляющие свет споры. 

Метод Ауески. Высушенный на воздухе препарат, не фиксируя, 

протравливают 0,5% -ной соляной кислотой с подогреванием (2-3 

мин), охлаждают, промывают водой и фиксируют над пламенем. Затем 

на препарат кладут кусочек фильтровальной бумаги, наливают на него 

карболовый фуксин Циля, окрашивают с подогреванием до паров (7-8 

мин), краску сливают, препарат обрабатывают 5% -ным раствором 

серной кислоты (5-7 с), хорошо промывают водой. Дополнительно 

окрашивают метиленовой синью (4-5 мин), опять промывают водой и 

просушивают фильтровальной бумагой. Микроскопируют под иммер-

сией: вегетативная часть клетки — синяя, споры — красные. 
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Метод Меллера. Фиксированный на пламени препарат протрав-

ливают 5% -ной хромовой кислотой (2-3 мин), промывают водой, про-

сушивают фильтровальной бумагой. Далее поступают, как в предыду-

щем методе. Результат окраски тот же: вегетативная часть клетки — 

синяя, споры — красные. 

Метод Златогорова. Процесс окраски, как в предыдущих двух 

методах, только без протравы. После окрашивания вегетативная часть 

клетки — синяя, споры — красные. 

Метод Пешкова. Мазок фиксируют, красят метиленовой синью 

с подогреванием до кипения, смывают. Докрашивают 1%-ным водным 

раствором нейтральрота (10 с), смывают, просушивают. Споры окра-

шиваются в синий цвет, вегетативные клетки — в красный. 

Окраска капсул. Капсула — производное наружного слоя обо-

лочки. Представляет собой муциноподобное вещество, высокомолеку-

лярный полисахарид. У патогенных капсулообразуюших бактерий 

наличие капсулы наблюдают только в инфицированном организме как 

защитное приспособление против фагоцитоза (на искусственных пита-

тельных средах капсулы образуются лишь при добавлении кровяной 

сыворотки или дефибринированной крови). Капсулообразование отме-

чают у возбудителей сибирской язвы, злокачественного отека, дипло-

кокковой септицемии. Капсульное вещество плохо окрашивается, по-

этому для его выявления применяют специальные методы окраски, 

основанные на явлении метахромазии. 

Метод Михина. Фиксированный мазок из крови или препарат 

отпечаток из ткани органа (печени, селезенки, почки) окрашивают ме-

тиленовой синью с подогреванием до появления паров (5-7 мин). 

Краску сливают, быстро промывают водой (можно не промывать), 

просушивают фильтровальной бумагой. Микробная клетка окрашива-

ется в синий цвет, капсула  - в светло-розовый. 

Метод Романовского-Гимза. Фиксированный препарат окраши-

вают, как было указано выше: мазок-препарат помещают в чашку Пет-

ри на стеклянные или деревянные палочки отпечатком вниз, под пре-

парат подливают краску, окрашивают 40-50 мин. Результат тот же, что 

и при окраске по Михину: микробная клетка окрашивается в синий 

цвет, капсула — в светло-розовый. 

Метод Ольта. Свежий водный 2% -ный раствор сафранина 

наливают на препарат и выдерживают 5-7 мин. Затем слегка промыва-

ют водой и высушивают. Вегетативная клетка — кирпично-красного 

цвета, капсула — желто-оранжевого. 
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Контрольные вопросы 

1. Какие условия необходимо соблюдать при взятии культуры 

для мазка? 

2. Какие препараты применяются в микробиологии для изуче-

ния морфологии микроорганизмов? 

3. Каковы цели фиксации мазка? 

4. Как готовят прижизненные препараты микроорганизмов? 

5. Основные краски, предназначаемые для окраски мазков. 

6. Назначение и способы простого метода окрашивания. 

7. Значение сложных методов окраски микробов при бактерио-

логическом исследовании с использованием микроскопии. 

8. Сущность, техника и практическое значение окраски по Грамму. 

9. Методы окраски для выявления кислотоустойчивых бактерий 

и спор. 

10. Значение и сущность окраски по Романовскому-Гимза. 

11. Методы выявления капсул у капсулообразующих бацилл. 

12. На чем основаны методы окраски капсул? 

13. В чем суть окраски по Гинсу-Бурри? 
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ЗАНЯТИЕ 5 
 

ПИТАТЕЛЬНЫЕ СРЕДЫ. ТЕХНИКА ПОСЕВА МИКРОБОВ.  

КУЛЬТИВИРОВАНИЕ И РОСТ МИКРООРГАНИЗМОВ 

 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомить студентов с рецептами и методика-

ми приготовления питательных сред, с методами культивирования 

микроорганизмов. Освоить технику посева микроорганизмов на плот-

ные и жидкие питательные среды.  

Формирование:  

Знание: требований, предъявляемых к питательным средам, 

классификацию питательных сред, методов культивирования микроор-

ганизмов и фаз роста микроорганизмов.  

Умение: приготовить питательные среды, применять методы 

культивирования. 

Владение: техникой посевов микроорганизмов на питательные 

среды, методами культивирования микроорганизмов. 

Материалы и оборудование:  колбы, воронки, марля, гигроско-

пическая вата, пробирки с ватными пробками, градуированные пипет-

ки различной емкости, электроплитка, набор полуфабрикатов пита-

тельных сред, весы, чашки Петри, пробирки, бактериологические пет-

ли, стеклянные шпатели, анаэростат, эксикатор, термостат, стерильные 

пипетки Пастера, шпатели, бактериологические петли, питательные 

среды, плакаты,  презентации. 

Содержание и методика работы 

 

Требования, предъявляемые к питательным средам 

1.  В среде должны быть все необходимые для роста и развития 

химические элементы; 

2.  Среда должна быть сбалансирована по химическому соста-

ву. Это значит, что соотношение химических элементов питательной 

среды и главным образом соотношение органогенных элементов - С:N 

должно примерно соответствовать этому соотношению в клетке; 

3.  Среды должны иметь достаточную влажность, обеспечи-

вающую возможность диффузии питательных веществ в клетку. Для 
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грибов эта влажность обеспечивается содержанием влаги в субстрате 

не менее 12 %, для бактерий – не менее 20 %. 

4.  Среда должна иметь определенное значение рН среды. Среди 

микроорганизмов различают  ацидофилы (кислотолюбивые микроорга-

низмы), алкалофилы (щелочелюбивые микроорганизмы) и нейтрофилы 

(лучше всего растут в нейтральной среде с рН около 7,0). К ацидофилам 

относятся грибы и дрожжи. Большинство бактерий – нейтрофилы, для 

которых активная кислотность среды около 4 ед. рН является губитель-

ной. Следует помнить, что при стерилизации среды и в процессе куль-

тивирования микроорганизмов, кислотность среды может сильно изме-

няться. Во избежание изменения рН в среду добавляют буферные си-

стемы (например: фосфатный буфер), СаСО3 (для нейтрализации обра-

зующихся в результате культивирования органических кислот), веще-

ства органической природы, обладающие буферными свойствами 

(например: аминокислоты, полипептиды, белки) и др.; 

5.  Среды должны быть изотоничными для микробной клетки, 

т.е. осмотическое давление в среде должно быть таким же, как внутри 

клетки. 

6.  Среды должны обладать определенным окислительно-

восстановительным потенциалом (rh2), определяющим насыщение ее 

кислородом. По шкале от 0 до 41 этим индексом можно обозначить 

любую степень аэробности: насыщенный кислородом раствор обозна-

чают rh2=41, насыщенный водородом  rh2=0. Облигатные анаэробы 

размножаются при rh2 не выше 5, аэробы – не ниже 10. 

7.  Среды должны быть стерильными, что обеспечивает рост 

чистых культур микроорганизмов. 

 

Классификация питательных сред 

По составу различают синтетические и натуральные питатель-

ные среды. 

Синтетические среды представляют собой водные растворы 

определенных химически чистых соединений в установленных дози-

ровках, т. е. их состав полностью известен. Однако лишь для немно-

гих, не требовательных к питанию микроорганизмов, используют син-

тетические питательные среды.  

Натуральные или естественные среды состоят из продуктов 

растительного или животного происхождения и имеют сложный не-

определенный химический состав. К ним относятся мясопептонный 

бульон (МПБ)  и мясопептонный агар (МПА), солодовое сусло и сус-

ло-агар, обезжиренное или гидролизованное молоко, отвары различ-

ных овощей и т.д. 
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По целевому назначения питательные среды делят на основные, 

элективные и дифференциально-диагностические. 

Основными являются среды, которые применяют для выращи-

вания многих бактерий. Это МПБ, триптические гидролизаты мясных, 

рыбных продуктов, казеина. Такие среды служат основой для приго-

товления сложных питательных сред   

Элективные среды предназначены для избирательного выделе-

ния и накопления микроорганизмов определенного вида (или опреде-

ленной группы) из объектов, содержащих разнообразную микрофлору. 

Сопутствующие микроорганизмы или совсем не растут на таких сре-

дах, или развитие их сильно подавлено. Разработка элективных сред 

основана на биологических особенностях, отличающих данные микро-

организмы от многих других. 

Дифференциально-диагностические среды позволяют по воз-

можности быстро установить и отличить (дифференцировать) одни ви-

ды или группы микроорганизмов от других. Их состав подбирается с 

таким расчетом, чтобы он позволил четко выявить наиболее характер-

ные свойства данного вида. Часто это достигается введением в среды 

специальных красителей-индикаторов, которые окрашивают колонии 

выявляемых микроорганизмов в определенный цвет. В частности,  для 

культивирования бактерий группы кишечной палочки используют диф-

ференциально-диагностические среды Эндо,  Плоскирева, Левина и др.  

По физическому состоянию среды разделяют на жидкие, полу-

жидкие, плотные, сухие. 

Жидкие среды (бульоны) используют для накопления биомассы 

микроорганизмов или продуктов их метаболизма, а также для выявле-

ния физиолого-биохимических особенностей микроорганизмов. 

Полужидкие среды содержат от 0,08 до 0,7 % агара. 

Плотные среды готовят из жидких путем добавления к ним же-

лирующих веществ – желатина или агара (1,5–2,0 %). Оба эти веще-

ства при растворении в горячей воде образуют коллоидный раствор, 

дающий при охлаждении плотный студень (гель). Студнеобразные 

среды можно вновь расплавлять нагреванием. Плотные среды исполь-

зуют для выделения чистых культур микроорганизмов, в диагностиче-

ских целях (описание выросших на среде колоний), для количествен-

ного учета микроорганизмов, определения антагонистической, протео-

литической активности и т.д. 

Сухие питательные среды, выпускаемые специальными пред-

приятиями, используют в микробиологических целях путем добавле-

ния в них воды с последующей стерилизацией.  
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Техника посевов микроорганизмов на питательные среды 

Для работы с микроорганизмами используют специальные бак-

териологические петли, иглы, шпатели, пипетки. Посевы всегда про-

водят около пламени горелки. Около работающего с чистой культурой 

нельзя делать резких движений, ходить, кашлять и т.п., так как движе-

ние воздуха увеличивает опасность попадания посторонних микроор-

ганизмов в пробирку с культурой. Поэтому посевы и пересевы микро-

организмов рекомендуется проводить в боксе. 

 
 

Рис. 19. Правила разливания питательной среды в чашки Петри 
 

Посев в жидкую питательную среду. Посев производят петлей 

или градуированной пипеткой. Посевной материал бактериологиче-

ской петлей осторожно вносят в пробирку и легко встряхивают 

в верхнем слое питательной среды или растирают по стенке, смывая 

его жидкой средой. 

Стерильную пипетку фламбируют (обжигают) в пламени горел-

ки, опускают в пробирку с культурой, отбирают определенное количе-

ство материала и переносят его в пробирку со свежей питательной 

средой, выпуская жидкость по стенке пробирки, или вносят пипетку 

вглубь среды и выдувают содержащийся в ней материал.  

Посев штрихом в пробирку со скошенным агаром. Пробирку 

с культурой и пробирку со скошенным питательным агаром берут 

в левую руку и держат в наклонном положении. В правую руку берут 

бактериологическую иглу и прокаливают ее в пламени спиртовки до 

покраснения, затем проносят сквозь пламя иглодержатель. Мизинцем 

правой руки вынимают пробки из обеих пробирок, обжигают края 

пробирок. Петлю вводят в пробирку с культурой, охлаждают ее о края 

пробирки и осторожно снимают небольшое количество микробной 

культуры. Петлю с посевным материалом быстро переносят в пробир-

ку со стерильной средой и опускают почти до дна, где скапливается 

небольшое количество конденсационной влаги. Слегка касаясь агара, 

проводят зигзагообразную линию, при этом петлю не отрывают от 

поверхности питательной среды. После посева петлю вынимают из 

пробирки и обжигают вместе с остатками посевного материала.  
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Затем обжигают края пробирок и внутренние концы пробок, по-

сле чего пробирки закрывают. На наружной поверхности пробирки 

пишут дату посева и наименование культуры. 

 

 
 
 

Рис. 20.  Посев микроорганизмов «штрихом» на скошенный агар 

 
 

Посев уколом. Профламбированной бактериологической иглой 

берут исследуемую культуру. Пробирку со столбиком питательной 

среды берут в правую руку, переворачивают вверх дном, вынимают из 

нее пробку, прижимая ее мизинцем к ладони. Подняв пробирку 

на уровень глаз, в центре столбика прокалывают плотную среду иглой 

снизу вверх на всю глубину. Затем иглу извлекают и обжигают вместе 

с остатками посевного материала, пробирку закрывают пробкой, под-

писывают и помещают в термостат для выращивания. 

 

 

 
 

Рис. 21. Посев уколом на плотную питательную среду 
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Рис.22.   Пересев культуры микроорганизмов в пробирки 
 

Посев на поверхность среды в чашку Петри. В чашки Петри 

заливают расплавленный агар, дают ему застыть и подсушивают в 

термостате. Посев проводят бактериологической петлей или шпателем 

Дригальского (стеклянная палочка, согнутая в виде треугольника). При 

использовании петли посев осуществляют штриховым методом. 

Крышку чашки Петри слегка приоткрывают настолько, чтобы в обра-

зующуюся щель проходила петля. Петлю кладут плашмя на питатель-

ную среду, чтобы не поцарапать ее, и наносят микробную культуру 

зигзагообразными движениями (штрихом) по всей поверхности агара, 

не отрывая от среды, что дает возможность получить изолированные 

колонии.  

 

 
Рис. 23.  Посев на плотную питательную среду в чашки Петри 
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Посевы «газоном» производят шпателем. Для этого, приоткрыв 

левой рукой крышку чашки Петри, петлей или пипеткой наносят по-

севной материал на поверхность питательного агара. Затем проводят 

шпатель сквозь пламя горелки, остужают его о внутреннюю сторону 

крышки и растирают материал по всей поверхности среды. После по-

сева шпатель вынимают и обжигают вместе с остатками посевного 

материала. После инкубации посевов в чашке появляется равномерный 

газон выросшей культуры. 

 
 

Рис. 24. Посев на агар в чашки Петри шпателем Дригальского 

 

Глубинный посев в чашку Петри. Определенное количество 

подготовленного к посеву исследуемого материала (1,0
 
 или 0,1 см

3
) 

вносят пипеткой в пустую чашку Петри. Из пробирки или колбы 

с расплавленной и остуженной до 45 °С питательной средой вынимают 

пробку, обжигают края в пламени горелки и, слегка приоткрыв крыш-

ку, выливают на дно чашки. 

Пробирки и чашки с посевами помещают в термостат с темпе-

ратурой, оптимальной для конкретного микроорганизма. Как правило, 

мезофильные бактерии выращивают при температуре 37±1 °С, термо-

фильные бактерии – при 40–55 °С, дрожжи и плесени – при 30±1 °С. 

 

Культивирование и рост микроорганизмов 

Выращивание микроорганизмов на питательных средах называ-

ется культивированием, а развившиеся в таких средах микроорганиз-

мы – культурой. При культивировании происходит рост культуры – 

физиологический процесс, в результате которого увеличивается био-

масса – масса клеточного вещества данного микроорганизма. 

Чистой культурой микроорганизма называют культуру, которая 

представлена потомством одной клетки. Естественным путем полу-

чить чистую культуру почти невозможно, поэтому ее получают искус-

ственно. Для выделения чистой культуры используют плотные пита-

тельные среды, на которых каждая клетка вырастает в виде изолиро-

ванной колонии – популяции микроорганизмов одного вида. 



58 

Перед выделением чистой культуры из какого-либо пищевого 

продукта или природного субстрата (например: почвы, воды), в кото-

ром данный микроорганизм находится в небольших количествах, вна-

чале получают накопительные культуры, проводя культивирование в 

элективных условиях. 

Накопительные культуры состоят преимущественно из клеток 

микроорганизмов одного вида. Элективные (накопительные) условия – 

условия, способствующие развитию одной культуры и ограничиваю-

щие развитие сопутствующих микроорганизмов. Создать накопитель-

ные условия можно путем использования накопительных сред. Приме-

ром элективных условий может быть повышенная температура (для 

выделения термоустойчивых форм бактерий), повышенная кислот-

ность, повышенная концентрация соли и т.д. 

Инкубация – культивирование микроорганизмов при опреде-

ленной температуре. 

Хранят чистые культуры обычно на плотных питательных сре-

дах в пробирках. При этом постоянно необходимо делать пересевы на 

свежую питательную среду. 

К другим способам хранения чистых культур относятся сохра-

нение их на накопительной среде под слоем вазелинового масла и хра-

нение в лиофилизованном состоянии (сушка под вакуумом заморо-

женных клеток микроорганизмов). 

В пищевой промышленности применяют чистые культуры 

дрожжей, молочнокислых, уксуснокислых, пропионовокислых бакте-

рий, обладающих ценными свойствами для производства. В последнее 

время находят успешное применение многокомпонентные чистые 

культуры, состоящие из двух и более видов микроорганизмов. 

Работа по получению и поддержанию чистых культур промыш-

ленных микроорганизмов осуществляется в научно-исследовательских 

лабораториях. Там они выделяются из различных субстратов, изуча-

ются, и наиболее продуктивные, пригодные для производства, хранят-

ся в коллекции музея чистых культур, откуда рассылаются отраслевы-

ми научно-исследовательскими институтами на предприятия. В завод-

ской лаборатории микробиолог подготавливает культуру для произ-

водственного цикла, проверяет ее биологическую чистоту, активность. 

Способ культивирования зависит от конечной цели культивиро-

вания (целью является либо накопление биомассы, либо получение 

определенного продукта жизнедеятельности – метаболита). 

Поверхностное культивирование заключается в выращивании 

аэробных микроорганизмов на поверхности жидких и сыпучих пита-

тельных сред. При этом микроорганизмы получают кислород непо-
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средственно из воздуха.  При  поверхностном  культивировании  на 

жидких средах микроорганизмы растут в виде пленок. Осуществляется 

поверхностное культивирование в специальных ваннах – кюветах. 

Глубинное культивирование проводится на жидких питательных 

средах, в которых микроорганизмы развиваются во всем объеме пита-

тельной среды. Сочетание питательной среды и растущих в ней мик-

роорганизмов называют культуральной жидкостью. Осуществляется 

глубинное культивирование в специальных аппаратах – ферментато-

рах, снабженных мешалками и системой подвода стерильного воздуха 

для обеспечения роста аэробных микроорганизмов. Аэрирование – 

продувание стерильного воздуха через культуральную жидкость. 

При периодическом культивировании весь объем питательной 

среды засевают чистой культурой, которую выращивают в оптималь-

ных условиях определенный период времени до накопления нужного 

количества целевого продукта. Следует отметить, что, так как культи-

вирование ведется на невозобновляемой питательной среде (в стацио-

нарных условиях), то клетки все время находятся в меняющихся усло-

виях. Таким образом, периодическую систему можно рассматривать 

как замкнутую систему. 

При непрерывном культивировании культура находится в спе-

циальном аппарате, куда постоянно притекает питательная среда и 

откуда с такой же скоростью отводится культуральная жидкость. Для 

микроорганизма создаются неизменные условия среды, поэтому не-

прерывную систему можно рассматривать как открытую систему. 

Поверхностное культивирование может быть только периодиче-

ским, в то время как глубинное культивирование может осуществлять-

ся и периодическим, и непрерывным способом. 

При периодическом способе культивирования популяция мик-

роорганизмов проходит 7 стадий (фаз) роста (рис. 25).  

1. Лагфаза. В этот период культура адаптируется к новой среде 

обитания. Активизируются ферментные системы, возрастает количе-

ство нуклеиновых кислот, клетка готовится к интенсивному синтезу 

белков и других соединений. Клетки не размножаются (скорость раз-

множения равна нулю). Концентрация живых клеток постоянна и  рав-

на количеству внесенных клеток. Продолжительность этой фазы зави-

сит от физиологических особенностей микроорганизма и от состава 

питательной среды. 

2. Фаза ускорения роста. Эта фаза характеризуется началом 

деления клеток, увеличением общей массы и постоянным увеличением 

скорости роста культуры. Эта фаза обычно непродолжительна. 
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Рис. 25  Кривая роста статической культуры: 
N – концентрация жизнеспособных клеток;  

τ – продолжительность культивирования 

 
3. Экспоненциальная (логарифмическая) фаза роста. В этот пе-

риод микроорганизмы размножаются с постоянной максимальной ско-

ростью. При этом логарифм числа клеток линейно зависит от времени. 

К концу этой фазы среда истощается вследствие катаболических и 

анаболических процессов, в среде  накапливаются  продукты жизнеде-

ятельности  микроорганизмов. Возникает и пространственная ограни-

ченность, так как клетки мешают друг другу. 

4. Фаза замедления роста. В этот период снижается скорость 

роста, небольшая часть клеток гибнет. Скорость роста выше скорости 

отмирания. 

5. Стационарная фаза. Количество живых клеток достигает 

максимума. Скорость роста равна скорости отмирания клеток, поэтому 

концентрация жизнеспособных клеток остается постоянной. 

6. Фаза ускорения отмирания. Количество отмерших клеток 

(скорость отмирания) становится больше количества образовавшихся 

клеток. 

7. Фаза отмирания. Масса живых клеток значительно уменьша-

ется, так как в среде нет питательных веществ, а запасные вещества 

клетки исчерпываются. 

При непрерывном способе культивирования культура поддер-

живается в какой-то фазе роста.  
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Если цель культивирования – получение биомассы продуцента, 

процесс целесообразно вести в режиме логарифмической фазы, когда 

микроорганизм способен обеспечить максимальную скорость роста 

популяции.  

Для поддержания культуры в логарифмической фазе культиви-

рование микробной популяции проводят в условиях хемостата или 

турбидостата. 

Рост в хемостате. Хемостат состоит из сосуда, в который вво-

дят с постоянной скоростью питательный раствор.  По мере поступле-

ния питательного раствора из него вытекает суспензия микроорганиз-

мов с той же скоростью. При культивировании в условиях хемостата 

поддерживается постоянная концентрация одного из компонентов сре-

ды (например, углерода). Благодаря этому в условиях хемостата под-

держивается постоянная скорость роста культуры. Культура микроор-

ганизма находится в условиях динамического равновесия. 

Рост в турбидостате. Работа турбидостата основана на под-

держании постоянной концентрации живых клеток. В сосуде для куль-

тивирования все питательные вещества содержатся в избытке, а ско-

рость роста бактерий приближается к максимальной. 

Если же целью культивирования является получение метаболи-

та (например, этилового спирта), выход которого в среду обитания не 

соответствует логарифмической фазе роста, применяется способ не-

прерывного выращивания в двух или нескольких последовательно со-

единенных аппаратах, что позволяет как бы расчленить процесс на 

несколько стадий. 

 

Контрольные вопросы 

1. Как классифицируют питательные среды по составу компо-

нентов и назначению? 

2. Какие среды позволяют получить преимущественный рост 

одних микробов при одновременном подавлении роста других? 

3. Какими методами производят посев микроорганизмов на пи-

тательные среды? 

4. Как классифицируют питательные среды по составу компо-

нентов и назначению? 

5. Что такое «культивирование»? 

6. Какие способы культивирования микроорганизмов Вы знаете? 

7. Чем поверхностное культивирование отличается от глубинного?  

8. Что такое «чистая культура» микроорганизма? 

9. Как получают и хранят чистые культуры? 

10. Дать определение «накопительной культуре» микроорганизма. 
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11. Каким образом можно получить накопительную культуру? 

12. Охарактеризовать логарифмическую фазу роста периодиче-

ской культуры. 

13. Как поддерживают условия хемостата при росте непрерыв-

ной культуры? 

14. Как поддерживают условия турбидостата при росте непре-

рывной культуры? 

15. Чем отличается периодическое культивирование от непре-

рывного? 

16. Охарактеризуйте стационарную фазу роста периодической 

культуры. 

17. Какие микроорганизмы можно культивировать поверхност-

ным способом? 

18. Каким образом осуществляется культивирование микроор-

ганизмов глубинным способом?  
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ЗАНЯТИЕ 6 
 

КУЛЬТУРАЛЬНЫЕ И БИОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 

МИКРОБОВ. МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ ЧИСТОЙ КУЛЬТУРЫ  

АЭРОБОВ И АНАЭРОБОВ. ПРИНЦИПЫ ИДЕНТИФИКАЦИИ 
 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомиться с основными культуральными 

свойствами микроорганизмов, с лабораторными методами определе-

ния ферментативной активности, используемыми при идентификации, 

со способами выделения микроорганизмов чистых культур аэробов и анаэ-

робов, освоить некоторые методы, оценить диагностическую значимость 

получения чистой культуры. Освоить некоторые методы определения 

биохимических свойств микробов. Усвоить, в чем значимость опреде-

ления культуральных и биохимических свойств микроорганизмов. 

Формирование: 

Знание: основных признаков при определении вида бактерий, 

методов выделения чистых культур 

Умение: использовать методы определения биохимических 

свойств микробов, оценить диагностическую значимость получения чи-

стой культуры. 

Владение: методами определения культуральных и биохимиче-

ских свойств микробов, методами выделения чистых культур аэробных и 

анаэробных микроорганизмов и принципами идентификации. 

Материалы и оборудование: культуры сальмонелл и стафило-

кокка в полужидком агаре, культуры корневидного микроба и сенной 

палочки на МПА, в МПБ. Посевы с этими микроорганизмами на агаре в 

чашках Петри, пробирки с чистыми культурами залотистого стафило-

кокка, сальмонелл, эшерихий, стерильные пастеровские пипетки, 5% 

раствор перекиси водорода, стерильные пинцеты, стерильные питатель-

ные среды: полужидкий МПА с глюкозой, лактозой, сахарозой и инди-

катором ВР (состоит из смеси водного голубого и розоловой кислоты), 

или пробирки с жидкими средами Гисса – индикатором Андраде с угле-

водами и поплавками, молоко с метиленовым синим и с лакмусом, 

МПА, МПБ, МПЖ, чашки Петри с агаром Эндо и Левина и кровяным 

агаром, среды Симонса и Клигера, индикаторные бумажки для опреде-
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ления сероводорода, индола, аммиака, пробирки с питательными среда-

ми: МПБ с глюкозой, лактозой, сахарозой, молоко с лакмусом, молоко с 

метиленовым синим, МПБ с закрепленными индикаторными бумажка-

ми для определения сероводорода, индола, аммиака, две чашки Петри с 

агаром Эндо и Левина, пастеровские стерильные пипетки, резиновые 

груши, пробирки со смесью культур, чашки Петри с МПА, плакаты, 

микроанаэростаты, эксикаторы, аппарат Аристовского,  питательные 

среды,  бактериологические петли, спиртовки, плакаты. 

Содержание и методика работы 
 

Культуральные свойства микробов 

Культуральные признаки микробов определяются характером 

роста их на питательных средах. Будучи постоянными, для каждого 

вида микроба, они являются важным диагностическим признаком. 

Рост микробов на плотной питательной среде. Для изучения 

свойств колоний микробы культивируют на плотных питательных 

средах в чашках Петри. При посеве материала стараются получить 

изолированный рост колоний. Чашки с посевом просматривают снача-

ла невооруженным глазом или через лупу, затем помещают их на сто-

лик микроскопа вверх дном и просматривают колонии в проходящем 

свете с объективом малого увеличения и с суженной диафрагмой. Ко-

лонии характеризуют по величине, форме, контуру края, рельефу, по-

верхности, цвету, структуре и консистенции. 

Величина колонии определяется ее диаметром. В зависимости 

от диаметра различают колонии точечные (диаметр меньше 1 мм), 

мелкие (диаметр 1—2 мм), средние (диаметр 2—4 мм) и крупные 

(диаметр 4—6 мм и более).  

Форма колонии бывает правильная — круглая, неправильная — 

амебовидная, ризоидная — корневидная, напоминающая переплетаю-

щиеся корни деревьев. 

Характер контура края определяют при рассмотрении коло-

нии под лупой или микроскопом с малым увеличением. Различают 

ровные края в виде четко выраженной линии и неровные. Последние 

делят на: 

1. фестончатый край, состоящий из крупных, слегка округлых 

или уплощенных зубцов правильной формы; 

2. волнистый край, который несколько отличается от фестонча-

того тем, что крупные зубцы его выражены нечетко; 

3. эрозированный, или зазубренный, край, состоящий из ост-

рых зубцов различной величины и формы; 

4. бахромчатый край, имеющий нежные ворсинки. 

В некоторых случаях четко выраженная линия, отграничиваю-
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щая колонию от поверхности среды, отсутствует. Такой край колонии 

называется расплывчатым.  

Рельеф (профиль) колонии характеризуется приподнятостью ее 

над поверхностью питательной среды и контуром формы в вертикаль-

ном разрезе. Определяется рельеф колонии невооруженным глазом 

или с лупой при рассматривании сверху и сбоку. 

Различают: 1) каплеобразные и куполообразные колонии пра-

вильной круглой формы с различно выраженной степенью выпукло-

сти, которые в вертикальном разрезе представляют собой сегмент ша-

ра и отличаются только длиной радиуса. Колонии слабовыпуклые 

имеют большую длину радиуса; куполообразные — меньшую; 

2) колонии плосковыпуклые с плоским верхом, пологими или 

круто обрывающимися краями; имеют в вертикальном разрезе форму 

трапеции; 

3) колонии конусообразные, имеющие в вертикальном разрезе 

форму треугольника: 

4) колонии с приподнятой в виде соска серединой и валиком по 

периферии; 

5) колонии с вдавленным центром; 

6) колонии плоские, стелющиеся по поверхности среды. 

 

 
 
Рис. 28. Форма колоний: а – круглая; б – круглая с фестончатым краем; 
в – круглая с валиком по краю; г; д – ризоидная; е – с ризоидным краем; 

ж –амебовидная; з – нитевидная; и – складчатая; к – неправильная; 

л – концентрическая; м – сложная 
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Рис. 29.  Край колоний: а -  гладкий; б – волнистый; в – зубчатый; 

г – лопастный; д – неправильный; е – реснитчатый; 

ж – нитчатый; з – ворсинчатый; и – ветвистый 
 

Поверхность колонии изучают с помощью лупы или под микро-

скопом при малом увеличении. Поверхность колоний бывает матовая 

или блестящая с глянцем, сухая или влажная, гладкая или шерохова-

тая. Гладкие колонии обозначают буквой S (smooth), шероховатые — 

буквой R (rough), что означает соответственно “гладкий” и “шерохова-

тый”. Механизм формирования гладких и шероховатых форм колоний 

обусловлен различием процессов клеточного деления. Микробные 

клетки в колониях S-форм располагаются, соприкасаясь своими боко-

выми поверхностями, клетки R-форм, сохраняя при делении цито-

плазматические мостики, образуют цепочки, которые, накладываясь, 

друг на друга, обусловливают шероховатую поверхность и неровный 

край колонии. 

 

 
 

Рис. 30.  Профиль колоний: а – изогнутый; б – кратерообразный; 

в – бугристый; г – врастающий в агар; д – плоский; е –выпуклый; 

ж – каплевидный; з – конусовидный 

 

Цвет колонии определяется пигментом, который продуцирует 

культура микробов. Преобладающее большинство патогенных бактерий 
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пигмента не образует, вследствие чего колонии их бесцветны или мо-

лочно-мутного цвета, похожи на опал. В проходящем свете такие коло-

нии в большей или меньшей степени прозрачны. Пигментообразующие 

виды микробов дают колонии различных цветов: кремовые, желтые, 

золотисто-оранжевые, синие, красные, сиреневые, черные и др. 

Структура колоний определяется в проходящем свете при сла-

бом увеличении микроскопа, суженной диафрагме или при несколько 

опущенном конденсоре. У пигментированных колоний и колоний, не 

пропускающих света, она не определяется. 

По характеру структуры различают следующие виды колоний: 

1) гиалиновые — бесцветные, прозрачные, без видимой опреде-

ленной структуры; 

2) зернистые, которые в зависимости от величины зерен разде-

ляются на мелко - и грубозернистые; 

3) нитевидные или волокнистые, характеризующиеся наличием 

длинных, густо переплетающихся нитей в толще колонии. 

Колонии бывают однородные и неоднородные. Строение пер-

вых одинаково во всех частях, у вторых центральная часть отличается 

от периферической или отдельные сектора имеют строение, неодина-

ковое с остальной массой. 

Консистенцию колонии, определяющую ее физическое состоя-

ние, исследуют посредством прикосновения или взятия из нее части 

материала бактериальной петлей. По характеру консистенции колонии 

бывают:  

1) пастообразные, легко снимающиеся и размывающиеся по по-

верхности питательной среды наподобие сливочного масла; 

2) вязкие или слизистые, прилипающие и тянущиеся за петлей; 

3) волокнистые или кожистые, плотные, снимающиеся с по-

верхности питательной среды в виде упругой пленки, соответствую-

щей величине и форме колонии; 

4) хрупкие, сухие, рассыпающиеся при прикосновении петли. 

Особенности микробного роста на жидких питательных сре-

дах. На жидких питательных средах характер роста микробов менее 

разнообразен, чем на плотных питательных средах. Однако и здесь 

выявлены следующие формы роста бактерий. 

1. Рост бактерий с равномерным помутнением среды, цвет 

которой остается неизмененным или изменяется в соответствии с цве-

том водорастворимого пигмента, образующегося в культуре микроба. 

Такой рост характерен для многих патогенных бактерий, относящихся 

к группе факультативных анаэробов. 

2. Придонный рост бактерий характеризуется образованием 



68 

осадка на дне пробирки с жидкой питательной средой. Осадок может 

быть скудным или обильным, крошковидным, гомогенным, волокни-

стым или в виде крупных рыхлых хлопьев, по консистенции вязким, 

слизистым, хрупким или пастообразным. Питательная среда над осад-

ком может быть прозрачной или мутной. Цвет осадка и среды, нахо-

дящейся над ним, определяется наличием пигмента, продуцируемого 

культурой микробов. Если культура пигмента не образует, цвет среды 

не изменяется, а осадок приобретает, как правило, серовато-белый или 

желтоватый цвет. Придонный рост специфичен для бактерий с анаэ-

робным типом дыхания. 

3. Пристеночный рост бактерий выражается в том, что пита-

тельная среда, находящаяся в пробирке, остается совершенно прозрач-

ной. Бактерии растут, образуя более или менее крупные рыхлые хло-

пья или, наоборот, компактные зерна, прикрепленные к внутренней 

поверхности стенок сосуда, с которых в зависимости от вида бактерий 

снимаются легко или с трудом. 

