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I .  ОБЩАЯ ЧАСТЬ 3

1 .1 . Настоящие Методические указания включают метода иссле

дования молока и секрета вымени коров при диагностике мастита и 

содержат современные , доступные для практического использования 

микробиологические методики с подробным изложением (в приложе

нии) рецептов питательных сред*

1*2* Исследования молока (секрета вымени) коров в ветеринар

ных лабораториях выполняются по мере необходимости.

Б целях, равномерной загрузки лабораторий массовые исследо

вания на мастит проводят в соответствии с календарным планом» 

согласованным с Главным ветеринарным врачом района.

1 .3 . Наиболее частыми возбудителями мастита коров являются
St.aureus* Str* agalactiae, E.coli, Pseudomonas aeruginosa , 

Corynebacterium bovis, Corinebacfcerium renale, Mycoplasma, Nocax- 

dia asteroidee, Candida albicans.

1Л *  Результаты исследования патологического материала ла

боратории сообщают хозяйствам в сроки, установленные настоящи

ми Методическими указаниями.

Б заключении экспертизы указывают название возбудителя, его 

чувствительность к антибиотикам и рекомендации по лечению. Б не

обходимых случаях указывают на повторное направление материала 

для дополнительного исследования*

2* СПЕЦИАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

2 .1 . Правила отбора и доставки проб молока (секрета вымени).

2 .1  Л .  Отбор молока (секрета) для микробиологического иссле

дования проводят ветеринарные специалисты хозяйств от коров с 

клинической и субклшшчаской формами мастита в соответствии с 

"Рекомендациями по борьбе с маститом” , утвержденными ГУБ МСХ 

СССР I  июля 1988 г*



2 .1 .2 .  Для микробиологического исследования отбирают пробы 

секрете из пораженных четвертей вымени или пробы молока из чет

вертей , реагирующих на быстрый маститный тест (БМТ) -  мастидин 

и дающих положительную пробу отстаивания.

2 .1 .3 .  Молоко (секрет  вымени) для микробиологического ис

следования отбирают из четвертей вымени с соблюдением правил 

асептики. Перед взятием пробы молока соски вымени коров проти

рают ватным тампоном, смоченным 70° спиртом (этиловым или денату

рированным), и выдаивают в конце дойки 5-10 см8 молока в с т е 

рильные пробирки с пробкой. При взятии пробы сосок не должен 

касаться края пробирки.

2 .1  Л .  Для выявления бактерионосителей среди животных, пред

назначенных для комплектования стада фермы отбирают пробы моло

ка у коров, давших положительную реакцию с мастидином (БМТ).

2 .2 .  Правила доставки проб

2 .2 .1 .  Взятые пробы молока доставляют в лабораторию не позд

нее 4 часов с момента взятия в специальных емкостях, обеспечи

вающих температуру не выше 8-Ю °С , или в термосах со льдом.

2 .3 .  Методы исследования молока (секрета 
вымени) коров на наличие возбудителей 

мастита

2.3*1* Пробы молока (секрета вымени) исследуют на наличие 

возбудителей мастита сразу после доставки их в лабораторию. Ос

тавшееся молоко хранят для учета пробы отстаивания при темпера- 

туре 4*2°С.

2 .3 .2 .  Посев молока (секрета вымени) проводят пастеровской 

пипеткой в чашки Петри с плотной питательной средой с последую

щим растиранием материала по поверхности среды шпателем или 

стеклянной палочкой с оплавленным шаровидным концом, а также в 
пробирки о жидкими питательными средами.
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2 .3 .3 .  Для диагностики иастита на первой этапе проводят ис

следование на наличие в молоке или секрете вымени стафилококков» 

стрептококков и энтеробактерий» на втором этапе при неудовлетво

рительном лечебном эффекте -  псевдомонад» ыикоплазм» коринебак- 

терий» грибов рода Кандида и Нокардия.

2 .3 .4 .  В случае необходимости обнаружения в молоке возбуди

телей сибирской язвы, листериоза, туберкулеза» бруцеллеза и др. 

пользуются соответствующими методическими указаниями по диагно

стике данных заболеваний*

2.3*5 . Выделение и идентификация стафилококков

2 .3 .5 .I*  Для выделения стафилококков проводят посев мате

риала на кровяной агар (рец. № I ) ,  или кровяной агар с хлорис

тым натрием (рец. № 2)» или молочно-солевой агар (рец. № В ).

При использовании кровяного агара с новокаином (рец. № 4)» или 

ДНК-новокаинового агара (рец. № 5) учитывают степень контамина

ции молока золотистым стафилококком* Посевы инкубируют 24 часа 

при температуре 37±1°С.

2 .3 .5 .2 *  При просмотре культур на кровяном агаре учитывают 

рост крупных (2 -4  мм) выпуклых колоний с гладкой блестящей или 

матовой поверхностью белого» кремового, желтого или лимонно

желтого цвета, окруженные прозрачной или полупрозрачной (иног

да двойной) зоной гемолиза, или без гемолиза. Из изолированных 

колоний делают мазки, окрашивают их по Граму и микроскопируют.

2 * 3 .5 .3 . При обнаружении в мазках кокков, расположенных 

одиночно, в виде гроздевидных скоплений или тетракокков, что 

характерно для стафилококков, выделенную культуру проверяют на 

каталазную активность и при получении положительной реакции от

носят к стафилококкам.

2 .3 .5 .4 .  Для определения каталазной активности колоний 

растирают в капле I0J& раствора перекиси водорода, нанесенной
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на предметное стекло. Стафилококки содержат фермент каталазу, 

которая при контакте с перекисью водорода вызывает интенсивное 

газообразование. Учитывая, что перекись водорода при хранении 

быстро разлагается, следует использовать свежеприготовленный 

раствор.

2 .3 .5 .5 .  Гемолитические свойства стафилококков могут быть 

учтены при первичном росте на кровяном агаре. Однако ввиду воз

можности одновременного роста на кровяном агаре другой микро

флоры, в присутствии которой может угнетаться или наоборот уси

ливаться гемолитическая активность стафилококков, а также в слу 

чае наличия ингибирующих веществ (новокаин, хлористый натр) в 

составе кровяного агара, рекомендуется произвести пересев изо

лированных колоний на другую чашку с кровяным агаром без инги

биторов. На кровяном агаре с эритроцитами крупного рогатого ско 

та или барана стафилококки вызывают гемолиз эритроцитов, обра

зуя прозрачную зону вокруг колоний (^ -ге м о л и з) , или непрозрач

ную зону Ц /.-г е м о л и з) , иногда смешанную -гемолиз) зону;

отдельные штаммы золотистых стафилококков не вызывают гемолиз 

эритроцитов.

2 .3 .5 * 6 . Для определения плазмокоагулирующих свойств стафи

лококков, обусловленных наличием фермента коагулаэы, ставят ре

акцию с цельной или сухой разведенной плазмой крови кролика.

Для этого используют колоний стафилококков, выросшие на одной 

иэ питательных сред, или культуру, отвитую на МПА и выращенную 

при 37±1°С в течение 18-24 ч.

