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Введение
Данный отчет содержит в себе информацию о работе, в микробиологической лаборатории, на протяжении полутора месяцев, по определению вида микроорганизмов, полученных из накопительной культуры, поставленной на молоке. По мере чтения данного отчёта будут описаны основные понятия, методы, и условия опытов с  которыми приходилось работать автору данного отчёта.
Накопительная культура

Накопительной называют такую культуру, в которой преобладают преимущественно представители одной физиологической группы или даже одного вида микроорганизмов.
Для выделения чистой культуры использовалась уже готовая накопительная культура:

Номер субстрата: 14

Сыворотка, творожная масса.

В качестве используемой среды использовалось молоко. По мере развития в среде молочнокислых бактерий происходило её закисление, вследствии выделения микроорганизмами молочной кислоты или этилового спирта; таким образом, условия для сопутствующей микрофлоры ухудшаются, но всё же возможно, что некоторые микроорганизмы смогут выжить в этих условиях, а потому в накопительной культуре присутствует много разных видов бактерий, но преобладает всего несколько.
Выделение чистой культуры
Для выделения использовался метод «Истощающих штрихов». Петлю накопительной культуры (была взята сыворотка) «расштриховываем» на небольшом участке агара, затем петлю прожигаем и продолжаем штриховать, захватив стерильной петлёй предыдущий газон, затем вновь стерилизуем петлю и повторяем все эти действия с последующими газонами, да тех пор пока не будет занята вся поверхность агара. При этом важно, чтобы петля не царапала поверхность агара, то есть она должна быть гладкой.
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После посева чашки поместили в термостат на 37ºC крышками вниз, чтобы вода не попала на поверхность агара. Чашки выдерживались в течение недели.

Определение чистоты выделенной культуры
Далее проверили чистоту выделенной культуры. Это осуществляется несколькими способами – визуальным, микроскопическим и высевом на питательную среду.

a) При визуальном контроле проверялся рост микроорганизмов по штриху на поверхности агара. При этом на газоне №4 ничего не выросло, зато на газоне №3 наблюдался относительно однородный рост отдельных колоний, на газонах №№1,2 – рост неоднороден, трудно было выделить отдельные колонии.
b) После выбора колонии на линии штриха и при этом достаточно далеко отстоящей от других колоний, был сделан препарат живых клеток - где было показано, что все клетки имеют одну форму и размеры.

c) От той же самой колонии, что была использована, для приготовления препарата, сделал высев на чистую чашку Петри с агаром – и через неделю на ней выросли однородные колонии, после приготовления препарата живых клеток из этих колоний и сличения их с препаратом родительской колонии – было однозначно доказано, что получена чистая культура бактериальных клеток.
Культуральные свойства выделенной культуры
Диаметр колонии: 


Точечные (то есть около 1мм или менее)

Профиль колонии: 


Выпуклый

Форма колонии: 


Круглая

Край колонии: 


Ровный

Оптические свойства колонии: 
Мукоидная

Прозрачность колонии: 

Полупрозрачная

Пигментация колонии: 

Белая

Структура колонии: 


Однородная

Консистенция колонии: 

Маслоподобная

Способность к эмульгированию:
Хорошая

Морфологические характеристики
Форма бактерий – палочки, в основном одиночные, редко образуют цепочки из 2-3 клеток,  отношение ширины к длине составляет примерно 2/3. Реакция по Граму – положительная.
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При окрашивании использовалась следующая методика:
1. Фиксация бактерий на предметном стекле в капле воды.
2. Окрашивание генциан-виолетом в течение минуты, а потом промывка водой.
3. Залить раствором Люголя до почернения отпечатка, после смыть водой.
4. Обесцвечивание спиртом, следит за Gr- культурой.
5. Смыть спирт водой.
6. Окраска фуксином Пфейфера в течение трёх минут.
7. Смыть краситель водой и высушить препарат.
Физиолого-биохимические свойства
Определение потребностей бактерий в кислороде
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По отношению к кислороду бактерии делятся на четыре группы: аэробы, микроарофилы, факультативные анаэробы и облигатные анаэробы. Чтобы определить принадлежность данной культуры к той или иной группе – микробную суспензию высевают в пробирки с расплавленным и остуженным агаром. Для этого было взято небольшое количество микробной массы на петлю и растворено во всей толще пробирки. И поставил в термостат на 37ºC. Через неделю бактерии выросли на поверхности столбика с агаром и в его верхнем слое. Это показывает что бактерии, населяющие данную культуру, относятся к строгим аэробам.
Тест на каталазу
Выросшая культура снимается с поверхности агара кусочком фильтровальной бумаги и суспендируется в капле 3% перекиси водорода на предметном стекле. Немедленно наблюдалось появление пузырьков газа. Данный опыт доказывает, что этот вид бактерий образует каталазу
Спорообразование (пастеризация)
Пастеризация используется только для уничтожения вегетативных форм микроорганизмов. В отличие от вегетативных клеток, споры обладают высокой термоустойчивостью, и после пастеризации остаются жизнеспособными. Поэтому спорообразующая культура после пастеризации остаётся жизнеспособной.