4. Поверхностный рост бактерий характеризуется появлением 

на поверхности жидкой питательной среды пленки, внешний вид и 

характер которой могут быть различны: 

а) пленка тонкая, нежная, бесцветная, имеет вид едва заметного 

налета, исчезающего при встряхивании пробирки и взбалтывании среды; 

б) пленка влажная, толстая, хорошо видимая простым глазом, 

вязкой, слизистой консистенции, прилипает к петле и тянется за ней; 

в) пленка плотная, сухая, внешним видом напоминает кусочки 

кожи и при попытке взятия из нее материала снимается целиком в виде 

круглого диска, соответствующего диаметру пробирки: 

г) пленка плотная, сухая, со сморщенной, а иногда бородавчатой 

поверхностью, краями прикрепленная к стенкам сосуда; при взбалты-

вании жидкости или прикосновении бактериальной петли разбивается 

на кусочки, погружающиеся в глубь жидкости. 

Цвет пленки, как и питательной среды, зависит от пигмента, 

вырабатываемого растущей культурой микробов. Рост бактерий в виде 

поверхностной пленки характерен для микробов-аэрофилов. 

Рост на полужидкой питательной среде. Для выявления осо-

бенностей микробного роста на полужидкой питательной среде иссле-

дуемую культуру засевают в столбик 0,2—0,5% полужидкого агара. 

Для того чтобы особенности роста проявлялись наиболее четко, про-

кол среды делают в непосредственной близости к стенке пробирки. 

Посев, произведенный таким образом, дает возможность выявить по-

движные расы микробов и дифференцировать их от неподвижных. 

Подвижные микробы в столбике полужидкого агара вызывают 
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выраженное помутнение, распространяющееся более или менее рав-

номерно по всей толщине среды. 

Неподвижные формы микробов растут только по ходу прокола 

среды, напоминая сосульки цилиндрической или конической формы. 

При этом окружающая среда остается совершенно прозрачной. 

По биохимическим признакам бактерий исследуют их отноше-

ние к кислороду, ферментативную активность, способность расщеп-

лять различные углеводы, накапливающиеся продукты метаболизма. 

Отношение к кислороду воздуха. По отношению к кислороду 

воздуха микроорганизмы делят на облигатные аэробы, микроаэрофи-

лы, факультативные анаэробы и облигатные анаэробы. Об отношении 

бактерий к кислороду судят по росту культуры при посеве уколом 

в столбик с питательным агаром. Аэробы развиваются в верхней части 

укола, анаэробы – в нижней части, а факультативные анаэробы – рав-

номерно по всему уколу. 

Среди биохимических свойств культуры наиболее важно опре-

деление их ферментативной активности.  

Использование углеводов и спиртов культурами микроорганиз-

мов определяют путем посева 0,1–0,2 см
3
 суспензии исследуемых кле-

ток в пробирки с жидкой или полужидкой средой, содержащей углевод 

и индикатор. Для обнаружения образования газа при расщеплении уг-

леводов в жидкую среду опускают поплавки. Набор сред с углеводами 

и индикатором называют «цветным» рядом Гисса. Название «цветной» 

ряд связано с тем, что под действием ферментов клеток одни сахара 

расщепляются с накоплением кислоты или щелочи, за счет чего изме-

няется цвет индикатора и среды, другие сахара не расщепляются, и 

цвет среды не изменяется. Короткий ряд Гисса включает среды с глю-

козой, лактозой, сахарозой, мальтозой и маннитом. В длинный ряд 

дополнительно вводят среды с арабинозой, ксилозой, рамнозой, галак-

тозой и др., полисахариды (инулин, крахмал, декстрин), спирты (гли-

церин, дульцит, инозит). 

Засеянные пробирки помещают в термостат при оптимальной 

температуре. Результаты учитывают через 2–4 суток (для медленно 

растущих микроорганизмов через 7–10 суток). Отмечают изменение 

цвета индикатора или отсутствие изменения цвета среды, а также по-

явление или отсутствие газа в поплавке. 

На основании полученных данных делают вывод, какие сахара 

ассимилирует исследуемая культура бактерий. 

Протеолитическая активность. Микроорганизмы, обладающие 

протеолитической активностью, разжижают желатину, пептонизируют 

молоко. Для определения этого признака культуру исследуемых бак-
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терий засевают уколом в пробирки с желатиной и культивируют 

в течение 4–10 сут. при комнатной температуре, отмечая при этом ско-

рость разжижения и его характер: послойный, воронкообразный, пу-

зырчатый и т.п. (рис. 31). 

 
 

Рис.31. Варианты разжижения желатины 

 

Каталазная активность. Фермент каталазу образуют многие 

аэробные микроорганизмы. Для проведения исследования каплю 10 %-

го раствора пероксида водорода наносят на 24-часовую колонию мик-

роорганизма, выросшую на плотной среде в чашке Петри. Выделение 

кислорода в виде пузырьков газа свидетельствует о наличии в клетках 

бактерий каталазы. 

Характер роста в молоке. Обезжиренное молоко разводят во-

дой в соотношении 4:1, добавляют индикатор бромкрезоловый пур-

пурный (2 см
3
 1,6 %-го спиртового раствора на 1 дм

3
 молока) или лак-

мус (10 см
3
 4 %-го раствора на 1 дм

3
 молока), разливают в пробирки по 

8–10 см
3
 и стерилизуют в автоклаве при 0,05 МПа в течение 20 мин. 

Пробирки с молоком засевают исследуемой культурой бактерий и 

культивируют 6–14 сут. при оптимальной температуре. Образование 

микроорганизмами кислот при расщеплении лактозы отмечают по из-

менению цвета индикатора. Если кислота накапливается 

в значительном количестве, то образуется сгусток. Бактерии, облада-

ющие активными протеазами, расщепляют казеин, вызывая пептони-

зацию молока.  

Образование индола. Некоторые микроорганизмы обладают 

способностью расщеплять аминокислоту триптофан с образованием 

индола, что также является диагностическим признаком при определе-

нии вида бактерий. Для определения индола применяют метод  Море-

ля. Пробирки с 8–10 см
3
 стерильного мясопептонного бульона 

с добавлением 0,01 % триптофана (или без него) засевают исследуемой 

культурой бактерий. Под ватной пробкой укрепляют полоску фильтро-

вальной бумаги, пропитанную щавелевой кислотой. Пробирки инкуби-

руют при оптимальной температуре в течение 24 ч. При образовании 

индола нижняя часть полоски окрашивается в розовый цвет. 
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Образование аммиака. Аммонификация белковых веществ под 

влиянием ферментов микроорганизмов сопровождается выделением 

аммиака. Эту способность бактерий устанавливают путем засева ис-

следуемой культуры в пробирки с мясопептонным бульоном, которые 

инкубируют в термостате при 37 °С в течение 2–3 сут. Образование амми-

ака устанавливают по изменению окраски полоски лакмусовой бумажки, 

укрепленной между пробкой и горлышком пробирки так, чтобы полоска 

не касалась питательной среды. Выделение аммиака определяется из-

менением цвета лакмусовой бумажки из красного в синий.  

Образование сероводорода. При расщеплении микроорганизма-

ми серосодержащих аминокислот (цистеин, метионин) образуется се-

роводород.  Для определения образования сероводорода пробирки с 

мясопептонным бульоном засевают исследуемой культурой бактерий 

и под пробкой укрепляют полоску фильтровальной бумаги, пропитан-

ную раствором ацетата свинца. Засеянные пробирки помещают в тер-

мостат при оптимальной температуре на 7–10 сут. Выделение серово-

дорода фиксируют по почернению полоски вследствие образования 

сернистого свинца. 

 

Выделение чистой культуры аэробных микроорганизмов 

Чистой культурой микробов называют популяцию микроорганиз-

мов, принадлежащих к одному виду, т.е. видимый рост микробных клеток 

одного вида, выращенных на жидкой или плотной питательной среде. 

Культуры микроорганизмов одного вида, выделенные из разных 

источников или одного источника, называют штаммами. Кроме того, 

многие виды микробов отличаются друг от друга по способности фер-

ментировать определенные углеводы, по чувствительности к специфи-

ческим бактериофагам и др. Их называют типами, или биотипами 

(биоварами), а по антигенным признакам - сероварами (серотипами). 

Культура, полученная в результате размножения одной микроб-

ной клетки, извлеченной с помощью манипулятора или другим путем, 

называется клоном. Такого рода культуры используют главным обра-

зом в производственных и научно-исследовательских целях. 

Бактерии одного вида, выросшие в результате размножения од-

ной или нескольких клеток в виде изолированного скопления микроб-

ной массы, составляют колонию. 

Чистые культуры микроорганизмов необходимы для изучения 

свойств отдельных видов, типов и даже клонов, для определения их родо-

вой, видовой и типовой принадлежности (для идентификации), а также 

для приготовления лечебных (сывороток, глобулинов), профилактических 

(вакцин), диагностических (антигены, антитела, аллергены) препаратов, 
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получения в производственных условиях спирта, витаминов, органиче-

ских кислот (лимонная и др.), ферментов, антибиотиков и других веществ. 

Таким образом, выделение чистых культур является обязательным этапом 

любого бактериологического исследования. 

Для выделения чистых культур микробов из материалов, содер-

жащих обильную смешанную микрофлору, предложено много различ-

ных методов в зависимости от целей использования и свойств изучае-

мого материала. В большинстве их чистую культуру получают из од-

ной клетки с последующим ее пересевом. 

Наиболее часто используется метод Дригальского - метод пла-

стинчатого посева. Его еще называют фракционным, т.е. посевы осу-

ществляют по частям, фракциям. Берут 4 чашки Петри с МПА (или 

другой плотной питательной средой, лучше с селективной, с учетом 

биологических свойств выделяемого возбудителя болезни, брожения, 

гниения и др.), в первую из них, приподняв крышку, стерильной па-

стеровской пипеткой вносят каплю жидкости со смесью культур, тща-

тельно растирают посевной материал стерильным шпателем (рис. 26) 

по всей поверхности питательной среды (шпатель можно приготовить 

на пламени спиртовки из другой или этой же пастеровской пипетки), 

затем шпатель с оставшимися на нем микроорганизмами переносят во 

вторую чашку, снова рассевают на поверхности среды микробов и т.д. 

При наличии двух чашек Петри с МПА дно их делят восковым каран-

дашом пополам на два сектора, при наличии одной - на четыре секто-

ра. Затем чашки переворачивают, заворачивают в ту же бумагу и ин-

кубируют в термостате при 37 
0
С 1—2 суток. Как правило, в послед-

нем секторе образуются отдельные колонии. Их изучают, отвивают на 

МПА и МПБ для идентификации вида. Причем посев производят от 

колоний, отличающихся друг от друга по культуральным свойствам 

(цвету, величине, форме и др.), так как каждый вид микробов образует 

характерные колонии. 

Выделение чистой культуры из смеси микробов можно сделать 

посевом петлей-штрихом. Простерилизованной на пламени горелки и 

охлажденной петлей берут материал для посева и осторожно, припод-

няв крышку чашки Петри с МПА, вводят и на поверхности среды рас-

пределяют посевной материал смешанных культур параллельными 

штрихами на расстоянии 0,5 см один от другого от одного края чашки 

к другому, держа петлю плашмя, но не царапая питательную среду. 

При избытке посевного материала на петле после первых штрихов ее 

вводят в среду вертикально для истощения, после чего рассев продол-

жают. Далее поступают, как описано выше. 
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Рис.26. Посев микробиологическим шпателем на МПА в чашках Петри 

 

Метод Коха. Р. Кох в качестве плотной питательной среды ис-

пользовал МПЖ, сейчас - МПА. Сущность метода: вначале приготов-

ляют разведения исследуемого материала в расплавленном и остужен-

ном до 43 — 48 °С МПА в пробирках столбиком по 12 — 15 мл, затем 

содержимое пробирок выливают в стерильные чашки Петри, среду 

распределяют равномерным слоем, оставляют для застывания, затем 

чашку переворачивают и заворачивают в бумагу. Через 1 — 2 суток 

при 37 °С в термостате на поверхности МПА в чашках, где концентра-

ция микробов была наименьшей, вырастают изолированные колонии. 

Далее поступают, как при использовании фракционного метода иссле-

дований. Следует заметить, что в толще МПА аэробы тоже растут до 

тех пор, пока им хватает растворенного в среде молекулярного кисло-

рода, но затем рост их приостанавливается, поэтому обнаруживают 

колонии очень мелкие. 

Химические методы основаны на применении химических ве-

ществ, действующих на одни микроорганизмы бактерицидно, в то 

время как другие при этом остаются жизнеспособными, после чего 

производят пересев на элективные или селективные среды. Иногда 

химические вещества добавляют в питательные среды, что способ-

ствует задержке роста (бактериостатическое действие веществ) посто-

ронней микрофлоры. 

Метод прогревания. При необходимости выделения споровых 

форм материал, содержащий споры, прогревают в водяной бане при 

температуре 80 
0
С 30 мин для уничтожения истинных бактерий и ве-

гетативных форм бацилл, после чего производят посев на питательные 

среды. 

Биологический метод основан на заражении лабораторных и 

других животных с целью выделения патогенных культур после па-

дежа: как правило, из паренхиматозных и других органов выделяют 

чистую культуру, т.е. организм животных служит своеобразным 

фильтром для болезнетворных микробов. 
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Выделение чистой культуры анаэробных микроорганизмов 

Термин анаэробиоз был введен в 1861 г. Л.Пастером, впервые 

открывшим анаэробный спороносный сахаро-литический микроб 

Сl.butyricum. В микробиологии различают строгие (облигатные) и 

условные (факультативные) анаэробы. Последние могут размножаться 

в питательных средах как при доступе кислорода воздуха, так и при 

его отсутствии. Кислород и необходимую для жизнедеятельности 

энергию анаэробы получают при разложении сложных органических 

соединений.  

Анаэробиоз можно создавать непосредственно в питательных 

средах или при помощи физических, химических, биологических и 

комбинированных методов защиты анаэробных посевов от атмосфер-

ного воздуха, используя специальные приборы. 

Для культивирования анаэробных микроорганизмов используют 

жидкие и плотные питательные среды. Питательные среды должны 

быть защищены от свободного доступа атмосферного воздуха и удо-

влетворять потребности в анаэробном обмене веществ у культивируе-

мых микробов. Из жидких питательных сред в практике ветеринарных 

лабораторий наиболее широко применяют среду Китта — Тароцци. 

Нередко применяют и другие мясные и казеиновые гидролизатные 

среды (казеиново-дрожжевую, казеиново-кислотную, мясо-

казеиновую, бульон Хоттингера и др.). Жидкие среды наливают в про-

бирки высоким столбиком, затем на поверхность наслаивают вазели-

новое масло. Слой масла толщиной 5 — 8 мм предотвращает доступ 

атмосферного воздуха. Для редукции и абсорбции кислорода в пита-

тельные среды добавляют редуцирующие и легко окисляемые веще-

ства: кусочки животных тканей (печень, яичный белок, мозг, мышцы, 

кровь), углеводы (глюкоза, лактоза), аскорбиновую и пировиноград-

ную кислоты, цистеин, муравьинокислый натрий и др. Из плотных 

сред чаще всего для культивирования анаэробов используется кровя-

ной агар с глюкозой по Цейсслеру в чашках Петри, среду Вильсона —

Блэра, МПА с глюкозой. 

Непосредственно перед посевом патологического материала 

или микробной культуры жидкие питательные среды (которые могут 

быть подвергнуты кипячению) кипятят на водяной бане 10—15 мин 

для удаления воздуха, растворенного в них, и затем быстро охлаждают 

до + 40 — 45 
0
С. 

В полужидких средах с содержанием 0,25 — 0,75 % агар-агара 

рост анаэробов достигается благодаря коллоидальному состоянию 

среды, поэтому особого ограждения анаэробов от атмосферного воз-

духа в этом случае не требуется. 
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Техника посева анаэробов на питательные среды в основном 

аналогична той, которая применяется при работе с аэробными микро-

организмами. Особенностью является то, что при этом требуется 

большое количество (0,3 — 0,6 мл) патматериала, который вносят па-

стеровскими пипетками в глубину среды (на жидкие - под слой вазе-

линового масла). На плотные и полужидкие среды можно производить 

посев уколом до дна пробирки. На такие среды, как МПА с глюкозой, 

Вильсона—Блэра, посевы обычно проводят в расплавленную и охла-

жденную до 45 °С среду, тщательно перемешивая ее с патматериалом. 

После высева среды выдерживают под струей холодной воды для 

ускорения застывания. 

Посевы в пробирках на специальных жидких и плотных пита-

тельных средах можно выращивать в термостате без особых огражде-

ний от атмосферного воздуха. Посевы же в чашки с кровяным агаром 

необходимо быстро помещать в анаэробные условия, так как строгие 

анаэробы при доступе кислорода быстро погибают. 

Наиболее надежным и простым методом создания анаэробиоза 

являются физические методы, основанные на механическом удале-

нии воздуха из плотно закрывающихся сосудов. Для этого пользуются 

электрическими вакуумными насосами. Ручной насос Комовского со-

здает небольшое разрежение, и, пользуясь им, получать рост строгих 

анаэробов не представляется возможным. 

Для культивирования анаэробов на плотных питательных сре-

дах в чашках выпускаются специальные микроанаэростаты (рис.27), 

которые представляют собой переносные металлические сосуды ци-

линдрической формы с герметически закрывающейся крышкой, кра-

ном для соединения с вакуумным насосом и манометром для контроля 

разрежения. После заполнения микроанаэростата чашками Петри с 

посевами из него удаляют воздух (отрицательное давление 0,5 — 0,8 

атм.) под контролем манометра, закрывают кран и переносят в обыч-

ный термостат. 

 

 
 

Рис. 27. Приборы для создания условий анаэробиоза: 

1- анаэростат портативный; 2 - анаэростат стационарный; 
3 - аппарат Аристовского; 4 - вакуумный эксикатор 
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Выпускают также стационарные анаэростаты (вакуумные тер-

мостаты), которые имеют систему выкачивания воздуха вакуумным 

насосом, манометр для контроля разрежения, герметически закрыва-

ющуюся дверцу и устройство для поддержания заданной температуры. 

При отсутствии специальных анаэростатов можно использовать стек-

лянные эксикаторы или другие сосуды с притертой крышкой и кра-

ном. Притертые поверхности для обеспечения герметичности смазы-

вают вазелином или специальной замазкой, приготовленной путем 

смешивания при кипячении равных частей вазелина и воска. Иногда 

воздух в анаэростатах вытесняют при помощи индифферентного для 

анаэробов газа - водорода, азота, углекислого газа и др. 

Химические методы создания анаэробных условий основаны 

на поглощении кислорода из замкнутого сосуда (аппарат Аристовско-

го, анаэростат, эксикатор и др.) при помощи реактивов. Для этих целей 

чаще применяют аппарат Аристовского - металлический цилиндр, 

диаметр которого соответствует диаметру чашки Петри. Аппарат гер-

метически закрывается крышкой, внутри располагается ведерко для 

чашек. Для поглощения кислорода используется смесь гидросульфита 

натрия с карбонатом натрия. Гидросульфит натрия тонким слоем 

насыпают в 2 чашки Петри на слой карбоната натрия и увлажняют при 

помощи пульверизатора. Не закрывая крышками, одну из чашек по-

мещают на дно ведерка, вторую сверху. Между ними располагают 

чашки с посевами анаэробных микроорганизмов. Прибор герметиче-

ски закрывают и ставят в термостат. В результате химического взаи-

модействия гидросульфита натрия с карбонатом натрия происходит 

связывание кислорода и таким образом в сосуде создаются анаэроб-

ные условия. При помощи химического метода возможно получение 

поверхностного роста отдельных колоний строгих анаэробов. 

Биологические методы основаны на раздельном культивиро-

вании в одном сосуде анаэробов и аэробов. Например, по методу 

Фортнера в чашку Петри толстым слоем наливают глюкозо-кровяной 

агар и после застывания из середины стерильно вырезают полоску 

агара шириной 1 — 1,5 см, разделяя таким образом среду на две поло-

вины. На одну из них засевают культуру облигатного аэроба (Bas. sub-

tilus), на другую - культуру анаэроба или исследуемый материал. Ис-

пользуют и специальные чашки, дно которых разделено стеклянным 

валиком на две половины. Чашку герметически заклеивают лейкопла-

стырем или заливают парафином и помещают в термостат. В первую 

очередь развиваются аэробные бактерии. Когда они израсходуют весь 

кислород, начинают размножаться анаэробы. Если культивирование 

происходит на жидких питательных средах, то открытые пробирки с 
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посевами аэробов и анаэробов помещают в эксикатор, герметически 

его закрывают и ставят в термостат. Однако этим методом не удается 

получать рост строгих анаэробов и в лабораторной практике им поль-

зуются редко. 

Комбинированные методы основаны на сочетании физическо-

го с химическим или биологическим методами. 

Для получения чистой культуры анаэробов используют специ-

альные методы. 

Метод Цейсслера сводится к фракционному посеву на чаш-

ки с глюкозокровяным агаром. Культивирование производят в 

анаэробных условиях при температуре 37 — 38 °С. Получив от-

дельные изолированные колонии микроорганизмов, пересевают их 

в пробирки с МППБ. 

При выделении чистой культуры спорообразующих анаэробов 

(Сl. perfringens, CI. tetani, CI. botulinum) патологический материал вна-

чале прогревают на водяной бане при 60 — 65 °С в течение 30 мин 

или при 80 °С 10—15 мин, а затем производят посев в МППБ, культи-

вируя в условиях термостата, и в дальнейшем поступают, как по мето-

ду Цейсслера. 

Метод Виньяля—Вейона. Изолированные колонии строгих 

анаэробов можно получать по данному методу в МПА с 1%-ным рас-

твором глюкозы. Для этого несколько пробирок со средой расплавля-

ют и охлаждают до 42 — 45 °С, затем засевают их исследуемым мате-

риалом в разных разведениях, тщательно перемешивают и после за-

стывания ставят в обычный термостат. Чтобы получить изолирован-

ную колонию, пробирки надпиливают и извлекают ее петлей или пи-

петкой. Лучшей разновидностью является метод Виньяля—Вейона, 

основанный на том, что подготовленный, как указано выше, материал, 

набирают в пастеровские пипетки или трубки Вейона (стеклянные 

трубки длиной 30 см, диаметром 3 — 6 мм с одного конца вытянуты в 

капилляр, а на другом конце, закрытом ватной пробкой, имеют пере-

тяжку), капиллярный конец которых после заполнения засеянным ага-

ром запаивают. 

Метод Перетца. Для разведения материала запаянную пасте-

ровскую пипетку погружают вначале в этот материал, затем в 3 про-

бирки с 10 мл физраствора и в 3 пробирки с 20 мл охлажденного до 45 

— 50 °С МП А с глюкозой (10 %), к которому добавлено 0,1 мл 8%-

ного раствора аскорбиновой кислоты (на 10%-ном карбонате натрия). 

Содержимое пробирок быстро перемешивают и выливают в 3 чашки 

Петри под  стеклянные пластинки (6х6 см), размещенные перед стери-

лизацией на стеклянных палочках. Через 12-18 ч инкубирования в 
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термостате под пластинкой вырастают колонии анаэробов. Их изуча-

ют и, сдвинув пластинку стерильным пинцетом, пересевают на другую 

питательную среду. 

Метод заражения лабораторных животных. Животному 

(преимущественно морским свинкам) подкожно или внутримышечно 

вводят материал, содержащий анаэробные микроорганизмы. В резуль-

тате оно погибает от заболевания, вызванного патогенным анаэробом. 

Путем посева материала из органов и тканей павшего животного вы-

деляют чистую культуру данного микроорганизма. 

 

Принципы идентификации 

Основная задача бактериологического диагностического иссле-

дования — это определение таксономического положения выделенно-

го микроорганизма путем сравнения его свойств со свойствами из-

вестных видов. 

В рутинной бактериологической практике микроорганизм иден-

тифицируют, изучая его фенотипические признаки (морфологические, 

тинкториальные, культуральные, биохимические, патогенные). Стали 

получать распространение некоторые методы идентификации по гено-

типическим признакам, которые ранее в основном применяли в науч-

ной работе для классификации микроорганизмов с неясным таксоно-

мическим положением. 

В бактериологии для идентификации используют определители 

микроорганизмов. Наиболее популярный — определитель бактерий 

Берджи — включает в себя описание свойств известных видов микро-

организмов. Бактерии в этом руководстве по ограниченному числу 

морфологических и физиологических признаков объединены в боль-

шие группы. В пределах этих групп при помощи нескольких диффе-

ренцирующих признаков бактерии подразделены на семейства, роды и 

виды. Распределение микроорганизмов в этом определителе не отра-

жает иерархической классификации, а преследует сугубо практиче-

скую цель — как можно быстрее и экономичнее установить таксоно-

мическое положение изучаемого микроорганизма. 

Идентификация неизвестного микроорганизма представляет со-

бой процесс последовательного его отождествления с той или иной 

большой группой микробов, характеризующихся и общими свойства-

ми, затем с семейством в пределах группы, далее с тем или иным ро-

дом в пределах установленного семейства, и на конечном этапе иссле-

дуемый микроорганизм отождествляют (идентифицируют) по сово-

купности морфологических, тинкториальных, культуральных, биохи-

мических,  патогенных свойств с каким-либо видом в пределах рода. В 
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случае необходимости внутри вида устанавливают принадлежность 

культуры к биовару, серовару, фаговару. Работа с определителем Бер-

джи предполагает использование достаточно большого количества 

тестов, характеризующих различные свойства микроорганизма. В 

практических диагностических лабораториях, исходя из эпизоотологи-

ческих, клинических и патологоанатомических данных, обычно про-

водят бактериологические исследования, заранее ориентированные на 

обнаружение возбудителя определенной инфекционной болезни, по 

схеме, предусмотренной официальной инструкцией. 

 

Контрольные вопросы 

1. Какие признаки используются  при определении вида бак-

терий?  

2. По каким признакам характеризуют колонии бактерий на 

плотной питательной среде? 

3. Как характеризуется рост бактерий в жидкой среде? 

4. Как выявляется у бактерий протеолитическая активность? 

5. Как определить способность бактерий сбраживать сахара? 

6. Какие изменения могут наблюдаться при развитии бактерий в 

молоке и как их объяснить? 

7. По каким признакам устанавливают образование бактериями 

аммиака, сероводорода, индол 

8. Дайте определение понятиям чистая культура, вид, штамм, 

тип, биовар, серовар. 

9. Для каких целей получают чистую культуру микроорганизмов? 

10. Какие методы выделения чистых культур вы знаете и какие 

из них наиболее рациональны с вашей точки зрения и почему (дайте 

обоснование). 

11. Методы выделения чистой культуры анаэробов. 

12. Методы создания анаэробных условий при культивировании 

анаэробных микроорганизмов. 

13. Наиболее употребимые среды и принцип их изготовления 

для культивирования анаэробов. 

 

 

 

 

 

 

 

 



80 

ЗАНЯТИЕ 7 

 

 МЕТОДЫ СТЕРИЛИЗАЦИИ.  

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПРОТИВОМИКРОБНЫХ СРЕДСТВ 

 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель работы: ознакомить студентов с назначением и основны-

ми методами стерилизации, применяемыми в микробиологии. 

Формирование: 

Знание: физических, механических  методов  и химических 

средств стерилизации 

Умение: пользоваться основными методами стерилизации 

Владение: методами стерилизации и классификацией антисеп-

тических и дезинфицирующих средств 

Материалы и оборудование: автоклав, сушильный шкаф, аппа-

рат Коха, керамические, асбестовые и мембранные фильтры, бактери-

цидные лампы, пипетки, чашки Петри, шпатели, пробирки, колбы, 

предметные стекла, пергаментная бумага, вата, марля, петли и иглы 

бактериологические, шпатели Дригальского, ножницы, пинцеты, шта-

тивы, плакаты. 

Содержание и методика работы 

 

Стерилизация (от лат. sterilis – бесплодный) в микробиологиче-

ской практике и пищевой промышленности означает уничтожение 

в материалах всех вегетативных клеток микроорганизмов и их спор. 
 

Физические методы стерилизации 

Фламбирование (прокаливание) – стерилизация путем прокалива-

ния мелких предметов в пламени спиртовки или горелки (предметные 

стекла, бактериологические петли, иглы, пинцеты, ланцеты и т.  п.). 

В пламени обжигают также горлышки колб, пробирок при пересевах 

культур и розливе питательных сред. 

Кипячение применяют для стерилизации металлических ин-

струментов, игл, резиновых трубок. Инструменты кипятят в специаль-

ных металлических стерилизаторах с крышками в течение 30–40 мин. 

Однако даже весьма продолжительное кипячение не обеспечивает 
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полной стерильности объекта, так как споры ряда анаэробных кло-

стридий могут выдерживать кипячение в течение 3 ч. 

Стерилизация сухим жаром. Стеклянную посуду (пипетки, 

пробирки, колбы, чашки Петри др.) выдерживают в сухожаровом 

шкафу при температуре 160…180 ºС в течение 1,0–1,5 ч. При такой 

обработке погибают вегетативные клетки и споры микроорганизмов.  

Посуду перед стерилизацией моют и высушивают. Пробирки 

и колбы закрывают ватно-марлевыми пробками. Пробирки заворачи-

вают в бумагу по 10–20 штук. На колбы надевают бумажные колпачки, 

предохраняющие горлышко от пыли. Пипетки помещают в специаль-

ные стеклянные или металлические пеналы или заворачивают 

в бумагу. При работе пипетки вынимают из пенала только за верхний 

конец, в который вставлен тампон. Чашки Петри заворачивают в бума-

гу (каждую отдельно или по 2–3 шт.). Посуду, подготовленную для 

стерилизации, загружают в сушильный шкаф не слишком плотно, что-

бы обеспечить равномерный ее нагрев. По окончании стерилизации 

шкаф отключают, но не открывают до тех пор, пока температура в нем 

не снизится до 100…70 ºС, чтобы предохранить посуду от растрески-

вания. Для сохранения стерильности посуду разворачивают непосред-

ственно перед работой. 

Стерилизация паром под давлением – один из наиболее распро-

страненных и эффективных методов, основанный на том, что пар, об-

разующийся при кипячении воды, скапливается в замкнутом про-

странстве и повышает давление. При увеличении давления повышает-

ся температура пара (табл. 1). 

 

Таблица 1 - Соотношение показаний манометра  

и температуры насыщенного пара 

 
Показания  

манометра,  

МПа 

Температура  

насыщенного 

 пара, ºС 

Показания  

манометра,  

МПа 

Температура  

насыщенного  

пара, ºС 

0,00 100 0,15 128 

0,05 112 0,20 134 

0,10 121 0,30 144 

 

Стерилизацию проводят в специальных герметически закрыва-

ющихся двустенных аппаратах – автоклавах. В автоклавах стерилизу-

ют питательные среды, физиологические растворы, резиновые предме-

ты, стеклянную посуду с резиновыми пробками. Режим стерилизации 

(температура и продолжительность обработки) определяется составом 

питательной среды, значением рН. Среды, содержащие сахара, молоко, 
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витамины, стерилизуют при давлении 0,05 МПа в течение 15–20 мин, 

мясопептонные среды – при давлении 0,10 МПа в течение 20–30 мин. 

Время стерилизации отсчитывают от момента установления необхо-

димого давления. 

При низком значении рН некоторые вещества, входящие в со-

став питательной среды, в процессе стерилизации подвергаются гид-

ролизу. Во избежание этого растворы некоторых компонентов (амино-

кислоты, витамины) стерилизуют отдельно и добавляют в среду после 

стерилизации. 

Стерилизация текучим паром (дробная стерилизация) – метод, 

применяемый для обеспложивания питательных сред, изменяющих 

свой состав при воздействии температур выше 100 ºС. Сущность дроб-

ной стерилизации состоит в том, что нагревание среды проводят при 

температуре 100 ºС по 15–30 мин в течение трех дней подряд. После 

первого прогревания погибают вегетативные клетки, некоторые споры 

при этом сохраняются и затем прорастают. Образовавшиеся из термо-

устойчивых спор вегетативные формы погибают при повторном 

нагревании. Дробную стерилизацию проводят в аппарате Коха или в 

автоклаве при открытом спускном кране. 

Тиндализация – дробная стерилизация материалов, легко разру-

шающихся при высокой температуре (сыворотки, витамины, некото-

рые антибиотики). Стерилизацию проводят прогреванием объекта при 

температуре 60–65 ºС в течение 60 мин подряд 5–6 дней. 

Стерилизация облучением. Стерилизация ультрафиолетовыми 

лучами применяется для уничтожения микроорганизмов в воздухе по-

мещений, на поверхности пищевых продуктов, на линиях упаковки. Ее 

проводят с помощью бактерицидных ламп различной мощности  (дли-

на волны 253–265 нм). Ионизирующее излучение применяют для сте-

рилизации некоторых упаковочных материалов, используемых 

в пищевой промышленности. 
 

Механические методы стерилизации 

Фильтрование через бактериальные фильтры. Фильтрование 

через мелкопористые фильтры применяют в тех случаях, когда повы-

шенная температура может резко изменить качество стерилизуемых 

материалов. Кроме того, стерилизация фильтрованием используется 

для очистки бактериальных токсинов и других продуктов жизнедея-

тельности микроорганизмов.  

Существуют два основных типа фильтров: глубинные и мем-

бранные.  

Глубинные фильтры состоят из волокнистых материалов. Ча-

стицы задерживаются в них в результате адсорбции и механического 
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захвата в материале фильтра. Бактериальные фильтры изготавливают-

ся из разного материала и с разным диаметром пор, что указывается на 

упаковке. Для стерилизации фильтрованием используют пластинчатые 

асбестовые фильтры Зейтца, свечи Шамберлана, изготовленные из 

каолина с примесью кварцевого песка, свечи Беркефельда из инфузор-

ной земли и асбеста.  

Мембранные фильтры имеют непрерывную структуру, они со-

стоят из нитроклетчатки, и захват ими частиц определяется размером 

пор. Мембранные фильтры обозначают номерами от 1 до 5 в зависи-

мости от диаметра пор (350–1200 нм).  

Стерилизацию фильтрованием осуществляют под вакуумом 

с использованием вакуумного или водоструйного насоса. Перед нача-

лом работы фильтры закрепляют в специальном держателе, который 

соединяют с колбой Бунзена. Установку для фильтрования  стерили-

зуют в автоклаве в течение 30–40 мин при 0,15 МПа. Мембранные и 

асбестовые фильтры используют однократно. Свечи Шамберлана и 

Беркефельда после окончания фильтрования промывают дистиллиро-

ванной водой, просасывая ее в обратном направлении, и обрабатывают 

для повторного использования. 

 

Химические средства стерилизации 

Уничтожение микроорганизмов при помощи химических ве-

ществ называется дезинфекцией (от лат. infektia – инфекция и франц. 

отрицательной приставки des). Химические вещества применяются для 

уничтожения патогенных микроорганизмов в объектах внешней среды 

– на рабочем месте, в помещениях, на рабочей одежде, руках, техноло-

гическом оборудовании и инвентаре.  

К веществам, используемым с целью дезинфекции, предъявля-

ется целый ряд требований: 

– они должны хорошо растворяться в воде; 

– в короткие сроки проявлять бактерицидное действие; 

– не оказывать токсического действия на человека и животных; 

– не вызывать порчу обеззараживаемых предметов. 

Дезинфицирующие вещества подразделяют на несколько групп: 

1. Хлорсодержащие соединения (хлорная известь, натрия гипо-

хлорит, хлорамин, пантоцид, хлордезинсульфохлорантин и др.). 