Плазму крови кролика разводят стерильным физиологическим 

раствором в соотношении 1:5 и разливают в пробирки Флоринского 

по 0 ,5  см8 . Сухую плазму разводят в соответствии с инструкцией 

по ее применению.
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Культуру стафилококка снимают с агара бактериологической 

петлей и вносят в пробирки с разведенной плазмой. Для контро

ля одну пробирку с плазмой не засевают культурой, в другую з а 

севают заведомо известной культурой плазмокоагулирующего стафи

лококка. Результаты учитывают через каждый час в течение 3-л 

часов, затем пробирки вынимают из термостата, выдерживают при 

комнатной температуре в течение 20-24 ч, после чего проводят 

окончательный учет результатов.

При положительной реакции ллазмокоагуляции образовавшийся 

сгусток не выпадает из пробирки при ее наклоне или плавает в 

плазме. При отрицательном результате плазма остается жидкой и 

легко выливается из пробирки.

2 .3 .5 .7 .  Определение ферментации маннита в анаэробных ус

ловиях.

3-4  капли испытуемой культуры стафилококка высевают в про

бирку с 5 см3 0,15#-ным полужидким агаром, содержащим 0 ,5#  ман

нита и индикатор Андраде иод вазелиновым маслом (рец. № 6 ) , По

севы инкубируют при температуре 37° ±1°С. Результат учитывают 

через каждые 24 часа в течение 5 суток. Изменение цвета индика

тора (появление розового окрашивания) указывает на ферментацию 

маннита в анаэробных условиях, что является дифференцирующим 

признаком для золотистого стафилококка.

2 .3 .5 .8 .  Определение фосфатазной активности стафилококка

Для определения фосфатазы у стафилококковых культур про

водят посев выделенной культуры в чашки Дотри со средой,
содержащей фенолфталеинфосфат. натрия (рец. Н? 7 ) , Посевы 

инкубируют при температуре 37£[0С в течение 24 часов, после 

чего на крышку чашки с выросшей культурой вносят несколько ка- 

гтлъ Т0#-ного водного раствора аммиака, чошку о культурой пе

реворачивают дном КЕорху и закрывают крышкой с аммиаком. Под
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действием паров аммиака фосфатазоположительные культуры приобре

тают розовый оттенок, фосфатазо-отрицательные культуры -  желтый 

или остаются без изменений.

2 .3 .5 .9 .  Определение ДНК-азной активности стафилококков

Для определения фермента ДНК-аэы проводят посев культуры 

стафилококка в чашки Петри со специальной средой (рец. № 5 ). 

Элективные свойства этой среды обусловлены ингибирующим действи

ем новокаина на постороннюю микрофлору, дифференцирующие -  нали

чием натриевой соли дезоксирибонуклеиновой кислоты, которая д е- 

полимеризуется под действием дезоксирибонуклеазы (ДНК-азы) ста

филококка, что выявляется после обработки поверхности среды со

ляной кислотой.

Посев культур проводят в одну чашку до 12-16 культур стафи

лококков. Культуры засевают штрихами по радиусу или в виде бля

шек в центр квадрата, подложив под чашку трафарет, расчерченный 

на квадраты. Посевы инкубируют при 37*1°С в течение 24 ч. По 

окончании культивирования чашку с выросшими культурами вынимают 

из термостата, наливают в нее 5-7 см3 IV р а с т в о р а  соляной кис

лоты и выдерживают (2-3 мин) при 22±2°С до момента появления 

просветлэнной зоны вокруг колоний-бляшек или вдоль штрихов (ре

акция положительная). Затем кислоту осторожно сливают, чтобы не 

смыть культуру и учитывают результаты.

2 .В .ЗЛО . Дифференциацию кокковой микрофлоры, выделенной 

из молока или оекрета вымени коров, проводят на основании тес

тов,, указанных в таблице te I .

2 .3 .5 . I I .  Количественный учет золотистого стафилококка

При исследовании сборного молока для выделения и количе

ственного учета стафилококков используют кровяной агар с ново

каином. Если необходимо учесть количество только золотистого 

стафилококка, используют ДНК-новокаиновый агар . Из доставленных



9

Таблица I
СХЕМА ДИФФЕРЕНЦИАЦИИ КОККОВОЙ МИКРОФЛОРЫ

---------- 1 КАТАЛАЗА

[ Micrococcus Staphilocoocua |

ГЛЮКОЗА (анаэробно) 
0 - - 1—

г
licrococcua] | Staphilococcus

- © ----

[ Streptococcus ]

X
| МАННИТ (анаэробно)

----------  тост основной

*-------------тест дополнительный

анаэробно -  анаэробные условие 
культивировании

+ -  тест положительна -л
-  тест o?pii!Uii’uHj м: ni
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ггроб молока готовят разведения 1:100 в стерильном физиологиче

ском растворе.

В чашку Петри с кровяным новокаиновым или ДНК-новокаиновым 

агаром (рец . 4 ,5 )  вносят 0 ,1  см3 молока из разведения 1:100 и 

равномерно рассевают его стеклянным шпателем по всей поверхно

сти питательной среды.

Засеянные чашки помещают в термостат крышками вниз и инку

бируют при 37±1°С в течение 22-24 ч . На ДНК-новокаиновом агаре 

золотистый стафилококк растет в виде крупных круглых колоний с 

ровными краями, на новокаиновом кровяном агаре -  вокруг колонии 

выражена зона гемолиза. Чашки с ДНК-новокаиновым агаром залива

ют I  V раствором соляной кислоты, затем просматривают в прохо

дящем свете . Обнаружение колоний, окруженных зоной просветления 

с четкими границами, или зоной гемолиза (на кровяном а г а р е ) , 

указывает на наличие в исследуемом материале золотистого стафи

лококка .

Для определения количества золотистого стафилококка в I  см3 

исследуемого материала подсчитывают колонии с зонами просветле

ния по всей поверхности среды и полученное число колоний умно

жают на 10 (объем посевного материала 0 ,1  сма ) и на степень 

разведения материала.

Например: высеяно 0 ,1  см8 молока из разведения 1 :1 0 0 .

В результате подсчета получено 15 колоний. 

Следовательно, в I  см3 молока -  15000 микробных 

клеток золотистого стафилококка (15x10x100).

2 .3 .5 .1 2 .  Оценка результатов

Стафилококки вида s .  eureus , обладающие гемолитической 

активностью, плазмокоагулирующими свойствами или ДНК-азной ак 

тивностью и разлагающие маннит в анаэробных условиях, относят 

к возбудителям м астита. В молоке коров, больных маститом, на и-
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более часто содержатся стафилококки видов s .  aureus» s herao- 
ly tic-us, s .  epiderm idis , Стафилококк вида S. sap ro p h itio u s 

является возбудителем мастита и может быть обнаружен в молоке 

как здоровых, так и больных коров вследствие его контаминации.

2 .3 .5 .1 3 . Фаготипироваиие стафилококка

В случае необходимости определения источника стафилококко

вой инфекции проводят фаготипироваиие культур стафилококков, 

выделенных из молока и секрета вымени коров, используя набор- 

стафилококковых бактериофагов животного происхождения, выпус

каемый Научно-исследовательским институтом эпидемиологии и 

микробиологии им.Н.Ф.Гамалеи. Фаготипированию подлежат культу

ры стафилококков, вызывающие гемолиз эритроцитов крупного ро

гатого скота и свертывание плазмы крови кролика.

