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Введение
Мир микроорганизмов в природе весьма разнообразен. Значительное их число представлено бактериями. Микроорганизмы широко распространены в природе, что свидетельствует об их огромной роли в природе. При их участии происходит разложение различных органических веществ в почвах и водоемах, они обуславливают круговорот веществ и энергии в природе, от их деятельности зависит плодородие почв. Актиномицеты - это группа микроорганизмов, соединяющая в себе черты бактерий и грибов. Широко распространены в почвах, в иле водоёмов, в воздухе и на растительных остатках. 
Актуальность проблемы:
 Микробы распространены повсеместно в окружающей среде. Воздух является средой, содержащей значительное количество микроорганизмов. Наибольшее количество микроорганизмов содержит воздух промышленных городов и воздух закрытых помещений при большом скоплении людей.

 В настоящее время, когда использование средств дезинфекции и обеззараживания резко ослаблено, наблюдается распространение заболеваний, которые считались побежденными. В детских и школьных коллективах часто возникают вспышки и эпидемии бактериальных и вирусных заболеваний: дизентерии, дифтерии, брюшного тифа, гепатита и многих других. Это обстоятельство ставит перед необходимостью усиления санитарно-экологического контроля воздуха, особенно в детских и школьных помещениях, в целях улучшения его санитарного состояния.

Объект исследования – бактерии рода Актиномицеты и продуцируемые ими антибиотики.
Предмет исследования - Актиномицеты и их содержание в почвенном субстрате.
Методы исследования - Наблюдение, опытно-экспериментальный и сравнительный анализ. 
 Бактерии – это группа микроскопических одноклеточных организмов, обладающих клеточной оболочкой и не имеющих ядра, размножающихся простым делением. Бактерии очень разнообразны по физиологическим свойствам: типу питания, способам получения энергии, форме клеток, приспособительным признакам. Биохимически они очень активны.

 Гипотеза: влияние антибиотиков, продуцируемых актиномицетами на патогенные микроорганизмы. Действительно ли актиномицеты продуцируют антибиотики, способные влиять на микроорганизмы. 
Цель работы: выделить актиномицеты из почвенного субстрата с последующей культивацией и проверкой их на антибиотическую активность.
 Задачи:

1) Изучить образование антибиотических веществ в естественных условиях.
2) Изучить и выявить условия образования антибиотиков микроорганизмами.

3) Определить и культивировать группу Актиномицетов.
4) Выделить актиномицеты из почвенного субстрата путем высева почвенной взвеси в воде на агаровой пластинке.

5) Расширить знания о культивировании микроорганизмов и их антибиотической активности..

 Методика исследования: 
1. Информация об объекте исследования. Анализ литературных источников и ресурсов сети Интернет.
2. Обзор основных групп актиномицет. Эксперимент.
3. Наблюдение.
Обоснование актуальности выбранной проблемы:
Возрастает внимание исследователей к проблеме резистентности микроорганизмов к антибиотикам, которая становится одним из факторов, приводящим к сдерживанию широкого использования антибиотиков в медицинской практике.
Глава 1. Реферативная. 
§1.История изучения и морфология актиномицет.
В 1874 г. Ф. Кон в пробе из слёзного канала человека впервые обнаружил нитчатую бактерию, названную в честь врача, взявшего пробу Streptothrix foersteri. Поскольку родовое название Strepothrix уже было занято грибом, позднее бактерия была переименована в Streptomyces foersteri. В 1877 патолог Боллингер и ботаник Гарц исследовали опухоли (актиномикозные узлы) коров и обнаружили их возбудителя, которого из-за лучистого расположения нитей назвали лучистым грибком (Actinomyces). Это название вскоре стало собирательным для нескольких близких родов.
В 1912-1964 стали появляться первые описания непатогенных актиномицетов, выделенных из обычных субстратов.
Новый этап развития науки начался в 1939, когда Красильников получил антибиотик мицетин, продуцируемый стрептомицетами. На актиномицеты было обращено большое внимание, однако в основном, развивались прикладные аспекты актиномицетологии, связанные с получением и применением антибиотиков.
С 1980-1990 внимание переключилось на изучение экологических функций актиномицетов.