2. Соединения на основе йода и брома (йодопирин, дибромантин). 

3. Окислители (пероксид водорода, перманганат калия и др.). 

4. Фенолы и их производные (фенол, лизол, креолин, гек-

сахлорофен). 

5. Соли тяжелых металлов (мертиолят натрия, сулема). 
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Антимикробным действием обладают также кислоты и их соли 

(борная, салициловая), щелочи, спирты (70 %-й раствор этанола) аль-

дегиды (формальдегид). 

Выпускаются также бактерицидные мыла: феноловое, дегтяр-

ное, «Гигиена», содержащее 3–5 % гексахлорофена. 

 

Общая характеристика противомикробных средств 

Значительное количество заболеваний человека вызывают бакте-

рии, вирусы, грибы, спирохеты, а также некоторые гельминты. Вещества, 

которые обезвреживают возбудителей в окружающей среде или в орга-

низме человека, называются противомикробными средствами. 

Фармакологический эффект веществ этой группы - бактериоста-

тический (способность прекращать рост и размножение микроорганиз-

мов) или бактерицидный (свойство обезвреживать микроорганизмы). 

Противомикробные средства делят на две группы: 

I. Антисептические и дезинфицирующие средства. 

Препараты, не проявляют выборочной противомикробного дей-

ствия и имеют значительную токсичность для человека. 

Антисептические средства способны привести к гибели или 

прекратить рост и развитие микроорганизмов на поверхности тела че-

ловека (коже или слизистых оболочках). 

Дезинфекционные средства обезвреживают патогенные микро-

организмы в окружающей среде, их применяют для обработки поме-

щений, белья, посуды, медицинских инструментов, аппаратуры, пред-

метов ухода за больными. 

Классификация антисептических и дезинфицирующих средств 

I. Антисептические и дезинфицирующие средства неорганиче-

ской природы 

1. Галогены (галоиды) 

1.1. Препараты, содержащие хлор, - хлорная известь, хлорамин 

Б, хлоргексидин биглюконат, хлорантоин, натрия гипохлорид 

1.2. Препараты, содержащие йод - раствор йода спиртовой, йо-

донатом, йодоформ (трийодметан), раствор Люголя, йод-дицерин, йо-

динол, повидон-йод (бетадин) 

2. Окислители - раствор перекиси водорода (водорода перокси-

да) разведен и концентрированный, калия перманганат, бензоилпе-

гидроксид (окси 5, 10) 

3. Кислоты и основания - кислота борная, бензойная кислота, 

раствор аммиака, натрия тетраборат (бура) 

4. Соли тяжелых металлов - ртути дихлорид (сулема), серебра 

нитрат, колларгол, протаргол, цинка сульфат, дерматол, ксероформ 
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II. Антисептические и дезинфицирующие средства органическо-

го происхождения 

1. Фенолы - фенол чистый (кислота карболовая), деготь березо-

вый, резорцин, Трикрезол, поликрезулен (ваготил) 

2. Дегте и смолы - ихтиол (ихтаммол), винизоль 

3. Красители - бриллиантовый зеленый, метиленовый синий, 

етакридину лактат (риванол) 

4. Производные нитрофурана - фурацилин (Нитрофурал), фуро-

пласт, фурагин (фуразидин) 

5. Альдегиды и спирты - спирт этиловый, формальдегид (фор-

малин), Лизоформ 

6. Детергенты - мыло зеленое, Церигель, этоний, декаметоксин 

(септефрил), мирамистин. 

II. Химиотерапевтические препараты. 

Препараты, которые оказывают выборочную противомикробное 

действие, проявляют значительный спектр терапевтического действия их 

применяют для лечения и профилактики инфекционных заболеваний. 

 

Контрольные вопросы 

1. Какие методы стерилизации Вы знаете? 

2. Как подготовить лабораторную посуду для стерилизации? 

3. Какие факторы определяют режим стерилизации? 

4. В каких случаях используют химические методы стерили-

зации? 

5. Какие требования предъявляют к дезинфицирующим веще-

ствам? 

6. Какие вещества используют для дезинфекции? 

7. На какие группы делят противомикробные средства? 

8. Перечислите классификацию антисептических и дезинфици-

рующих средств? 
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ЗАНЯТИЕ 8 

 
ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ МИКРООРГАНИЗМОВ  

К АНТИБИОТИКАМ  И БАКТЕРИОФАГАМ 

 
Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомить студентов с методами определения 

чувствительности бактерий к антибиотикам и бактериофагам (фаготи-

пирование бактерий). 

Формирование: 

Знание: методов определения чувствительности бактерий к ан-

тибиотикам и бактериофагам 

Умение: применять методы определения чувствительности бак-

терий к антибиотикам и бактериофагам  

Владение: методом серийных разведений и методом диффузии 

с применением дисков, техникой фаготипирования микробов. 

Материалы и оборудование: чашки с агаром, пробирки со 

взвесью культуры, набор дисков с антибиотиками, набор бакте-

риофагов, стерильные пинцеты, пастеровские пипетки, спиртовки, 

спички, плакаты. 

Содержание и методика работы 

 

Антибиотики (от греч anti - приставка, означающая противопо-

ложность, враждебность, и bios - жизнь) - специфические антибактери-

альные вещества, продуцируемые бактериями и грибами. В настоящее 

время известно более 2000 антибиотиков, выделенных из бактерий 

грибов, а также из высших растений и животных тканей. Однако прак-

тическое применение в качестве лечебных препаратов получили не-

многие из них. Наибольшее распространение получили пенициллин, 

стрептомицин, биомицин, тетрациклин, террамицин, грамицидин С, 

экмолин и др. 

Каждый антибиотик избирательно действует на определенные 

чувствительные к нему виды бактерий. Так, например, пенициллин 

действует на грамположительные бактерии. Стрептомицин активен 

против некоторых грамположительных и грамотрицательных бакте-



87 

рий. Тетрациклин - антибиотик широкого спектра действия. Он подав-

ляет развитие грамположительных и грамотрицательных бактерий и 

риккетсий. 

Воздействуя на микробную клетку, антибиотики вызывают в 

ней нарушение функций обмена веществ. Различные антибиотики дей-

ствуют неодинаково. Так, например, пенициллин ингибирует синтез 

пептидных связей пептидогликана - основного вещества клеточной 

стенки.  

Стрептомицин, нарушая процессы аэробной ферментации угле-

водов, угнетает дыхательную функцию. 

Антибиотики способны задерживать рост микроорганизмов, т.е. 

оказывать бактериостатическое действие, или же полностью подавлять 

их жизнедеятельность - оказывать бактерицидное действие. Готовятся 

антибиотики промышленным путем в виде различных солей. 

Биологическую активность антибиотиков выражают в ЕД, со-

держащихся в 1 мл (ЕД/мл) или в 1 мг (ЕД/мг). За единицу действия 

принимают минимальное количество антибиотика, способное подав-

лять рост стандартного тест-микроба в строго определенном объеме 

питательной среды. 

При установлении активности антибиотика используют опреде-

ленный тест-микроб, обладающий самой высокой чувствительностью 

к нему. 

Например, за единицу действия пенициллина принимают его 

количество, подавляющее рост стандартного штамма золотистого ста-

филококка в 50 мл питательного бульона. Поскольку эта единица дей-

ствия пенициллина принята во всех странах, ее иногда обозначают 

символом ME (международная единица). 

За единицу действия других антибиотиков принимаются мини-

мальные количества микрограммов каждого из них, подавляющие рост 

соответствующего тест-микроба в 1 мл питательной среды. 

Антибиотики широко применяются при лечении многих инфек-

ционных заболеваний животных и человека. Одним из основных эле-

ментов рационального их применения в ветеринарии при инфекцион-

ных болезных животных является определение чувствительности вы-

деленного возбудителя к этим препаратам. Это необходимо для того, 

чтобы рекомендовать наиболее эффективный из предлагаемых при 

данном заболевании. 

Установлено, что большинство антибиотиков в 1 мг вещества 

содержат 1000 ЕД. Единица биологической активности у разных анти-

биотиков неодинакова: 1 ЕД пенициллина эквивалентна 0,6 мкг, 

стрептомицина - 1 мкг, неомицина -0,3 мкг чистого вещества. 
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Весовое количество антибиотика, эквивалентное 1 ЕД, называ-

ют международной единицей (ME) действия. 

Чувствительность микроба (возбудителя болезни) к антибиоти-

кам выражается задержкой его роста или гибелью от минимальной 

концентрации препарата (мкг, ЕД/мл) в течение 16 — 18 ч. 

 

Методы определения чувствительности микроорганизмов 

к антибиотикам 

Чувствительность микроорганизмов к антибиотикам определя-

ют следующими методами: 

1. Методом серийных разведений в жидкой или плотной пита-

тельной среде. 

2. Методом диффузии с применением дисков, содержащих ан-

тибиотики. 

Методом серийных разведений определяют концентрацию ан-

тибиотика в 1 мл питательной среды, подавляющую рост выделенного 

возбудителя или тест-микроба. 

Вначале готовят основное разведение антибиотика (пенициллина) 

с таким расчетом, чтобы в 1 мл МПБ было 16 ЕД/мл. 2 мл такого МПБ 

вносят в первую пробирку, содержащую 2 мл, т.е. в 1 мл МПБ будет 8 

ЕД/мл, затем 2 мл такого МПБ вносят во вторую пробирку, где получа-

ют 4 ЕД/мл в 1 мл, и так делают последовательные разведения антибио-

тика, получая ряд пробирок с убывающей его концентрацией. Затем в 

каждую пробирку вносят по 0,2 мл 1 млн. взвеси микробов, концентра-

ция которых в рабочих пробирках будет составлять 100 тыс. микробных 

клеток в 1 мл среды. Пробирки ставят в термостат при 37 °С на 16— 18 

ч. При учете результатов отмечают пробирку, в которой отсутствует 

рост (МПБ остается прозрачным), — концентрация антибиотика в этой 

пробирке будет бактериостатической. 

Бактериостатической концентрацией антибиотика называют 

наименьшую его концентрацию, при которой наблюдается угнетение 

роста и размножения бактерий. 

Для определения бактерицидной активности антибиотика из 

пробирок с отсутствием видимого роста делают посев в пробирки с 

МПА. Если после инкубирования в термостате в них не появится рост, 

это значит, что проявилось бактерицидное действие антибиотика. 

Чувствительность микроба к антибиотику выражают средней 

арифметической из концентрации антибиотика в двух смежных про-

бирках — последней, с прозрачной средой и первой — с помутневшей. 

Метод диффузии в агар с применением дисков. Для получе-

ния сплошного роста производят посев 1 — 2 мл микробной взвеси, 
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содержащей по оптическому стандарту 500 млн. микробных тел в 1 мл. 

Осторожным покачиванием чашки взвесь распределяют равномерным 

слоем по всей ее поверхности, после чего избыток жидкости отсасы-

вают пастеровской пипеткой и сливают в банку с дезраствором, а чаш-

ку с засеянной средой подсушивают в термостате. 

На поверхность чашек с подсушенной и засеянной питательной 

средой стерильным остроконечным пинцетом накладывают диски, 

пропитанные антибиотиками. Последние представляют собой кружки 

фильтровальной бумаги диаметром 10 мм, пропитанные различными 

антибиотиками и высушенные под вакуумом. Диски накладывают по 

одному на поверхность засеянной питательной среды и, не сдвигая с 

места, слегка прижимают браншами пинцета, чтобы они всей поверх-

ностью плотно прилегали к поверхности агара. Диски должны нахо-

диться на равном расстоянии друг от друга и на расстоянии 2,5 мм от 

центра чашки. Каждая чашка может быть использована для испытания 

штамма по отношению к 4 —5 антибиотикам. 

Для большей достоверности получаемых результатов испытание 

с каждой культурой следует производить параллельно на двух чашках. 

Антибиотическое вещество, диффундируя в агар, формирует 

вокруг диска зону угнетения роста бактерий. Процесс диффузии анти-

биотика диска в агар заканчивается через 3-4 ч после нанесения диска. 

Наибольшая концентрация антибиотика находится в центре – в месте 

расположения диска, по направлению к переферии содержание его 

снижается. 

Засеянные чашки с нанесенными на них дисками оставляют при 

комнатной температуре на 30-60 мин, а затем помещают в термостат 

на 16-18 ч при 37
0
С вверх дном, чтобы избежать попадания конденса-

ционной воды на поверхность посева. 

Бактерии, чувствительные к антибиотику, при испытании обра-

зуют вокруг соотвествующего диска зоны угнетения роста. Четко вы-

деляющиеся на фоне сплошного микробного роста. Величина зон 

угнетения роста, четко выделяющиеся на фоне сплошного микробного 

роста. Величина зон угнетения роста определяет степень чувствитель-

ности микроба к антибиотику.  

Измерение зоны угнетения производят с помощью циркуля или 

миллиметровой линейки. Измеряемый диаметр зоны должен прохо-

дить через центр диска. Иногда зона угнетения имеет овальную форму. 

В таких случаях измеряют наибольший и наименьший ее диаметры и 

вычисляют среднюю величину, которая и принимается за показатель. 

Между степенью чувствительности микроба к антибиотику и 

размером диаметра зоны угнетения имеются следующие соотношения: 
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Степень чувствительности             Размер зоны угнетения 

микроба к антибиотику 

Высокочувствительные             Больше 26 мм 

Чувствительные             15 — 25 мм 

Малочувствительные             11 — 14 мм 

Устойчивые             10 мм 
 

Чтобы эти соотношения были стандартными при испытании 

микроба с различными антибиотиками, концентрации последних при 

пропитывании дисков подбирают таким образом, чтобы они с одина-

ково чувствительными микробами давали примерно одинаковые диа-

метры зон угнетения. 

Бактериофаги - группа вирусов, паразитирующих на бактери-

ях. Бактериофаги в зависимости от типа вызываемой инфекции делят-

ся на вирулентные и умеренные. Вирулентные бактериофаги дают ли-

тическую продуктивную инфекцию, в результате чего образуется но-

вая генерация фага. Литический цикл состоит из фаз адсорбции на ре-

цепторах клеточной стенки, инфицирования клетки нуклеиновой кис-

лотой или цельным фагом, репликации нуклеиновой кислоты и синте-

за белка головки и отростка, сборки фаговых  частиц и выхода фага с 

лизисом бактерии-хозяина. 

На жидких средах лизис проявляется в просветлении бактери-

альной суспензии, на плотных - в формировании участков 

отсутствия роста, которые называют "стерильными" пятнами, 

бляшками или негативными колониями. Размеры и формы этих обра-

зований имеют дифференциально-диагностическое значение. 

Бактериофаги обладают специфичностью действия. Литический 

спектр их может охватывать все особи того или иного вида. Такие фа-

ги называют универсальными, или поливалентными, их применяют 

при идентификации соответствующих бактерий, а также фаготерапии 

и фагопрофилактике. Типовые фаги способны лизировать лишь группу 

особей того или иного вида (фаговар), на чем основано типирование 

бактерий. 

В качестве индикаторного признака, определяющего видовую 

принадлежность микроба и его фаготипаж, служит феномен лизиса 

данной культуры на плотной питательной среде при совместном куль-

тивировании ее с заведомо определенным специфическим бакте-

риофагом. 

 

Техника выявления бактериофага на плотной среде 

Бульонную культуру высевают на агар в чашках Петри: одну 

каплю культуры растирают стеклянным шпателем по всей поверхно-
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сти агара, чашки помещают в термостат при 37 
0
С на 3 — 4 ч. Затем в 

чашку с подрощенной культурой вносят одну каплю бактериофага и 

вновь помещают в термостат на сутки. По истечении этого времени в 

контрольной чашке без фага отмечается сплошной рост бактерий по 

всей поверхности среды, в чашке с добавленным фагом наблюдается 

задержка роста бактерий в местах нанесения фага. Можно использо-

вать метод "стекающей дорожки". 

 

Техника фаготипирования микробов 

В основу фаготипирования положен принцип совместного вы-

ращивания типируемой культуры с типовым бактериофагом. Наступ-

ление лизиса является индикаторным признаком, определяющим ти-

повую принадлежность бактерий.  

Для фаготипирования бактерий рекомендуется применять хо-

рошо подсушенный 1,5%-ный МПА с 5% глицерина. Суточную агаро-

вую культуру испытуемого штамма отсевают на бульон и помещают в 

термостат при 37 °С. С появлением хорошо заметного роста культуру 

набирают в пастеровскую пипетку с тонко оттянутым капилляром и 

наносят небольшими каплями на поверхность хорошо подсушенной 

питательной среды. На поверхности агара перед нанесением культуры 

намечают кружки диаметром 5 —8 мм. На одной чашке можно нане-

сти 32 — 34 таких кружка. На кружок наносится капля исследуемой 

культуры, избыток которой стекает в бороздку вокруг капли. После 

подсыхания капель наносят соответствующие типовые фаги. Учет ре-

зультатов фаготипирования может быть проведен предварительно че-

рез 6 —8 ч инкубации чашек, окончательный — через 20 — 24 ч. 

Типовые фаги употребляются для типирования в критическом 

тест-разведении, так как концентрированный фаг может дать неспеци-

фический лизис бактериальных культур. За критическое тест-

разведение фага принимается максимальное десятикратное разведение 

его, еще дающее сливной лизис индикаторной культуры. Обычно в 

критическом тест-разведении фаги содержат в 1 мл около 10 частиц. 

Можно проводить фаготипирование в чашках с агаром, на по-

верхности которого выращена исследуемая культура. Чашка делится 

на участки по числу типовых фагов, на которые наносятся капли типо-

вых фагов пастеровской пипеткой или петлей диаметром около 4 мм. 

Учет фаготипирования производят как в проходящем, так и в 

падающем свете. Интенсивность лизиса отмечают с помощью четы-

рехкратной системы. 

++++ — характеризуют полный лизис культуры. В месте нане-

сения капли бактериофага образуется пятно, совершенно прозрачное в 
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проходящем свете с резко очерченным краем и абсолютно гладкой по-

верхностью агара. 

+++ — неполный лизис. В месте нанесения капли образуется 

прозрачное в проходящем свете пятно с четкими краями и матовой 

слегка шероховатой поверхностью. 

++ — слабо выраженный лизис, характеризуется значительным 

просветлением культуры в месте нанесения капли, контуры края слабо 

очерчены. 

+ — намечающийся лизис, незначительное просветление куль-

туры в месте нанесения капли бактериофага, контуры зоны просветле-

ния расплывчатые. 

Положительной реакцией, определяющей фаготип, являются 

++++ и +++. 

Отсутствие лизиса культуры с любым из примененных бакте-

риофагов указывает на то, что в имеющемся наборе для типируемой 

культуры нет соответствующего фага. 

 

Контрольные вопросы 

1. Что собой представляют антибиотики? 

2. Классификация антибиотиков по происхождению. 

3. Действие антибиотиков на бактериальную клетку. 

4. Чем характеризуется бактериостатическое и бактерицидное 

воздействие антибиотиков на бактериальную клетку? 

5. Методы определения чувствительности бактерий к антибио-

тикам. 

6. Единицы измерения активности антибиотиков. 

7. Что собой представляют бактериофаги? 

8. Практическое использование бактериофагов. 

9. Техника определения чувствительности (фаготипирование) 

бактериофагов. 
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ЗАНЯТИЕ 9 

 

БИОЛОГИЧЕСКИЕ ПРЕПАРАТЫ И ИХ КОНТРОЛЬ 

 
Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомить студентов с вакцинами различных 

типов, лечебно-профилактическими и диагностическими иммунными 

сыворотками, антигенами, аллергенами и принципами их контроля. 

Формирование: 

Знание: вакцин, лечебно-профилактических и диагностических 

иммунных сывороток, антигенов, аллергенов. 

Умение: применять принципы контроля биологических препаратов 

Владение: принципами контроля биологических препаратов 

Материалы и оборудование:  вакцины (против рожи свиней из 

штамма ВР-2, против сальмонеллеза из штамма ТС-177, против лепто-

спироза, ботулизма, пастереллеза), лечебно-профилактические иммун-

ные сыворотки (против пастереллеза, рожи свиней), диагностические 

агглютинирующие и флуоресцирующие сальмонеллезные сыворотки, 

диагностические аллергены (бруцеллин, туберкулин, маллеин), сте-

рильные МПА, МПБ, среда Китта-Тароцци в пробирках, агар Сабуро; 

стерильные пипетки Пастера, масло, люминесцентный микроскоп; 

сенсибилизированные бруцеллами морские свинки с положительной 

реакцией ГЗТ, плакаты. 

Содержание и методика работы 

 

Вакцины  

Эти биологические препараты содержат в качестве активного 

начала цельные микробные клетки или их компоненты. Вакцины пред-

назначены для создания искусственного активного иммунитета. Разли-

чают несколько основных типов вакцин против инфекционных болез-

ней сельскохозяйственных животных. 

Контроль вакцин. Вакцины всех типов после приготовления 

проверяют в основном по трем параметрам. 

Стерильность (инактивированные) или чистоту роста (живые) 

контролируют посевом на питательные среды. 
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Безвредность проверяют введением вакцины тем или иным ла-

бораторным животным. Вакцина не должна вызывать заболевание и 

гибель животных. 

Активность (иммуногенностъ) обычно контролируют следую-

щим образом. Вакцину вводят лабораторным животным, и через проме-

жуток времени, достаточный для выработки активного иммунитета (15-

20 сут.), эту группу вместе с контрольной группой нецривитых живот-

ных заражают летальной дозой возбудителя. 80% и более контрольных 

животных должны погибнуть, вакцинированные должны выжить. В не-

которых случаях об иммуногенности препарата судят по косвенным по-

казателям: количеству агглютининов у привитых животных (лептоспи-

розная вакцина), антитоксинов в РН (вакцина против ботулизма). 

Например, сухую живую вакцину против рожи свиней ВГНКИ 

из штамма ВР-2 контролируют следующим образом. Для контроля чи-

стоты сухую (лиофилизированную) вакцину разводят стерильным фи-

зиологическим раствором в соотношении 1:10. Из суспензии бактерий 

готовят мазки, красят по Граму, микроскопируют. В препарате должны 

быть типичные мелкие грамположительные палочковидные клетки при 

отсутствии посторонних микроорганизмов. Одновременно проводят 

посевы на МПА, МПБ, среду Китта-Тароцци и агар Сабуро. Посевы 

выдерживают 10 сут при 37-38°С, посевы на грибы — 15 сут при 20-

25°С. Рост посторонней микрофлоры в указанные сроки на всех пита-

тельных средах должен отсутствовать при наличии типичного роста на 

МПА и МПБ культуры возбудителя рожи. 

С целью контроля вакцины на безвредность и активность 20 бе-

лым мышам массой 17-18 г вводят подкожно 0,2 мл препарата. Вакци-

ну считают безвредной, если погибает не более пяти мышей. Через 14 

сут всех оставшихся в живых вакцинированных и пять контрольных 

мышей заражают летальной дозой культурой вирулентного штамма 

возбудителя рожи свиней. Вакцину признают активной, если погибают 

в течение 3-4 сут контрольные и выживает не менее 75% вакциниро-

ванных мышей. 
 

Лечебно-профилактические иммунные сыворотки  

и иммуноглобулины 

Данные биопрепараты применяют для создания пассивного 

иммунитета при профилактике или лечении. Под пассивной иммуни-

зацией понимают введение готовых иммуноглобулинов (антител) жи-

вотному. Пассивный иммунитет возникает через 20-24 ч после инъек-

ции и длится максимум 2-3 нед. Иммунные сыворотки получают пу-

тем многократного введения антигена животным-продуцентам (волам, 

лошадям и др.). Для получения каждого типа иммунных сывороток 
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разработаны регламенты приготовления соответствующего антигена, 

схемы иммунизации и методы, с помощью которых контролируют 

количество антител в сыворотке крови. 

По направленности действия иммунные сыворотки подразделя-

ют на антибактериальные, антитоксические, антивирусные. По дости-

жении необходимого уровня антител у животного берут кровь обычно 

в объеме 1% массы животного или осуществляют тотальное обескров-

ливание. Полученную кровь сепарируют для получения сыворотки, 

которую стерилизуют фильтрованием и консервируют 0,25-0,5%-ным 

фенолом, 0,01-0,03% -ным тиомерсалом или другими веществами. 

Контроль сывороточных препаратов. Включает в себя про-

верку на стерильность, безвредность и специфическую активность. 

Стерильность препаратов определяют посевом на питательные 

среды (МПА, МПБ, МППВ, агар Сабуро или Чапека). Безвредность 

каждой серии обычно контролируют введением сыворотки морским 

свинкам. Специфическую активность сыворотки проверяют в зависи-

мости от направленности ее действия. 

Определение превентивных (защитных) свойств на естествен-

но-восприимчивых или лабораторных животных заключается и в том, 

что животным вводят подкожно, внутримышечно или внутрибрюшин-

но сыворотку, а через 20-24 ч иммунизированным и контрольным жи-

вотным вводят под-титрованную дозу гомологичного вирулентного 

микроорганизма. Иммунизированные животные должны остаться здо-

ровыми. Контрольные переболевают с проявлением характерных при-

знаков заболевания. 

Активность антитоксических и ряда противовирусных сыворо-

ток определяют в реакциях нейтрализации (РН). Количество антител в 

сыворотках устанавливают при помощи серологических реакций (РСК, 

РА, РИГА, РДП и др.). 

Для концентрирования антител иммунной сыворотки, удаления 

серологически неактивных белков и соответственно повышения спе-

цифической активности препарата применяют методы, с помощью 

которых выделяют глобулиновую фракцию белков иммунной сыво-

ротки. Готовые препараты иммуноглобулинов контролируют, как и 

иммунные сыворотки: на стерильность, безвредность и специфиче-

скую активность. 
 

Диагностические антитела 

Принцип получения диагностических иммунных сывороток та-

кой же, как и лечебно-профилактических. Диагностические сыворотки 

должны обладать не только высокой активностью в серологических 

реакциях, но и специфичностью. С помощью диагностических сыво-
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роток обнаруживают микробные антигены в тканевых материалах и 

идентифицируют выделенные микроорганизмы. В зависимости от це-

левого назначения различают видовые сыворотки (предназначены для 

идентификации микроорганизмов на уровне вида), групповые (иден-

тификация на уровне серологической группы), серовариантные (на 

уровне серовара). Иммунные сыворотки готовят для использования в 

различных серологических реакциях (РА, РП, РДП, РСК, РИГА, РН). 

При получении антител, меченных флуорохромом и ферментами, из 

иммунных сывороток предварительно выделяют и очищают имму-

ноглобулиновую фракцию. В основном диагностические сыворотки 

(диагностикумы) контролируют на стерильность, активность и специ-

фичность. 

Получение моноклональных антител. Обычные иммунные 

диагностические сыворотки, выпускаемые биофабриками, представ-

ляют собой смесь антител против различных антигенных детерминант 

возбудителя инфекционной болезни. Использование таких сывороток 

для идентификации возбудителя сопряжено с получением перекрест-

ных реакций между сероварами одного вида и даже между различны-

ми видами микроорганизмов за счет общих антигенных детерминант. 

Избежать таких нежелательных перекрестных реакций пытаются раз-

личными способами. Один из методов заключается в использовании в 

качестве антигенов для иммунизации животных-продуцентов компо-

нентов клеток возбудителя, несущих преимущественно специфические 

антигены. Часто такие вещества получают, разделяя антигенную смесь 

фильтрованием через сефадексы. 

Другое традиционное направление в получении специфических 

реагентов — метод адсорбции иммунных сывороток, когда пере-

крестно реагирующие антитела удаляют, насыщая сыворотку клетками 

антигеннородственных бактерий. Клетки бактерий связывают пере-

крестнореагирующие антитела, и потом их вместе с антителами отде-

ляют от адсорбированной сыворотки центрифугированием. Подобным 

образом получают адсорбированные агглютинирующие сыворотки для 

идентификации сальмонелл и некоторых других видов бактерий. 

В качестве специфических антительных реагентов все чаще ис-

пользуют моноклинальные антитела. Обычные диагностические сыво-

ротки — поликлональные, поскольку содержат антитела, синтезиро-

ванные разными линиями (клонами) В-лимфоцитов к различным анти-

генным детерминантам. Моноклональные антитела представляют со-

бой иммуноглобулины, продуцируемые одним клоном клеток и реаги-

рующие с определенным антигенным эпитопом микроорганизма. 

Чтобы получить моноклональные антитела, изолируют и под-
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держивают линию лимфоцитов, синтезирующих антитела определен-

ной специфической направленности. Клетки-продуценты антител не 

способны расти in vitro. Злокачественная опухоль (миелома) синтези-

рует в больших количествах аномальные иммуноглобулины и способ-

на к неограниченному росту in vitro. Была разработана методика слия-

ния клеток миеломы с лимфоцитами, при этом гибридная клетка (ги-

бридома), как и опухолевая, способна к неограниченному росту и од-

новременно синтезирует антитела, как лимфоидная. Необходимо об-

наружить клон клеток, продуцирующих антитела необходимой специ-

фической направленности. Получение моноклональных антител вклю-

чает в себя несколько этапов. 

Известным антигеном иммунизируют животных. Затем из селе-

зенки выделяют В-лимфоциты. 

Проводят слияние (гибридизацию) В-лимфоцитов и миеломных 

клеток. Получают смесь лимфоцитов гибридных и миеломных клеток. 

Смесь клеток культивируют в среде, содержащей ГАТ (гипоксан-

тин — аминоптерин — тимидин), что приводит к гибели лимфоцитов и 

миеломных клеток, так как на этой среде растут только гибридомы. 

Гибридомные клетки рассевают (клонируют) таким образом, 

чтобы в лунке панели для микрокультивирования оказалась только 

одна клетка, дающая начало клону. После размножения клеток оцени-

вают их способность синтезировать нужные антитела (проводят скри-

нинг). Клонирование повторяют. В конечном итоге выбирают ста-

бильный клон, продуцирующий антитела заданной специфичности. 

Клетки гибридомы можно длительно хранить в замороженном 

состоянии (в жидком азоте). 

Моноклональные антитела выделяют либо из культуральной 

жидкости (клетки гибридомы выращивают in vitro), либо из асцитиче-

ской (выращивание in vivo). 

Моноклональные антитела используют для диагностики инфек-

ционных болезней в иммуноферментном, радиоиммунном и иммуно-

флуоресцентном анализах. 
 

Диагностические антигены 

Предназначены для постановки различных серологических ре-

акций с целью серодиагностики инфекционных болезней животных. В 

зависимости от типа серологической реакции антигены могут быть 

корпускулярными (РА, РСК), на носителях (эритроцитарные антиген-

ные диагностикумы для РИГА), растворимые (РП, РДП). Технология 

приготовления антигенов разнообразна, но основой для антигенов лю-

бого типа служат исходные селекционированные, без признаков дис-

социации культуры микроорганизмов. 
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Контроль диагностических антигенов проводят по опреде-

ленным параметрам: 

- контроль стерильности; 

- антиген для серологических реакций должен быть определен-

ной оптимальной концентрации, выраженной, например, числом мик-

робных клеток в 1 мл; 

- активность антигена определяют в той или иной серологической 

реакции с заведомо положительной сывороткой. Антиген должен давать 

четкую положительную реакцию. В некоторых случаях сначала устанав-

ливают предельный титр антигена — разведение, в котором он дает по-

ложительную реакцию с наибольшим разведением стандартной положи-

тельной сыворотки. Для постановки серологической реакции при диа-

гностических исследованиях используют рабочий титр антигена — 

двойную дозу предельного титра (единый бруцеллезный антиген);  

- специфичность антигена испытывают в серологической реак-

ции с заведомо отрицательной сывороткой. Корпускулярные антигены 

для серологических реакций осадочного типа контролируют на спон-

танную агглютинацию — выпадение в осадок в отсутствие антител. 

 

Диагностические аллергены 

Данные биопрепараты (бруцеллин, туберкулин, маллеин) пред-

ставляют собой экстракты из клеток возбудителя и содержат продукты 

их метаболизма. Аллергическая диагностика основана на выявлении 

гиперчувствительности замедленного типа, которая развивается при 

ряде инфекционных болезней, особенно хронических. В основе этих 

диагностических тестов лежит специфическая реакция иммунного 

воспаления с участием сенсибилизированных Т-лимфоцитов. 

 

Контрольные вопросы 

1. Что такое вакцины? 

2. Какие существуют контроли вакцин? 

3. Что такое лечебно-профилактические сыворотки и имму-

ноглобулины? 

4. Как осуществляют контроль сывороточных препаратов? 

5. Что такое  диагностические антигены? 

6. Что такое  диагностические аллергены вы знаете? 

7. Что такое диагностические антитела? 
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ЗАНЯТИЕ 10 
 

РЕАКЦИЯ АГГЛЮТИНАЦИИ,  

НЕПРЯМОЙ ГЕМАГГЛЮТИНАЦИИ, РЕАКЦИЯ КУМБСА 

 
Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомить студентов с реакциями агглютина-

ции, гемагглютинации и реакцией Кумбса, с техникой их постановки и 

учета результатов. 

Формирование: 

Знание: методик постановки реакций агглютинации, гемагглю-

тинации, реакции Кумбса 

Умение: учитывать результаты реакций 

Владение: техникой постановки и учета РА, РНГА, РК. 

Материалы и оборудование:  культуры Е. coli различной серо-

групповой принадлежности на МПА, О-агглютинирующие диагности-

ческие эшерихиозные сыворотки, бруцеллезный роз-бенгал антиген, 

положительная бруцеллезная сыворотка, планшеты с результатами 

титрования иммунной сыворотки в РНГА, единый бруцеллезный анти-

ген, мерные пипетки. 

Содержание и методика работы 
 

Взаимодействие микробного антигена и антител носит строго 

специфический характер и направлено в животном организме на 

нейтрализацию возбудителя и его токсинов. Взаимодействие антигена 

и антител in vitro при определенных условиях сопровождают видимые 

феномены (агглютинация, преципитация, иммунный лизис), что поз-

воляет использовать АГ—АТ-реакции, получившие название сероло-

гических (лат. serum - сыворотка), в практических целях. Биофабрики 

выпускают антигены и иммунные сыворотки (антитела) известной 

специфической направленности (диагностические). При помощи таких 

сывороток в серологических реакциях можно идентифицировать неиз-

вестный микроорганизм или, применяя известный антиген, обнару-

жить в организме антитела, синтезированные в ответ на внедрение 

возбудителя, и таким образом поставить диагноз (серологическая диа-

гностика). Кроме того, серологические реакции можно использовать 
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для оценки интенсивности иммунного ответа после вакцинации или 

перенесенной инфекционной болезни. 

Реакции агглютинации, непрямой гемагглютинации и Кумбса 

основаны на взаимодействии in vitro корпускулярных антигенов с ан-

тителами и способности образовавшихся комплексов выпадать в оса-

док. В качестве корпускулярных антигенов используют бактериальные 

клетки или растворимые антигены, экстрагированные из микроорга-

низмов и сорбированные на корпускулах носителей: эритроцитах, ча-

стицах латекса и т.д. 

Антигенные детерминанты корпускулярных антигенов специ-

фически взаимодействуют с гомологичными антителами (специфиче-

ская, невидимая фаза реакции), а затем комплексы антиген — антитело 

образуют крупные, видимые невооруженным глазом конгломераты, 

которые выпадают в осадок — агглютинат (песпецифическая, видимая 

фаза реакции). Антигены и антитела взаимодействуют лишь в присут-

ствии электролита (в 0,8%-м paстворе хлорида натрия). 

Реакция агглютинации (РА). Разработано несколько вариантов 

реакции агглютинации, различающихся по методическому исполне-

нию и цели исследования. 