Для постановки опыта была приготовлена чашка Петри с питательным агаром, размеченная так, как показано на рисунке,[image: image3.jpg]


 а также суспензии контрольных, (которые точно образуют споры), и исследуемых бактерий в пробирках с физиологическим раствором. Суспензию контрольных бактерий отобрал в отдельную пробирку в объёме 0,5 мл (назову её «К»). Суспензию исследуемых бактерий приготовил – размешав микробную массу в 0,5 мл физиологического раствора (назову её «О»). Далее в стерильных условиях высеял на участки «Опыт До» и «Контроль До» суспензии исследуемых и контрольных бактерий в объёме не более 80 мкл, соответственно. Пробирки «К» и «О» строго вертикально перенёс в водяную баню. Для контроля температуры такую же пробирку с водой и термометром одновременно поставил в баню. По достижении температуры 80ºC - пробирки выдерживались 10 минут. После пастеризации стерильным каппиляром взял пастеризованную суспензию (предварительно ее, встряхнув) и сделал соответствующие посевы. То есть пастеризованную контрольную суспензию на сектор «Контроль После», пастеризованную исследуемую суспензию – «Опыт После». 

Через неделю после инкубации в термостате на 37ºC – культуры выросли на всех четырех секторах.
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Выводы:

1. Так как на секторах «Контроль До» и «Контроль После», выросла однородная культура – то это означает, что не была занесена «грязь», и контрольная культура прошла пастеризацию.

2. Так как на секторах «Опыт До» и «Опыт После», выросла однородная культура, но отличная от контрольной – то это означает, что не была занесена «грязь», и исследуемая культура также прошла пастеризацию.

3. Так как на секторах «Опыт До» и «Опыт После», выросла однородная культура, и препараты культур обеих секторов – идентичны, то можно утверждать, что исследуемая культура образует споры.
Образование кислот из углеводов на средах Гисса
Для предварительного определения вида бактерий, необходимо было провести тест на образование углеводов в средах Гисса. Достаточно было проверить только на трёх углеводах: арабинозе, ксилозе и маннита. Для работы потребовалось пять пробирок, состав каждой из пробирок и подготовка среды приведены ниже.

При подготовке среды в неё вводят индикатор pH (бромтимоловый синий: pH 6,1 – желтый, pH 7,7 – синий). И таким образом основной фон среды имеет следующий состав: пептон – 5г/л, K2HPO4 – 1 г/л, бромтимоловый синий индикатор 0,01 г/л.
Состав содержимого каждой из пробирок:

1. 300 мкл фон, 100 мкл раствора арабинозы, 100 мкл суспензии бактерий
2. 300 мкл фон, 100 мкл раствора ксилозы, 100 мкл суспензии бактерий

3. 300 мкл фон, 100 мкл раствора маннита, 100 мкл суспензии бактерий

4. 300 мкл фон, 100 мкл суспензии бактерий

5. 300 мкл фон

В стерильных условиях разлил по пяти пробиркам компоненты, в соответствии с вышеприведённым списком. И поставил в термостат на 37ºC. Через неделю тест показал, что бактерии не дают ни кислоты, ни щёлочи из этих углеводов, так как не произошло изменения окраски фона.
Гидролиз крахмала
В заранее приготовленную агаровую среду, содержащую 0,2% растворимого крахмала и с отсутствием глюкозы, разлитую в чашку Петри, высеял свою культуру из колонии бактерии находящихся на другой чашке. Посев делал штрихом, в стерильных условиях. Оставил в термостате на 37ºC. Через неделю, после того как выросли бактерии, залил агар раствором Люголя – вокруг зоны роста не произошло появления бесцветного участка. Отсюда вывод, данный вид бактерий не гидролизует крахмал.
Отношение к концентрации хлористого натрия
Сделал суспензию микробной массы в среде, содержащей 7% NaCl. Через неделю после инкубации в термостате на 37ºC – на поверхности слоя жидкости выросли бактерии. Этот опыт ещё раз доказал аэробность данного вида бактерий, а также возможность их роста на среде с 7% NaCl.
Идентификация

· Хемотрофы

· Хемоорганотрофы

· Скольжения нет

· Клетки не нитевидные и не заключены в чехол

· Признаки иные

· Клетки ригидные

· Грамположительные

· Палочки или нити

· Образуют эндоспоры
Bacillus sphaericus (характеристика вида)
Семейство Bacillaceae
Род Bacillus
Клетки палочковидные, ширина 0,6-1 мкм, а длина 1,5-5 мкм. Мицелий не образуется. Имеются эндоспоры, они отличаются от вегетативных клеток тем, что сильнее преломляют свет, труднее поддаются окрашиванию, более устойчивы к теплу и другим разрушающим агентам и содержат дипиколиновую кислоту (5-15% сухого веса). Спора содержит центральную клетку (сердцевину), которая окружена кортексом из пептидогликана и внешней оболочкой споры. Грамположительны, движутся при помощи латеральных или перитрихальных жгутиков, аэробы, каталазоположительные, не образуют диоксиацетона и индола. Не восстанавливают нитраты и не расщепляют тирозин. Но зато расщепляют казеин и дезаминируют фенилаланин. Дают рост при температуре 5-45 ºC.

Вывод

В конечном итоге, по прошествии 1,5 месяцев был определён вид бактерий, взятый из сыворотки накопительной культуры. Бактерии Bacillus sphaericus  характеризуются тем, что гидролизуют казеин и дают жидкую сыворотку. Таким образом, в накопительной культуре №14находились, как минимум два вида бактерий: гидролизующие казеин (находятся в сыворотке), и створаживающие молоко (находятся в творожной массе).
В то же время мною была освоена методика определения видов молочнокислых бактерий и написан сей отчёт.
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