Постановка реакции

Содержащиеся во флаконах лиофильно высушенные фаги в объеме 

0 ,1  см3 ресуспендируют в I см3 МПБ (с 0 ,4# глюкозы и 0,2# хло

ристого кальция (CaCI^), получая основное разведение 10”* (1 :Ю ). 

Из основного разведения фага готовят два рабочих разведения, 

соответствующие I  тест-разведению (ТР) и 100 ТР. Разведение, 

соответствующее одному ТР, указано на этикетке.

Основное разведение фагов 10”* хранят при температуре 4°С 

и используют в течение 1 ,5-2  месяцев. Разведение фага, соответ

ствующее I  ТР, следует готовить заново через каждые 7 суток из 

основного разведения 10"*.

Методика фаготипирования

Суточную агаровую культуру испытуемого штамма стафилококка 

засевают в 2 ,5  см3 бульона Хоттингера, Мартена или мясо-пептои- 

ного бульона (pH 7 ,2 -7 ,4 )  и выращивают 3-5 ч при 37±1°С (до за

метного помутнения среды). Одновременно готовят чашки с 1,2%-ыым 

агаром Хоттингера, содержащего 200 мг% аминного азота; 0,45%
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глюкозы и 0,02# хлористого кальция. Хлористый кальций добавляют 

в ореад, охлажденную до 45°, перед разливом в чашки (рец. № 9 ) .

В чашки Петри разливают по 15 смэ расплавленного агара и после 

застывания ее подсушивают 30-40 мин при 37^1°С. Выросшую трех

часовую бульонную культуру стафилококка вносят пастеровской пи

петкой в чашки и орошают поверхность агара. Избыток культуры от

сасывают пастеровской пипеткой и удаляют, после чего агар вновь 

подсушивают 40-60 мин при 37*10С.

Дно засеянной чашки расчерчивают карандашом по стеклу на 

квадраты по трафарету соответственно числу используемых фагов.

В каждый квадрат засеянной среды пастеровской пипеткой с тонко 

оттянутым концом или стандартной петлей наносят каплю соответ

ствующего фага. Один квадрат оставляют для контроля без фага. 

После нанесения каждого фага петлю обжигают, пастеровскую пипет

ку утилизируют. После подсыхания капель фага чашки переворачива

ют дном кверху и инкубируют 5-6 ч при температуре 37^1°С, а ва

там оставляют на 18-20 ч при комнатной температуре. Нанесение 

фагов на агар в чашки может быть проведено специальным аппара

том для фаготипирования стафилококков, который имеет 25 метал

лических стержней, вмонтированных в квадратную пластину, соеди

ненную с поршнем. Основанием прибора служит площадка из органи

ческого стекла, на которой находится свободно передвигающаяся 

вторая площадка с гнездом для фиксирования засеваемой чашки и 

пластинки из фторопласта с резервуаром для фагов. В резервуары 

стерильной фторопластовой пластинки, помещенной в стерильную 

чашку Петри, наливают по 3-5 капель фагов (всегда в одном по

рядке). Чашку с агаром и пластинку с фагами помещают на подвиж

ную пластинку. Поочередным передвижением площадки устанавлива

ют под металлическими стержнями сначала пластинку с фагами, а 

затем чашку с агаром. Опуская и поднимая стержни о помощью пор-
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шня, переносят капли фагов на чашку с агаром, едва касаясь его 

поверхности* Чашки меняют в зависимости от числа типируемых 

культур. Чашки с фагами оставляют на столе на 30-40 мин и затем 

их орошают четырехчасовой бульонной культурой стафилококков* Пос

ле подсыхания культур чашки переворачивают крышкой вниз, инкуби

руют 5-6 ч при 37±1°С, а затем оставляют на 18-20 ч при комнат

ной температуре.

Для фаготипирования штаммов стафилококков вначале использу

ют первое рабочее разведение, соответствующим I ТР. Культуры 

стафилококков, которые не лизировались хотя бы одним фагом, ти- 

пируют повторно аналогичными фагами в разведении 100 ТР.

Учет и регистрация результатов

Степень лизиса культуры разными разведениями фага регистри

руют по следующей схеме: (++t+) -  сливной полный лизис, (+++) -  

неполный сливной лизис (незначительный рост культуры в зоне ли

зи са), (++) -  наличие в месте нанесения капли фага свыше 50 пя

тен лизиса (колоний ф ага), (+) -  от 20 до 50 пятен лизиса,

(±) -  менее 20, ( - )  -  полное отсутствие лизиса. Для упрощения 

схемы учета степени лизиса обозначения ++++, +++, ++ и называемые 

"сильной реакцией", можно регистрировать одним обозначением ++*

Одна и та же культура стафилококка чаще лизируется не од

ним, а несколькими фагами, что создает для каждого штамма ха

рактерную фагомозаику.

Штаммы считают типируемыми, если хотя бы один фаг вызвал 

реакцию с оценкой не менее ++. Если при типировании культуры 

фагом в разведении I ТР получена слабая реакция с оценкой + 

или ± , то такой штамм типируют повторно фагом в разведении ТОО ТР. 

Результаты фаготипирования культур регистрируют в виде таблицы, 

указывая название штамма стафилококка, номера и разведения фа

гов, 0 помощью которых был получен лизис культуры (I  ТР или
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100 TP).

Если культуры стафилококка лизируются одними и теми же фа

гами и составляют одну мозаику, их следует считать идентичными.

В тех случаях, когда мозаика различается на 1 ,2  и более сильных 

реакций, следует исходить из следующего правила: если штаммы 

стафилококков при типировании в один и тот же день отличаются 

сильной реакцией по одному фагу, их следует считать идентичными, 

если разница составляет по двум и более фагам, штаммы следует 

признать разными.

Учет результатов проводится в соответствии с "Методически

ми указаниями по применению бактериофагов" (утв.Минздравом СССР 

11.04.1976 г . ,  согласовано с ГУБ МСХ СССР 16.09.1976 г . ) .

2 .3 .6 .  Выделение и идентификация стрептококков

2 .В .6 .1 . Для выделения стрептококков из молока используют 

кровяной агар (рец. № I )  или одну из следующих элективных сред- 

среду-Карташовой жидкую (рец. № 10), среду Карташовой плотную 

(рец. № I I ) ,  среду Эдвардса (рец. №> 12).

На кровяном агаре стрептококки растут в виде мелких роеии- 

чатых или мелких непрозрачных колоний с небольшой зеленовато

бурой полупрозрачной зоной гемолиза или без гемолиза. В гонком 

слое 5-7^-ного кровяного агара зона гемолиза выражена более чет

ко и может быть абсолютно прозрачной.