РА на стекле. 1. Для идентификации микроорганизма на обез-

жиренное предметное стекло наносят раздельно каплю известной аг-

глютинирующей диагностической сыворотки, например сальмонеллез-

ной, и каплю физиологического раствора (контроль). Затем бактерио-

логической петлей берут бактериальную массу изучаемой культуры из 

колонии в чашке Петри или с поверхности скошенного МПА в про-

бирке и суспендируют раздельно  в иммунной сыворотке и физиологи-

ческом растворе до получения гомогенной взвеси. Результат учитыва-

ют через 2..4 мин. 

Учет результатов: в контрольной пробе изменения должны от-

сутствовать. При специфическом соответствии культуры бактерий 

иммунной сыворотке появляются хлопья агглютината (положительный 

результат), в случае отсутствия феномена агглютинации делают за-

ключение о том, что исследуемая культура бактерии не соответствует 

иммунной сыворотке. 

2. Обнаружение антител в исследуемой сыворотке крови рас-

смотрим на примере роз-бенгал пробы, применяемой при серодиагно-

стике бруцеллеза. На предметное стекло наносят 0,3 мл исследуемой 

сыворотки крови животного и 0,03 мл бруцеллезного антигена (окра-

шенные розовым-бенгальским клетки бруцелл). Компоненты тщатель-

но перемешивают покачиванием стекла и через 4 мин учитывают ре-

зультат. 
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Учет результатов: при положительной реакции появляются ро-

зовые хлопья агглютината. Серологическую реакцию подобного типа 

относят к качественной, так как с ее помощью можно выявлять анти-

тела к возбудителю в сыворотке крови животного, но невозможно оце-

нить их количественное содержание. 

Пробирочная РА. 1. Обнаружение антител в сыворотке крови 

рассмотрим на примере РА для серологической диагностики бруцелле-

за крупного рогатого скота. Схема постановки опыта приведена в таб-

лице 2. Общий объем компонентов реакции 1 мл. 

 

Таблица 2 - Схема постановки пробирочной РА  

Для обнаружения антител в сыворотке крови 
 

Компонент 

 реакции 

Количество компонента (мл) в пробирке 

1-й  
(исходное 

разведение 

и контроль 
антигена) 

2-й 3-й 4-й 5-й 

6-й  

(контроль 

антигена) 

Физиологический 

раствор 
2,4 - 0,5 0,5 0,5 0,5 

Исследуемая сыворот-

ка крови 
0,1 

0,5 из 1-

й проб. 

0,5 из 1-

й проб. 

Последовательный 
перенос по 0,5 мл, 

начиная с 3-й проб. 

- 

Полученное разведение 1:25 1:25 1:50 1:100 1:200  

Бруцеллезный антиген, 

109 кл/мл 
- 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 

Конечное разведение 1:25 1:50 1:100 1:200 1:400  

 
Перемешивают встряхиванием. 

Инкубирование при 37-380С 18-20 ч. 

 

Из 5-й пробирки  удаляют 0,5 мл жидкости перед добавлением 

антигена. 

Одновременно по аналогичной схеме исследуют заведомо по-

ложительную и отрицательную сыворотки (положительный и отрица-

тельный контроли). 

Учет результатов начинают с контрольных пробирок — не 

должно быть спонтанной (неспецифической) агглютинации в 6-й про-

бирке (контроль антигена) и хлопьев осадка в 1-й пробирке (контроль 

сыворотки). В остальных пробирках наличие и интенсивность агглю-

тинации учитывают визуально и оценивают в крестах:  

1) (++++)— полная агглютинация — хорошо выраженный оса-

док в виде «зонтика» и полное просветление жидкости, при легком 

встряхивании «зонтик» разбивается на хлопья и комочки, а жидкость 

остается прозрачной (агглютинировало 100 % антигена); 
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2) (+++) — неполная агглютинация с хорошо выраженным 

осадком в виде «зонтика» и неполным просветлением жидкости (аг-

глютинировало 75% антигена); 

3) (++) —частичная агглютинация с неполным просветлением 

жидкости, «зонтик» умеренно выражен (агглютинировало 50% антигена);  

4) (+) —едва заметное просветление жидкости, «зонтик» выра-

жен слабо, при встряхивании заметно небольшое количество хлопьев 

или комочков (агглютинировало 25 % антигена);  

5) (—) — просветление жидкости и образование «зонтика» не 

наступило, на дне пробирки по центру образуется небольшой осадок 

микробов антигена в виде точки или пятна. 

Для более объективной оценки результатов РА в крестах гото-

вят стандарты мутности, соответствующие 75, 50, 25 и 0% просветле-

ния жидкости.  

В четыре пробирки последовательно наливают 1, 2, 3 и 4 мл ан-

тигена, разведенного 1:10. Затем в том же порядке в три первые про-

бирки добавляют 3, 2 и 1 мл фенолизированного раствора. В четвер-

тую пробирку раствор не добавляют. После встряхивания пробирок из 

каждой из них переносят по 0,5 мл в серологические пробирки и до-

бавляют по 0,5 мл физиологического раствора. Полученные стандарты 

соответствуют 75, 50 и 25% просветления жидкости. В четвертой про-

бирке просветление отсутствует. Стандарты мутности готовят каждый 

раз при постановке РА и выдерживают в термостате одновременной с 

основной реакцией.  

За положительный результат принимают агглютинацию мини-

мум на два креста. Максимальное разведение исследуемой сыворотки 

крови, обеспечивающее агглютинацию минимум на два креста или 

более, называют титром сыворотки. Титр сыворотки отражает количе-

ственное содержание антител в крови исследуемого животного. 

 

Таблица 3 -  Учет результатов РА для обнаружения антител  

в сыворотке крови 
 

Сыворотка  
крови 

Номера пробирок (разведение сыворотки) 

1 (контроль 

сыворотки) 

2 

(1:50) 

3 

(1:100) 

4 

(1:200) 

5 

(1:400) 

6  
(контроль 

антигена) 

Исследуемая - ++++ ++++ +++ + - 

Положительная 
(контроль) 

- ++++ ++++ ++++ +++ - 

Отрицательная 

(контроль) 
- - - - - - 

 

 



103 

Из приведенного примера (табл. 3) видно, что антиген специфи-

чен, так как отсутствует спонтанная агглютинация с физиологическим 

раствором и нормальной (отрицательной) сывороткой, и активен — 

взаимодействует с заведомо положительной сывороткой. Следова-

тельно, можно учитывать результаты РА с исследуемой сывороткой 

крови. Титр исследуемой сыворотки (титр антител) в данном случае 

составляет 1 : 200. 

Пробирочную РА используют не только для серодиагностики 

инфекционных болезней, но также для оценки активности диагности-

ческих агглютинирующих сывороток или интенсивности поствакцио-

нального иммунологического ответа. 

Количество антител может служить диагностическим критерием. 

Под диагностическим титром понимают минимальное количество анти-

тел к данному антигену в исследуемой сыворотке, заведомо превышаю-

щее количество нормальных антител к используемому в реакции анти-

гену в сыворотке животного того же вида. При диагностическом титре 

антител и выше животное рассматривают как больное или переболев-

шее. При некоторых инфекциях этот подход не всегда продуктивен, и 

тогда исследуют «парные сыворотки», т.е. сыворотки, взятые от живот-

ного дважды с интервалом три-четыре недели, причем первую пробу 

необходимо брать не позднее двух-трех суток после появления клиниче-

ских симптомов болезни. На активный инфекционный процесс указыва-

ет существенное повышение титра антител во второй пробе. 

2. Для идентификации микроорганизмов используют пробироч-

ную РА, если из-за антигенного родства с различными видами или 

внутривидовыми сероварами в РА на стекле микроорганизм иденти-

фицировать не удалось. 

Например, если культура Е. coli дает в РА на стекле положи-

тельный результат одновременно с иммунными сыворотками против 

нескольких О-серогрупп, ее испытывают как антиген с теми же сыво-

ротками уже в пробирочной РА и относят к той О-серогруппе, с сыво-

роткой которой она дает максимальные титры. 

Реакция непрямой (пассивной) гемагглютинации (РНГА). 
Данную реакцию относят к серологической реакции осадочного типа. 

В ней используют растворимые микробные антигены, сорбированные 

на эритроцитах как носителях (антигенный диагностикум), или сорби-

рованные на эритроцитах антитела известной иммунной сыворотки 

(антительный диагностикум). Антигенные диагностикумы применяют 

для серологической диагностики, антительные—для обнаружения ан-

тигенов в исследуемом материале. 

Приготовление антигенных диагностикумов. Дефибриниро-
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ванную кровь отмывают ФСБР (рН 7,2) три раза. Для стабилизации 

(фиксации) эритроциты обрабатывают формальдегидом, глутаровым 

или акриловым альдегидом. Наиболее распространена формалиниза-

ция эритроцитов: 50%-ю суспензию эритроцитов смешивают с 50%-м 

раствором формалина в соотношении 1:1, выдерживают, периодиче-

ски встряхивая, при 37 
0
С 2 ч и затем отмывают ФСБР три раза. 

Эритроциты легко сорбируют на своей поверхности полисаха-

риды, а после обработки танином и белки. Танинизацию проводят, 

смешивая 2,5%-ю суспензию эритроцитов и раствор танина (1:20 000) 

в соотношении 1:1с последующим выдерживанием при 37°С в течение 

15 мин. Затем эритроциты отмывают ФСБР (три раза) и доводят кон-

центрацию до исходной. Для сенсибилизации 1 мл 2,5%-й взвеси от-

мытых таннизированных эритроцитов объединяют с 1 мл антигена и 4 

мл ФСБР (рН 6,4) и выдерживают при 37 °С 2 ч. После сенсибилиза-

ции эритроциты отмывают три раза и суспендируют в ФСБР (рН 7,2), 

который содержит 1 % нормальной кроличьей сыворотки, обеспечи-

вающей стабильность суспензии. Следует отметить, что оптимальное 

количество антигена для сенсибилизации эритроцитов определяют 

опытным путем в каждом случае. 

Обнаружение антител в сыворотке крови. Сыворотку крови перед 

исследованием инактивируют в водяной бане при 56 °С 30 мин и прове-

ряют на наличие антител к антигенам собственно эритроцитов. Для уда-

ления антиэритроцитарных антител исследуемую сыворотку крови пред-

варительно адсорбируют несенсибилизированными эритроцитами. 

РНГА на стекле применяют для диагностики пуллороза — тифа 

птиц (качественная кровекапельная реакция непрямой гемагглютина-

ции — ККРНГА). На сухое обезжиренное стекло глазной пипеткой 

наносят антиген и свежую кровь (в соотношении 1:1), взятую из гребня 

или подкрыльцовой вены птицы, и смешивают, покачивая стекло. Ре-

акцию считают положительной при выпадении в течение двух минут в 

смеси крови с антигеном хлопьев коричневого цвета. Параллельно ста-

вят контроли с позитивной и негативной сыворотками. 

Пробирочная РНГА рекомендована для серологической диагно-

стики многих инфекционных болезней. Например, для диагностики 

сальмонеллезов используют количественную РНГА. Эритроцитарный 

антиген содержит О-антигены сальмонелл. Исследуемую сыворотку 

разводят физиологическим раствором в полистироловых планшетах в 

объеме 0,5 мл от разведения 1:100 до 1:800. Затем в каждую лунку 

вносят 0,25 мл диаг-ностикума. Компоненты перемешивают покачива-

нием планшета и выдерживают в термостате при 37 
0
С 2...2,5 ч. Ре-

зультат РНГА оценивают в крестах (рис. 1): 
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1) (++++) —все эритроциты агглютинированы и в виде «зонти-

ка» покрывают дно лунки;  

2) (+++) — агглютинированы почти все эритроциты. На фоне 

«зонтика» сформировано малозаметное кольцо из осевших неагглюти-

нированных эритроцитов;  

3) (++) или (+) — «зонтик» плохо выражен, заметен осадок из 

неагглютинированных эритроцитов в виде кольца;  

4) (—) — эритроциты не склеены и осели на дно в виде узкого 

колечка с ровными краями либо в виде пунктата или колечка. 

Параллельно ставят контроли с заведомо положительной и от-

рицательной сыворотками. 

Реакция Кумбса (РК). Данная серологическая реакция также 

основана на феномене агглютинации: Предназначена для выявления 

так называемых «неполных» антител, у которых только один активный 

центр, и по этой  причине они могут специфически взаимодействовать 

с детерминантами антигена, но реакция не завершается формировани-

ем макроскопически видимых комплексов антиген — антитело. В 

частности, РК используют для серодиагностики бруцеллеза животных. 

 

 
 

Рис.38. Реакция гемагглютинации 
1:100…1:1600 – разведения сыворотки 

 

Предварительно сыворотки крови исследуют в обычной проби-

рочной РА. Исходя из результатов РА, для исследования берут про-

бирки с разведениями сыворотки, где нет агглютинации, но возможно 

произошло специфическое связывание «неполных» антител с бруцел-

лезными антигенами. Антиген из этих пробирок отмывают от несвя-

завшихся (свободных) белков сыворотки крови центрифугированием. 

К отмытому осадку корпускулярного бруцеллезного антигена добав-

ляют 1 мл разведенной антиглобулиновой сыворотки, содержащей 

антитела к иммуноглобулинам сыворотки крови животных того вида, 

который исследуют на бруцеллез. Пробирки со смесью выдерживают 

при 37 °С 18 ч, затем при комнатной температуре 2...4 ч. 

Учет результатов: в положительном случае бруцеллезный анти-
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ген будет агглютинировать, так как полные антитела антиглобулино-

вой сыворотки взаимодействуют с «неполными» антителами на по-

верхности бруцелл и вызывают агглютинацию корпускул антигена. 

 
Контрольные вопросы 

1. Какие типы антигенов используют в РА? 

2. В чем сущность феномена агглютинации? 

3. Что такое качественная и количественная РА? 

4. Каким образом неизвестный микроорганизм идентифициру-

ет в РА? 

5. Как определить титр сыворотки в пробирочной РА? 

6. Каким образом получают эритроцитарные диагностикумы 

для РНГА? 

7. В чем сущность реакции Кумбса? 
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ЗАНЯТИЕ 11 

 
РЕАКЦИЯ ПРЕЦИПИТАЦИИ, КОЛЬЦЕПРЕЦИПИТАЦИИ,  

ДИФФУЗНОЙ ПРЕЦИПИТАЦИИ 

 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомить студентов с сущностью и техникой 

постановки реакций, рассмотреть их практическое использование. 

Формирование: 

Знание: методик постановки реакций преципитации, коль-

цепреципитации, диффузной преципитации 

Умение: учитывать результаты реакций 

Владение: техникой постановки и учета РП, РКП, РДП. 

Материалы и оборудование:  сибиреязвенная преципитирую-

щая сыворотка, стандартный сибиреязвенный антиген, стерильный 

физиологический раствор, пипетки Пастера, пробирки Уленгута, 1,5%-

й агаровый гель с мертиолатом (конечное разведение 1:10 000), сте-

рильные чашки Петри, штампы для РДП. 

Содержание и методика работы 

 

Реакция преципитации (РП), как и реакция агглютинации, при-

надлежит к разряду серологических реакций осадочного типа, но в 

отличие от РА в ней используют не корпускулярные, а растворимые 

антигены микроорганизмов. Образование комплексов антиген — анти-

тело сопровождается изменением оптической плотности среды (по-

мутнением) — преципитацией (от лат. praecipitatio — падение вниз), 

что расценивают как положительный результат реакции. 

Антиген для РП готовят из чистых культур микроорганизмов, 

если антиген предназначен для серодиагностики, или из тканевого ма-

териала, содержащего микроорганизмы, если РП ставят, чтобы при 

помощи известной иммунной сыворотки обнаружить возбудитель в 

патологическом материале. 

Физические методы экстрагирования антигенов основаны на ме-

ханическом разрушении микробных клеток посредством растирания с 

кварцевым песком, встряхивания на шюттель-аппарате в колбе со стек-
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лянными шариками, многократного замораживания и оттаивания или 

воздействия ультразвуком. Полисахаридные термостойкие антигены 

выделяют термической обработкой (кипячением, автоклавированием). 

Из химических методов получения антигенов достаточно широ-

ко используют экстрагирование трихлоруксусной кислотой (полный 

антиген Буавена); кислотный или щелочной термогидролиз—

прогревание материала, например, в 1%-м растворе уксусной кислоты 

или 0,1 н. растворе гидроксида натрия; экстрагирование при помощи 

ацетона, мочевины, этилового спирта, эфира и других растворителей; 

часто применяют различные детергенты — дезоксихолат натрия, лау-

рилсульфат натрия и т.д.; используют методы ферментативного раз-

рушения микробных клеток, например, посредством воздействия 

трипсином. 

Выбор того или иного способа выделения растворимого антигена 

зависит от его химической природы. Главное требование к любому из 

методов — эффективное извлечение антигена без его денатурации. 

На основе феномена преципитации разработаны реакция коль-

цепреципитации (РКП), реакция диффузионной преципитации   (РДП). 

Реакция кольцепреципитации (РКП). Известна по имени автора 

как реакция Асколи (1911); разработана для диагностики сибирской 

язвы. РКП используют в ветеринарной диагностической практике пре-

имущественно для выявления микробных антигенов в тканевом мате-

риале. Обязательное условие постановки РКП — прозрачность раство-

ра антигена и иммунной сыворотки, поэтому при необходимости ком-

поненты реакции освобождают от взвешенных частиц фильтрованием, 

например, через асбестовую вату. 

Техника постановки РКП включает в себя три варианта. 

Метод «наслаивания» антигена. В уленгутовские пробирки 

(диаметр 2...3 см) вносят пастеровской пипеткой с тонким капилляром, 

не смачивая стенок пробирки, 0,3...0,4 мл иммунной преципитирую-

щей сыворотки. Затем по стенке пробирки осторожно наслаивают на 

поверхность сыворотки 0,1...0,2 мл растворимого исследуемого анти-

гена (преципитиногена). Смешивания компонентов не происходит бла-

годаря различию плотности сыворотки и экстракта. 

Учет результатов проводят на фоне темной бумаги. Через 1...2 

мин в зоне взаимной диффузии антигена и антител, на границе контак-

та компонентов, происходит помутнение среды, видимое сбоку как 

серо-белый диск (преципитат). 

Метод «подслаивания» антител. В пробирку вначале вносят ан-

тиген, а затем осторожно при помощи пастеровской пипетки на дно 

пробирки, под антиген, «подслаивают» иммунную сыворотку. 
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При постановке кольцевой РП в ходе исследования тканевого 

материала необходимы следующие контроли: 1) иммунная сыворотка 

+ стандартный антиген; 2) иммунная сыворотка + физиологический 

раствор; 3) иммунная сыворотка + экстракт из тканей здоровых жи-

вотных. 

Показания РП считают достоверными, если в первом контроле 

получают положительный, а в остальных — отрицательный результат 

(рис. 39). 

 
 

Рис. 39. Реакция кольцепреципитации в пробирках 
 

Микровариант РКП. Разработан для экономии компонентов. В 

этом случае используют стеклянные капилляры или тонко оттянутые 

кончики пастеровских пипеток диаметром 0,5... 1 мм. Капилляр опус-

кают одним концом во флакон с преципитирующей сывороткой, наби-

рают ее на высоту 1... 1,5 см, закрывают верхнее отверстие капилляра 

указательным пальцем. Затем ватой удаляют излишек сыворотки с 

наружной стороны капилляра, погружают его в раствор антигена и 

набирают равное количество антигена. Капилляр переворачивают с 

таким расчетом, чтобы смесь сыворотки и антигена оказалась в сере-

дине капилляра, после чего закрепляют вертикально в пластилиновой 

пластинке. Результаты учитывают, как и при обычной РКП. 

Реакция диффузионной преципитации (РДП). Основана на 

встречной диффузии антител (иммунной сыворотки) и растворимых 

антигенов в агаровом геле (двойная диффузия). Если антиген состоит 

из смеси моноантигенов, то каждый из них диффундирует с различной 

скоростью и точки эквивалентных соотношений каждого антигена и 

гомологичных антител будут находиться в различных участках агаро-

вого геля, где и формируется преципитат в виде линий. Таким образом, 

каждая пара антиген — антитело образует свою линию преципитации. 

При помощи РДП можно анализировать сложные антигенные смеси, 

поскольку каждый антиген дает свою линию преципитации. В ряде 

случаев РДП используют как метод серологической диагностики ин-

фекционных болезней. 
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Из очищенного агара фирмы «Дифко» готовят 1,5%-й раствор 

агара в физиологическом растворе (рН 7,2...7,4) с добавлением мер-

тиолата (конечное разведение 1:10 000) как консерванта. 

На хорошо обезжиренное стекло, лежащее строго горизонталь-

но, наливают расплавленный агар в количестве, достаточном для фор-

мирования слоя геля толщиной З...4 мм. Затем штампами вырезают 

лунки в агаровом геле; агар из лунки удаляют с помощью трубочек. На 

дно лунки вносят каплю горячего агара с последующим его удалением, 

что создает «дно» лунки и предотвращает подтекание компонентов 

под гель. 

В зависимости от конкретной задачи применяют штампы с раз-

личным количеством пробойников, обеспечивающие получение лунок 

разного диаметра и на разном расстоянии. При изучении неизвестных 

реагентов оптимальное расстояние между лунками необходимо уста-

новить в предварительных опытах. В зависимости от конкретной зада-

чи в центральную лунку вносят иммунную сыворотку,  в перифериче-

ские — анализируемые антигены или наоборот. Сыворотка и антиген 

не должны выходить за пределы лунки на поверхность агара. Затем 

пластины помещают в эксикатор. На дно эксикатора наливают не-

большое количество воды с антисептиком. Пластины с компонентами 

выдерживают при комнатной температуре 10...72 ч. (рис. 40). 

 

 
 

Рис. 40. Реакция преципитации в геле по Оухтерлони 

1 – лунки со сравниваемыми антигенами (периферические); 

 2- полосы преципитации; 3 – пластинка с агаровым гелем; 

 4- лунка с иммунной сывороткой 

 

Учет   результатов:   полосы преципитации образуются только в 

зоне эквивалентности, т.е. там, где все антитела связаны с антигеном. 

(Если в жидкой среде соединить эквивалентные количества реагентов, 

то в надосадочной жидкости после формирования преципитата не бу-

дет свободных антигена и антител).  
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При изучении в РДП различных антигенов возможны три вари-

анта результата реакции (рис. 41,42,43). 

 

 
 

Рис. 41. 1-й вариант. Линии преципитации сливаются, 

 сравниваемые антигены идентичны:Аг-1, Аг-2 — сравниваемые антигены;  

Am —антитела к сравниваемым антигенам; ЛП—линия преципитации 
 

 

 
 

 

 
Рис. 42. 2 -й вариант. Линии преципитации пересекаются — «реакция неидентичности»,  

у сравниваемых антигенов нет гомологичных антигенных  детерминант: 

Аг-1,  Аг-2— сравниваемые   антигены; 

Am —антитела к сравниваемым антигенам; ЛП—линия преципитации 
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Рис. 43.  РДП. 3-й вариант. Линии преципитации частично сливаются, у сравниваемых  
антигенов гомологичные (общие) и гетерологичные детерминанты: 

 Аг-ав, Аг-в — сравниваемые антигены; «в»— гомологичная (общая)  

антигенная детерминанта в сравниваемых антигенах;  
«а» — специфическая антигенная детерминанта антигена Аг-ав;  

Ат-ав — антитела к антигенам Аг-ав, Аг-в; 

 ЛП-в — линия преципитации гомологичных антигенов «в»;  
ЛП-а — линия преципитации антигена «а» — «шпора» 

 

1. Реакция идентичности: слияние линий преципитации, отно-

сящихся к двум соседним антигенам (у сравниваемых антигенов гомо-

логичные детерминанты — антигены оценивают как идентичные). 

2. Реакция неидентичности: пересечение линий преципитации      

(у сравниваемых антигенов нет гомологичных антигенных детерминант). 

3. Реакция неполной идентичности: неполное пересечение ли-

ний преципитации с формированием так называемой «шпоры». Такая 

картина возникает, когда у одного из антигенов помимо гомологичных 

есть и специфические детерминанты, которые второй антиген в составе 

своей молекулы не несет. 

С помощью реакции диффузионной преципитации можно обна-

руживать антитела в сыворотке крови и определять их титр. В этом 

случае в центральную лунку вносят известный растворимый антиген 

(бактериальный, вирусный), а в периферические — различные разве-

дения исследуемой сыворотки крови (рис. 44). 
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Рис. 44. РДП. Обнаружение антител  

в исследуемой сыворотке крови:  

С 1:2…С 1:256 – разведения исследуемой сыворотки крови; 
 Аг - известный микробный антиген; ЛП-линия преципитации.  

Титр сыворотки в данном случае составляет 1:64 

 

 

Чтобы полосы преципитации стали более выраженными, пласти-

ны обрабатывают солями кадмия: пластины с готовым гелем отмывают 

в физиологическом растворе и заливают 0,65%-м раствором сульфата 

кадмия. В результате через несколько минут полосы преципитации 

становятся более ярко выраженными (в несколько раз). 

 

Контрольные вопросы 

1.  В чем сущность феномена преципитации? 

2.  Какова техника постановки кольцевой РП и РДП? 

3. Учет результатов РП. 

 



114 

ЗАНЯТИЕ 12 

 

РЕАКЦИЯ СВЯЗЫВАНИЯ КОМПЛЕМЕНТА 

 
Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия:  ознакомить студентов с сущностью и принци-

пом постановки реакции связывания комплемента и назначение титра-

ции компонентов. 

Формирование: 

Знание: методики постановки реакции связывания комплемента 

Умение: учитывать результаты реакции 

Владение: техникой постановки и учета РСК. 

Материалы и оборудование:  антиген бактериальный, не обла-

дающий антикомплементарностью (единый бруцеллезный антиген для 

РА и РСК), иммунная сыворотка, освобожденная от комплемента и 

лишенная гемотоксичности (положительная бруцеллезная сыворотка), 

комплемент, взятый в рабочей дозе, эритроциты барана, отмытые в 

физрастворе, в виде 2—3%-ной взвеси в физрастворе, гемолитическая 

сыворотка, физраствор рН 7,2 — 7,4, градуированные пипетки, про-

бирки, цилиндры, стаканы или колбы для разведений, центрифуга, во-

дяная баня, термостат, штативы, схемы и таблицы постановки РСК. 

Содержание и методика работы 

 

Реакция связывания комплемента (Борде, Жанту, 1901) основана 

на том, что взаимодействие антигена с соответствующим специфиче-

ским антителом происходит только при участии комплемента. 

Реакция протекает в две фазы с участием двух систем: бактери-

альной и гемолитической. РСК относится к прямым двух-системным 

гетерологичным 5-компонентным реакциям (рис. 45). 

Первая фаза реакции — специфическая, происходит при уча-

стии антигена (АГ) + антитело (AT) + комплемент. Положительный 

результат реакции, наступающий в том случае, когда антитело соот-

ветствует антигену, характеризуется образованием специфического 

бактериального комплекса антиген — антитело с адсорбированием, 

или связыванием комплемента. Оставаясь невидимым, комплекс не 
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вызывает каких-либо внешних изменений той среды, в которой он об-

разовался. 

Отрицательный результат РСК имеет место при отсутствии спе-

цифического сродства между антигеном и антителом в сыворотке и 

характеризуется сохранением свободного активного комплемента. 

Первая фаза реакции может происходить при различных темпе-

ратурных условиях: в термостате при 37 °С, при комнатной температу-

ре 20 °С или в леднике при 0 — 8 °С. При понижении температуры 

процесс связывания комплемента происходит медленнее.  

Вторая фаза реакции называется индикаторной, она устанавли-

вает, произошла ли адсорбция комплемента в первой фазе реакции или 

последний остался свободным и протекает при участии специфической 

гемолитической системы: гемолитическая сыворотка + соответствую-

щие эритроциты. Вторая фаза реакции протекает при температуре 37 

°С в термостате. 

Реакция считается положительной, если отсутствует гемолиз в 

гемолитической системе. При отсутствии свободного активного ком-

племента гемолиз эритроцитов под действием специфических гемо-

лизинов не происходит. 

Реакция отрицательная, если имеет место гемолиз, обуслов-

ленный наличием несвязанного активного комплемента, оставшегося 

свободным от 1-й фазы реакции. 

 

 
 

Рис. 45. Схема реакция связывания комплемента.  

а – положительная; б – отрицательная. 
1 – комплемент, 2 – сыворотка больного, 3 – сыворотка здорового, 4 – антиген,  

5 - гемолитическая сыворотка, 6 – эритроциты барана 
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РСК может быть использована в двух направлениях: 

1) для обнаружения в сыворотке больного специфических анти-

тел при помощи известных антигенов (серодиагностики бактериаль-

ных, вирусных, риккетсиозиых, спирохетозных и других инфекций, 

диагностики аутоиммунных состояний и др.); 

2) для выявления и идентификации в исследуемом материале 

специфического антигена (коллоидного или корпускулярного) при тех 

же заболеваниях с помощью иммунной сыворотки, содержащей спе-

цифические антитела. 

Накануне основного опыта готовят необходимые ингредиенты 

реакции, посуду и др. 

В реакции могут быть использованы эритроциты любых лабора-

торных животных и человека. Однако преимущественное распростра-

нение получили эритроциты барана. Их получают путем пункции ярем-

ной вены здорового животного в возрасте от года до 5 лет. Кровопуска-

ние у баранов можно производить не чаще одного раза в 10 дней до 200 

мл в течение 1 — 1,5 года, после чего животных заменяют. 

В области яремной вены выстригают шерсть и место прокола 

дезинфицируют. Голову барана отгибают назад и в бок. На шею жи-

вотного накладывают жгут, из набухшей вены толстой иглой берут 

кровь в стерильную колбу с бусами, которую затем встряхивают в те-

чение 5 — 6 мин для дефибрини-рования крови с целью предупрежде-

ния свертывания, после чего фильтруют через два слоя марли и цен-

трифугируют при 1500 — 2000 об/мин в течение 10 мин. Супернатант 

(плазму) отсасывают, а остаток эритроцитов отмывают 2 — 3 раза с 

пятью объемами физраствора. Последняя промывная жидкость должна 

быть бесцветной. В реакции применяется 2,5 — 3%-ная взвесь эритро-

цитов, которую готовят из осадка отмытых эритроцитов (1 мл эритро-

цитов суспендируют в 40 или 33 мл физраствора). На холоде при 4 °С 

эритроциты могут сохраняться в течение 6—7 дней. Для сохранения 

их на более длительные сроки прибегают к консервированию. 

Гемолитическую сыворотку получают путем 3—4-кратной 

внутривенной иммунизации кролика 50%-ной взвесью эритроцитов 

барана в количестве 2 —5 мл с промежутками 2 — 3 дня. На шестой-

седьмой день после окончания иммунизации производят забор не-

большого количества крови и проверяют активность сыворотки (титр 

ее должен быть не менее 1:1200). При этом титре и выше производят 

тотальное кровопускание. Полученную сыворотку прогревают при 56 
0
С в течение 30 мин, для консервации прибавляют до 0,5% сухой бор-

ной кислоты, титруют, разливают по ампулам и хранят в холодильни-

ке при 4 
0
С В настоящее время биофабрики выпускают стандартные 
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сухие препараты гемолитической антибараньей сыворотки с титром 

1:1200, 1:1500 и т.д. Сухие гемолитические сыворотки разводят сте-

рильным физраствором согласно инструкции и используют в работе. 

В качестве комплемента используют свежую сыворотку, полу-

ченную от трех —пяти морских свинок, или сухой препарат компле-

мента, выпускаемый биофабриками. Для сохранения комплемента в 

свежей сыворотке морских свинок на срок до шести месяцев его кон-

сервируют путем добавления на каждые 10 мл сыворотки 0,4 г борной 

кислоты и 0,5 г сернокислого натрия. Сухой (лиофилизированный) 

комплемент сохраняет активность в течение нескольких лет. 

Для постановки реакции комплемент разводят 1:10 (1 мл сыво-

ротки морских свинок + 9 мл физраствора). Перед каждой постанов-

кой РСК следует проводить титрование комплемента. Титрование 

проводят в том объеме, в котором в последующем проводится глав-

ный опыт. 

Антигеном в РСК служат убитые бактериальные, вирусные и 

другие биологические корпускулярные агенты, а также полученные из 

них коллоидные антигены. Антигены для РСК не должны обладать 

антикомплементарными свойствами. Поэтому их титруют в присут-

ствии комплемента. Допускается употребление антигена, подавляю-

щего активность комплемента не более чем на 30%. Антиген не дол-

жен обладать гемотоксичными свойствами. Двойная доза антигена не 

должна давать даже следов гемолиза рабочего объема 3%-ной взвеси 

бараньих эритроцитов. 

Полученную сыворотку инактивируют прогреванием в зависи-

мости от вида животных при 56 — 61 °С в течение 30 мин. В результа-

те этого разрушают комплемент и добиваются необходимой для реак-

ции стабилизации коллоидов сыворотки. Инактивированную сыворот-

ку можно хранить в течение 5 — 6 дней при 4 °С. При необходимости 

более длительного хранения сыворотки (2 — 3 недели) после инакти-

вации к ней добавляют 2% сухой борной кислоты. Длительно хранив-

шиеся сыворотки перед постановкой РСК вновь инактивируют. 

Схема проведения РСК предусматривает постановку ряда опы-

тов в последующей очередности: 

1. Титрование и определение рабочей дозы гемолитической сы-

воротки (гемолизина). 

2. Титрование и определение рабочей дозы комплемента. 

3. Титрование иммунной сыворотки на антикомплементар-

ность. 

4. Основной опыт РСК. 

Для РСК вначале используют реагенты, каждый в объеме 1 мл, 
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а так как в реакции участвуют 5 компонентов, то общий объем равня-

ется 5 мл. В дальнейшем снижают объем реагентов, вводимых в реак-

цию. Вместо полного объема (5 мл) реакцию ставят в объеме 2,5, 1,25, 

1,0, 0,5 мл, а реагенты берут соответственно — 0,5, 0,25, 0,2, 0,1 мл. 

Титрование проводят при получении новой серии сыворотки, а 

также с целью определения пригодности ее при длительном хранении 

— 1 раз в 3 — 4 мес. 

Для определения титра гемолизина ставят реакцию гемолиза с 

падающими разведениями сыворотки и комплементом, взятым в раз-

ведении 1:10 (табл. 4). 

 

Таблица 4 -  Схема разведения гемолитической сыворотки 

 

Компонент 
Пробирки 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Гемолизин 

в разведе-

нии 1:10 

0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0.1 

Физраствор 

рН 7,3 
1,8 3,9 7,9 9,9 11,9 14,9 17,9 20,9 

Разведение 

гемолизина 
1:100 1:400 1:800 1:1000 1:1200 1:1500 1:1800 1:2100 

 

Титр гемолизина — максимальное его разведение, которое спо-

собно растворить в течение 1 ч при 37 
0
С 3%-ную взвесь эритроцитов в 

присутствии комплемента, взятых в равных объемах (табл. 5). 

 

Таблица 5 - Определение титра гемолизина 

 
К

о

м

п
о

н

е
н

т 

 
 

Разведение гемолизина и дозы реагентов, мл Контроль 

1:100 1:400 1:800 1:1000 1:1200 1:1400 ГС к э 

Гемолизин 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 - - 

Эритроциты 

барана, 3% 

взвесь 

0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

Комплемент в 

разведении 
1:10 

0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 - 0,1 - 

Физраствор 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 

Инкубация при 37 0С в течение 45- 60 минут 

 (через 30 мин встряхнуть пробирки) 
Результат ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++ - - - 
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Обозначение: 

++++ — полный гемолиз; 

++ — неполный гемолиз; 

- — отсутствие гемолиза. 