§2. Биохимические особенности актиномицетов.
Отличительной особенностью актиномицетов является способность к синтезу физиологически-активных веществ, антибиотиков, пигментов, пахучих соединений. Именно ими формируется специфический запах почвы и иногда воды (вещества геосмин, аргосмин, муцидон, 2-метил-изоборнеол). Актиномицеты являются активными продуцентами антибиотиков, образуя до половины известных науке.

§3. Морфо - физиологические особенности актиномецетов. 

Основным морфологическим признаком актиномицетов является ветвящаяся форма клеток, имеющих вид коротких палочек или длинных нитевидных образований, напоминающих мицелий грибов и называемых поэтому гифами. Мицелий может быть субстратным (врастающим в плотную среду) и воздушным. Ширина клеток актиномицетов 0,2—0,5 мкм, длина может широко варьировать. В организме больных актиномикозом людей и животных патогенные актиномицеты образуют своеобразные скопления изме​ненного мицелия — друзы.
Актиномицеты отличаются друг от друга строением пептидогликанового слоя клеточной стенки. В состав пептидов пептидогликана у большинства видов входят те же четыре аминокислоты, которые встречаются у бактерий. В отличие от бактерий в пептидогликане некоторых актиномицетов обнаружены такие сахара, как арабиноза, галактоза, ксилоза, мадуроза. Морфологию актиномицетов изучают в окрашенных мазках и при помощи фазово-контрастной микроскопии, а также методом электронной микроскопии.
§4. Условия культивирования микроорганизмов.

Условия, необходимые для проявления микроорганизмами антибиотических свойств при лабораторном культивировании, немного иные, чем в природе. В лабораториях большинство микроорганизмов поддерживается и изучается в виде чистых культур. В таком виде состоянии микробы в природе никогда не встречаются. Например, в почве микроорганизмы развиваются зонами, при культивировании чистых культур исключается возможность влияния на них других организмов. При лабораторном культивировании создаются исключительно благоприятные условия: оптимальная температура, влажность, кислотность среды и другие условия, которых в естественных условиях обитания организм не имеет.
 Организмы выделенные из природы и перенесённые в лабораторные условия, - это по выражению С.Н.Виноградского, «одомашненные, тепличные организмы».
 §5. Заболевания вызываемые актиномицетами.
Ферментирующие углеводы анаэробные или капнофильные актиномицеты, принадлежащие к семействам Actinomycetaceae, Propionibacteriaceae или Bifidobacteriaceae, выступают как этиологические агенты при разнообразных заболеваниях у человека и животных. Среди них, актиномикоз - наиболее характерное проявление заболевания. Другие заболевания, которые могут быть вызваны ферментирующими актиномицетами: зубной кариес и периодонтит, слезный каналикулит и другие глазные инфекции; инфекции, связанные с использованием внутриматочных контрацептивов и влагалищных маточных колец, другие воспалительные процессы у людей, такие как мастит, перитонит, плеврит, септический аборт, абсцессы и также самые различные гнойные поражения у животных.
§6. Роль актиномицетов в природе и медицине.
Актиномицеты широко распространены в природе. Большинство из них обитает в верхнем слое хорошо унавоженной почвы, где участвует в разложении клетчатки и других сложных веществ. Образующие мицелий актиномицеты продуцируют антибиотики, которые используются для ле​чения инфекционных заболеваний. Ряд видов актиномицетов обитает, в полости рта, дыхательных путях, кишечнике и на коже человека.
§7 Образование антибиотиков в естественных условиях.