При росте стрептококков в жидкой среде Карташовой цвет сре

ды за счот ферментации лактозы переходит из синего в зеленый - 

На дне и но стенкам пробирки образуется крошковидиый осадок, 

бульон остается прозрачным или наблюдается слабое его помутне

ние. При использовании плотной среды на фоне синего агара вырас

тают мелкие прозрачные колонии jp -формы, вокруг которых среда 

окрашивается в зеленый цвет.
На среде Эдвардса стрептококки растут в виде мелких (1-2 мм 

в диаметре) колоний бесцветные или серовато-синего цвета (рец.№ 12)*
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2 .8 .6*2 . В мазках из культур в жидких питательных средах 

стрептококки имеют вид цепочек различной длины, в мазках с плот

ных сред -  стрептококки расположены попарно или в виде коротких 

цепочек*
Для дальнейшей дифференциации часть культуры пересевают на 

скошенный сывороточный агар.
2 .3 .6 .3 . Одним из характерных признаков стрептококков в 

отличие от стафилококков является отсутствие каталазной актив

ности (каталазоотрицательные). Для определения каталазной ак

тивности выросшую на плотной среде культуру стрептококка снима

ют петлей и растирают в капле 10^-ной перекиси водорода (пергид

роль разводят в соотношении 1:8) на предметном стекле. Выделение 

газа при растирании культуры стрептококков (в отличие от стафи

лококков) не происходит -  реакция отрицательная.

2 . 3 . 6 . Дифференциацию стрептококков проводят по тестам, 

указанным в таблице 2 .
В молоке коров больных маститом наиболее часто обнаруживают 

S tr .  a g a la c tia e ,S t r .d ie g a la c tie e fStr.uberi8STpenTOKOKKH S t r . l a c -  
t i s ,  S tr .c re m o rie ,3 tr . fa e c a lie  не являются возбудителями 

мастита и могут быть обнаружены в молоке как здоровых, так и 

больных коров вследствие его контаминации.

Для ускоренного обнаружения s t r .  a g a ia c tiae  в первую оче

редь проводят постановку КАМП-теста, который положительный у 

данного вида стрептококка и может быть у s t r .  u b e ris .

2 .3 .6 .5 . Постановка КАМП-теста

Суточную агаровую или бульонную культуру гемолитического 

стафилококка засевают на кровяной агар с 7-8]£ дефибринирован- 

ной или цитратной крови крупного рогатого скота (рец. № I ) .  По

сев делают потлей в виде сплошной линии по диаметру чашки или. 

круговой линии по периферии кровяного агара в чашке Петри. Пор-



Таблица 2
£ii:14Ц-,4ЛЬпАЯ АлРяЬТШС! jrlKА СТРШ1Тококксв ыо>

г:г*;:;енсБание 
Г'.ь-s стоеп- 
тонслка'

:Серслогич. 
: груш а

:1 емолиз :КАШ1- 
: . :тест

:Среда 
:Карта- 
:шовой

;МПЬ с 
-:6 ,Ъ% 
tfaCl

:*<ШЪ с:Редук-:Эскулин 
:40й :тазя :
:желчи: X :

::Лактоза :Сорбит:Ыгн- 
: : нит

•:;JiB с:
: V

:9 ,6  :
т**г

S ir  .pyogenes : A : - : + : : + : - : - : -  : : + : -  : - : -  : -

S L r.a^a iac tiae : В : + • + : + : + • - : + : -  : : + а в  • - : -  :

S c r .d is ^ a la c iia e : С : ± ; -  : : + : - : - : -  : : + : ± : - : -  : +

S t r .  uberds : E : + • -  : + : + • - : + : -  : + : + : + : + • w ♦ +

S sr . la s c a l is : Д : + * -  : : + * + : + : + : + : + : + : + : + : +

S i r .  oovis : Д : ± • -  : : + • + : + : + : + : + : -  : + : ; +

S i r .  la c c is : Н : + : -  : : • - : - : + : + : + : -  : + : -  : +

S i r .  crsm oris : II : + : -  : : : - : - : + : + : + * * • + ; -  : +

-  признак,постоянный для данного видя стрептококка 

V Р -  Реакция £огес-йроскауэря

X -  редукция молока с метиленовым голубым 1:10000
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пендикулярно к линии диаметрального посева стафилококка или ра

диально к линии кругового посева, не доходя 5-6 ми, высеваю® 

ровными штрихами -  полосками испытуемые культуры стрептококков.

На одной чашке можно проверять 8-10 и более культур. Посевы 

инкубируют 18-24 ч при температуре 37£l°C. КАМП-тест считают по

ложительным, если четко выражена прозрачная зона гемолиза в ви

де полукруга или усеченного треугольника, образованных при кон

такте зон гемолиза культуры стафилококка и испытуемых культур 

стрептококков*

Длй целенаправленного выделения s t r .  agalactiae вместо под
севаемого^ -гемолитического стафилококка в кровяной агар может 

быть добавлен коммерческий стафилококковый^ -токсин (3%). Пере

сев стрептококка проводят со среды Карташовой. При этом вокруг 

колонии агалактийного стрептококка при положительном КАМП-тесте 

образуется прозрачная зона гемолиза.
2 .3 .6 .6 . Для определения устойчивости к желчи культуру стреп

тококков выращивают в 1ШБ с 10% сывороткой или в ШБ о 1% глюко

зы, затем 0,1 см8 культуры вносят в пробирки с 5 см3 МПБ, содер

жащего 40% желчи (рец. Ш 13), инкубируют при температуре 37^1°С 

Л течение 24 ч* Полное просветление бульона указывает на лизис 
культуры и отсутствие роста, помутнение -  на рост*

2.3.6.7% Для определения редуцирующей способности культур 

стрептококков проводят посев культуры в пробирку с молоком, со

держащим метиленовый голубой в концентрации 1:1000 {рец. № 14). 
Посевы инкубируют в течение 24 ч при температуре 37±1°С. Обес

цвечивание метиленового голубого указывает на наличие редуктазы.

2 .3 .6 .8 . Терморезистантнооть стрептококков определяют путем 

прогрева бульонной культуры стрептококков при 60°С в течение 

30 мин. Пробирки с бульонной культурой ставят в водяную баню с 
указанным температурным режимом. После прогревания культуру вы-
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севаюх в МПБ и инкубирую! в термостате 24-48 ч. Наличие роста 

указывает на терморезистентность культуры» что характерно для 

s t r .  faecaiis • Кроме того проверяют способность роста в МПБ о 

pH 9,6» в МПБ с 6,5$-ным хлористым натром, а также ферментацию 

лактозы, сорбита и маннита. При использовании среды Карташовой, 

в состав которой входит лактоза, исключает необходимость поста

новки теста на ферментацию лактозы. Ферментативные свойства 

стрептококков изучают на средах Гисса (рец. №№ 1 5 ,1 6 ).

Ввиду возможности контаминации молока str. faecaiis * яв

ляющимся постоянным обитателем кишечника животных, используют 

посев на среду с теллуритом калия с концентрацией 0,07$. str. 
faecaiis устойчив к указанной концентрации теллурита калия и 

образует колонии черного цвета; str. uberis от 3tr.agaiectiee и 

str.dysgaiactiae $ вызывающих инфекционный мастит коров, исполь

зуют посев на кровяной или сывороточный агар , содержащий 0 ,1$  

эскулина.

Str.uberis растет на агаре С эскулином, S t r .a g a la e t ia e  

И Str.dysgalactiae ■" Н0 рВСТбТ Н8 ЭТОЙ Среде*

При выделении гемолитических стрептококков, дающих отрица

тельный КАМП-тест, для дифференциации s t r . pyogenes от указан

ных" выше видов стрептококков применяют реакцию Фогес-Проскауэра 

( уР ). Все виды стрептококков, выделяемых из молока, дают поло

жительную реакцию уР, за исключением s t r .  pyogenes -  группа А.