Контроль: ГС — контроль гемолитической сыворотки на гемо-

токсичность; К — контроль комплемента на гемотоксичность; Э  —  

контроль эритроцитов на стабильность в физрастворе. 

В указанном опыте титром гемолизина будет разведение сыво-

ротки 1:1200 (полный гемолиз). Для РСК гемолизин применяют в ра-

бочей дозе, равной удвоенному или утроенному титру сыворотки (при 

титре сыворотки 1:1200 разведение рабочей дозы будет 1:1400 - 1:600). 

Гемолитическая система, или гемосистема, представляет смесь 

эритроцитов барана и гемолитической сыворотки. Готовят ее в день 

постановки опыта. Для этого к объему 3%-ной взвеси эритроцитов в 

колбе быстро добавляют равный объем гемолизина, взятого в рабочем 

разведении. Смесь выдерживают при 37 °С в термостате 30 мин для 

сенсибилизации эритроцитов и после этого используют в работе. 

Гемосистема является цветным индикатором на комплемент. 

Для определения дозы комплемента, в которой его следует при-

менять в реакции, проводят титрование. 

В дополнительном ряду пробирок приготавливают разведения 

комплемента. Затем их разливают по 0,1 мл в опытные пробирки, в 

которые добавляют физраствор и гемосистему по 0,2 мл. Штатив с 

пробирками встряхивают и выдерживают в термостате при 37 
0
С 1 ч 

(табл. 6). 

 

Таблица 6 - Титрование комплемента (в объеме 0,3 мл) 

 

Компонент 
Разведения комплемента и дозы реагентов, мл 

1:10 1:15 1:20 1:25 1:30 1:40 1:60 1:80 

Комплемент 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

Физраствор 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

Гемосистема (сенси-
билизированная) 

0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

Инкубация при 37 °С в течение 1 ч 

Результат +++ +++ +++ +++ +++ +++ + - 
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Результаты оценивают по плюсовой системе. Титр комплемента 

устанавливают по пробирке с минимальным содержанием комплемен-

та, в которой наблюдается полный гемолиз. В табл. 6 это пробирка с 

разведением 1:40. В качестве рабочей дозы берут предыдущую про-

бирку с более высоким содержанием, примерно на 25-30%. В данном 

опыте это будет пробирка с разведением 1:30. 

Для определения рабочей дозы антигена, т.е. максимального ко-

личества, в котором он сам по себе не проявляет антикомплементарного 

действия, проводят его титрование. С этой целью в дополнительный ряд 

пробирок переносят по 0,1 мл каждого разведения антигена. Затем в 

каждую пробирку добавляют по 0,1 мл комплемента, взятого в рабочей 

дозе, и по 0,1 мл физраствора. Пробирки встряхивают и инкубируют в 

термостате при 37 °С 1 ч, после чего во все пробирки добавляют по 0,2 

мл сенсибилизированной гемосистемы. Пробирки вновь встряхивают и 

термостатируют при 37 °С еще 1 ч. Затем учитывают результаты и опре-

деляют, при каком максимальном количестве антигена отмечается гемо-

лиз. Это количество представляет собой «растворяющую» дозу антиге-

на, которую и принимают за его титр (табл. 4). 

Для титрования сыворотки используют рабочую дозу антигена, 

которая в два раза меньше титра АГ.  

Исследуемые сыворотки животных и человека в больших кон-

центрациях могут обладать антикомплементарным действием. Поэто-

му возникает необходимость определять, какие разведения сыворотки 

лишены антикомплементарных свойств.  

 

Основной опыт РСК 

Оттитрованные ингредиенты (антиген, комплемент, гемолити-

ческая сыворотка) разводят физаствором таким образом, чтобы рабо-

чая доза их содержалась в объеме 0,1—0,5 мл. Одновременно приго-

товляют 2,5 — 3%-ную взвесь эритроцитов.  

РСК можно ставить и в других объемах ингредиентов, например, 

в объемах по 0,5 мл соответствующих компонентов. Каждую исследуе-

мую пробу сыворотки крови 1:10 инактивируют и разливают в две про-

бирки по 0,1 -0,5 мл, в штативы ставят два ряда пробирок на каждую 

сыворотку. Дополнительно ставят еще по две пробирки с нормальной и 

позитивной сыворотками для контроля. Во все пробирки первых рядов 

сывороток добавляют по 0,1—0,5 мл антигена, во вторые ряды (безанти-

генный ряд) по 0,1 — 0,5 мл физраствора, затем во все пробирки обоих 

рядов вносят комплемент по 0,1 — 0,5 мл. Встряхивают и помещают в 

водяную баню на 20-40 мин (37-38 °С) для хода реакции в бактериоли-

тической системе. После этого во все пробирки добавляют гемосистему 
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(гемолизин и взвесь эритроцитов барана по 0,1 — 0,5 мл каждого), 

встряхивают и снова ставят в водяную баню на 15 — 20 мин. 

Учет результатов проводят дважды: первый предварительный 

— сразу после водяной бани, второй - через 18 — 20 ч. При первом 

учете обращают внимание на пробирки второго ряда и пробирки с 

нормальной сывороткой и антигеном (первый ряд), где должен быть 

гемолиз. В пробирках с позитивной сывороткой и антигеном гемолиз 

отсутствует (эритроциты во взвешенном состоянии, жидкость мутная). 

Окончательный учет проводят на следующий день. 

Показания реакции с исследуемыми сыворотками считаются до-

стоверными, если в пробирках с позитивной сывороткой и антигеном 

нет гемолиза при полном гемолизе в пробирках с этой сывороткой без 

антигена и во всех пробирках с отрицательной сывороткой. 

Результат РСК принято выражать в плюсах в зависимости от его 

интенсивности: 

++++ - полная задержка гемолиза, полное осаждение эритроци-

тов, результат положительный; 

+++ — задержка гемолиза хорошо выражена, имеется значи-

тельный осадок эритроцитов, жидкость над осадком слабо-розового 

цвета, результат положительный; 

++ — частичная задержка гемолиза, имеется незначительный 

осадок эритроцитов, результат сомнительный; 

+ — слабая задержка гемолиза, незначительный осадок, жид-

кость интенсивно окрашена в красный цвет, результат отрицательный; 

- (минус) - полный гемолиз (лаковая кровь), отсутствие осадка, 

результат отрицательный. 

 

Контрольные вопросы 

1. Сущность РСК, принцип постановки.  

2. Принцип титрования комплемента и назначения гемолитиче-

ской системы. 

3. Что собой представляют гемолизин, комплемент, как их по-

лучают? 

4. Что означает рабочий титр гемолизина? 

5. Объяснить необходимость инактивации исследуемых в РСК 

сывороток. 

6. Суть методики постановки РДСК и других модификаций 

РСК. 
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ЗАНЯТИЕ 13 

 

ИММУНОФЕРМЕНТНЫЙ АНАЛИЗ.  

РЕАКЦИЯ НЕЙТРАЛИЗАЦИИ 

 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомить студентов  с различными варианта-

ми ИФА, с сущностью и методикой постановки реакции нейтрализа-

ции (РН) применяемыми в микробиологической практике.  

Формирование: 

Знание: методик постановки реакции нейтрализации и имму-

ноферментного анализа 

Умение: учитывать результаты реакций 

Владение: техникой постановки и учета ИФА и РН. 

Материалы и оборудование: предметные стекла, полистироло-

вые микропанели с плоским дном, автоматические пипетки объемом 

от 50 до 200 мкл, промывочное устройство, считывающее устройство, 

световой микроскоп, исследуемый патматериал, исследуемые сыво-

ротки крови, диагностические иммунные сыворотки, бактериальные 

диагностикумы, иммунопероксидазные конъюгаты, субстрат диамино-

бензидинтетрахлорид (3,3 ДАБ•4НС1), культуральная жидкость, фи-

зиологический раствор, стерильные пробирки и градуированные пи-

петки на 1, 2, 5 мл, шприцы с иглами на 1 или 2 мл, воронки, фильтро-

вальная бумага, штативы, термостат, резиновые груши, дезинфициру-

ющий раствор, таблицы по схеме. 

Содержание и методика работы 

 

Иммуноферментный метод (ИФА) 

Широко используется как серологический метод выявления ан-

тигенов и антител и является перспективным аналитическим методом, 

обладающим высокой чувствительностью, достаточной специфично-

стью, хорошо коррелирующим с результатами, полученными при ис-

пользовании других серологических методов. 

Основными направлениями ИФА являются: 

ранняя диагностика инфекционных болезней; 
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проведение массовых эпизоотологических обследований в це-

лях своевременной профилактики животных от ряда инфекционных 

заболеваний, наносящих значительный ущерб животноводству (бруц-

еллез, лейкозы, микоплазмозы, ящур и др.); 

определение иммунологического статуса у животных и изуче-

ние эффективности применения вакцин; 

контроль качества биопрепаратов и соблюдение норм на пред-

приятиях биологической промышленности; 

контроль качества продуктов животноводства и сырья животно-

го происхождения на предприятиях мясной и мясоперерабатывающей 

промышленности (трихинеллез, сальмонеллез, пестициды, антибиоти-

ки и другие вещества). 

В микробиологической практике наибольшее распространение 

ИФА получил при определении антител против бактериальных анти-

генов, таких, как О-антиген сальмонелл, О-антиген и экзотоксин хо-

лерного вибриона, О-антигенов бруцелл, М-антиген белка стрептокок-

ков, антигенов микоплазм, риккет-сий, столбнячного и дифтерийного 

экзотоксинов и т.д. 

Иммуноферментный анализ аналогичен МФА (методу флуорес-

цирующих антител), но в качестве метки антител используют фермент 

перексидазу хрена, кислую и щелочную фосфотазу, глюкозооксидазу, 

галактозидазу, дегидрогеназу, люциферазу и др., которые при добав-

лении к реагирующим компонентам соответствующего субстрата об-

разуют окрашенные продукты реакции. Чаще всего для метки приме-

няют пероксидазу хрена, так как ее молекулярная масса (40000) мень-

ше молекулярной массы щелочной фосфотазы (100000), галактозидазы 

(150000) и др., что способствует лучшему проникновению. Пероксида-

за устойчива при гистологической обработке. Учет результатов реак-

ции проводят под обычным световым, люминесцентным и электрон-

ным микроскопом или с помощью спектрофотометра. 

Для идентификации бактериальных антигенов ИФА применяют 

в двух вариантах: гистохимическом и твердофазном. 

 

Гистохимический вариант ИФА,  

или иммунопероксидазная реакция 

Данный метод проводят в прямом и непрямом вариантах. При 

прямом иммунопероксидазном тесте используют антибактериальные 

конъюгаты, т.е. антитела против определенных бактериальных антиге-

нов, меченные ферментом. Такие конъюгаты обычно готовят на пред-

приятиях биологической промышленности. 

Материалом для выявления могут служить, мазки-отпечатки из 
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различных органов, мазки из культур, гистосрезы, мазки крови. Пре-

параты в течение 10 мин фиксируют охлажденным ацетоном (-10 — -

20 °С), подсушивают на воздухе и наносят на них антибактериальный 

конъюгат в рабочем разведении. Инкубируют 1—2 ч во влажной каме-

ре (чашки Петри с фильтровальной бумагой, смоченной водой) при 37 

—38 °С, затем препарат тщательно промывают (в течение 15 мин) фи-

зиологическим раствором, ополаскивают дистиллированной водой и 

высушивают на воздухе. В дальнейшем на препарат наносят проявля-

ющий раствор — диаминобензидинтетрахлорид (3,3 ДАБ•4НС1). Для 

приготовления субстрата 25 мг 3,3 ДАБ•4НС1 растворяют в 100 мл 

0,05 М трис-буфера рН 7,5 или в лимоннокислом буфере рН 5,0 (0,05 

М лимонная кислота, нейтрализованная 0,05 М уксуснокислым аммо-

нием). Далее 25 мл раствора 3,3 ДАБ•4НС1 смешивают с 3 мл 0,5%-

ной НО (готовят ex tempore!). Субстрат выдерживают на препарате 5 

— 10 мин, промывают 10—15 мин физиологическим раствором и спо-

ласкивают дистиллированной водой. 

В положительных случаях, т.е. при наличии антигена в исследу-

емом препарате, после нанесения иммунопероксидазного конъюгата 

образуется комплекс антиген — антитело, меченный ферментом. По-

сле нанесения на препарат раствора субстрата последний под действи-

ем фермента разлагается, образуя цветной продукт ферментативной 

реакции, хорошо видный в световом микроскопе. 

Результаты учитывают с помощью светового микроскопа. Диа-

минобензидин тетрахлорид под действием пероксидазы разлагается, 

образуя продукт реакции голубого цвета, который быстро переходит в 

коричневый. В препарате видны или диффузное желто-коричневое 

окрашивание, или гранулы коричнево-черного цвета. В контрольных 

препаратах окрашивание не обнаруживают. 

Сущность непрямого варианта заключается в том, что он прово-

дится в два этапа: соединение антигена с соответствующей немеченной 

специфической сывороткой и затем присоединение к этой смеси антиви-

дового иммунопероксидазного конъюгата (антитела против глобулинов 

определенного вида животных, меченные ферментом). Учет результатов 

проводят, как и в первом случае, в световом микроскопе. 

 

Твердофазный вариант ИФА 

Впервые был предложен в 1972 г. Энгваллом и Перлманном. Он 

успешно используется как для обнаружения бактериальных антигенов, 

так и специфических антител. 

Метод твердофазного ИФА основан на применении антител или 

антигенов, фиксированных на нерастворимых носителях. В качестве 
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носителей применяют стеклянные или нейлоновые шарики, полисти-

роловые пробирки и микропанели. В последнее время широкое рас-

пространение получили полистироловые микропанели. Применение их 

и автоматизация процесса постановки и учета реакции позволяют за 

короткое время исследовать большое число образцов сывороток на 

наличие антител и другого материала на наличие бактериального анти-

гена (рис. 46).  

 

 
 

Рис. 46. Принцип выявления антител в твердофазном ИФА 
 

Для выявления антигенов с помощью данного метода наиболее 

часто используют метод двойных антител (сэндвич-метод). Для этого 

лунки полистироловых микропанелей сенсибилизируют гамма-

глобулином, выделенным из специфической к исследуемому антигену 

сыворотки. Оптимальной концентрацией считается такая, при которой 

уровень оптической плотности положительных образцов в 5—10 раз 

превышает уровень отрицательных образцов. Чаще всего используют 

концентрацию 10 — 30 мкг/мл. 

В лунки микропанелей вносят по 0,2 мл гамма-глобулина в 

нужной концентрации в натрия карбонатном буфере с рН 9,6. Микро-

панели инкубируют в течение 1 ч при 37 °С и оставляют на ночь при 4 
0
С. На следующий день из лунок удаляют раствор иммуноглобулинов, 

микропанели промывают 3 раза по 5 мин калийфосфатным буфером с 

рН 7,4, содержащим 0,05% твина-20. В лунки вносят по 0,2 мл раство-

ра, содержащего исследуемый антиген, и инкубируют при 37 
0
С 1 ч. В 

контрольные лунки вносят заведомо известные положительный и от-
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рицательный антигены. Микропанели промывают 3 раза по 5 мин ка-

лийфосфатным буфером с рН 7,4, содержащим 0,06% твина-20. Затем 

в лунки вносят по 0,2 мл раствора субстрата: ортофенилендиамина 

(ОФД) или 5-аминосалициловой кислоты (для пероксидазы). Инкуби-

руют в темноте при комнатной температуре 5 — 30 мин. Реакцию 

останавливают добавлением 0,05 мл 2 н. серной кислоты (для перок-

сидазы) и 3 М NaOH (для щелочной фосфатазы). 

Реакцию учитывают визуально по разности в окраске опытных 

и контрольных образцов или колориметрически при длине волны 490 

нм (для пероксидазы) или 405 нм (для щелочной фосфатазы). 

При использовании субстрата ортофенилендиамина положи-

тельные образцы имеют оранжево-коричневую окраску, а при приме-

нении 5-аминосалициловой кислоты — интенсивно-коричневую, кон-

троль либо совсем не окрашен, либо окрашен в слабо-желтый цвет. 

При использовании щелочной фосфатазы опытные образцы окрашены 

в желтый цвет. 

За положительный результат принимают превышение оптиче-

ской плотности опытных образцов над контрольными в 5—10 раз. 

Для выявления антител в ячейках полистироловых панелей 

фиксируют антиген аналогично описанному выше (как и для антител). 

Затем добавляют сыворотку, в которой предполагается наличие анти-

тел, оставляют на контакт, промывают и добавляют фермент — ме-

ченный антиглобулин, содержащий антитела к глобулинам первой 

сыворотки. Он фиксируется на комплексе антиген — антитело. Коли-

чество прикрепленного конъюгата измеряют после добавления суб-

страта (проявляющего раствора). Субстрат разлагается под действием 

фермента и образует цветной продукт. 

 

Реакция нейтрализации (РН) 

Предложена П. Районом в 1922 г. как реакция флокуляции. В ее 

основе лежит взаимодействие микробного токсина (антигена) и анти-

тел — антитоксинов, в результате чего смесь в пробирке мутнеет с 

последующим просветлением и выпадением осадка. В настоящее вре-

мя эта реакция используется в ветеринарной практике как реакция 

нейтрализации по Эрлиху (с биопробой) в двух вариантах: 

1. С целью выявления, идентификации и определения титра ан-

тител. В этом случае в качестве известного компонента используют 

стандартный микробный токсин. 

2. Для установления наличия, идентификации и определения серо-

типа возбудителя заболевания и изучения его антигенов. В этом варианте 

применяют известную специфическую сыворотку (антитоксин). 
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Сущность реакции нейтрализации заключается в способности 

гомологичных антител иммунной сыворотки подавлять (нейтрализо-

вать) инфекционные свойства возбудителя болезни или продуктов его 

жизнедеятельности. 

РН характеризуется специфичностью, чувствительностью, спо-

собностью установить количественные соотношения реагентов реак-

ции, она играет ведущую роль в диагностике бактериальных токсико-

инфекций. В микробиологической практике РН в основном применя-

ется для определения вида или типа токсигенных микроорганизмов, 

таких, как возбудители анаэробной энтеротоксемии, ботулизма, злока-

чественного отека и др. 

Способность микроба продуцировать токсин называется токси-

генностью, а это один из важнейших показателей вирулентности. В 

организме в ответ на образование и воздействие токсина вырабатыва-

ются специфические антитела — антитоксины. Они способны нейтра-

лизовать ядовитое действие возбудителя при токсических инфекциях. 

Техника постановки РН для выявления токсина Сl. perfringens 

при диагностике анаэробной энтеротоксемии не сложна, идентична в 

случае ее использования при других заболеваниях и заключается в 

следующем. 

Патологический материал или микробную культуру вначале 

проверяют на наличие токсина. Для этого исследуемый материал (со-

держимое тонкого отдела кишечника или фекалии) разводят равным 

(1:1) или двойным (1:2) количеством физиологического раствора (в 

зависимости от густоты), экстрагируют при комнатной температуре в 

течение 1 ч, фильтруют через ватно-марлевый фильтр и центрифуги-

руют 20 — 30 мин при 5000 об/ мин и опять фильтруют через обычный 

бумажный фильтр. Культуральную и перитонеальную жидкость филь-

труют без указанной предварительной обработки. Полученные филь-

траты следует немедленно (в виду быстрого разрушения токсинов) 

использовать для обнаружения в них токсина Сl. perfringens. Остав-

шийся материал помешают в специальную посуду, закрывают резино-

выми пробками и хранят при температуре не выше +4 °С до окончания 

экспертизы. Наличие токсина и его типовую принадлежность выявля-

ют при помощи биологической пробы на белых мышах, морских свин-

ках и кроликах. 

Для определения в материале токсина полученный фильтрат 

вводят внутривенно или внутрибрюшинно по 0,5 мл белым мышам 

(массой 16—18 г) или внутривенно кроликам (массой 1,5 — 2,0 кг) в 

дозе 1,0 — 1,5 мл. Контрольным животным вводят такое же количе-

ство материала, но прокипяченного на водяной бане в течение 20 — 30 
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мин. При наличии в исследуемом материале токсина Сl. perfringens 

гибель животных наступает уже через 4 —6 ч, в зависимости от его 

количества. Контрольные животные остаются живыми. Наблюдение за 

животными ведут в течение суток. 

После обнаружения токсина приступают к постановке РН, ком-

понентами которой являются: культура (центрифугат) или фильтрат 

фекалий в качестве антигена, типоспецифические сыворотки, содер-

жащие антитела — антитоксины, чувствительные биологические объ-

екты (белые мыши, кролики, морские свинки). 

Диагностические антитоксические сыворотки Сl. perfringens ти-

пов А, В, С, Д, Е представляют собой нативные сыворотки крови овец, 

гипериммунизированных антигенами соответствующего типа            

Сl. perfringens. Диагностические сыворотки перед использованием 

разводят физиологическим раствором до содержания 10 антитоксиче-

ских единиц (АЕ) в 1 мл и в разведенном виде применяют для поста-

новки реакции нейтрализации токсинов. За 1 АЕ принимается то ми-

нимальное количество сыворотки, которое нейтрализует 100 ДЛМ 

(минимальная доза — количество культуры (центрифугата), которое 

вызывает гибель мышей (соответствующего токсина). 

Для определения типа основного летального токсина в пять 

пробирок разливают исследуемый материал в объеме 1,5 мл и добав-

ляют по 1,5 мл типоспецифической сыворотки, предварительно разве-

денной до 10 АЕ. В первую пробирку — сыворотку типа А, во вторую 

— типа В, в третью — типа С, в четвертую — сыворотку типа Д, в пя-

тую, типа Е, в шестую — 1,5 мл физраствора. Смесь выдерживают в 

течение 30 — 45 мин при 37 
0
С в термостате. Содержимое каждой 

пробирки вводят внутривенно или внутрибрюшинно белым мышам 

или внутрикожно по 0,2 мл морским свинкам и кроликам. Для каждой 

сыворотки используют отдельный шприц. Наблюдение за животными 

ведут в течение 48 ч. 

Результаты реакции учитывают по гибели белых мышей или обра-

зованию некроза у опытных и контрольных морских свинок (кроликов). 

Животные, получившие смесь токсина с гомологичной антиток-

сической сывороткой, остаются живыми. У морских свинок и кроли-

ков некроз не развивается. Учет результатов РН проводят в соответ-

ствии с табл. 8. 
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Таблица 8 - Схема определения типа возбудителя Сl. Perfringens 

 

Тип Сl. 
perfringem 

Токсин в 

 исследуемом 

материале 

Антитоксическая сыворотка 

Контроль А С Д Е 

А Альфа - +- +- +- + 

B,C,F Бета + - + + + 

Д Эпсилон + + - + + 

Е Йота + + + - + 

Примечание. (+) — белые мыши пали, у морских свинок и кро-

ликов некроз на месте введения;  

(-) — белые мыши живы, у морских свинок и кроликов некроз 

отсутствует;  

(+-) — результат не учитывается. 

При постановке РН по второму варианту, когда исследованию 

подлежит иммунная сыворотка, вначале готовят последовательные 

разведения сыворотки на изотоническом растворе натрия хлорида, а 

затем в каждую пробирку с соответствующим разведением сыворотки 

вносят постоянную дозу токсина в равном объеме. Смесь инкубируют 

при 37 °С в течение 30 — 45 мин, а затем инъецируют лабораторным 

животным. 

 

Контрольные вопросы 

1. Сущность и диагностическое значение ИФА. 

2. Техника постановки прямого иммунопероксидазного теста. 

3. Техника постановки непрямого иммунопероксидазного теста. 

4. Техника постановки «сэндвич-метода» при определении ан-

тигена. 

5. Техника постановки «сэндвич-метода» при определении ан-

тител. 

6. Сущность, назначение и практическое применение РН. 

7. Техника постановки РН для определения типа токсина в ис-

следуемом материале. 

8. Техника постановки РН для определения антитоксинов в сы-

воротке крови. 
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ЗАНЯТИЕ 14 

 
САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

ПОЧВЫ, ВОДЫ, ВОЗДУХА 

 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомить студентов с основными методами и по-

казателями санитарно-микробиологической оценки состояния объектов 

окружающей среды  

Формирование: 

Знание:  показателей санитарно-микробиологического исследо-

вания почвы, воды, воздуха. 

Умение: применять знания санитарно-микробиологических ис-

следований состояния объектов окружающей среды. 

Владеть:  методами определения общего количества микробов, 

наличия патогенных микроорганизмов, количества БГКП как показа-

тель  степени фекального загрязнения. 

Материалы и оборудование:  прибор для подсчета колоний; колбы 

с пробами воды, почвы, бактериологические пробирки с 9 мл воды, про-

бирки с 10 мл расплавленного агара, мерные стерильные пипетки (2 мл), 

стерильные чашки Петри, чашки Петри с МПА, чашки Петри с кровяным 

МПА, навески почвы, стерильная водопроводная вода в колбе (200 мл), 

пробирки со средами Кесслера, Вильсона-Блера, посуда лабораторная 

(чашки Петри, пробирки, пипетки – чаще всего на 2,0 мл.  

Содержание и методика работы 

 

Микрофлора почвы и методы ее изучения 

Почва служит благоприятной средой для развития и накопления 

многих видов бактерий, грибов, вирусов, простейших и представляет 

собой трехфазную систему, включающую почвенный воздух, почвен-

ную влагу, минеральные и органические вещества. Вода и вещества, 

растворенные в ней, образуют почвенный раствор, в котором развива-

ется большая часть всех  микроорганизмов. Представители почвенной 

микрофлоры обитают в водных и коллоидных пленках, обволакиваю-

щих почвенные частицы.  
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Растительные и животные остатки, попавшие в почву, служат 

источником органических веществ, необходимых  для  питания поч-

венных микроорганизмов. В ризосфере (прикорневой зоне) и ризо-

плане  (на поверхности корней), где также обитают микробы, между 

ними и растениями  формируются особые взаимоотношения.  Ряд ве-

ществ, продуцируемых растениями, а также живая масса корней пред-

ставляют собой хороший питательный субстрат. 

Из минеральных веществ  в почве присутствуют нитраты и нит-

риты, карбонаты, бикарбонаты, сульфаты, хлориды, соединения желе-

за, алюминия, марганца и др. Почвенные микроорганизмы осуществ-

ляют важнейшую функцию – минерализацию сложных органических 

соединений, превращая их в формы, доступные для растений, и при 

этом очищая внешнюю среду от отходов, поступающих в резуль-

тате жизнедеятельности животных и людей. Одновременно с 

разложением органических остатков микроорганизмы-автотрофы син-

тезируют органические соединения собственных клеток и таким обра-

зом создают в почве запасы витаминов, аминокислот и др., которые 

попадают в оборотный капитал природы после их гибели. В почве 

формируются  сообщества (ценозы) с разнообразным  видовым и ко-

личественным составом микроорганизмов. В богатых органикой поч-

вах количество бактерий может достигать нескольких миллиардов в 

1г. Значительно меньше в почве актиномицетов, и в 1г  не более 10 

млн. Грибы представлены в различных почвах в количестве от не-

скольких сотен тысяч до нескольких миллионов в 1г. Содержание про-

стейших в том же объеме обычно не превышает  нескольких тысяч. 

Наличие большого количества микроорганизмов в почве служит кос-

венным показателем высокого ее плодородия. Наиболее заселенными 

являются черноземные, каштановые и сероземные почвы. Состав 

микрофлоры определяется климатическими, почвенно-

географическими условиями и зависит от комплекса факторов – 

содержания источников питания, влажности, рН, аэрации, 

структуры почвы, способов обработки, взаимоотношений между 

микроорганизмами  и др. 

Основную массу почвенных микроорганизмов составляют са-

профитные и лишь незначительное количество приходится на долю  

патогенных видов. 

Санитарное состояние почвы оценивают на основании несколь-

ких показателей: 

1 – содержания общего количества   микроорганизмов (общее 

микробное число), 

2 -  наличия санитарно-показательных микроорганизмов. 
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Для решения ряда агротехнических вопросов проводят опреде-

ление общего количества микроорганизмов, участвующих в различных 

процессах превращения азота и углеродсодержащих веществ (аммо-

нифицирующих, азотфиксирующих, целлюлозоразрушающих и др.). 

Например, перед внесением пестицидов обязательно определяют ви-

довой и количественный состав почвенной микрофлоры. 

Для почвы санитарно-показательными организмами служат бак-

терии группы кишечной палочки (БГКП или колиформные), фекаль-

ные энтерококки, термофильные бактерии, Clostridium perfringens, Pro-

teus spp.   

Патогенные микроорганизмы выявляют в объектах внешней 

среды чаще всего для того, чтобы оценить эпидемиологическую ситу-

ацию и принять необходимые меры для ликвидации источников ин-

фекции. Следует отметить, что неспорообразующие микроорганизмы 

относительно быстро погибают во внешней среде, не находя там под-

ходящих условий для жизнедеятельности. Однако даже кратковремен-

ное их пребывание может стать причиной ряда инфекций. Так, возбу-

дители брюшного тифа,  лептоспироза и др., попадающие в почву с 

выделениями человека и животных, сохраняются  в течение несколь-

ких недель и даже месяцев. Шигеллы – возбудители бактериальной 

дизентерии не теряют патогенности, выживая  в почве до 3-4 мес. 

Наибольшей устойчивостью во внешней среде обладают микроорга-

низмы, образующие споры, которые сохраняют  жизнеспособность на 

протяжении десятилетий и даже столетий. Поэтому в зонах активного 

земледелия почву исследуют на содержание в ней спор возбудителей 

столбняка, чтобы провести своевременно профилактику лиц, работа-

ющих в земледелии. 

 

Санитарно-микробиологическое исследование почвы 

При изучении микрофлоры почвы необходимо принять во вни-

мание то, что конечные количественные показатели в большей степени 

зависят от метода исследования. Так, при изучении микрофлоры мето-

дом прямого подсчета по Виноградскому результаты превышают фак-

тическое содержание микроорганизмов. Это связано с тем, что при 

микроскопии окрашенных препаратов, приготовленных  из разведений  

исследуемых почвенных проб, невозможно разграничить живые и 

мертвые клетки микроорганизмов. Более реальную картину количе-

ства микроорганизмов демонстрирует метод количественного учета 

бактерий, выросших на мясопептонном  агаре (МПА).     

Отбор проб. Почвенные пробы  в количестве от 100 до 200  г 

берут с одинаковой глубины (от 10 до 30см)  в 4-5 точках участка 
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площадью 25 квадратных метров. Взятые пробы помещают в стеклян-

ные банки или в  синтетические пакеты с помощью ножа, лопаты или 

совка. Из глубоких слоев почву берут буром. Если бура нет, то делают 

вертикальный надрез почвы до необходимой глубины и ножом или 

лопаткой берут несколько образцов с отвесной стороны разреза из 

нужного горизонта. Все приспособления и тара для почвенных образ-

цов должны быть стерильными. Отобранные образцы почвы достав-

ляют в лабораторию и проводят исследования. Анализы делают в тот 

же день. Допускается хранение почвы не дольше 24 ч в холодильнике 

при температуре  1 - 5º С. 

 

Определение общего количества микроорганизмов в почве 
1.  Метод учета на  мясопептонном агаре 

Образцы почвы, доставленные в лабораторию, освобождают от 

крупных примесей – стекол, камней, корней и др. Крупные комочки поч-

вы измельчают, затем образцы пропускают через сито с диаметром отвер-

стий не более 3 мм., смешивают и из этой смеси берут навеску 10 г. 

Приготовленную навеску вносят в колбу с 90 мл стерильной ди-

стиллированной воды и тщательно перемешивают взбалтыванием в 

течение  5-10 мин. Такая обработка необходима для того, чтобы из-

влечь микроорганизмы из комочков земли и с поверхности почвенных 

частиц. Полученную однородную взвесь отстаивают  2 мин и затем 

готовят из нее ряд 10-кратных разведений, последовательно перенося 

стерильной пипеткой по 1 мл  в пробирки с 9 мл стерильной дистилли-

рованной воды. Схема последовательных разведений почвы представ-

лена на рис. 1. При приготовлении разведений взвесь переносят в каж-

дую последующую пробирку новой стерильной пипеткой. Таким обра-

зом, готовят разведения до 1:1000000 и более в зависимости от того,  

из  каких  почв были взяты пробы для исследования, и их предполага-

емой заселенности микроорганизмами. Для посева используют не ме-

нее двух различных разведений (обычно используют два последних, 

максимальных).  Из каждого выбранного разведения по 1 мл вносят в 2 

стерильные чашки Петри (для получения средних показателей) и зали-

вают 15-20 мл расплавленного и охлажденного до 45ºС  МПА. Осто-

рожно передвигая чашки по поверхности стола, перемешивают агар с 

внесенными в него  разведениями почвы. После застывания питатель-

ной среды чашки инкубируют в термостате при температуре 30-35ºС в 

течение 24 - 48 ч. Количество микроорганизмов, содержащихся в 1г 

исследуемой почвы, определяют следующим образом. Подсчитывают 

количество колоний, выросших на каждой из двух чашек, суммируют 

полученные результаты и делят на 2, вычисляя среднеарифметический 
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показатель, и умножают его на степень разведения. Для подсчета бе-

рут чашки, на которых выросло от 50 до 150 колоний.  

Пример. В чашках, засеянных почвенной суспензией, взятой из 

разведения 1: 10000, выросли в среднем 75 колоний. 75 умножаем на 

степень разведения - 10000  и получаем результат - 750000 бактерий. 

То есть такое количество микроорганизмов содержится в 1 г  исследу-

емого  образца почвы.  

 
Рис. 47. Схема последовательных разведений почвы. 

 

2. Метод прямого подсчета по Виноградскому 

Исходное разведение почвы готовят так же, как и при использо-

вании первого метода определения общего количества микроорганиз-

мов. Для дальнейшей работы берут стерильной пипеткой суспензию из 

разведения 1:100 и наносят 0,01 мл   на обезжиренное предметное 

стекло на площади в 4 см
2
. Чтобы правильно распределить каплю по 

стеклу, под него подкладывают квадратик бумаги размером 2х2 см. 

Препарат высушивают, фиксируют на пламени горелки, окрашивают 

по Граму и микроскопируют, используя  иммерсионный объектив. При 

просмотре препарата подсчитывают количество бактерий, находящих-

ся в 100 полях зрения микроскопа или 100 квадратиков окулярной сет-

ки. Вычисляют среднее количество бактерий в одном поле зрения и 

затем определяют содержание микроорганизмов в 1 г почвы. 

Пример. Квадратик сетки имеет площадь 0,004 мм (край сетки = 

0,02 мм), значит на 1 см он будет повторяться 25000 раз, а на всей 

площади препарата 100000 раз. В препарате было обнаружено, в сред-

нем, 2 бактерии в одном квадратике. Следовательно на препарате 

площадью 4 квадратных сантиметра будет 200000 бактерий (2х 

100000).      
 