Считается, что лучшими продуцентами антибиотиков являются почвенные организмы, причем около 3000 всех известных соединений с антибиотической активностью образуют представители актиномицетов. На проявление способности продуцировать антибиотики оказывает воздействие весь сложный комплекс условий культивирования или существования продуцента. В лабораторных условиях биосинтез многих антибиотиков (как и других вторичных метаболитов) происходит во время определенной стадии роста культуры.
§8. Применение актиномицет.
Актиномицеты широко расселены в окружающей среде - в воде естественных водоемов, почве, воздухе, их много на растительных и животных остатках, находят их в сене, злаках, на внутренних стенах жилых и производственных помещений. Но особенно их много в культурной почве - из 1 г могут высевать от нескольких сотен до миллиардов актиномицетов.
Вывод по реферативной части:

Актиномицеты – это род бактерий, сходных с низшими грибами. Они являются возбудителями заболеваний, но несмотря на это, они могут продуцировать антибиотики подавляющие рост колоний микроорганизмов.
Глава 2. Экспериментальная.
§1. Объект исследования и методы:

1.1. Строение актиномицетов.

Актиномицет бактерия мицелий биохимический. Косвенные данные позволят предположить у актиномицетов апикальный рост. Дифференциация мицелия - процесс усложнения в процессе развития колонии актиномицета. Прежде всего она проявляется в делении на первичный (субстратный) и вторичный (воздушный) мицелий.
Мицелий с редкими перегородками, практически ценоцитный у спорообразующих, с частыми перегородками (септами) у форм, для которых мицелий распадается и близких к ним.
В процессе старения цитоплазма клеток приобретает неравномерную электронную плотность, в ней перестают различаться рибосомы, граница нуклеоида расплывается, клеточная стенка становится тонкой и рыхлой, образуется микрокапсула. При автолизисе в цитоплазме образуются обширные светлые участки, нуклеоид распадается, в клеточной стенке образуются отверстия, клетка заполняется мембранными структурами, разрушающимися последними.

1.2. Жизненный цикл.
 У актиномицетов споры являются покоящимися клетками и одновременно репродуктивными структурами. По типу образования они делятся на две группы - эндогенные и экзогенные.[2,c.87] У большинства актиномицетов споры формируются экзогенно путем деления гифы перегородками на участки, каждый из которых представляет собой будущую спору. Экзоспоры большинства актиномицетов не содержат каких-либо дополнительных внутренних структур помимо тех, которые наблюдаются в вегетативной клетке. Стенка споры обычно значительно толще, чем стенка гифы, и в ней можно различить несколько слоев разной электронной плотности. Часто клеточная стенка окружена дополнительными наружными покровами.

1.3. Спорообразование.
 По числу спор актиномицеты делят на моно (например, Saccaromonospora, Micromonospora) олиго- (Actinomadura) и полиспоровые (Streptomyces), выделяя особо те, которые образуют спорангии. Спорообразование преимущественно экзогенное (Thermoactinomyces образует настоящие эндоспоры, однако в настоящее время этот род на основании хемотаксономических и генетических признаков, несмотря на выраженную мицелиальную стадию склонны относить к бациллам), реже псевдоэндогенное (Planomonospora, Dactylosporangium).

У Streptomyces и спорулирующих Actinomyces споры образуются в два этапа: · Апикальный участок воздушной гифы отделяется септой, нуклеоид вытягивается. · Почти одновременно клетка делится септами на участки, нуклеоид делится в тех же местах, клеточная стенка становится в 2 раза толще, споры округляются и их стенка становится в 7 раз толще стенки гифы. У олигоспоровых септы закладываются базипитально. У моноспоровых могут образовываться по механизму почкования.

§2. Экспериментальный метод выделения микробов – продуцентов антибиотиков.

2.1. Подбор питательной среды.

Для культивирования микроорганизмов используют различные питательные среды. Их разделяют на 2 типа: Простые и сложные.
К простым средам относят мясопептонный бульон, мясопептонный агар, мясопептонный желатин. К сложным относят овсяный агар, среды Красильникова, среды Гаузе. Для каждого продуцента разрабатывается оптимальная среда, которая должна соответствовать определенным требованиям: а) обеспечивать максимальный выход антибиотика; б) состоять из относительно дешевых компонентов ; в) иметь хорошую фильтрующую способность; г) обеспечивать применение наиболее экономичных приемов для выделения и очистки антибиотиков. 
2.2. Метод определения антибиотической активности, выросший на твердой среде.
 В работе использовался один из наиболее распространённых методов определения антибиотической активности микроорганизмов, выросших на твердых средах.