Для дифференциации str. lactis и Str. cremoris % встречаю

щихся в молоке здоровых, а также больных коров, в качестве до

полнительного теста используют тест на образование аммиака при 

гидролизе аргинина. С этой целью производят посев на среду с 

аргинином (рец. $ 30). str.lactis гидролизует аргинин, str. сге- 
morie -  не гидролизует.

При необходимости серологической идентификации выделенных
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штаммов стрептококков, последние направляют в научно-исследова

тельские учреждения или республиканскую ветеринарную лаборато
рию. Серологическую идентификацию штаммов проводят с применени

ем групповых диагностических специфических сывороток в реакции 
агглютинации в соответствии с наставлением по их применению, ут

вержденным ГУВ Госагропрома СССР 30 июня 1987 или в реакции 

преципитации с полисахаридным антигеном, выделенным из культур 

(по методу Ландсфильд ) .

2 .3 .6 .9 . Оценка результатов

Оценку результатов исследования проводят в соответствии с 

данными таблицы 2. Срок лабораторного исследования -  до 7 дней.

2 -3 .7 . Выделение и идентификация энтеробактерий

2 .3 .7 Л .  Для выделения энтеробактерий из молока используют 

среду КОД/V (рец. № 17), на которую высевают 0 ,1 -0 ,2  см3 исследуе

мого молока. Посевы на среде КОДИ инкубируют при 3?±1°С в тече

ние 16-24 ч. Изменение цвета среды из фиолетового в зеленый сви

детельствует о наличии в молоке энтеробактерий.

2 .3 .7 .2*  Для идентификации бактерий рода B oherichia про
водят посев иа пробирок с измененным (зеленым) цветом среды КОДА 
на среду Олькеницкого (рец. К? 18). Для подтверждения ставят ре

акцию* агглютинации.
Посев на среду Олькеницкого в пробирках проводят петлей на 

скошенную поверхность агара и внутрь столбика. Посевы инкубиру

ют в термостате при 37j;I0C в точение 24 ч . Изменение цвета стол

бика (глюкоза +) и косяка (лактоза +) среды Олькеницкого из 

красного в желтый с образованием газа при отсутствии почернения 

внутри столбика свидетельствует о росте бактерий лактоэоположи- 

тельных энтеробактерий ( E scherichia,C ltrobactier,, K nterobacter, 
K leb sie lla  )•
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В случав обнаружения роста культуры (осадок на дне пробирки) 

без изменения цвета среды КОДА или перехода цвета среды из фио

летового в сиреневый проводят посев культуры на плотные питатель

ные среды (Эндо, Плоскирева) бактериологической петлей широкими 

штрихами для получения изолированных колоний.

2 .3 .7 .3 .  Дифференциацию культур проводят в соответствии о 

тестами, предусмотренными таблицей № 3 . Для этого проводят посев 

культур на среды Гисса (цветной р яд), цитратный агар Симонса 

(цитратный т е с а ^ р е ц . № 19), среду Кларка (рец. № 20) для поста

новки реакции на кислотообразование с метил-ротом и реакции Фо- 

гес-Проскауэра, среду с мочевиной (рец. № 21), в бульон Хоттин- 

гера (рец. № 2 7 ), среду с сернокислым железом (для обнаружения 

сероводорода) (рец. № 2 5 ), желатин (рец* № 28). Для одновремен

ного учета ферментации лактозы, глюкозы, мочевины и образования 

сероводорода можно пользоваться средой Олькеницкого.

2 .3 .7 .4 .  Путем посева на среду Олькеницкого можно ориентиро

вочно определить ряд ферментативных свойств бактерий. При фер

ментации лактозы скошенная часть среды становится желтой, при 

ферментации глюкозы -  становится желтым столбик среды, почерне

ние внутри столбика указывает на выделение сероводорода, окра

шивание косяка и столбика в малиновый цвет -  на гидролиз моче

вины.
Указанные ниже виды энтеробактерий имеют четко выраженные 

изменения:
Echerichia coli -  столбик и косяк желтого цвета, по

чернения внутри столбика нет.

Proteus vulgaris -  столбик и косяк малинового цвета,

внутри столбика почернение.

ettrobacter freundii -  столбик и косяк желтого цвета, вну

три столбика почернение.
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2 .3 .7 .5 *  Ферментацию углеводов на средах Гисса (рец.№ 23*24) 

упитывают по изменению цвета среды (появление розово-красного 

или малинового окрашивания) и образованию пузырьков газа в по

плавке, или внутри столбика при использовании полужидких сред 

с индикатором ВР (рец. № 24).

2 .3 .7 .6 .  Для постановки цитратного теста (определение спо

собности бактерий ассимилировать соли лимонной кислоты) исполь

зуют посев на среду Симонса (рец. № 1 9 ). Цитратный тест считают 

положительным при изменении цвета среды Симонса из оливкового

в синий и наличии роста культуры.

2 .3 .7 .7 .  Реакция с метил-ротом (интенсивность кислотообра- 

зования) -  положительная, если при добавлении 3-5  капель 0,04% 

спиртового раствора метил-рота в среду Кларка (рец. № 20) с вы

ращенной культурой среда окрашивается в розово-красный цвет. При 

отрицательной реакции цвет среды после добавления метил-рота ос

тается желтым.

2 .3 .7 .8 .  Реакция Фогес-Проскауэра на образование ацетил- 

метилкарбинола. Исследуемую культуру засевают в среду Кларка 

(рец. № 20) и инкубируют при 37,±10С в течение 48 ч , после чего 

переносят I  см3 культуры в другую пробирку, добавляют 0 ,6  см3 

5%-ного спиртового р аствора^  -  нафтола и тщательно перемеши

вают, затем добавляют 0 ,2 см3 40%-ного водного раствора КОН и 

вновь хорошо перемешивают. Пробирку просматривают через 3-5 ми

нут. Положительный тест: окрашивание среды в интенсивный розо

вый или красный цвет.

2 .3 .7 .9 .  Для постановки теста на образование сероводорода 

используют посев на среды (рец. № 2 5 ), содержащие сернокислое 

железо.

Тост на сероводород-положительный, если при добавлении к 

бульонной культуре реактива Эрлиха (рец. № 22) или реактива
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Ковача (рец. № 25) верхний слой приобретает красно-малиновый 

цвет.

2 .3 .7 .1 1 . Если при посеве внутрь столбика желатины (рец.№ 28) 

культура вызывает ее разжижение (по сравнению с контрольной не

засеянной), считают, что тест на протеолитическую активность- 

положительный.

2 .3 .7 .1 2 . Тест на гидролиз мочевины -  положительный, если 

цвет среды, содержащей мочевину (рец. № 21) при использовании в 

среде индикатора фенол-рот, из красного переходит в малиновый.

2 .3 .7 .1 3 . Образование фенилперувиновой кислоты определяют 

по тесту с фенилаланином путем посева культуры на скошенную 

поверхность агара, в состав которого' входит фенилаланин (рец.№ 2 9 ), 

среда не окрашена. На культуру, выросшую на скошенной поверхно

сти агара , наливают 4-5 капель 10% раствора хлорида железа. В 

случае образования фенилпирувиновой кислоты появляется зеленый 

цвет.