Определение общего количества бактерий 

группы кишечной палочки - БГКП 

1. Метод мембранных фильтров 

Почвенную суспензию, приготовленную так же, как в преды-

дущем  исследовании,  (см. определение общего количества микроор-

ганизмов  в почве),  разводят от 1:10 до 1:1000  при исследовании чи-
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стых почв  и от 1:1000 до 1:1000000 – при изучении загрязненных 

почв. Затем 5 или 10 мл полученных разведений фильтруют через 

мембранные фильтры с диаметром пор не более 0,45 мкм в аппарате 

Зейтца. Фильтры помещают на среду Эндо, в состав которой входят 

мясопептонный агар,  лактоза и индикатор и инкубируют в термостате 

при температуре 37º С в течение 24 ч. При наличии бактерий группы 

кишечной палочки на фильтрах появляются колонии бактерий темно-

красного цвета с металлическим блеском. Из колоний готовят мазки, 

окрашивают их по Граму, и микроскопируют. БГКП имеют палочко-

видную форму и при окраске приобретают красный цвет (т.е. являются 

грамотрицательными). Затем с культурой грамотрицательных лакто-

зоположительных бактерий ставят оксидазный тест, который позволя-

ет дифференцировать представителей семейства  Enterobacteriaceae и 

Pseudomonadaceae. Для определения оксидазной активности часть ис-

следуемой колонии переносят стерильной петлей на фильтровальную 

бумагу, пропитанную диметил-n-фенилендиамином и aнафтолом. У 

микроорганизмов, продуцирующих оксидазу, цвет колонии  становит-

ся сине-фиолетовым.    Бактерии группы кишечной палочки, которые  

являются оксидазоотрицательными не изменяют своего цвета. Допол-

нительно проверяют способность исследуемой культуры ферментиро-

вать глюкозу и разлагать белки. Колонии, выросшие на фильтрах на 

среде Эндо, учитывают как БГКП, если они образованы грамотрица-

тельными, оксидазонегативными палочками, ферментирующими глю-

козу до кислоты и газа и не разлагающими белки. 

Для определения  общего количества БГКП в исследуемой поч-

ве, подсчитывают количество колоний, выросших на  фильтре, через 

который был пропущен определенный объем  разведения почвенной 

болтушки.  Затем вычисляют, сколько бактерий группы кишечной па-

лочки содержится в одном миллилитре этого разведения. Общее коли-

чество БГКП   подсчитывают, умножая  показатель содержания этих 

микроорганизмов в 1 мл на соответствующее разведение.  

Пример: Было профильтровано 10 мл из разведения 1:10000. На 

фильтре выросло 20 колоний.  Составляем пропорцию: В 10 мл - 20 

бактерий, а в одном – х. Получаем результат : Х= (20 × 1): 10 = 5 бак-

терий. Поскольку проба для фильтрования была отобрана из разведе-

ния 1:10000, умножаем 5 на 10000. Окончательный итог – в 1 г. почвы 

содержатся 50000 БГКП. 
 

Микрофлора воды и методы ее изучения 

Вода также как и почва представляет собой естественную среду 

обитания микроорганизмов. Это обусловлено тем, что  в ней находятся   

органические и минеральные вещества – остатки растений, останки 
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позвоночных и беспозвоночных животных. Численность микроорга-

низмов зависит от ряда факторов: климато-географических, темпера-

турных, аэрации, освещенности, скорости течения, глубины, солено-

сти, показателей рН водоема и др. Содержание микробов в 1 мл воды  

открытых водоисточников  варьирует от десятков и сотен до десятков 

миллионов. Наибольший процент водных микроорганизмов составля-

ют сапрофитные представители родов Micrococcus, Sarcina, Pseudomo-

nas, Clostridium, Proteus, а также дрожжи и плесневые грибы. Среди 

них присутствуют пигментообразующие и флюоресцирующие бакте-

рии. Вместе с тем, в воде нередко  находятся и патогенные микроорга-

низмы, которые попадают туда с различными стоками. В таких стоках 

может содержаться почвенная микрофлора, испражнения людей, жи-

вотных и птиц. Нередко патогенные микробы попадают в водоемы при 

купании, стирке белья, водопое скота. Во время дождей, особенно 

обильных,  в водоемы  могут стекать потоки с участков земли, занятых 

под посевы сельскохозяйственных  культур. 

Для патогенных микроорганизмов вода – неблагоприятный био-

топ для роста и размножения. Однако некоторые из них в течение дли-

тельного времени сохраняют жизнеспособность, не теряя патогенно-

сти, и могут стать  причиной инфекционных заболеваний.  Было уста-

новлено, что холерный вибрион может даже размножаться в теплой 

прибрежной воде, богатой органическими веществами и имеющей ще-

лочной рН. Известно, что водным путем передаются  брюшной тиф, 

бактериальная и амебная дизентерия, холера, лептоспироз, полиомие-

лит, гепатиты А и Е и ряд других болезней. При санитарно-

бактериологическом исследовании воды определяют: 

- общее микробное число (общее количество микроорганиз-

мов в 1 мл); 

- наличие патогенных микроорганизмов; 

- количество БГКП как показатель  степени фекального за-

грязнения. 

Дополнительно определяют титр Clostridium perfringens, индекс 

бактериофага и наличие цист лямблий.  

Наличие патогенных микроорганизмов определяют по эпиде-

миологическим показателям. 

Исследованию подлежат: питьевая вода (водопроводная, коло-

дезная, из артезианских скважин), вода открытых водоемов (реки, озе-

ра), плавательных бассейнов, а также сточные воды. Допустимое со-

держание отдельных видов микроорганизмов в различных водоисточ-

никах  регламентируется ГОСТом (государственным стандартом).      
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Отбор проб воды. Для взятия проб воды используют как много-

разовую, так и одноразовую стерильную посуду. Многоразовая изготов-

ляется из материалов, выдерживающих обработку сухим жаром и авто-

клавированием.  Емкости для взятия проб воды закрывают плотными 

пробками и защитным колпачком из фольги или плотной бумаги.  

Из открытых водоемов пробы берут обычно с глубины 10-15 см  

от поверхности, а  из мелководных водоисточников -  на уровне 10-15 

см от дна. Для взятия проб используют также специальный аппарат – 

батометр (рис 48,49). Он состоит из металлического каркаса, в кото-

рый вставляется бутылка для воды, закрывающаяся плотной пробкой с 

приспособлением для ее открывания. Этот аппарат укреплен на тросе, 

позволяющем опускать его на нужную глубину. Батометры часто ис-

пользуются при взятии глубинных проб воды из больших водоемов. 

   

 
Рис. 48. Батометр 

 

 
                

Рис.49. Взятие проб воды с помощью батометра 

 

Перед взятием проб из водопровода кран протирают тампоном, 

смоченным  спиртом, и обжигают, после чего 10-15 мин сливают за-

стоявшуюся в трубах воду и только затем отбирают образец для ис-

следования. 

Анализ проводят сразу после взятия проб. При необходимости 

транспортировки воду сохраняют  при температуре 1-5º С  и анализи-

руют не позднее чем через 2-6 ч с момента взятия пробы. 
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1. Определение общего количества микроорганизмов в воде 

Общее микробное число воды определяют путем культивирова-

ния содержащихся в пробах бактерий в плотных питательных средах. 

В  зависимости от предполагаемой загрязненности водоема перед по-

севом готовят десятикратные разведения исходной  пробы в  стериль-

ной водопроводной воде. В таблице № 9 приведены рекомендуемые 

для посева разведения воды в зависимости от степени ее загрязненно-

сти (объем каждого разведения для дальнейшего посева в МПА со-

ставляет 1 мл). 

Для получения разведений берут ряд пробирок, содержащих по 

9 мл стерильной водопроводной воды. Исследуемую воду в объеме 1 

мл вносят в первую пробирку, получают разведение 1:10, затем из этой 

пробирки переносят 1 мл в следующую и т.д.  (рис.47).  Для приготов-

ления каждого разведения используют новую стерильную пипетку. Из 

полученных разведений вносят по 1 мл  воды в 2 чашки Петри и зали-

вают 15-20 мл  расплавленного и охлажденного до 45ºС  МПА. Содер-

жимое чашек тщательно перемешивают круговыми движениями, пе-

ремещая  их по поверхности стола. После застывания агара, чашки 

помещают в термостат на 24 ч при температуре 37ºС. Колонии бакте-

рий растут, как на поверхности  питательной среды (аэробы), так и в ее 

глубине (анаэробы). Подсчитывают их суммарное количество и вы-

числяют общее микробное число. Если воду предварительно  разводи-

ли, то полученную сумму умножают на степень разведения и  в итоге 

получают количество микроорганизмов в 1 мл исходной воды. 

Общее микробное число в 1 мл питьевой воды не должно пре-

вышать  50.   

 

Таблица  9 - Рекомендуемые для посева разведения воды  

в зависимости от степени ее загрязненности  

при определении общего микробного числа  

(объем каждого разведения для посева составляет 1 мл) 
 

Тип исследуемой воды 
Рекомендуемые для посева 

разведения воды 

Водопроводная вода и вода артезианских колодцев 1мл исходной воды 

 без разведения 

Чистая вода (вода колодцев, родников и др.,  
вода плавательных бассейнов) 

1 и  1:10 

Открытые водоемы, не загрязненные сточными водами 1; 1:10 и 1:100 

Чистые водоемы в местах массового купания 1:10 и 1:100 

Открытые водоемы, загрязненные сточными водами 1:10; 1:100 и 1:1000 

Сильно загрязненные хозяйственно-бытовые воды и 
сточные жидкости 

1:10000; 1:10 0000 и 1:100 000 
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2. Определение бактерий группы кишечной палочки (БКГБ) 

Санитарно-показательными микроорганизмами  в воде, также 

как и в почве, являются бактерии группы кишечной палочки (БГКП). 

Они также называются колиформными (от лат. Escherihia coli - кишеч-

ная палочка.) Эта группа объединяет   факультативно анаэробных 

представителей семейства Enterobacteriaceae.  Все они имеют палочко-

видную форму, не образуют спор, грамотрицательные, оксидазоотри-

цательные, разлагают лактозу до кислоты и газа. Следует обратить 

внимание на температуру, при которой наиболее активно проявляются 

сахаролитические свойства колиформных бактерий. Большинство из  

них  сбраживает  лактозу через 24-48 ч при температуре 37ºС. Такие 

бактерии относят к общим колиформным бактериям (ОКБ).  

Отличительной особенностью термотолерантных колиформных  

бактерий (ТКБ)  является  то, что они разлагают лактозу до кислоты и 

газа при  более высокой температуре - 44ºС в течение более короткого 

времени – за 24 ч. Обнаружение  термотолерантных  колиформных 

бактерий (ТКБ) указывает на свежее фекальное загрязнение воды. Бак-

терии группы кишечной палочки  выявляются различными методами. 

Наиболее  распространенным является метод мембранных фильтров. 

 

1. Определение БГКП методом мембранных фильтров 

Для определения БГКП этим методом используют фильтро-

вальный аппарат Зейтца,  (рис. 4), который перед началом исследова-

ний  протирают тампоном, смоченным в спирте, стерилизуют прока-

ливанием и устанавливают на колбе Бунзена.   

 Затем в прибор помещают нитрацеллюлозный или ацетатцел-

люлозный  мембранный фильтр с диаметром пор не более 0,45 мкм. 

Такие фильтры предварительно стерилизуют методом кипячения. Вы-

бранный для исследования объем воды пропускают через фильтр, при-

соединяя аппарат к вакуумному насосу. Если анализируют несколько 

проб воды, то для каждой из них используют отдельный мембранный 

фильтр. Перед фильтрованием новой пробы аппарат стерилизуют. По-

сле пропускания через них воды фильтры помещают на поверхность 

среды Эндо в чашки Петри,  располагая их на питательной среде филь-

трующей стороной вверх. Чашки затем инкубируют в термостате 24 ч 

при 37ºС . В состав среды Эндо входят лактоза, индикатор и МПА и 

поэтому БГКП образуют на ней колонии красного цвета с металличе-

ским отливом. Подсчитывают  количество таких  колоний, готовят из 

них мазки и окрашивают по Граму, а также проверяют оксидазную 

активность. Оксидазоотрицательные бактерии, разлагающие лактозу 

до кислоты и газа, обнаруженные на фильтре, позволяют дать положи-
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тельный ответ о наличие в воде БГКП.  При анализе питьевой воды 

вычисляют количество БГКП, содержащихся в 100 мл.  

Для дифференциации ОКБ (общих колиформных бактерий) и 

ТКБ (термотолерантных колиформных бактерий)  каждую выросшую 

на фильтре колонию БГКП засевают в две пробирки с лактозной сре-

дой. Одну из пробирок предварительно прогревают до 44ºС с  тем, 

чтобы инактивировать ОКБ. Затем эту пробирку инкубируют при этой 

же температуре в течение 24 ч (для подтверждения наличия ТКБ). 

Вторую пробирку с посевом ставят в термостат при температуре 37ºС 

на 48 ч, чтобы убедиться в наличии ОКБ. 

Загрязненную воду открытых водоемов предварительно разво-

дят, как указано в табл. № 9 и для фильтрации используют объем не 

менее 10 мл. Дальнейшие исследования проводят, как описано выше. 

 

 
 

Рис. 50. Фильтр Зейтца и колба Бунзена для фильтрации воды 

 

2. Определение БГКП бродильным (титрационным) методом 

Этот метод известен также под названием «двухфазный бро-

дильный метод». Для установления содержания колиформных бакте-

рий в  воде,  исследуемые пробы засевают в глюкозо-пептонную среду 

(ГПС) для подращивания микроорганизмов. Объемы воды  при этом 

определяются в зависимости от водоисточника и предполагаемой сте-

пени его загрязненности.  

1 этап исследования. (1 фаза) Исходный объем  воды делят на 

несколько порций,  которые  засевают  в различные объемы питатель-

ной среды. Например, посев   воды с исходным объемом  300 мл про-

изводят следующим образом: два объема по 100 мл засевают в два 

флакона с 10 мл питательной среды, а 10 объемов по 10 мл той же 

пробы воды засевают в 10 пробирок, содержащих по 1 мл питательной 

среды. Посевы инкубируют в термостате при 43ºС в течение 7 -12 ч.  

Указанная температура подавляет рост  сапрофитных микроорганиз-

мов, но не влияет на колиформные  бактерии. 
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На 2  этапе (2  фаза) из флаконов и пробирок, при  наличии  в 

них признаков роста (помутнение, газообразование) делают высевы 

петлей на чашки Петри со средой Эндо, разделенной на 3-4 сектора, и 

помещают их в термостат при 37ºС на 18-20ч для того, чтобы получить 

рост изолированных колоний. Емкости с посевами воды в  глюкозо-

пептонной среде (ГПС), на которых через 7-12 ч  не было признаков 

роста, оставляют в термостате еще на 24 - 48 ч. Отсутствие роста в них 

через 48 ч свидетельствует об отсутствии в воде БГКП. При просмотре 

посевов на среде  Эндо обращают внимание на колонии красного, ро-

зового, бледно-розового  цвета  с металлическим блеском. Делают из 

них мазки, окрашивают по Граму  и проверяют оксидазную актив-

ность, позволяющую дифференцировать ОКБ от других грамотрица-

тельных бактерий. Наличие грамотрицательных, оксидазоотрицатель-

ных  палочек свидетельствует о наличие в воде БГКП. Для определе-

ния термотолерантных колиформных бактерий по 2-3  лактозоположи-

тельные  колонии из каждого сектора со среды  Эндо засевают в про-

бирки с любой средой, содержащей лактозу, предварительно нагретой 

до 44ºС  и помещают в термостат на 24 ч при той же температуре. Об-

разование в пробирках  кислоты и газа свидетельствует о том, что в 

исследуемой пробе присутствуют термотолерантные колиформные 

бактерии (ТКБ).  Это позволяет сделать вывод о свежем фекальном 

загрязнении воды.      

  

Таблица 10 - Нормативы безопасности питьевой воды 

в эпидемическом отношении  по микробиологическим  

и паразитологическим показателям  (по методическим указаниям  

«Санитарно-микробиологический анализ питьевой воды» 

МУК 4.2.1018-01) 

 
Показатели Единицы измерения Нормативы 

Общее микробное число2 Число образующих колонии 

бактерий в 1 мл 
Не более 50 колоний 

Общее количество коли-

формных бактерий2 
Число бактерий в 100 мл Отсутствие бактерий 

Термотолерантные коли-

формные бактерии 
Число бактерий в 100 мл1 Отсутствие бактерий 

Колифаги3 Число бляшкообразующих 

единиц (БОЕ) в 100 мл 
Отсутствие колифагов 

Споры сульфитредуциру-

ющих клостридий4 

Число спор в 20 мл Отсутствие клостридий 

Цисты лямблий3 Число цист в 50 мл Отсутствие цист 

Примечание: 
1
 Трехкратно исследуют по 100 мл отобранной пробы воды. 
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2
 Превышение норматива допускается в 5 % проб, отбираемых в 

точках водоразбора наружной и внутренней водопроводной сети в те-

чение 12 мес., при количестве исследуемых проб не менее 100 за год. 
3 

Определяют только в системах водоснабжения из поверхност-

ных источников перед подачей воды в распределительную сеть.
 

4 
Определение проводят при оценке эффективности технологии 

обработки воды. 

 

Санитарно-микробиологическое исследование воздуха 

Воздух является неблагоприятной средой обитания для микро-

организмов, так как в нем  отсутствуют питательные вещества, необ-

ходимые для поддержания их жизни и размножения. Одним из важных 

условий для выживания в воздухе является способность микроорга-

низмов противостоять высушиванию, действию ультрафиолетовых и 

радиоактивных лучей, колебаниям температуры и др. неблагоприят-

ным факторам. Микрофлора атмосферного воздуха формируется в 

основном за счет почвенных микроорганизмов, в меньшей степени они 

попадают в воздух с поверхности воды или растений. Поэтому 

наибольшее количество микроорганизмов содержится вблизи земной 

поверхности. 

В атмосферном воздухе обнаруживаются сапрофитные микро-

организмы, представленные кокками (микрококки, сарцины и др.)  

споровыми бактериями (Bacillus subtilis, B. cereus, B. mesentericus и 

др.), актиномицетами и грибами (Penicillium, Aspergillus, Mucor и др.). 

Они находятся в воздухе во взвешенном (аэрозольном) состоянии. Ме-

ханизмами самоочищения воздуха являются действие  солнечных лу-

чей, оседание бактериальных аэрозолей под действием гравитации, 

постоянное перемешивание и повышенная влажность (дождь, снег). 

Максимальное количество микроорганизмов в воздухе обнаруживают 

летом (июнь-август), минимальное – зимой (декабрь-январь).  

Атмосферный воздух значительно отличается по количеству 

микроорганизмов и их видовому составу от воздуха закрытых поме-

щений.  Бактериальная обсемененность воздуха закрытых помещений 

всегда выше, чем атмосферного воздуха. В составе воздуха закрытых 

помещений помимо сапрофитной микрофлоры  находятся те микроор-

ганизмы, которые выделяет человек через дыхательные пути (при раз-

говоре, кашле, чихании), с поверхности кожи, с пылью загрязненного 

постельного белья и др. источников (домашние животные, декоратив-

ные птицы). Здоровый  человек  при  чихании  выделяет  в  воздух 10 

000-20 000 микробных тел, а больной или бактерионоситель – значи-

тельно больше. Микроорганизмы из ротоглотки человека  находятся  в 
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воздухе в составе капелек слизи, которые могут часами удерживаться 

во взвешенном состоянии, образуя стойкие аэрозоли. Присутствие в 

воздухе патогенных микроорганизмов свидетельствует о санитарном 

неблагополучии  объектов обследования, т.к. воздушно-капельным и 

воздушно-пылевым путем могут передаваться многие болезни (грипп, 

корь, дифтерия, коклюш, туберкулез и т.п.).   

Для оценки санитарного состояния воздуха закрытых помеще-

ний  определяют общее микробное число и количество санитарно-

показательных микроорганизмов, к которым относятся  гемоли-

тические стафилококки, α- и β-гемолитические стрептококки.  

При необходимости, например в хирургических стационарах, родиль-

ных домах, дополнительно определяют наличие и количество сине-

гнойной палочки и др. грамотрицательных условно-патогенных бакте-

рий – возбудителей внутрибольничных инфекций. 

Бактериальную обсемененность и количество санитарно-

показательных микроорганизмов определяют по их количественному 

содержанию в 1 м
3
 (1000 литров) воздуха.  

В настоящее время существует много методов и устройств для 

отбора проб воздуха и  их исследования. 

Наиболее простыми и доступными для проведения санитарно-

бактериологического исследования воздуха являются седиментацион-

ный и аспирационный методы. 

Седиментационный метод Коха (Koch, 1881 г) основан на 

спонтанном оседании микроорганизмов под действием силы тяжести 

на поверхности питательной среды открытой чашки Петри. 

Для определения общего микробного числа две чашки Петри со 

стерильным МПА оставляют открытыми в течение 10-30 мин. Затем 

их закрывают, надписывают и инкубируют в термостате при 37ºС в 

течение 24 час. Затем посевы выдерживают 24 час  при комнатной 

температуре для выявления плесневых грибов. Таким образом, через 

48 ч подсчитывают суммарное количество колоний, выросших на 

чашках.   Исходят из того, что за 5 мин на поверхность 100см
2   

плот-

ной среды оседают  бактерии из 10 литров воздуха (Омелянский В.Л.).  

Для выявления санитарно-показательных микроорганизмов ис-

пользуют специальные питательные среды: для стафилококков – жел-

точно-солевой агар (экспозиция 15 мин), для гемолитических стафило-

кокков и стрептококков – кровяной агар (экспозиция 10-15 мин), для 

грибов – среду Сабуро (посевы выдерживают 3-5- суток при 20-22 ºС).  

Аспирационный метод основан на ударном действии воздуш-

ной струи о поверхность питательной среды, на которую оседают мик-

роорганизмы. Его проводят с использованием аппарата Кротова или 
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его современных модификаций (ПУ-1Б и др.), которые состоят из узла 

для отбора проб воздуха, микроманометра и электромотора (рис. 5,6). 

В аппарате Кротова узел для отбора проб вмонтирован в металличе-

ский корпус и имеет центробежный вентилятор,  площадку с зажима-

ми для установки чашки Петри, крышку из плексиглаза, в которой вы-

резана клиновидная щель для всасывания воздуха. На площадку уста-

навливают открытую чашку Петри с питательной средой, закрывают 

крышкой аппарата и включают мотор. Вращением центробежного вен-

тилятора воздух засасывается через клиновидную щель и с силой уда-

ряется о поверхность питательной среды, на которой оседают микро-

организмы, равномерно распределяясь по ней. Скорость вращения 

чашки Петри  регулируется, что позволяет пропускать разный объем 

воздуха в минуту, который фиксируется микроманометром.  По исте-

чении заданного времени экспозиции  выключают мотор, чашку Петри 

с посевом воздуха снимают, закрывают и ставят в термостат.  

 

                             
 

Рис. 51. Аппарат Кротова  

для взятия проб воздуха 

    Рис.52. Устройство автоматического  

отбора проб воздуха – ПУ-1Б 

 

Считают, что для определения общего микробного числа необ-

ходимо использовать МПА, скорость пропускания воздуха через аппа-

рат   25л/мин с экспозицией 4 мин, что гарантирует оседание микроор-

ганизмов из объема не менее 100 л воздуха. Для обнаружения золоти-

стого стафилококка используют желточно-солевой агар, гемолитиче-

ских стафилококков и  стрептококков  - 3-5% кровяной агар, а  время 

экспозиции увеличивают до 10-15 мин, что обеспечивает посев бакте-

рий из 250-300 л воздуха. 

Посев воздуха  проводят в две чашки Петри с МПА или жел-

точно-солевым агаром и выращивают 48 час (24 час в термостате при 

37ºС, затем выдерживают 24 час при комнатной температуре). Чашки 

Петри с кровяным агаром инкубируют в термостате при 37ºС 24 час. 

Подсчитывают количество выросших колоний и полученные данные 

пересчитывают на 1 м
3
 исследуемого воздуха. 
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Например, на одной чашке Петри при подсчете обнаружено 246 

колоний, на второй – 254, т.е. в среднем 246+254= 250 колоний. Аппа-

рат вращал чашку Петри  2 мин со скоростью 25 л/мин. Всего было 

пропущено 50 л воздуха. Таким образом в 50 л воздуха содержится 250 

микробов, в общее микробное число в пересчете на 1 м
3
 воздуха  со-

ставляет (250·1000) : 50 = 5000 бактерий. 

Изучение  качественного состава микрофлоры проводят по 

обычным методикам: из колоний делают мазки, окрашивают по Граму, 

выделяют чистую культуру, которую идентифицируют. 

При исследовании атмосферного воздуха дополнительно опре-

деляют спорообразующие анаэробы. С этой целью делают посев воз-

духа в объеме 200-300 л  на чашки Петри с железо-сульфитной средой, 

инкубируют в термостате при  37ºС 24 час.  

Для выявления плесневых грибов  посев воздуха делают на сре-

ду Сабуро и культивируют 3-5 суток при 20-22 ºС. 

 

Контрольные вопросы 

1. Какие микроорганизмы называются санитарно-

показательными? 

2. Дайте характеристику БГКП (бактерий группы кишечной 

палочки) 

3. Наличие каких бактерий в воде свидетельствует о свежем 

фекальном загрязнении?  

4. Какие показатели определяют при санитарно-

микробиологическом исследовании воды? 

5. Что такое «микробное число» и как его определяют? 

6. Какой метод используют для выявления БГКП в воде? 

7. Для каких целей используют методы Коха и Кротова? 

8. Назовите санитарно-показательные микроорганизмы, по 

наличию которых в воздухе можно определить его загрязненность 

9. В чем заключается аспирационный метод и с какой целью 

его используют? 

10. На каких средах культивируют БГКП? 

11.  В каких помещениях проводятся обязательные исследова-

ния воздуха с целью выявления санитарно-показательных микроорга-

низмов? 
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ЗАНЯТИЕ 15 

 
САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ  

ГРУБЫХ КОРМОВ, СИЛОСА, СЕНАЖА, ЗЕРНА 

 
Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомить студентов с основными методами и по-

казателями санитарно-микробиологической оценки кормов. 

Формирование: 

Знание:  показателей санитарно-микробиологического исследо-

вания грубых кормов, силоса, сенажа, зерна. 

Умение: применять знания санитарно-микробиологических ис-

следований состояния кормов. 

Владеть: методами определения санитарно-

микробиологического исследования кормов.  

Оборудование: микроскоп, стерильные чашки Петри, чашки Петри 

со средой Чапека, чашки Петри со средой Сабуро, сусло-агар, навески 

кормов, посуда лабораторная (чашки Петри, пробирки, пинцет, скаль-

пель, покровные стекла, пипетки).  

Содержание и методика работы 

 
Корма для исследования отбирают методом средней пробы из 

разных мест партии. Образец корма должен быть массой не менее 1 кг. 

Упаковывают пробы в мешочки (нельзя упаковывать в целлофановые 

пакеты, в них корма быстро портятся) или стеклянные банки. Среднюю 

пробу сена, зерна, комбикорма отбирают в соответствии с существую-

щими ГОСТами. При явном поражении грубых, сочных или других 

кормов плесенью исследуют пораженные и нормальные образцы. 

В сопроводительной записке указывают дату взятия образца, 

название корма, хозяйство, точный адрес, место, где взят образец. 

 
Органолептический анализ 

Включает в себя определение сыпучести, цвета и запаха кор-

мов. Доброкачественные корма имеют естественный цвет и специфи-

ческий запах. Корма, пораженные плесневыми грибами, приобретают 
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различные оттенки — красный, голубовато-зеленый, оливковый, чер-

ный и др. и запах — затхлый, плесневый, гнилостный и т.п. 

 

Микологическое исследование 

При наличии плесневых налетов на кормах с них делают соско-

бы и приготавливают препараты для микроскопии с целью определе-

ния вида грибов. Для определения глубинного поражения зерна дез-

инфицируют 3%-м раствором формалина, после чего промывают сте-

рильной водой с 5%-м раствором аммиака для нейтрализации форма-

лина и раскладывают на поверхности сред Чапека, Сабуро и др. Ку-

сочки грубых кормов раскладывают стерильным пинцетом на поверх-

ности питательной среды (Чапека, Сабуро и др.), а мучнистые корма 

берут на кончик скальпеля и рассыпают по поверхности питательной 

среды. Посевы помещают в термостат при 25-30°С; просматривают на 

3, 5 и 9-е сутки после посева, подсчитывают количество колоний, об-

ращая внимание на форму и окраску колоний, субстрата. 

Чистую культуру выделяют переносом некоторого количества 

спор загнутой иглой в новую питательную среду. Предварительно вид 

грибов можно определить, просматривая колонии в чашке Петри под 

малым увеличением микроскопа. Окончательно вид гриба определяют 

под малым и средним увеличением микроскопа на предметном стекле 

в капле 50%-го глицерина под покровным стеклом. Обращают внима-

ние на строение мицелия, органов спороношения. 

Наиболее часто корма поражают патогенные и токсигенные 

штаммы грибов, относящихся к родам Mucor, Rhizopus, Aspergillus, 

Fusarium, Penicillium, Stachybotrys. 

Представители рода Мусоr на питательных средах образуют се-

ровато-белые или с желтоватым оттенком пушистые колонии. Rhizopus 

— черноточечные, шерстично-войлочные колонии. Характерным для 

представителей родов Мусог и Rhizopus является не-септированный 

мицелий и шаровидные спорангии. Stachybotrys — бурые, почти чер-

ные, бархатистые колонии. У грибов рода Stachybotrys спороносные 

гифы разветвленные, от них отходят длинные конидиеносцы; на вер-

шине конидиеносцев 5. ..8 продолговатых или яйцевидных стеригм, 

сросшихся у основания. Конидии продолговато-овальные. Penicillium 

образуют зеленого цвета мучнистые колонии. Отличительным призна-

ком всех видов рода Penicillium являются разветвленные конидиенос-

цы, несущие цепочки конидий в виде кисточки. Стеригмы — бутылко-

видпои формы. 

Fusarium образуют ватообразные колонии с белоснежным (розо-

вым, желтым, красным) оттенком. Для всех видов Fusarium характер-
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ны веретеновидно- или серповидно изогнутые макроконидии с пере-

городками и продолговато-овальные, грушевидные, шаровидные мик-

роконидии. Цвет колоний, образованных грибами рода Aspergillus, 

зависит от вида гриба — белый, желто-зеленый, коричневато-зеленый, 

серо-голубой, темно-зеленый, черный, темно-коричневый. Грибы рода 

Aspergillus имеют булавовидное расширение на конце конидиеносца, на 

котором располагаются в один или два яруса стеригмы. Конидии — 

круглые или эллипсовидные. 

 

Токсико-биологический анализ 

Наиболее часто используют кожную пробу на кроликах. С этой 

целью пробы массой 100 г измельченного корма переносят в плоско-

донную колбу с притертой крышкой и заливают эфиром так, чтобы он 

покрывал корм на 2-3 см. Навеску периодически встряхивают в тече-

ние 24 ч. Затем экстракт фильтруют в фарфоровую чашку через бу-

мажный фильтр и выпаривают в вытяжном шкафу. 

На бедре или лопатке кролика выстригают шерсть (диаметр 4-5 

см) и дважды с интервалом в 24 ч втирают эфирный экстракт в кожу. 

Реакцию учитывают ежедневно в течение семи дней. Реакция позволя-

ет определить четыре степени токсичности кормов: 

I (очень слаботоксические) — покраснение, повышение чув-

ствительности кожи, шелушение; 

II  (слаботоксические) — покраснение, болезненность, незначи-

тельное утолщение кожи, мелкие одиночные желточные пузырьки; 

III (токсические) — покраснение, сильное утолщение, болезнен-

ность, складчатость кожи, на всей поверхности очага желтоватые пу-

зырьки, некроз, сплошной тонкий струп; 

IV (резкотоксические) — покраснение, сильный отек, глубокий 

сухой некроз, долго незаживающая язва. 

При проверке токсичности корма в биопробе на белых мышах 

экстракт из него вводят в желудок через зонд. 

Кроме того, для токсико-биологического анализа кормов мож-

но использовать пробу на простейших (парамеции), на рыбках гуппи, 

хроматографический метод и метод ИФА. 

 
Определение микрофлоры силоса 

Пробы силоса отбирают трижды: во время закладки для опреде-

ления эпифитной микрофлоры; через 10-15 сут после закладки для 

определения микрофлоры созревшего силоса; при вскрытии силоса. 

Пробы берут в 2-3 местах на глубине 1 м и помещают в стеклянные 

банки вместимостью 1-2л. 
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При микробиологическом исследовании силоса готовят мазок 

на предметном стекле. Для этого растирают кусочки силоса в фарфо-

ровой ступке с небольшим количеством воды до образования суспен-

зии. Мазок окрашивают метиленовой синью и микроскопируют под 

иммерсионной системой микроскопа. В хорошем силосе встречаются 

единичные палочки и кокки, а в плохом — обнаруживают большое 

количество кокковых и палочек. 

Для определения видового состава микрофлоры силоса прово-

дят посевы материала на сусло-агар, сусло-агар с мелом и т.п. Для это-

го готовят 5-7 десятикратных разведений материала. В чашки Петри, 

начиная с последнего разведения, вносят по 1 мл. После охлаждения 

питательных сред до 45-50°С их вносят в соответствующие чашки. 

Вращательными движениями смешивают разведения силоса со средой 

и оставляют до застывания. Затем помещают в термостат при 22-25 °С 

на 3-10 сут. 

Численность разных физиологических групп микроорганизмов 

на плотных питательных средах определяют путем подсчета колоний 

из разных разведений. Подсчет ведут из трех разведений, в каждом из 

которых выросло не менее десяти колоний. 

Полученные колонии грибов изучают методами висячей и раз-

давленной капли под малым и средним увеличением микроскопа с 

целью определения родовой и видовой принадлежности грибов. 

 

Исследование силоса на присутствие в нем токсина ботулинуса 

В силос могут попасть бациллы ботулинуса (С. botulinum), что 

нередко приводит к накоплению в силосуемой массе токсинов. 

Для определения наличия токсина ботулинуса из подозритель-

ных участков берут 1-2 кг силоса. Пробы заливают двойным количе-

ством воды и оставляют для экстрагирования. Затем часть воды и си-

лоса переносят в стерильную ступку и растирают. После 1-2-часовой 

выдержки материал фильтруют до получения прозрачной жидкости. 

Фильтрат делят на две части; одну прогревают до 80-100
0С

 в течение 

15-20 мин для разрушения токсина. Биопробу ставят на четырех мор-

ских свинках, которым выпаивают материал из шприца с канюлей: 

двум (контрольным) дают по 2 мл прогретого фильтрата, а двум дру-

гим — то же количество фильтрата, не подвергнутого термической 

обработке. По клинической картине болезни животных, получивших 

фильтрат без термической обработки, судят о наличии в силосе токси-

на ботулинуса. 
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Эпифитная микрофлора зерна 

На поверхности зерна обитает разнообразная микрофлора. Часть 

микроорганизмов попадает туда из ризосферы, часть заносится с пы-

лью и насекомыми. Однако на зерне, как и на всей поверхности расте-

ний, развиваются лишь некоторые микроорганизмы, так называемые 

эпифиты. Эпифитные микроорганизмы, размножающиеся на поверх-

ности стеблей, листьев и семян растений, получили название микроор-

ганизмов филлосферы. Эпифиты питаются продуктами экзосмоса рас-

тений; устойчивы к высоким концентрациям фитонцидов, выдержива-

ют периодические колебания влажности. Численность этих микроор-

ганизмов невелика и видовой состав их довольно постоянен: более 90 

% составляют гнилостные бактерии, в основном это неспороносные 

бактерии рода Pseudomonas. Особенно часто на зерне встречается 

Pseudomonas herbicola, образующая на плотных средах золотисто-

желтые колонии. Встречаются также Pseudomonas fluorescens, микро-

кокки, молочнокислые бактерии, дрожжи. Бациллы и микроскопиче-

ские грибы составляют небольшой процент. В определенных условиях 

эпифитные микроорганизмы могут быть полезны для растений, так как 

препятствуют проникновению паразитов в ткани растения. На хране-

ние зерна эпифитные микроорганизмы могут действовать отрицатель-

но. На развитие микроорганизмов на зерне, а, следовательно, на со-

хранность последнего решающее влияние оказывают: влажность, тем-

пература, степень аэрации, целостность зерна и состояние его покров-

ных тканей. В зрелом зерне вода находится в связанном состоянии и 

недоступна микроорганизмам, которые в этом случае находятся в со-

стоянии анабиоза. На зерне с повышенной влажностью микроорганиз-

мы размножаются тем быстрее, чем выше температура. Развитие мик-

робиологических процессов в хранящемся зерне с повышенной влаж-

ностью приводит к заметному, а иногда и очень значительному повы-

шению температуры. Это явление получило название термогенез. 