- Определённую навеску почвы, тщательно растертую в ступке с небольшим объемом воды, количественно переносим в колбу со стерильной водой. Содержимое колбы встряхиваем в течение 5 минут, а затем из водной суспензии делаю ряд последовательных разведений, которые высеваю на соответствующую агаризованную среду в чашках Петри.
- Создается благоприятная среда, с учётом температуры, влажности, не только для роста организма, но и, самое главное, для образования им антибиотика.
- Для получения чистой культуры отдельные колонии после инкубации в термостате при нужной температуре пересеваю в пробу со скошенным питательным агаром. 
2.3. Прорастание споры.
 Прорастание происходит в следующие стадии:
- Инактивная спора гидрофобна, термоустойчива, не проявляет дыхательной активности.· Смачивающаяся активированная спора проявляет активность ферментов, начинается дыхание. · Спора набухает, начинается синтез РНК.
- Выход 1-3 (реже 4) ростовых трубок, начинается синтез ДНК. Эта стадия необратима, остальные три - обратимы.

- Образуют друзды - скопление переплетенных нитей с колбовидными утолщениями на концах.

2.4. Условия спорообразования.
 Процесс спорообразования начинается, когда не хватает питательных веществ или чрезмерно накапливаются продукты метаболизма. Сначала нуклеоид клетки вступает компактной палочковидной формы в связи со снижением активности генома. Затем цитоплазматическая мембрана инвагинуется и отделяет часть цитоплазмы с геномом, формируется споровая перегородка, которая превращается потом в одну из оболочек споры. Зрелая спора имеет характерную для каждого вида бактерий форму, размеры, расположение в клетке. В дальнейшем остальные клетки постепенно отмирают и лизируется, формируется зрелая спора, что составляет примерно 1/10 материнской клетки. Процесс спорообразования заканчивается в течение 24 часов.

Каждую чистую культуру микроорганизма пересеваю на различные по составу среды и после достаточно хорошего развития проверяю ее антибиотические свойства и подсчет колоний.

Результат: чем больше выделяется антибиотика или чем активнее образуемое антибиотическое вещество, тем больше диаметр зоны отсутствия роста тест-микроба.

Вывод по экспериментальной части:
Актиномицеты - продуценты антибиотиков: многие актиномицеты, средой обитания которых являются почва, образуют антибиотики, широко применяющиеся в медицинской практике. 
Актиномицеты - одноклеточные микроорганизмы, относятся к прокариотам. Их клетки имеют такую же структуру, как бактерии: клеточную стенку, содержащую пептидогликан, цитоплазматическую мембрану; в цитоплазме расположены нуклеоид, рибосомы, мезосомы, внутриклеточные включения. Поэтому патогенные актиномицеты чувствительны к антибактериальным препаратам. В то же время они имеют сходную с грибами форму ветвящихся переплетающихся нитей, а некоторые актиномицеты, относящиеся к семейству стрентомицет, размножаются спорами. Другие семейства актиномицет размножаются путем фрагментации, то есть распада нитей на отдельные фрагменты.

Актиномицеты широко распространены в окружающей среде, особенно в почве, участвуют в круговороте веществ в природе. Среди актиномицетов есть продуценты антибиотиков, витаминов, гормонов. Большинство антибиотиков, применяемых в настоящее время, продуцируется актиномицетами. Это стрептомицин, тетрациклин и другие.
Выводы:

1)
Изучила роль образованных антибиотических веществ в естественных условиях.

2)
Изучила и выявила условия образования антибиотиков микроорганизмами.

3)
Определила и культивировала группу Актиномицетов из почвенного разреза.

4)
Выделила актиномицеты из почвенного субстрата путем высева почвенной взвеси в воде на агаровой пластинке.

5)
Расширила и углубила знания о культивировании микроорганизмов и их антибиотической активности.
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