2 .3 .7 .1 4 . В качестве дополнительных тестов используют тест 

на подвижность и тест на цитохромоксидаву (см.раздел 2 .3 .8 .9 ) .

Для определения подвижности проводят посев культуры в 0,3% 

полужидкий мясо-пептонный агар . Культуры, не обладающие подвиж

ностью, растут по уколу. Периферическая часть среды остается 

прозрачной. Подвижные культуры дают диффузный рост, вызывая по

мутнение всего столбика агара (таблица 3 ) .

2 .3 .8 .  Выделение И идентификация Pseudomonas aeruginosa
2 .3 .8 . I* Для выделения Р .aeruginosa из молока используют 

посев на кровяной агар или на одну из следующих элективных сред: 

ЦИХ-агар (рец. № 8 1 ), среду ГСМП (рец. № 32). Посевы молока ин

кубируют при 37^1°С в течение 18-24 ч .

2 .3 .8 .2 .  На различных плотных питательных средах суточные 

культуры р. aeruginosa имеют вид плоских круглых колоний, ели-



Таблица 3
Дифференциальные признаки энтеробактерий по ферментативным свойствам
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i. Основные
Глюкоза + + + + + + + + + + + +(К)

г. Лактоза + (-) + (-) +(-) +<-) +(-) + - - - - - “
3. Сахароза ± ± ± ± + - + ± + - +
4 . „ маннит + + + + + + + - - - - +
5. Мальтоза ± + + t + + + - + -
6. Рост на агаре Симонса - + + + + + (±) ± + j . - -
7. Образование индола <±) - + - - ± - + - - + ±
8. Образование сероводорода - + - - - - (±) + + - - -
9. Расщепление мочевины - ± + - + + - + + + + +

10. Разжижение желатины - - - ± - (  + ) - - + + - -
I I . Дезаминирование фенилаланина - - - - - - - + + + + -

I .
Дополнительные 

Реакция с метилротом + + + - - ± + + + + +
г. Реакция Фогес-Проскауэра - - - + + ± - - + + - +
3- Подвижность ± (±) (±) + - (±) + + t (±) +
Обозначения: + -  ферментация сахара (к г ) , образование индола, расщепление мочевины и т .д

-  -  отсутствие ферментации сахара, образования индола, расщепления мочевины и т .д , 
+ -  различные показатели

отдельные штаммы не вызывают ферментации сахара, образования индола и т .д . 
замедленное разжижение желатиныа го



24вающихся между собой и образующих тонкий влажный налет на по

верхности среды, который приобретает зеленую окраску* Встреча

ются слизистые солонии, в старых культурах могут быть Обнаруже

ны складчатые колонии. На элективных средах могут вырастать кар

ликовые колонии*

На среде ГСМГ1 р . ae ru g in o sa  растет в виде полупрозрачных 

округлых колоний серого цвета с перламутровым отливом, с более 

темным центром, ровными краями (встречаются колонии^ -формы). 

Вокруг колоний образуется пигментированная зона от светло-зеле

ного до темно-зеленого ц вета. На кровяном агаре вокруг колонии 

ярко выражена прозрачная зона гемолиза, колонии бурого ц вета .

При дифференциации от стафилококков, образующих гемолиз на кро

вяном а г а р е , следует учитывать, что колонии стафилококков, как 

правило, выпуклые, тогда как колонии р . aeruginosa плоские и 

имеют на кровяном агаре бурый цвет* Колонии эшерихий по морфо

логии сходны с Р . aeruginosa , но не имеют пигмента.

2 .3 .8 .3 .  Часть колоний пересевают в МПБ и на скошенный МПА, 

из оставшейся части готовят мазки и окрашивают их по Граму* Бак

терии р . aeruginosa -  мелкие прямые или слегка изогнутые грам- 

отрицательные палочки, не образующие спор и капсул.

2.3 . 8 .4. Все виды, входящие в род pseudomonas как и пред

ставители Enterobacteriaceae , каталозоположитвльные. Диффе

ренциальным признаком Р . aeruginosa в отличие от других видов 

бактерий рода Pseudomonas является способность образования си

не-зеленого пигмента -  пиоцианина на элективных средах или при 

пересеве культур на МПА и в МПБ. С целью усиления пигмеятооб- 

разования используют пересев культуры на среду Кинга (рец.Н? 3 3 ) .

Для определения пигмента пиоцианина к 24 ч бульонной куль- 

туро добавляют 2 см3 хлороформа, доводят pH до 7 ,8 - 8 ,0 ,  после 

чего пробирку хорошо встряхивают. Синее окрашивание, опустив-
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шегося на дно пробирки хлороформа, свидетельствует о наличии 

пиоцианына*
2 .3 .8 .5 .  При исследовании молока могут быть выделены Р.aeru

ginosa и Р . fluorescens . Наличие в исследуемой npoOe p.fiuo- 
rescens свидетельствует о погрешности асептического взятия 

пробы или контаминации молока при использовании недоброкаче

ственной воды для обработки вымени, р . fluorescena образу

ет флюоресциирующие пигменты флюоресцеии -  темно-желтого или 

пурпурно-желтого цвета (ь зависимости от состава или pH среды).

2 .3 .8 * 6 . В сомнительных случаях для определения принадлеж

ности выделенной культуры к роду Pseudomonas используют тест 

на обнаружение цитохромоксидаьы, аргининдегидролазы, фермента

цию глюкозы в анаэробных условиях. Тест на цитоаромоксидеэу и 

аргининдегидролазу ставят с помощью СЧБ (система индикаторных 

бумажек) или других тест-систем, используемых для дифференциа

ции бактерий (см•приложение) .

2 .3 .8 .7 .  Ферментация глюкозы в анаэробных условиях 

Посев культуры проводят в пробирки со средой Рисса с глю

козой, в которые предварительно наслаивают I  см3 стерильного 

вазелинового масла. В качестве контроля посев проводят на сре

ду Гисса с глюкозой без масла. Pseudomonas з анаэробных ус

ловиях глюкозу не ферментируют.

2 .3 .8 .8 .  ЦитохромоксидаэныЙ тест

Культуру, выращенную на МПА в течение 24 часов, наносят 

бактериологической петлей в вйде штриха на полоску индикатор

ной бумаги, пропитанную специальным составом (см. л .2 .3 .8 .9 ) .  

При положительной реакции на месте нанесенной культуры через 

1-2 мин. появляется синяя окраска*

2 .3 .8 .9 .  Приготовление индикаторных бумажек для определения 

цитоаромоксидазы



26
Фильтровальную бумагу пропитывают смесью следующего состава: 

3 части 1%-ного Jy  -нафтола, разведенного в 96° спирте, и 2 час

ти свежеприготовленного 1%-ного водного раствора оксалита ди- 

метил-пара-фенилен-диамина (фото-проявитель Т -32).

Фильтровальную бумагу высушивают на воздухе, нарезают на 

полоски и хранят в герметически закрытом флаконе из темного сте

кла или флакон из светлого стекла заворачивают черной бумагой.