Самосогревание зерна ведет к смене микрофлоры. Свойственная 

зерну эпифитная микрофлора исчезает. Начинают обильно размно-

жаться непигментированные неспороносные палочки, вытесняющие 

Pseudomonas herbicola. Позднее появляются термостойкие микрококки, 

образующие на плотных средах чаще всего мелкие белые плоские ко-

лонии, а также плесневые грибы, актиномицеты. Самосогревание 

свыше 40-50 С способствует развитию спорообразующих и термо-

фильных бактерий. 

По мере самосогревания изменяется видовой состав и плесне-

вых грибов. Виды Penicillium, которые преобладали вначале, заменя-

ются представителями рода Aspergillus. 
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Таким образом, по видовому составу микрофлоры можно су-

дить не только о том, подвергалось ли зерно самосогреванию, но и 

насколько далеко зашел этот процесс. Преобладание Pseudomonas 

herbicola в микробном ценозе зерна служит показателем его хороших 

качеств. Большое количество спорообразующих бактерий и грибов 

указывает на потерю семенами всхожести. 

Благоприятные условия для развития на зерне микроорганизмов 

приводят к накапливанию выделяемых ими токсинов. При скармлива-

нии такого зерна скоту и домашней птице возникают отравления. 

 Правильное хранение зерна сводится к тому, чтобы не допус-

кать развития на нем микроорганизмов. 

 

Количественный учет микроорганизмов на зерне 

Навеску массой 5 г помещают в колбу с 50 мл стерильной водо-

проводной воды и 2-3 г песка. Колбу взбалтывают круговыми враща-

тельными движениями 10 мин. Из полученной вытяжки готовят разве-

дения 1:100, 1:1000, 1:10000. (отдельными стерильными пипетками 

берут по 10 мл суспензии и переносят в колбы, содержащие по 90 мл 

стерильной водопроводной воды). Затем из каждого разведения дела-

ют глубинный посев на МПА в двух повторностях. Чашки инкубируют 

при 30С. наряду с МПА используют различные элективные среды. Че-

рез 3-5 дней инкубации подсчитывают общее число колоний, вырос-

ших на МПА в чашках, и рассчитывают количество микроорганизмов 

на 1г зерна. 

 

Определение качественного состава микрофлоры зерна. Ко-

лонии группируют по культуральным признакам. Из каждой группы 

колоний готовят препараты, выявляют принадлежность микроорга-

низмов к роду или семейству и определяют численность микробов 

каждой группы в процентах от общего количества микроорганизмов. 

На основании микробиологического анализа делают заключение 

о качестве зерна. На свежем доброкачественном зерне преобладает 

Pseudomonas herbicola (до 80 %), образующая блестящие оранжевые 

колонии. Встречаются Pseudomonas fluorescens, формирующие желто-

вато-зеленоватые флуоресцирующие колонии; непигментированные 

неспорообразующие палочки; дрожжи – блестящие, выпуклые, часто 

окрашенные в розовые тона колонии. При учете на сусло-агаре с ме-

лом выявляются молочнокислые бактерии, образующие чечевицеоб-

разные мелкие колонии с зонами растворения мела. 

На несвежем зерне, хранившемся при повышенной влажности 

Pseudomonas herbicola, Pseudomonas fluorescens не выявляются. Обна-



152 

руживаются микрококки, образующие мелкие белые блестящие плос-

кие колонии; спорообразующие палочки; актиномицеты, а также не-

спороносные палочки. При учете на сусло-агаре выявляются в боль-

шом количестве грибы. 

 

 

Контрольные вопросы 

1. Микологическое исследование кормов, определение родов 

грибов. 

2. Методы определения токсичности кормов. 

3. По каким критериям устанавливают качество силоса, сенажа. 

4. Какие микроорганизмы оказывают наибольшее влияние на 

качество силоса и сенажа. 

5. Как проводится количественный учет микроорганизмов на 

зерне? 
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ЗАНЯТИЕ 16 

 

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ  

ИССЛЕДОВАНИЕ НАВОЗА,  ШКУР, ШЕРСТИ 

 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомить студентов с основными методами и ме-

тодиками исследований навоза, шкур, шерсти. 

Формирование: 

Знание:  показателей санитарно-микробиологического исследо-

вания навоза, шкур, шерсти. 

Умение: применять знания санитарно-микробиологических ис-

следований состояния навоза, шкур, шести. 

Владеть: методами определения санитарно-

микробиологического исследования навоза, шкур, шерсти.  

Оборудование: пробы шкур, шерсти, питательные среды МПА, МПБ, 

Эндо в пробирках, плакаты. термостаты, микроскопы, спиртовки, плитки, 

пробирки с тампонами для приготовления смывов, пробирки со средой 

Кесслера, средой Кода, стерильные чашки Петри, стерильные пипетки 

на 1 см
3
, стерильные колбы на 500 см

3
, питательные среды: мясопеп-

тонный агар, сусло-агар или среда Сабуро, бактериологические петли, 

предметные стекла, набор красок по Граму, фильтровальная бумага. 

Содержание и методика работы 
 

Санитарно-микробиологическое исследование навоза 
Навоз — экскременты животных, перемешанные с соломой, 

торфом и опилками. Состав и удобрительные свойства навоза зависят 

от вида животных, корма, подстилки, системы уборки и хранения. 

В навозе содержится много органических соединений, поэтому 

он является благоприятной средой для развития различных микроор-

ганизмов. Содержание бактерий может доходить до огромных вели-

чин, особенно при благоприятных условиях (аэрация, температура). В 

навозе всегда находятся микроорганизмы, принимающие участие в 

почвообразовательных процессах: аммонифицирующие, нитрифици-

рующие, денитрифицирующие, клетчаткоразлагающие или целлюло-

зоразлагающие, азотфиксирующие, актиномицеты, плесневые грибы. 
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Кроме перечисленных микроорганизмов, всегда есть представители 

нормальной микрофлоры желудочно-кишечного тракта животных: 

кишечная палочка, энтерококки, большая группа молочнокислых бак-

терии, клостридий. Следовательно, с навозом в почву попадает огром-

ное количество полезных микроорганизмов, что значительно усилива-

ет микробиологические процессы в почве. Навоз приобретает свойства 

органического удобрения благодаря жизнедеятельности микробов. 

Состав навоза непостоянен, он зависит от соотношения в нем  

твердых и жидких выделений, количества и качества корма, вида жи-

вотных и других факторов. Так, конский и овечий навоз по сравнению с 

навозом крупного рогатого скота и свиней  бывает богаче азотом, фос-

фором и калием. При скармливании животным концентрированных 

кормов получается навоз более высокого (как удобрение) качества. 

Различают жидкий, полужидкий и твердый навоз  - чаще с под-

стилочным материалом. Жидкий навоз получается при гидравличе-

ском методе уборки помещения (влажность до 93%).  Полужидкий 

(пастообразный) с влажностью до 85% — при содержании крупного 

рогатого скота и свиней без подстилки.  Для получения твердого наво-

за животных содержат на подстилке из соломы или сфагнового торфа, 

влажность такого навоза 70-80%. 

Предупредить потери ценных веществ в навозе и частично 

обезвредить его можно путем правильного хранения. Существует не-

сколько способов хранения навоза: под скотом, плотный (анаэроб-

ный), рыхло-плотный (аэробно-анаэробный) и рыхлых (аэробный). 

Хранение навоза под скотом. При таком методе хранения 

навоза он уплотняется, создаются анаэробные условия, вследствие  

чего исключаются бурные процессы жизнедеятельности бактерий — 

виновников потерь азота, благодаря чему в навозе сохраняется боль-

шое количество ценных веществ. Однако в воздухе помещений накап-

ливаются аммиак и другие газы, которые раздражают слизистые обо-

лочки животных. Неубранным навоз может быть источником бактери-

альных и вирусных возбудителей, т. е. создает антисанитарные усло-

вия в помещениях, поэтому их лучше очищать от навоза. 

Плотное (анаэробное) хранение навоза. Навоз укладывают 

плотно в штабеля шириной 3-4 м, высотой до 2,0 м, произвольной 

длины в специально отведенных местах (навозохранилищах). Сверху 

навоз герметизируют слоем торфа или земли толщиной 10-15 см. При 

этом создаются анаэробные условия, в которых медленно развиваются 

микробиологические процессы (табл. 11) и происходит незначитель-

ное повышение температуры (до 25-35°С). При такой укладке навоз 

перепревает только через 7-8 месяцев. 
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Таблица 11. Содержание микроорганизмов при созревании плотного  

навоза, млн в 1 г массы (по данным В.Н. Былинкиной) 

 

Группа 

 бактерий 

Срок, прошедший с момента закладки навоза 

Исходный 

материал 
15 дней 1 месяц 2 месяца 4 месяца 

Бактерии 940 2600 1800 140 130 

Бациллы 6 15 20 7 6 

Актино-

мицеты 

1 1,6 1,8 0,9 1,5 

 

При рыхло-плотном (аэробно-анаэробном) хранении навоз в 

штабеле вначале укладывают рыхлым слоем, чтобы создать аэробные 

условия, при которых идут энергичные микробиологические процес-

сы, температура повышается до 50-60°С, и разогревшийся навоз 

уплотняется. Через несколько дней следующий слой навоза снова 

укладывается рыхло, и так до образования штабеля высотой 2 м. При 

этом азота теряется больше, чем при холодном способе. 

При рыхлом (аэробном) хранении навоза создаются аэробные 

условия, что способствует бурному развитию микробиологических 

процессов. Аммонификаторы разлагают белковые вещества до аммиа-

ка, используемого аэробными нитрифицирующими бактериями, кото-

рые окисляют его до нитритов и нитратов, то есть создают пищу для 

денитрификаторов. При создании анаэробных условий в глубоких сло-

ях навоза денитрификаторы восстанавливают соли азотистой и азот-

ной кислот до молекулярного азота, который улетучивается. Благодаря 

деятельности последних за 3-4 мес хранения в таком навозе сохраняет-

ся 30-40% органических веществ. 

Микробиологические процессы интенсивно протекают на по-

верхности при достаточной аэрации. В глубоких слоях перепревание 

навоза идет медленно. В разогретой массе температура достигает 70-

80°С, что приводит к гибели и сапрофитных, и патогенных форм бак-

терий. При интенсивно протекающих микробиологических процессах 

происходят потери ценных веществ и среди них важных для растений 

азота и фосфора.  

В зависимости от эпизоотической обстановки в хозяйстве, мож-

но направленно вести микробиологические процессы в навозе и тем 

самым улучшать эпизоотическую обстановку. 

Биотермическое обеззараживание навоза. Навоз, п о л у ч е н -

н ы й  о т  больных животных, может содержать возбудителей многих 

опасных болезней сельскохозяйственных животных и быть фактором 

передачи возбудителей инфекции и инвазии. В естественных условиях 
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возбудители инфекционных и инвазионных заболеваний животных 

длительно выживают в навозе, так как он служит защитой для микро-

бов, вирусов и яиц гельминтом от различных вредных внешних воз-

действий. 

При заболеваниях, вызванных бактериями, не образующими 

споры, вирусами, а также при инвазионных болезнях навоз подвергают 

биотермическому обеззараживанию в навозохранилищах. Для обезза-

раживания навоза отводят и подготавливают специальный участок 

глубиной 25 см, шириной до 2,5 м и произвольной длины. Перед 

укладкой навоза в штабель на дно расстилают слой соломы или торфа 

толщиной 30-40 см, а затем на него укладывают навоз высотой до 2 м 

от больных животных без подстилочного материала или твердую 

фракцию разжиженного навоза. Уложенный в штабель навоз обклады-

вают со всех сторон незараженным навозом, торфом или соломой слоем 

10 см, а сверху наносят такой же слой земли. В зависимости от устойчи-

вости возбудителя обезвреживание навоза биотермическим способом 

проводят в течение 2-6 мес. При температуре, создаваемом микробами 

(70-80°С), погибают возбудители сальмонеллеза, колибактериоза, ро-

жи свиней, бруцеллеза, ящура и другие возбудители. 

Навоз, полученный от животных, больных и подозреваемых по 

заболеванию сибирской язвой, эмкаром, бешенством, паратуберкулез-

ным энтеритом и чумой крупного рогатого скота сжигают. 

Исследование навоза производят так же, как и почвы. 

 

Микрофлора шерсти, кожевенно-мехового сырья 

Шкура состоит из трех слоев: эпидермиса, дермы и подкожной 

клетчатки. Внутренний слой шкуры после съемки с животного назы-

вается мездряной стороной (мездрой). Парная, только что снятая с 

животного шкура содержит до 7% воды, белковые вещества, жиры и 

минеральные вещества. Таким образом, в состав парной шкуры вхо-

дят все вещества, необходимые для питания микроорганизмов. 

На шерстном покрове шкуры всегда находится множеств раз-

личных микроорганизмов. Свежая мездра бывает стерильная, на ее 

поверхность микробы попадают во время съемки и обработки шкуры. 

Источником микрофлоры парной шкуры являются навоз, почва, вода, 

воздух, она загрязняется с инструментом и рук, с поверхности приме-

няемого оборудования. На парной шкуре сразу после убоя обнаружи-

ваются кишечная палочка, стафилококки, гнилостные бактерии, про-

тей и дрожжи и т.д. 

Состав микроорганизмов находящихся на шкуре, очень разно-

образен: обнаруживаются кишечная палочка, стафилококки, гнилост-
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ные бактерии, протей, плесневые грибы, дрожжи и актиномицеты, об-

ладающие широким набором ферментативных свойств. Начало разло-

жения тканей можно заметит по изменению цвета, консистенции и 

гнилостному запаху. 

Гнилостное разложение протекает в три стадии. Первая харак-

теризуется быстрым размножением бактерий в подкожной клетчатке с 

последующим проникновением их в слой эпидермиса и волосяные 

сумки. Видимых изменений нет. Во второй стадии микробы проника-

ют вглубь шкуры, при этом мездра ослизняется и темнеет, волос легко 

выпадает. В третьей стадии ткань дермы разлагается, становится 

ослизлой и дряблой, эпидермис легко отслаивается. Шкура теряет 

прочность, легко разрывается и издает сильный гнилостный запах (се-

роводорода, аммиака). 

В начале гнилостного процесса на поверхности шкуры преоб-

ладают аэробные аммонификаторы (Proteus vulgaris, E. coll. Вас. sub-

tllls, Вас. mesenterlcus, Вас. megaterlum и др.), а по мере продвижения в 

толщу шкуры можно обнаружить анаэробы CI. putriflcum, 

Cl.sporogenum. 

Плесневение шкур происходит при хранении их в сырых про-

хладных помещениях. На поверхности влажной мездры появляются 

пигментированные колонии плесневых грибов, которые быстро зара-

жают все сырье. Протеолитические ферменты психрофильных бакте-

рий и плесневых грибов разрушают мездру, в результате чего снижа-

ется товарная ценность сырья. 

Из шкуры в двух-трех местах берут около 1 г содержимого, по-

мещают в чашку Петри, увлажняют физраствором, затем помещают в 

стерильную ступку, заливают 5 мл стерильного физраствора, разми-

нают пестиком и оставляют на 2 — 3 ч для размягчения. После этого 

тщательно растирают в ступке до получения волокон мезги. Мезгу 

отнимают и удаляют. Полученной взвесью заражают подкожно 2 бе-

лых мышей, а остаток прогревают 30 мин при 65 °С; затем 0,5 мл взве-

си после охлаждения высевают дробно в 5 чашек Петри на МПА. Вы-

севы из шкур и шерсти инкубируют при 37 °С, через 18 — 24 ч чашки 

просматривают, отбирают подозрительные колонии и определяют вид 

микробов. При падеже мышей вскрывают, выделяют патогенные мик-

роорганизмы и идентифицируют. Затем исследуют на сибирскую язву 

с помощью РА. 

На поверхности шерсти микроорганизмы находятся всегда. Ам-

монификаторы (Вас. Mesentericus и др.), разрушая кератин, разрушают 

и шерстное волокно. В сырой слежавшейся шерсти интенсивно разви-

ваются термофилы, вызывая согревание, потемнение, обугливание и 
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даже самовоспламенение, так как микроорганизмы вырабатывают га-

зообразные вещества, которые при взаимодействии с кислородом воз-

духа возгораются. 

При исследовании шерсти наиболее загрязненные ее комки и 

пряди помещают в стерильную ступку, увлажняют небольшим коли-

чеством физраствора, измельчают ножницами, переносят в колбу с 

бусами емкостью 100 мл, наполнив ее до половины. Заливают физрас-

твором, чтобы получить 12—15 мл смыва. Далее поступают аналогич-

но исследованию кож. 

Кожевенно-меховое сырье, полученное от больных животных, 

может служить источником возбудителей инфекционных болезней. 

При контакте человека с таким сырьем происходит его заражение. 

Особенно опасно сырье, обсемененное спорообразующими возбудите-

лями, которые длительное время сохраняются во внешней среде. Шку-

ры от вынужденно убитых животных должны быть проверены на си-

бирскую язву при помощи реакции преципитации (Асколи). Сырье от 

больных животных тщательно дезинфицируют или уничтожают, если 

есть подозрение на наличие возбудителя сибирской язвы, эмфизема-

тозного карбункула или других особо опасных возбудителей. 

Для предотвращения распространения возбудителей через ко-

жевенно-меховое сырье необходимо соблюдать ветеринарно-

санитарные правила на складах и предприятиях по его обработке. 

 

Контрольные вопросы 

1. Перечислите методы хранения навоза. 

2.  На чем основано биотермическое обезвреживание навоза? 

3. При каких инфекционных болезнях сельскохозяйственных 

животных навоз подлежит сжиганию? 

4. Каковы методы отбора проб кож, шерсти? 

5. Какие методики используются для микробиологического ис-

следования кож, шерсти? 

6. Перечислите виды микроорганизмов, участвующих в мик-

робном разложении кожевенного сырья. 
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ЗАНЯТИЕ 17 

 

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ  

ИССЛЕДОВАНИЕ  МОЛОКА,  

КИСЛОМОЛОЧНЫХ ПРОДУКТОВ, МАСЛА 

 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия: ознакомить студентов с основными методами и по-

казателями санитарно-микробиологической оценки молока и масла, кис-

ломолочных продуктов. 

Знание:  показателей санитарно-микробиологического исследо-

вания  сырого молока, пастеризованного, стерилизованного  молока, 

масла, кисломолочных продуктов, творога, сметаны 

Умение: применять знания санитарно-микробиологических ис-

следований состояния молока и масла, кисломолочных продуктов, 

творога, сметаны. 

Владеть:  методами определения общего количества микробов,  

количества мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных мик-

роорганизмов, наличия патогенных микроорганизмов, количества 

БГКП как показатель  степени фекального загрязнения. 

 

Оборудование и материал: проба пастеризованного молока, 

пробирки с 9 см
3
 стерильной воды, стерильные пипетки на 1 см

3
 и 

чашки Петри, пробирки с питательными средами: с МПА или средой 

для определения количества мезофильных аэробных и факультативно-

анаэробных микроорганизмов (КМАФАнМ); со средой Сабуро; средой 

Кесслера с поплавками для демонстрации приготовления разведений 

продукта и посева молока на питательные среды; чашки Петри и про-

бирки  с посевами разведений молока после культивирования для 

оценки результатов микробиологического анализа, пробы масла раз-

личной свежести, пробирки со стерильной водой, водяная баня, 

термостат, стерильные градуированные пипетки, пробирка, по-

кровные и предметные стекла, растворы красок, стерильные про-

бирки с резиновыми или корковыми пробками, микроскопы, чаш-

ки Петри с МПА, бактериологические петли, кисломолочные про-
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дукты (болгарская простокваша, кефир, кефирные грибки), сте-

рильные ложечки, нож, предметные и покровные стекла, пробирки 

диаметром 15 мм, пипетки на 5 мл, растворы красок, микроскоп, бак-

териологические петли, водяная баня, 40%-ный раствор КОН, 

культуры молочнокислых бактерий на плотных питательных средах.      

Содержание и методика работы 

 

Санитарно-микробиологическое исследование молока 
Пробы для микробиологического исследования отбирают в сте-

рильную посуду с помощью стерильных приспособлений. Объединен-

ную пробу объемом 500 см3 составляют из точечных проб, отобран-

ных из каждой фляги или цистерны после органолептической оценки 

молока и рассортировки его по кислотности. 

 

Проба на редуктазу 
Редуктазная проба является косвенным методом определения 

количества бактерий в молоке. Метод основан на восстановлении ин-

дикатора (метиленового синего или резазурина) окислительно-

восстановительными ферментами микроорганизмов, выделяемыми в 

молоко. По продолжительности изменения окраски молока оценивают 

степень его контаминации посторонними микроорганизмами. 

 

Редуктазная проба с метиленовым синим. В стерильную 

большую пробирку наливают 1 см
3
 рабочего раствора метиленового 

синего и 20 см
3
 исследуемого молока. Пробирку закрывают резиновой 

пробкой и ее содержимое смешивают путем медленного трехкратного 

переворачивания пробирки. Пробирку помещают в редуктазник или 

водяную баню с температурой воды 37
0
С. Вода в редуктазнике или 

водяной бане после погружения пробирки с молоком должна доходить 

до уровня жидкости в пробирке или быть немного выше. Момент по-

гружения пробирок в редуктазник считают началом анализа. Наблю-

дение за изменением окраски ведут через 40 мин; 2,5 и 3,5 ч с начала 

проведения анализа. Окончанием анализа считают момент обесцвечи-

вания окраски молока, при этом остающийся небольшой кольцеобраз-

ный окрашенный слой вверху (шириной не более 1 см) или небольшая 

окрашенная часть внизу пробирки (высотой не более 1 см) в расчет не 

принимаются. Появление окрашивания молока в этих пробирках при 

встряхивании не учитывают (табл. 3). 

 

Редуктазная проба с резазурином. Пробу с резазурином следу-

ет проводить не ранее чем через 2 ч после доения. В пробирку налива-
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ют 1 см
3
 рабочего раствора резазурина и 10 см

3
 исследуемого молока, 

закрывают резиновой пробкой и смешивают путем медленного трех-

кратного перевертывания пробирки. Дальнейшая последовательность 

анализа такая же, как и в пробе с метиленовым синим. Пробирка с мо-

локом и резазурином на протяжении анализа должна быть защищена 

от прямых солнечных лучей (редуктазник следует плотно закрыть 

крышкой). 

Наблюдение за изменением окраски проводят через 1 и 1,5 ч. По 

истечении 1 ч пробирку вынимают из редуктазника. Если молоко име-

ет серо-сиреневую окраску, пробирку оставляют в редуктазнике еще 

на 30 мин. 

В зависимости от продолжительности изменения цвета молоко 

относят к одному их четырех классов, указанных в табл. 11. 

 

Таблица 11. Оценка степени обсемененности молока  

микроорганизмами по продолжительности изменения окраски молока  

с метиленовым синим или резазурином 

 

Класс 

Проба с метиле-
новым синим 

Проба с резазурином Ориентировоч-

ное количество 
бактерий  

в 1 см3 молока, 

КОЕ 

Продолжитель-

ность обесцвечи-
вания метилено-

вого синего, ч 

Продолжи-

тельность изме-

нения, цвета ч 

Окраска 
молока 

Высший Более 3,5 1,5 Серо- сиреневая 
до сиреневой 

До 300 тыс. 

I 3,5 1,0 То же От 300 до 500 тыс. 

II 2,5 1,0 Сиреневая с ро-

зовым оттенком 

От 500 тыс.  

до 4 млн 

III 40 мин 1,0 Бледно-розовая 
или белая 

От 4 до 20 млн 

 

Определение количества мезофильных аэробных  

и факультативно-анаэробных микроорганизмов 
Метод основан на способности мезофильных аэробных и фа-

культативно-анаэробных микроорганизмов размножаться на плотном 

питательном агаре при температуре 30
0
 С в течение 72 ч. Количество 

засеваемого продукта устанавливают с учетом наиболее вероятного 

микробного обсеменения. 

При исследовании сырого молока в питательную среду засевают 

его разведения от 10–4 до 10–6 см
3
. По 1 см3 каждого разведения засе-

вают в две чашки Петри с заранее маркированной крышкой и заливают 

10–15 см
3
 расплавленного и остуженного до 40–45 С мясопептонного 

агара (МПА). Сразу после заливки агара содержимое чашки Петри 
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тщательно перемешивают путем легкого покачивания для равномерно-

го распределения посевного материала. После застывания агара чашки 

Петри переворачивают крышками вниз и ставят в таком виде в термо-

стат с температурой (30 ±1) С на 72 ч. Количество выросших колоний 

подсчитывают на каждой чашке, поместив ее вверх дном на темном 

фоне, пользуясь лупой с увеличением в 4–10 раз. При большом числе 

колоний и равномерном их распределении в питательном агаре дно 

чашки Петри делят на четыре и более одинаковых секторов, подсчи-

тывают число колоний в двух–трех секторах, но не менее чем на 1/3 

поверхности чашки, находят среднее арифметическое число колоний и 

умножают на общее количество секторов всей чашки. Количество ме-

зофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов в 

1 см
3
 молока Х вычисляют по формуле  

Х = n ·10m, 

где n – количество колоний, подсчитанных на чашке Петри;  

m – число десятикратных разведений. За окончательный резуль-

тат анализа принимают среднее арифметическое, полученное по всем 

чашкам.  

 

Определение бактерий группы кишечных палочек 
В настоящее время к БГКП относят следующие роды из семей-

ства Enterobacteriaceae: Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, 

Klebsiella, Serratia. Бактерии группы кишечных палочек представляют 

собой мелкие грамотрицательные палочки, в основном подвижные 

(кроме бактерий рода Klebsiella), не образующие эндоспор и капсул. 

Они не обладают оксидазной активностью, ферментируют лактозу и 

глюкозу с образованием кислоты и газа при температуре 37 ºС. Иссле-

дование на присутствие БГКП в молочных продуктах проводят в не-

сколько этапов 

 

Определение бродильного титра 

Метод основан на способности БГКП сбраживать в питательной 

среде лактозу с образованием кислоты и газа при температуре (37±1) С 

в течение 24 ч. В молочной промышленности для определения бро-

дильного титра используют среду Кесслера, в которую в качестве уг-

левода вносят лактозу; в качестве вещества, ингибирующего рост дру-

гих групп бактерий, – бычью желчь, а в качестве индикатора – генци-

анвиолет. Бродильный титр в сыром молоке определяют следующим 

образом. В пять пробирок со средой Кесслера вносят по 1 см3 соответ-

ствующего разведения молока (10
–1

, 10
–2

, 10
–3

, 10
–4

, 10
–5

) и ставят их в 

термостат при температуре (37±1) ºС на 18–24 ч. По окончании инку-
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бации пробирки просматривают. При отсутствии газообразования в 

поплавке в пробирке с наименьшим из засеваемых объемов дают за-

ключение об отсутствии в продукте БГКП. При наличии газообразова-

ния в поплавке в пробирке с наименьшим из засеваемых объемов счи-

тается, что БГКП обнаружены в этом количестве. 

Пересев БГКП на среду Эндо. Для подтверждения принадлеж-

ности бактерий, вызвавших брожение в среде Кесслера, материал из 

забродивших пробирок пересевают на среду Эндо. С этой целью дно 

чашки Петри с застывшей средой Эндо делят карандашом по стеклу на 

4 или 8 секторов. Из пробирок со средой Кесслера берут петлей не-

много жидкости и проводят ею расширяющимся зигзагом штрих по 

поверхности агара, начиная от центра сектора к краю чашки. Для по-

лучения изолированных колоний петлю не отрывают от поверхности 

агара. Чашки Петри переворачивают вверх дном и ставят в термостат 

при температуре (37 1) С. После 24 ч инкубации определяют характер 

выросших колоний. На среде Эндо БГКП образуют блестящие красные 

или розовые колонии с металлическим блеском или без него.  

 

Окрашивание препаратов из характерных 

 колоний по Граму 

Не менее чем из пяти колоний готовят мазки и окрашивают их 

по Граму. Бактерии группы кишечных палочек – грамотрицательные, 

неспорообразующие. Микробиологические показатели сырого молока 

приведены в табл. 12.  

 
 

Таблица 12.  Микробиологические показатели сырого молока 

 

Группа 

 продуктов 

КМАФАнМ, 
КОЕ/г, не 

более 

Масса продукта (г),  

в которой не допускаются 

Примечание 
БГКП  

(колиформы) 

патогенные, 
в том числе 

сальмонеллы 

Молоко сырое 

Высший сорт  1·105  –  25  Соматические клетки, 

не более 4·105 в 1 см3  

Первый сорт  5·105  –  25  Соматические клетки, 

не более 1·106 в 1 см3  

Второй сорт 4·106  –  25  Соматические клетки, 

не более 1·106 в 1 см3  

Молоко, сыворотка, пахта пастеризованные 

В потреби-
тельской таре  

1·105  0,01  25  S.aureus в 1 см3 не 
допускаются, 

L.monocytogenes в 25 

см3 не допускаются  



164 

Во флягах и 
цистернах  

2·105  0,01  25  S.aureus в 0,1 см3 не 
допускаются, 

L.monocytogenes в 25 

см3 не допускаются  

Сливки пастеризованные 

В потреби- 

тельской таре 

1·105  0,01  25  S. aureus в 1 см3 не 

допускаются, L. 

monocytogenes в 25 
см3 не допускаются  

Во флягах и 

цистернах  

2·105  0,01  25  S. aureus в 0,1 см3 не 

допускаются, L. 
monocytogenes в 25 

см3 не допускаются  

Молоко топленое  2,5·103  1,0  25  S. aureus не допускают-

ся, L.monocytogenes в 25 
см3 не допускаются  

Молоко и сливки 

стерилизованые  

Требования промышленной стерильности: 1) после термостатной 

выдержки при температуре 370 С в течение трех–пяти суток – от-
сутствие видимых дефектов и признаков порчи (вздутие упаковки, 

изменение внешнего вида и другие), отсутствие изменений вкуса и 

консистенции; 2) после термостатной выдержки допускаются изме-
нения: а) титруемой кислотности – не более чем на 20 Т; б) КМА-

ФАнМ – не более 10 КОЕ/см3 (г)  

 

Групповой количественный учет микроорганизмов 

 в сыром молоке 
В целях детального исследования микрофлоры сырого молока 

проводят определение основных групп микроорганизмов, наиболее 

часто встречающихся в молоке. При этом для учета отдельных групп 

микроорганизмов используют различные элективные питательные 

среды или особые условия культивирования.  

 

Количественный учет молочнокислых бактерий 

Молочнокислые бактерии, размножаясь в сыром молоке, накап-

ливают молочную кислоту, что приводит к повышению титруемой 

кислотности молока и ухудшению его технологических свойств. Для 

определения количества молочнокислых бактерий делают посев разве-

дений сырого молока в чашки Петри, в которые перед стерилизацией 

вносят по 0,5 г тонко измельченного мела. После этого чашки залива-

ют расплавленным и остуженным до температуры 45–50
0
С агаром с 

гидролизованным молоком. После застывания агара чашки перевора-

чивают вверх дном и ставят в термостат с температурой (35± 1)
0
С на 

36–48 ч. После инкубации подсчитывают количество колоний молоч-

нокислых бактерий по зонам просветления вокруг них, которые появ-

ляются за счет образования растворимого лактата кальция. 
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Количественный учет протеолитических бактерий 

Протеолитические бактерии разлагают белки молока с образо-

ванием пептонов и пептидов, поэтому присутствие их в молоке и мо-

лочных продуктах крайне нежелательно. Они вызывают появление в 

молочных продуктах горького вкуса. Метод определения протеолити-

ческих бактерий основан на их способности расщеплять белки под 

действием протеолитических ферментов. Для определения количества 

протеолитических бактерий производят посев по 1 см
3
 каждого из вы-

бранных разведений молока в стерильные чашки Петри, которые затем 

заливают расплавленным и остуженным до температуры 45–50
0
С мо-

лочным агаром. 

После застывания агара чашки с посевами выдерживают в тер-

мостате при температуре (30±1) 
0
С в течение 36–48 ч, а затем подсчи-

тывают количество колоний протеолитических бактерий по зонам про-

светления вокруг них, образующихся вследствие разложения молочно-

го белка. К наиболее распространенным протеолитическим бактериям 

относятся псевдомонады, палочки протея, большинство спорообразу-

ющих бактерий. 

 

Количественный учет маслянокислых бактерий 

Маслянокислые бактерии при развитии в молочных продуктах 

вызывают такие пороки, как вспучивание, неприятный вкус и запах 

(вследствие накопления масляной, уксусной кислот и СО2). Учет мас-

лянокислых бактерий производят методом предельных разведений, 

высевая разведения исследуемого продукта в пробирки со стерильным 

молоком и парафином. После посева пробирки нагревают в водяной 

бане при температуре 85
0
 С в течение 10 мин, охлаждают до 30 

0
С и 

выдерживают в термостате при температуре 30 
0
С в течение трех су-

ток. Наличие маслянокислых бактерий определяют по трем признакам: 

– образованию газа; – запаху масляной кислоты; – наличию в микро-

скопическом препарате спорообразующих бактерий, имеющих форму 

барабанных палочек и дающих положительную реакцию на гранулезу 

(запасное крахмалоподобное вещество). Для обнаружения гранулезы 

каплю взвеси исследуемых микробов наносят на предметное стекло, 

смешивают с каплей раствора Люголя и накрывают покровным стек-

лом. Гранулеза, содержащаяся в клетках, окрашивается йодом в синий 

цвет. Определение основных групп микроорганизмов, наиболее часто 

встречающихся в сыром молоке, приведено в табл. 13. 
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Таблица 13. Определение основных групп микроорганизмов  

в сыром молоке 

 

Определяемый 

показатель 

Метод  

исследования 

Используемая 

питательная 
среда 

Засеваемое 

разведение 
молока 

Количество 

чашек (или 
пробирок) 

Результат 

исследования 

Количество 

бактерий: 

     

молочно- 
кислых 

Чашечный Агар с гидро-
ли-зованным 

молоком и 

мелом 

4 5 6 1 1 1  

протео-

литических 

Чашечный Молочный 

агар 

2 3 4 1 1 1  

масляно-

кислых 

Предельных 

разведений 

Стерильное 

молоко с 
добавлением 

парафина 

1 2 3 4 2 2 2 2  

липо- литиче-

ских 

Чашечный Питательный 

агар с говяжь-
им жиром 

1 2 3 1 1 1  

Количество 

дрожжей и 
плесеней 

Чашечный Сусло-агар 

или среда 
Сабуро 

0 1 2 1 1 1  

 

Количественный учет липолитических бактерий 

Липолитическими называют микроорганизмы, способные разла-

гать жир, что приводит к появлению различных пороков вкуса и запаха 

молочных продуктов. Липолитически активными являются некоторые 

виды бактерий (чаще всего псевдомонады), дрожжи, плесневые грибы.  

Для определения липолитических бактерий на дно чашки Петри 

заливают стерильный расплавленный говяжий жир и тут же его сли-

вают. На дне остается тонкий слой застывшего жира. В эту же чашку 

Петри вносят 1 см
3
 исследуемого разведения молока и заливают рас-

плавленным и остуженным до температуры 45–50
0
 С питательным 

агаром. После застывания агара чашки с посевами выдерживают при 

комнатной температуре (20 ±2)
0
 С в течение пяти–шести суток. Под-

считывают количество колоний липолитических микроорганизмов, 

вокруг которых образовались белые зоны.  

 

Количественный учет дрожжей и плесеней 

Учет дрожжей и плесеней в молоке производят посевом соот-

ветствующих разведений молока в чашки Петри, которые затем зали-

вают расплавленным и остуженным до температуры 45–50
0
 С суслом-

агаром или средой Сабуро. Чашки выдерживают в термостате при 
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температуре (30 ± 2)
0
 С в течение трех суток. Подсчитывают отдельно 

количество колоний дрожжей и колоний плесеней. 

 

Микробиологический контроль пастеризованного молока 
В питьевом молоке и сливках выборочно от одной–двух партий 

не реже одного раза в пять дней определяют общее количество бакте-

рий и наличие БГКП.  

Отбор проб. Пастеризованное молоко во флягах после тща-

тельного перемешивания стерильной мутовкой отбирают черпаком в 

количестве 50–60 см
3  

в стерильную посуду с пробкой. Продукты, рас-

фасованные в потребительскую тару, отбирают по одному – два образ-

ца от партии. Кончик пакета протирают ватой, смоченной спиртом, и 

отрезают ножницами, предварительно профламбированными в пламе-

ни спиртовки. При контроле молока из секции охлаждения пастериза-

тора обжигают пробный кран и наливают молоко в стерильную посуду 

с пробкой. 

 

Контроль эффективности пастеризации 

Эффективность пастеризации молока и сливок контролируют 

вне зависимости от качества готового продукта не реже одного раза в 

декаду. Для этого 10 см
3
 молока, отобранного после секции охлажде-

ния, засевают в 50 см
3
 среды Кесслера.  

Бактерии группы кишечной палочки не должны обнаруживаться 

в указанном объеме молока, проба на фосфатазу должна быть отрица-

тельной. Общее количество бактерий в 1 см
3
 молока, отобранного по-

сле секции охлаждения пастеризатора, не должно превышать 10 тыс. 
 

Определение КМАФАнМ и БГКП 

В отобранных пробах молока определяют КМАФАнМ. Для по-

сева готовят разведения продукта от 10–1 до 10–5 см
3
. Для определе-

ния БГКП делают посев одного, двух и трех разведений продукта в 

среду Кесслера.  

Микробиологические показатели молока и сливок пастеризо-

ванных приведены в табл. 11 
 

Микробиологический контроль стерилизованного молока 
Для контроля стерилизованного в потоке молока отбирают для 

исследования по одному пакету через каждый час работы с каждого 

фасовочного автомата. Контроль готовой продукции осуществляют не 

реже двух раз в неделю. Отобранные образцы должны соответствовать 

требованиям промышленной стерильности. Для определения про-

мышленной стерильности отобранные упаковки со стерилизованным 
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молоком выдерживают при температуре 37
0
 С в течение трех суток, а 

со сливками – в течение пяти суток. После термостатной выдержки 

проводят осмотр образцов продукта. При наличии вздутия упаковки 

или изменения внешнего вида молока в бутылках (наличия сгустка, 

отстоя сыворотки, наличия хлопьев молока и др.) упаковки считают 

неотвечающими требованиям промышленной стерильности. Упаковки 

без внешних дефектов вскрывают, стерилизованное молоко и сливки 

анализируют органолептически. 

Продукт отвечает требованиям промышленной стерильности, 

если не установлено изменений консистенции и вкуса, кислотность 

молока увеличилась не более чем на 2
0
Т, в микроскопическом препа-

рате отсутствуют клетки бактерий, а общее количество микроорганиз-

мов в 1 см
3
 не превышает 10. (см. табл. 11.) 

 

Санитарно-микробиологическое исследование сливочного масла 

Отбор пробы масла. Образец масла в транспортной таре отбира-

ют стерильным щупом, предварительно сняв верхний слой, на расстоя-

нии 3–5 см от края, направляя щуп к противоположной стороне и опус-

кая на 3/4 его длины. Из столбика масла на щупе отбирают стерильным 

шпателем 15–20 г масла и помещают в стерильную посуду. Оставшийся 

после отбора пробы столбик масла на щупе возвращают на прежнее ме-

сто, а поверхность масла аккуратно заделывают. От партии масла в по-

требительской таре отбирают для анализа стерильным шпателем 15–20 

г, включая поверхностный слой. Отобранную пробу помещают в сте-

рильную посуду, которую закрывают стерильной пробкой. 

Подготовка пробы к анализу. Перед исследованием пробу масла 

расплавляют на водяной бане при температуре 40–45
0
 С и перемеши-

вают для получения однородной эмульсии. Из полученной эмульсии 

стерильной пипеткой берут 1 см3 и вносят в пробирку с 9 см
3
 стериль-

ного физиологического раствора, подогретого до 40
0
 С. Из полученно-

го таким образом первого разведения готовят второе разведение. В 

кислосливочном масле два раза в месяц определяют наличие БГКП, 

патогенных бактерий, протеолитических бактерий, дрожжей и плесе-

ней, а в сладкосливочном, кроме того, общее количество микроорга-

низмов (КМАФАнМ). При необходимости определяют количество 

липолитических бактерий. Бродильный титр определяют посевом 1 см
3
 

продукта и его 10
–1

 и 10
–2

 разведений в пробирки со средой Кесслера. 

Количество протеолитических бактерий определяют посевом на мо-

лочный агар по 1 см
3
 разведений от 10

–1
 до 10

–4
 для сладко-сливочного 

масла и от 10
–1

 до 10
–3

 для кислосливочного масла. Чашки с посевами 

помещают в термостат при температуре (30±1)
0
 С и инкубируют в те-
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чение 24 ч. Протеолитические бактерии учитывают по зонам просвет-

ления вокруг колоний, которые образуются в результате разложения 

белка этими микроорганизмами. Количество дрожжей и плесеней 

определяют посевом в чашки Петри от 10
–1

 до 10
–2

 разведений масла, 

которые затем заливают суслом-агаром. Количество мезофильных 

аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов в сладкосли-

вочном масле определяют посевом в чашки Петри с МПА 10
–2

 –10–
4
 

разведений сливочного масла, кроме кислосливочного.  

 

Санитарно-микробиологический контроль 

кисломолочных напитков 
Обор проб для исследования кисломолочных напитков произво-

дится так же, как и при исследовании пастеризованного молока: после 

розлива отбирают по одному – два образца в упаковке от партии. Го-

товую продукцию контролируют на наличие бактерий группы кишеч-

ных палочек и по микроскопическому препарату не реже одного раза в 

пять дней. Для определения наличия БГКП кисломолочные продукты 

предварительно нейтрализуют. Для этого отбирают стерильной пипет-

кой 10 см
3
 исследуемого продукта в стерильную колбочку и добавляют 

1 см
3
 10 %-го раствора двууглекислого натрия. Содержимое колбочки 

перемешивают и засевают в три пробирки со средой Кесслера по 1 см
3
 

самого продукта, а также его первого и второго разведений. Для кон-

троля состава микрофлоры готовых кисломолочных напитков про-

сматривают микроскопические препараты, окрашенные метиленовым 

синим. В поле зрения препарата, приготовленного из йогурта, ряжен-

ки, простокваши «Мечниковской», «Южной», «Болгарской», должны 

находиться цепочки кокков и длинные тонкие палочки; из ацидофиль-

но-дрожжевого молока – ацидофильные палочки и дрожжи; из кефира 

– стрептококки, короткие палочки, изредка единичные дрожжевые 

клетки и т. д. Микробиологические показатели кисломолочных напит-

ков приведены в табл. 14.  
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Таблица 14. Микробиологические показатели  

кисломолочных напитков 

 

Группа продуктов 
КМАФАнМ, 

КОЕ/г 

Масса продукта (г),  

в которой не допускаются Дрожжи 

(Д), плесе-
ни (П), 

КОЕ/г, не 

более 

БГКП 

(коли-

формы) 

S. aureus 

Патоген-
ные, в том 

числе 

сальмо-
неллы 

Жидкие кисло-молочные 

продукты, в том числе 
йогурт, со сроками годно-

сти не более 72 ч 

МКБ не менее 

·107 

0,01 1,0 25 – 

Жидкие кисло-молочные 

продукты, в том числе 
йогурт, со сроками годно-

сти более 72 ч: 

     

без компонентов МКБ не менее 
·107 

0,1 1,0 25 Д – 50*, П – 
50 

с компонентами МКБ не менее 

·107 

0,01 1,0 25 Д – 50*, П – 

50 

Жидкие кисло-молочные 
продукты, обогащенные 

бифидобактериями, со 

сроками годности более 
72 ч 

МКБ не менее 
1·107; бифи-

до- бактерии 

не менее 1·106 

0,1 1,0 25 Д – 50*, П – 
50 

Ряженка – 1,0 1,0 25 – 

Сметана и продукты на ее 

основе 

МКБ не менее 

·107 

0,001*** 1,0 25 Д – 50***, 

П – 50*** 

Термически обработанные 

сквашенные молочные и 

молочные составные 
продукты без и с компо-

нентами** 

– 1,0 1,0 25 П – 50 

 

* Кроме напитков, изготавливаемых с использованием заквасок, 

содер-жащих дрожжи.  

** Для термически обработанных продуктов – 0,01.  

*** Для продуктов со сроками годности более 72 ч. 

 

Санитарно-микробиологический контроль сметаны 
Отбор пробы производится в стерильную посуду после тща-

тельного перемешивания из двух–трех мест партии при крупной рас-

фасовке (фляги, бочки), а при мелкой расфасовке отбирают два образ-

ца от партии.  

Сметану нейтрализуют добавлением 10 %-го раствора двуугле-

кислого натрия до рН 6,5–6,8, а затем готовят десятикратные разведе-
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ния продукта от 10–1 до 10–4 см
3
 для определения БГКП. С этой це-

лью делают посев по 1 см
3
 указанных разведений сметаны в четыре 

пробирки со средой Кесслера. Бактерии группы кишечной палочки не 

должны обнаруживаться в 0,01–0,001 см
3
 продукта (см. табл. 3). В 

сметане со сроком годности более 72 ч определяют количество 

дрожжей и плесеней путем посева 1 г продукта и его первого разведе-

ния в чашки Петри с суслом-агаром или средой Сабуро. 

При просмотре микроскопических препаратов сметаны в поле 

зрения должны находиться молочнокислые стрептококки (в препара-

тах бифидосметаны – дополнительно единичные клетки бифидобакте-

рий). Наличие посторонних микроорганизмов (термоустойчивых мо-

лочнокислых палочек, дрожжей, молочной плесени) свидетельствует о 

низком санитарно-гигиеническом уровне производства. 

 

Санитарно-микробиологический контроль творога 
При отборе творога из крупной тары (бочек, фляг) верхний слой 

продукта зачищают. Пробу отбирают стерильным щупом на расстоя-

нии 3–5 см от края, направляя щуп к противоположной стороне и 

опуская примерно на 3/4 его длины. Из столбика творога на щупе от-

бирают стерильным шпателем 15–20 г творога и помещают в стериль-

ную посуду, которую закрывают стерильной пробкой. От расфасован-

ных продуктов отбирают один – два образца в упаковке. Для микро-

биологического анализа отвешивают 10 г продукта на стерильном ча-

совом стекле (или чашке Петри) и тщательно растирают его в стериль-

ной или профламбированной ступке. К навеске добавляют 90 см
3
 сте-

рильного физиологического раствора, подогретого до 40–45
0
 С, и по-

лучают разведение продукта 1:10, из которого готовят все последую-

щие разведения. Готовый творог анализируют на присутствие БГКП в 

определенной массе и просматривают микроскопический препарат. 

Бактерии группы кишечной палочки определяют посевом по 1 см
3
 раз-

ведений продукта от 10
–1

 до 10
–5

 в пробирки со средой Кесслера. Про-

бирки с посевами выдерживают в термостате при температуре 37
0
 С в 

течение 18–24 ч, после чего их просматривают и определяют бродиль-

ный титр по наличию газообразования в поплавках. В микроскопиче-

ском препарате творога должны обнаруживаться молочнокислые 

стрептококки. Обнаруженные в препарате дрожжи, палочки, молочная 

плесень являются посторонними микроорганизмами. Микробиологи-

ческие показатели творога приведены в табл. 15. 
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Таблица 15. Микробиологические показатели творога 

 

Группа продуктов 
КМАФАнМ, 

КОЕ/г 

Масса продукта (г),  

в которой не допускаются 
Дрожжи 

(Д), пле-

сени (П), 
КОЕ/г, не 

более 

БГКП 
(коли-

формы) 

S. aureus 
Патогенные,  
в том числе 

сальмонеллы 

Творог и творожные 

изделия со сроками 
годности не более 72 ч  

МКБ не ме-

нее ·106  

0,001  0,1  25  - 

Творог и творожные 

изделия со сроками год-
ности более 72 ч, в том 

числе замороженные  

–  0,01  0,1  25  Д – 100, 

П – 50  

Творожные изделия 

термической обработки  

–  0,1  1,0  25  Д + П – 

50  

Творог зерненый –  0,01  0,1  25  Д – 100, 

П – 50  

 

Контрольные вопросы 

1 Как классифицируют кисломолочные продукты в зависимо-

сти от используемых для их производства микроорганизмов?  

2 Какие микроорганизмы входят в состав закваски для кефира 

и кумыса? 

3 Из каких видов микроорганизмов состоят закваски для тво-

рога, сметаны, простокваши, йогурта, варенца, ряженки? 

4 Какими заквасками сквашивают молоко при производстве 

ацидофилина, ацидофильно-дрожжевого молока, ацидофильной пасты? 

5 Как контролируют производство кисломолочных продуктов? 
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ЗАНЯТИЕ 18 

 

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ 

ИССЛЕДОВАНИЕ МЯСА И МЯСОПРОДУКТОВ 

 

Компетенции обучающегося, формируемые в результате 

освоения занятия: ОК – 5 умением использовать нормативные право-

вые документы в своей деятельности; 

ПК – 19 способность применять современные методы исследо-

вания в области животноводства; 

ПК – 21 готовностью к участию в проведении научных исследо-

ваний, обработке и анализу их результатов исследования. 

Цель занятия:  ознакомиться с методами отбора проб мяса и 

мясных изделий для проведения бактериологического исследования. 

Знание: микробиологических методов определения доброкаче-

ственности мяса и мясных продуктов 

Умение: проводить бактериоскопический анализ мяса и мясо-

продуктов 

Владение: микробиологическими показателями оценки добро-

качественность охлажденного, мороженого и соленого мяса 

Оборудование и материал: микроскоп, предметные стекла, 

набор красок, спиртовки, стерильные ступки, пипетки, чашки Петри, 

вода, МПА. образцы продуктов, пробирки со стерильной водой, сте-

рильные  пипетки, чашки Петри, ступки и пестики, пинцеты, пробирки 

с питательными средами (МПА, среды Кесслер, Эндо, Китт-Тароцци, 

Вильсона-Блера), набор красителей, бактериальные петли. 

Содержание и методика работы 

 

Микробиологическое исследование свежего мяса 

Микробиологическое исследование свежего мяса начинают  

микроскопического исследования мазков-отпечатков (бактериоскопи-

ческий метод), а затем проводят бактериологический анализ. 

Отбор проб. Для определения свежести мяса от каждой туши 

или полутуши отбирают для исследования три образца массой не ме-

нее 200 г каждый. Отбор производится целым куском из мышц бедра, 

лопатки и области 4–5 шейных позвонков. В образцах, кроме мышеч-

ной ткани, должны быть сухожилия и жир. 

При бактериологическом исследовании на сибирскую язву 

направляют лимфатический узел, собирающий лимфу с места локали-

зации пораженного очага, отечную ткань, а у свиней, кроме того, под-

челюстной лимфатический узел. 
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Исследование на листериоз проводят на головном мозге, доле 

печени и почке.  При исследовании полутуши и четверти туши берутся 

кусок мышцы, лимфатические узлы и трубчатая кость. 

 Каждый образец упаковывают отдельно в пергаментную бума-

гу, где обозначаются  дата и место взятия проб, а также вид животного, 

номер туши, причина и цель исследования. Затем образец отправляет-

ся в лабораторию. 

 

Бактериоскопическое исследование 

Бактериоскопический (микроскопический) метод – совокуп-

ность способов обнаружения и изучения морфологических и тинкто-

риальных свойств бактерий (микробов) в лабораторных условиях. 

В лабораторной практике используют следующие типы микроскопиче-

ских препаратов: препарат-отпечаток, висячую каплю, раздавленную 

каплю, тонкий мазок, фиксированный мазок. 

Бактериоскопическое исследование мяса проводят в случае рас-

хождения результатов между биохимическими и органолептическими 

методами оценки. Необходимость в бактериоскопическом исследова-

нии свежести мяса отпадает в случае отрицательного результата при 

органолептическом анализе. Из каждой пробы мяса необходимо при-

готовить не менее двух мазков-отпечатков.  

Для приготовления мазка-отпечатка из поверхностного слоя (на 

глубине 2–3 см) стерильными ножницами или скальпелем вырезают 

кусочек мяса массой 2–3 г, прикладывают его внутренней срезанной 

стороной к предварительно профламбированной поверхности пред-

метного стекла. 

Для приготовления мазков-отпечатков мяса из глубоких его  

слоев поверхность пробы необходимо сначала простерилизовать (смо-

чить спиртом и обжечь на пламени или прижечь нагретым металличе-

ским шпателем). Затем стерильным инструментом вырезать из глуби-

ны небольшие кусочки мяса размером 2×1,5×2,5 см и сделать мазки-

отпечатки. 

Приготовленные на предметных стеклах мазки-отпечатки необ-

ходимо высушить на воздухе, зафиксировать в пламени горелки или 

спиртовки и окрасить по методу Грама. Каждый мазок-отпечаток про-

смотреть под микроскопом с иммерсионным объективом не менее чем 

в 25 разных полях зрения. 

При микроскопировании в каждом просмотренном поле зрения 

подсчитывают отдельно число клеток бактерий (кокков и  палочек) и 

дрожжей, результатом является среднее значение общего количества 

клеток по двадцати пяти полям зрения. В поле зрения микроскопа от-
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мечается также наличие или отсутствие следов распада мышечной 

ткани. Результаты микроскопирования оценивают в соответствии 

с данными, представленными в табл. 16. 

Таблица 16.  Оценка результатов бактериоскопического анализа мяса 

Характеристика 

мяса 
Микроскопическая картина 

Свежее Отсутствуют микробные клетки или видны единичные кокки и 

дрожжи (до 10 клеток); следов распада мышечной ткани нет 

С частично 

измененной 

свежестью 

Не более 30 кокков, дрожжей или палочковидных клеток; заметны 

следы распада мышечной ткани (ядра мышечных волокон в состо-

янии распада, исчерченность мышечных волокон слабо различима) 

Несвежее Более 30 микробных клеток с преобладанием палочковидных 

форм; наблюдается значительный распад мышечной ткани, почти 

полное исчезновение ядер и  исчерченности мышечных волокон 

Примечание. При обнаружении в мазках-отпечатках грамполо-

жительных палочек с обрубленными концами последние окрашивают 

2 %-м раствором сафранина. Наличие в мазках, окрашенных сафрани-

ном, палочек или цепочек с капсулами свидетельствует о присутствии 

возбудителя сибирской язвы. 

 

Бактериологическое исследование 

Бактериологический метод заключается в выделении и иденти-

фикации чистой культуры возбудителя (популяции). 

При отсутствии в мазках-отпечатках бактерий, сходных с сиби-

реязвенными, из образцов мяса и субпродуктов проводят посевы на 

питательные среды для выявления в них возбудителей пищевых ток-

сикоинфекций (бактерий родов Escherichia,  Proteus, Salmonella), воз-

будителей зооантропонозов (бацилл сибирской язвы, бактерий листе-

риоза, рожи свиней и др.) и анаэробов (патогенных и токсикогенных 

клостридий). 

При бактериологическом исследовании каждую пробу освобож-

дают от жировой и соединительной тканей, погружают в спирт, затем 

стерильными ножницами из глубины различных мест вырезают кусоч-

ки мяса размером 2,0×1,5×2,5 см. После этого вырезанные кусочки 

измельчают стерильными ножницами. Для посева составляют пробы 

массой 15 г. Одна проба состоит из кусочков мышц и лимфатических 

узлов, а другая – из кусочков паренхиматозных органов. Из каждой 

пробы в стерильной ступке готовят взвесь с содержанием в 1 см
3
 0,5 г 

продукта. 
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Определение общего количества микробов (КМАФАнМ) 

Общее количество микробов – это количество в 1 г продукта 

мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганиз-

мов (КМАФАнМ). Метод определения основан на способности мезо-

фильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов 

размножаться на плотном питательном агаре при температуре 

30 ± 1 °С в течение 72 ч. Количество засеваемого продукта устанавли-

вают с учетом наиболее вероятного микробного обсеменения. При ис-

следовании свежего мяса в питательную среду засевают разведения от 

10
–1 

до 10
–3

.  

Для посева 0,1 г продукта (разведение 10
–1

) готовят первое деся-

тикратное разведение взвеси: стерильной пипеткой набирают 1 см
3
 

взвеси, переносят ее в пробирку с 9 см
3
 стерильного физиологического 

раствора (1 см
3
 полученного раствора содержит 0,1 г продукта).  

Для посева 0,01 г продукта (разведение 10
–2

) готовят второе де-

сятикратное разведение: стерильной пипеткой перемешивают содер-

жимое пробирки с первым разведением, набирают 1 см
3
 первого раз-

ведения и переносят в пробирку с 9 см
3
 стерильного физиологическо-

го раствора (1 см
3
 полученного раствора содержит 0,01 г продукта). 

Для посева 0,001 г продукта (разведение 10
–3

) готовят третье де-

сятикратное разведение: стерильной пипеткой перемешивают содер-

жимое пробирки со вторым разведением, набирают 1 см
3
 и переносят в 

пробирку с 9 см
3
 стерильного физиологического раствора (1 см

3
 полу-

ченного раствора содержит 0,001 г продукта). 

В чашки Петри с заранее маркированной крышкой засевают 

по 1 см
3 

каждого разведения и заливают 10–15 см
3
 расплавленным и 

остуженным до 40–45 °С мясопептонным агаром (МПА). Сразу после 

заливки агара содержимое чашек Петри путем легкого покачивания 

тщательно перемешивают для равномерного распределения посевного 

материала. После застывания агара чашки Петри переворачивают 

крышками вниз и ставят на 72 ч в термостат при температуре 30 °С. 

По окончании культивирования подсчитывают количество вы-

росших на чашках с МПА колоний. При этом для подсчета колоний 

пользуются лупой с увеличением в 4–10 раз или специальным прибо-

ром. При большом числе колоний и их равномерном распределении 

в агаре на дно чашки Петри наносят четыре или более одинаковых 

секторов, подсчитывают число колоний в двух-трех секторах (но не 

менее чем на 1/3 поверхности чашки), находят среднее арифметиче-

ское число колоний и умножают на общее количество секторов всей 

чашки. 
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Количество мезофильных аэробных и факультативно анаэроб-

ных микроорганизмов в 1 см
3
 свежего мяса (X) вычисляют по формуле 

 

X = n 10
m
, 

 

где n – количество колоний, подсчитанных на чашке Петри; 

     m – число десятикратных разведений. 

 

За окончательный результат принимают среднее арифметиче-

ское подсчета двух чашек с разными разведениями продукта.  

 

Определение титра бактерий группы кишечных палочек  

(БГКП) 

В настоящее время к БГКП относят следующие роды из семей-

ства Enterobacteriaceae: Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiel-

la, Serratia.  

БГКП представляют собой мелкие, неспорообразующие палоч-

ки, располагающиеся одиночно, по методу Грама красятся отрица-

тельно, подвижные (за исключением бактерий рода  Klebsiella), 

не образующие спор и капсул (кроме бактерий рода  Klebsiella), фа-

культативные анаэробы. Имеют гетероферментативную каталазу 

и цитохромы, могут получать энергию как в процессе дыхания, так и в 

процессе брожения. Осуществляют муравьино-кислое брожение 

с накоплением СО2 и Н2О и кислот (уксусной,  молочной, янтарной). 

Метод определения БГКП помогает обнаружить образование га-

за или кислоты в элективной питательной среде, содержащей лактозу 

(среда Кесслера). Метод учета БГКП получил название бродильного 

метода, сущность которого заключается в посеве определенного коли-

чества продукта или его разведений в жидкую питательную среду с 

последующим инкубированием при температуре 37 °С и обнаружении 

в поплавках газа с изменением цвета среды. При наличии газа на вто-

ром этапе исследования производят пересев материала из забродивших 

пробирок на среду Эндо. Для получения изолированной колонии пере-

сев делается бактериальной петлей, густым штрихом. Чашки Петри с 

высевом инкубируются при температуре 27 °С в течение 24 ч, затем 

посевы просматриваются. 

Если на среде Эндо не обнаружено характерных для БГКП ярко-

красных колоний с металлическим блеском или без него, то дают от-

рицательный ответ на это исследование. В таком случае анализ пре-

кращают. При обнаружении на среде Эндо колоний определяется при-

надлежность выросших микроорганизмов к семейству кишечных бак-
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терий. Для этого из колоний готовят фиксированный препарат 

и окрашивают его по  методу Грама. 

 

Обнаружение бактерий рода Proteus 

Присутствие в свежем мясе в больших количествах бактерий 

рода Proteus свидетельствует о гнилостном разложении мясных бел-

ков. Биохимические свойства видов бактерий рода Proteus представле-

ны в табл. 17. При микробиологическом контроле проводят суммарное 

определение всех видов бактерий рода Proteus. 

 

Таблица 17. Биохимические свойства бактерий рода Proteus 

 

Вид микро-
организма 

Сбраживание углеводов 
Разжи-

жение 
жела- 

тина 

Выде-
ление 

серо- 

водо- 
рода 

Образо-

вание 

индола 

Расщеп-

ление 
мочеви-

ны 

Лак- 

тоза 

Глю- 

коза 

Ман- 

нит 

Саха- 

роза 

Ма 
ль- 

тоза 

P. 

vulgaris 

– кг – кг кг + + + + 

P. 

mirabilis 

– кг – к – + + – + 

P. 

rettgeri 

– к кг к – – – + + 

P. 

morganii 

– кг – – – – + + + 

Примечание: кг – при сбраживании углеводов образуются кис-

лота и газ; к – при сбраживании углеводов образуется кислота. 

 

Исследование проводится следующим образом: 0,5 см
3
 первого 

десятикратного разведения исследуемого мяса вносят в конденсацион-

ную воду свежескошенного МПА, не касаясь поверхности среды (ме-

тод Шукевича). Вертикально поставленные пробирки помещают в 

термостат и культивируют при температуре 37 С в течение 18–24 ч.  

В случае роста бактерий рода Proteus на скошенном МПА куль-

тура в виде вуалеобразного налета с голубым оттенком поднимается из 

конденсационной жидкости вверх по поверхности среды. 

Из культуры готовят мазки, окрашивают их по Граму, опре-

деляют подвижность. Присутствие грамотрицательных подвижных (Н-

форм) мелких палочек указывает  на наличие бактерий рода Proteus. 
 

Выявление бактерий рода Salmonella 

Пищевые отравления, вызываемые бактериями рода Salmonella, 

занимают первое место среди микробных пищевых отравлений. 

Навеску продукта объединенной пробы массой 25 г вносят во 
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флакон, содержащий 100 см
3
 среды обогащения (Кауфмана, селенито-

вой или хлористо-магниевой «М»), и помещают в термостат для культи-

вирования при температуре 37 С. Через 16–24 ч делают посев из среды 

обогащения на среду Эндо, распределяя материал микробиологическим 

шпателем по поверхности среды. Посевы культивируют в течение 20–

24 ч при температуре 37 С. На среде Эндо сальмонеллы растут в виде 

круглых бесцветных или слегка розовых прозрачных колоний. Из подо-

зрительных колоний готовят мазки и окрашивают их по Граму. 
 

Выявление присутствия анаэробов 

Берут 3–5 см
3
 приготовленной для посева взвеси (как описано 

выше), вносят в четыре пробирки со средой Кита–Тароцци, предвари-

тельно прогретой на кипящей водяной бане в течение 20–30 мин,  за-

тем охлаждают до 50 С. Для выявления всех анаэробов две пробирки 

с посевами прогревают при 80 С в течение 20 мин. При исследовании 

на Cl. botulinum типа E одну пробирку подогревают в течение 15 мин 

до температуры 60 С (при этом сохраняются споры Cl. botulinum типа 

E), а другую оставляют непрогретой. 

Для выявления Cl. botulinum типа E посевы выдерживают при 

температуре 30 С, а для обнаружения других анаэробов – при темпе-

ратуре 37 С. Термостатирование проводят в течение 5–10 сут, наблю-

дение за ростом культур – ежедневно. 
 

Выявление возбудителей зооантропонозов 

Зооантропонозы – это инфекционные  болезни, поражающие 

людей и животных. Термин «зооантропонозы» происходит от грече-

ских слов zoon – животное,  anthropos – человек и nopos – болезнь. За-

ражение  людей  происходит  при  уходе  за больными животными, при 

переработке больного скота, а также при употреблении  в пищу 

необезвреженных пищевых продуктов. К зооантропонозным инфекци-

ям относятся сибирская язва, бруцеллез, туберкулез, сап, лептоспири-

оз, рожа свиней, листериоз, Ку-лихорадка, орнитоз, ящур, туляремия. 

Для выявления возбудителей зооантропонозов из верхней части 

надосадочной жидкости пастеровской пипеткой или бактериологиче-

ской петлей на поверхность МПА в чашки Петри вносят 1–2 капли  

приготовленной взвеси и растирают по поверхности питательной сре-

ды шпателем (метод Дригальского).  

 

Микробиологическое исследование охлажденного,  

мороженного, соленого мяса и рассолов 

Охлаждение, замораживание и посол – важные технологические 

операции, призванные сохранить качество мяса и мясопродуктов, при-
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дать им требуемые органолептические характеристики. На всех этапах 

этих технологических операций требуется проверка качества продукта 

при помощи микробиологического контроля. 

Отбор проб. Для микробиологического исследования охла-

жденного и мороженого мяса отбираются образцы проб аналогично 

исследованию свежего мяса. Каждый из образцов соленого мяса имеет 

массу 400 г. Рассол отбирают в стерильные колбы вместимостью не 

менее 500 см
3
. 

 

Порядок микробиологического исследования 

Охлажденное мясо исследуют на общую микробную обсеме-

ненность, присутствие патогенных микроорганизмов, бактерий группы 

кишечных палочек, сальмонелл, стафилококков, сульфитредуцирую-

щих клостридий, бактерий рода Proteus. Методика исследования ана-

логична методике микробиологического исследования свежего мяса.  

На поверхности охлажденного мяса обычно доминируют пси-

хрофильные микроорганизмы рода Pseudomonas и др. Они составляют 

около половины общего количества выявленных в мясе бактерий. Это 

мелкие, подвижные, не образующие спор и капсул грамотрицательные 

палочки. В охлажденном мясе могут содержаться патогенные микро-

организмы в количестве не более: сальмонеллы − в 25 г продукта, 

БГКП − в 0,1 г, бактерии рода Proteus − в 0,01 г. 

В мороженом мясе имеется незначительное количество микро-

организмов, так как часть неспорообразующих бактерий погибает при 

низкой температуре (от –23 до –25 С). В процессе хранения мороже-

ного мяса при температуре выше –10 С могут развиваться отдельные 

виды плесневых грибов родов Cladosporium и Тhamnidium и некоторые 

виды дрожжей, которые вызывают порчу продукта. При температуре 

хранения около –5 С могут развиваться плесневые грибы родов Peni-

cillium, Aspergillus, Mucor.  

Контроль содержания в мясе плесневых грибов и дрожжей про-

водится по общепринятым методикам, изученным в курсе общей мик-

робиологии. 

Качественный рассол содержит большое количество различных 

микроорганизмов. В процессе посола изменяется количественный и 

качественный состав микрофлоры рассола и мясопродуктов. 

В результате размножения микробов, приспособленных к условиям 

посола, общее количество микроорганизмов в рассоле в конце посола 

возрастает в десятки раз. 

В соленом мясе (солонине) могут развиваться солеустойчивые (или 

галофильные) микроорганизмы. Обычно хлорид натрия действует на мно-
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гие бактерии как консервант. При 12–15 %-й концентрации поваренной 

соли в среде размножаются галофилы, которые могут вызывать порчу 

продукта. Галофилами являются многие виды плесеней, некоторые 

дрожжи, многие пигментообразующие палочковидные бактерии. 

Солеустойчивые микроорганизмы способны расти в средах 

с концентрацией соли 6–8 % и сохранять жизнеспособность в средах с 

высоким содержанием соли: 20 % и более. 

В доброкачественной солонине и рассолах преобладают соле-

устойчивые молочнокислые бактерии, микрококки и некоторые виды 

грамотрицательных бактерий. 

 В доброкачественном рассоле БГКП не должны содержаться 

более чем в 50 мл, в заливочных рассолах после прогревания при 

100 С в течение 5 мин БГКП не должны содержаться в 500 мл, 

а споры анаэробных клостридий и аэробных бацилл – в 50 мл. 

 

Определение влияния факторов внешней среды  

на микроорганизмы 

Определение влияния на бактерии концентрации поваренной 

соли. В четыре пробирки со средой МПБ, содержащей 10, 15, 20 % 

NaCl и без него (контроль), прокаленной бактериологической иглой 

вносят по кусочку соленого мяса величиной со спичечную голов-

ку. Пробирки надписывают и помещают на 24–48 ч в термостат с тем-

пературой 25–30 С.  

По окончании термостатирования анализируют посевы (изме-

нения, произошедшие с питательной средой, форму клеток и наличие 

спор). Степень мутности среды оценивают, пользуясь условными обо-

значениями: – отсутствие роста; + слабый рост; ++ умеренный рост;   

+++ обильный рост. Для идентификации выросших бактерий готовят 

фиксированный препарат. Окрашивают его метиленовой синью и мик-

роскопируют. 

 

Контрольные вопросы 

1. Какие методы определения доброкачественности мяса отно-

сятся к микробиологическим? 

2. В каком случае проводят бактериоскопический анализ мяса и 

мясопродуктов? 

3. В чем заключается бактериологический анализ мяса? 

4. По каким микробиологическим показателям оценивают доб-

рокачественность охлажденного, мороженого и соленого мяса? 

5. Какие микроорганизмы развиваются в охлажденном, а какие в 

соленом мясе? 
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