2 .3 .8 .1 0 . Определение активности дегидролаэы аргинина

В пробирке с 0 ,3  см3 стерильного 0,85% раствора натрия хло

рида в фосфатном буфере pH 5,5±0,1 суспендируют петлю суточной 

агаровой культуры, затем в эту взвесь погружают индикаторный 

диск с аргинином, заливают стерильным вазелиновым маслом 0 ,2  см3 

и инкубируют в термостате при 87*1°С. В качестве контроля ис

пользуют диски с аргинином, погруженные в пробирки со стериль

ным 0,85% раствором натрия хлорида в фосфатном буфере, залитые 

стерильным вазелиновым маслом (0 ,2^0 ,05  см3) .

В случае ферментации аминокислоты бумажный диск приобретает 

фиолетовый цвет, в отрицательном случае -  желтый.

Используют "Системы индикаторные бумажные для идентификации 

микроорганизмов семейства Enterobacteriaceae ” » изготовленные 
Горьковским НИИ эпидемиологии и микробиологии (603000, г.Н.Нов

город, ул.Грузинская, 44).

Для определения дегидролаз лизина и орнитина применяют дис

ки с соответствующей аминокислотой или проводят посев на среду, 

содержащую ту или другую аминокислоту (рец. № 3 0 ).

2 .3 .9 .  Выделение и идентификация коринебактарий

2 .3 .9 .1 .  Коринебактерии чаще приходится выделять при хро

ническом мастите с признаками уплотнений в паренхиме вымени, 

а также наличия гнойно-некротических очагов на коже вымени и по

ражения соскового канала.
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2 .3 .9 .2 .  Для выделения коринебактерий проводят посев иссле

дуемого молока или секрета вымени коров на кровяной агар (рец.№ I )  

или среды с 0,1% теллуритом калия (рец. № 4 1 ,4 2 ).

Молоко (секрет вымени) вносят пипеткой в количестве 2-3 ка

пель на, поверхность среды в чашку и тщательно растирают его шпа

телем. Для получения изолированных колоний бактерий рекоменду

ется молоко предварительно развести стерильным физиологическим 

раствором.

2 .3 .9 .3 .  Отличительной особенностью культур коринебактерий 

является сильно выраженный полиморфизм.

Коринебактерии имеют различную форму колоний. На кровяном 

агаре они растут в виде колоний разных размеров бурого цвета с 

шероховатой поверхностью и неровными краями или образуют блес

тящие круглые колонии, врастающие в агар . Вокруг колоний обра

зуется незначительная зона гемолиза. На средах, содержащих тел- 

лурит калия, колонии коринебактерий имеют темно-серый или чер

ный цвет.
Коринебактерии образуют при росте на плотных средах глад

кие, шероховатые и промежуточные формы колоний; при росте на 

МПБ может образовываться пленка.

Из изолированных колоний готовят мазки, окрашивают по Гра- 

му или метиленовой синькой Леффлера и микроскопируют.

2 .3 .9 .4 *  Коринебактерии грамположительные, в мазках наряду 

с длинными слегка изогнутыми палочками, встречаются толстые, 

короткие палочки, расположенные парно, часто под углом друг к 

Другу» что объясняется своеобразным типом деления клеток (путем 

излома). Иногда они могут располагаться скоплениями в вида пуч

ков или тесно переплетенных между собой надломанных палочек* Ха

рактерным признаком коринебактерий является наличие утолщений 

или вздутий на концах палочек, придающих им булавовидную или
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клиновидную форму с утолщением на одном конца.

Ввиду наличии в цитоплазме клеток коринебактерий метахрома- 

тических гранул они имеют неравномерную окраску, что хорошо вы

является при окрашивании мазков метиленовой синькой по Леффлеру.

В отличие от других морфологически сходных грамполсжитель- 

ных микроорганизмов коринебактерий не образуют спор, неподвижны.

2 .3 .9*5 . для дифференциации коринебактерий от стрептококков 

и других кокковых форм проводят пересевы в МПБ. Кокковидные фор

мы коринебактерий в МПБ приобретают форму вытянутых палочек и 

часто образуют пленку, тогда как стрептококки сохраняют кокко

вую форму. Стрептококки, имеющие вид вытянутых диплококков, да

ют придонный рост и не образуют пленку.

В молоке коров, больных маститом, могут встречаться штаммы 

коринебактерий, не обладающие нитратредуцирующей способностью, 

не разжижающие желатин; не сбраживающие сахарозу и маннит, не 

вызывающие гидролиз крахмала.

Наиболее частыми возбудителями мастита являются виды 

c.renaie (сбраживающие глюкозы) и с* bovie (не сбраживающие 

глюкозы), при гнойном мастите чаще выделяют с .pyogenes bovis 
которые являются каталаэоотрицательными и образуют растворимый 

гемолизин. Другие виды коринебактерий различаются между собой 

по ферментации мальтозы, трегалозы, глицерина, цистина, моче

вины.

Кроме указанных видов коринебактерий на кровяном агаре и

Средах С ТвЛЛУрИТОМ КаЛИЯ МОГУТ встречаться КОЛОНИИ Actinomyces 
pyogenes сходные по культурально-морфологическим и биохи

мическим признакам*^, bovis И с renale . В ОТЛИЧИВ ОТ C.bovin 
И С. renale Actinomyces pyogenes обладает выраженной гемоли

тической активностью, у которых зона гемолиза вокруг колоний в 

2-Ь раза превышает их диаметр; они вызывают разжижение желатины
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И свернутой сыворотки. Actinomyces pyogenes растет в виде плен

ки на поверхности а га р а , что может наблюдаться также у c .b o v is  , 

е. renalе , которые растут в виде слабобугристых, сухих колоний 

с неравномерно очерченными краями.

2 .Б .10. Выделение и идентификация микоплазм

2 .3 .Ю Л . Исследование молока (секрета вымени) коров на мас

ти т , вызываемый микроорганизмами семейства K ycoplasm ataceae, 

проводят при массовых заболеваниях коров-первотелок, а также в 

случав, когда заболевание коров не поддается лечению препаратами 

пенициллинового ряда и сульфаниламидными препаратами, несмотря 

на то , что выделенная ранее из молока этих же животных микрофло

ра чувствительна к указанным препаратам. Необходимость такого 

исследования основывается на устойчивости микоплазм к этим пре

паратам.

2 .8 .1 0 .2 .  Для выделения микоплазм используют жидкие и плот

ные питательные среды с ингибиторами (рец. №№ 3 4 ,3 5 ) .

В пробирки, содержащие 4 см3 жидкой питательной среды, сте 

рильной пастеровской пипеткой или стеклянной палочкой вносят 

1-2  капли молока или секрета вымени. Для посева на плотную пита

тельную среду, разлитую в чашки Петри, молоко предварительно р аз

водят жидкой питательной средой с ингибиторами или физиологиче

ским раствором в соотношении 1 :1 0 0 . На одну чашку Петри с агаром 

засевают 4 пробы молока. Засеянные пробирки с жидкой питательной 

средой инкубируют не менее 5 сут при температуре 37*10С, ежеднев

но просматривая посевы.

2 .3 .1 0 .3 .  Рост возбудителя в жидких питательных средах харак

теризуется опалесценцией, незначительным помутнением без образо

вания пленки или осадка или изменением цвета среда с индикатором 

(феноловый красный) в оранжевый или соломенно-желтый цвет. Но 

окончании инкубации 1-2 капли культуры переносят на плотную пи-
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тательную среду без ингибиторов для получения культуры и ее по

следующей идентификации.

2 .3 .1 0 .4 . Чашки Петри с  посевами как в первом, так и во вто

ром случаях инкубируют в течение 5 сут при 37±1°С во влажной ка

мере. Для этого их помещают в эксикатор или полиэтиленовый пакет 

с увлажненной ватой. На агаре возбудитель формирует мелкие росин- 

чатые колонии, которые просматривают под микроскопом при увеличе

нии 80-100 раз. Колонии микоплазм имеют типичную форму "яичницы- 

глазуньи" с плотным, врастающим в агар центром и более светлой 

периферической зоной; нетипичные колонии -  шероховатые, грануло

видные.

При микроскопии культур необходимо различать следующие псев

доколонии: кристаллы солей, кусочки тканей, молочные клетки, ка

пельки жира и другие артефакты. Псевдоколонии после проведения 

пересевов в жидкие питательные среды и повторном высеве на плот

ные среды не воспроизводятся.

2 .3 .1 0 .5 . Для приготовления мазков используют бульонную куль

туру, которую центрифугируют при 10 тыс. об/мин в течение ВО мин, 

надосадочную жидкость удаляют, из осадка делают мазки, которые 

окрашивают по Романовокому-Гимза и микроскопируют.

В мазках из культур возбудитель имеет вид полиморфных (ок

руглых, овальных, дисковидных) сине-фиолетового цвета.

При обнаружении на агаре видимого роста, типичного для мико

плазм, колонии вырезают стерильным скальпелем вместе с кусочком 

агара и переносят в жидкую питательную среду без ингибиторов* 

Посевы инкубируют в течение трех суток и затем проводят не менее 

трех-пяти последовательных пересевов с тем же интервалом на ана

логичных средах.
2 .З Л О .6 . Культуры микоплазм имеют много общих признаков с 

■i,} -формами различных видов бактерий, в связи с чем выделенные
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культуры необходимо дифференцировать от последних. В отличив от 

микоплаэм ^-формы бактерий обладают способностью при пересеве 

на сывороточные питательные среды реверсировать в исходную фор

му, Если через три-пять пассажей культура не реверсирует в типич

ную для них форму, ее относят к микоплазмам.

2 .3 .1 0 .7 . При необходимости дальнейшей дифференциации мико

плазм (микоплаэм, ахолеплазм и уреаплазм) проводят исследования 

в соответствии с "Методическими рекомендациями по выделению и 

идентификации микоплаэм из молока коров", одобренные 10 апреля 

1984 г .  ВАСХНИЛ.

2 .3 Л 1 . Выделение и идентификация нокардий

2 . 3 . I I . I .  Исследование молока (секрета вымени) коров на нали

чие Nocardia asteroidea -  возбудителя мастита проводят в случае 

поражения вымени, сопровождающегося увеличением лимфатических 

узлов вымени и возникновением плотных безболезненных узлов под 

кожей или в паренхиме, а также в случае образования абсцессов и 

выделения из секрета пораженной четверти вымени хлопьев или гноя, 

окрашенного в желтый, серовато-желтый или красно-коричневый цвет.

Для выделения нокардий используют посев молока на кровяной агар
(рец. № I )

без добавления или с добавлением 7 ,5# хлорида натрия. Посевы ин

кубируют при 37^1°С. Осмотр чашек проводят через 48 ч и далее 

ежедневно в течение 5 сут после посева материала.

2 .3 . I I . 2 . На Кровяном агаре Nocardia asteroidea растет в 

виде бугорков или возвышающихся плоских серовато-белых колоний, 

слегка вдавленных в среду, диаметром 0 ,5 -1 ,5  мм.

Могут встречаться колонии, образующие пигмент за счет кото

рого они окрашиваются от оранжевого до красновато-коричневого 

цвета. При росте на кровяном агаре пигментообразование у колоний 

выражоно слабо. Более интенсивно оно проявляется при росте нокар

дий на глюкозо-дрожжевом агаре (рец. № 3 6 ). Консистенция колоний
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от влажной (рыхлой) до сухой (пескообразной). Вдоль краев коло

ний и на поверхности образуется тонкий воздушный мицелий в виде 

пушистого налета. Для микроскопии культур готовят мазок из части 

колоний, которую эмульгируют в капле спирт-глицериновой смеси на 

предметном стекле, накрывают ее покровным стеклом и просматрива

ют под микроскопом. В препарате из культуры виден тонкий развет

вленный мицелий, распадающийся на палочки и кокки, мицелий хоро

шо окрашивается по Граму или фуксином 1 :5 .

к . asteroides -  грамположительные, в мазках из культуры -  

ветвящиеся, нитевидные клетки длиной до 80 мкм и диаметром 0 ,4 -  

0 ,7  мкм.

2 .3 .1 1 .3 . Нокардии растут в ШБ в виде зерен, образуя на по

верхности бульона серо-белую пленку, на дне -  зернистый осадок, 

сам бульон остается прозрачным.

В желатине при посеве уколом рост отмечается только на по

верхности, при этом желатин не разжижается.
N. asteroides ферментируют с образованием кислоты глюкозу, 

адонит, эскулин, мочевину, не вызывают свертывания молока, раз

жижения желатина. При наличии в среде 7,5% хлористого натра рост 

N. asteroides не ингибируется.

Нокардии так же, как возбудители туберкулеза, могут расти на 

среде Петраньяни, образуя оранжево-желтые колонии. На среде Эндо 

не растут.

2 .3 .1 1 .4 . При необходимости (несоответствие биохимических 

свойств к . asteroides ) определяют патогенность нокардий путем 

перитоииального заражения двух морских свинок или двух кроликов 

бульонной культурой в дозе I  см3 . Нокардии патогенны для кроли

ков и морских свинок при интраперитониалыюм заражении к непато

генны при подкожном заражении. Гибель животных наступает через 

7-10 дней. Если зараженные кролики не гибнут через указанный
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срок, их убивают и при обнаружении грануломатозных поражений в 

легких, почках, селезенке культуру относят к слабовирулентному 

штамму. Заключение о мастите нокардиозной этиологии делают с 

учетом характерных клинических признаков и выделении нокардий 

вида N. asteroides или нокардий, патогенных для морских свинок 

или кроликов.

3 .8 .1 2 . Выделение и идентификация грибов рода Candida

2 .3 .1 2 .1 . Для выделения из молока (секрета вымени) грибов 

рода Candida используют питательные среды в соответствии с 

ГОСТ 36888-85 (рец. №№ 3 7 ,3 8 ,3 9 ), а также элективную дифферен

циальную диагностическую среду (рец. № 40). Посевы молока (сек

рета вымени) делают на две чашки Петри в количестве 0 ,1 -0 ,3  см3 . 

Высеянный материал равномерно растирают стерильным шпателем по 

всей поверхности среды круговыми движениями. Засеянные чашки по

мещают в термостат вверх дном при температуре 37^1°С на I8-3U ч .

3 .3 .1 3 .3 . После инкубирования чашек Петри просматривают вы

росшие культуры и проводят их микологическое исследование. Окра

шенные по Граму или другим методом препараты микроскопируют с 

целью изучения морфологии грибов и проверки чистоты культуры, 

затем пересевают из колонии в пробирку с той же самой средой для 

получения чистой культуры и выявления псавдомицелия. Чашки Петри 

с выросшими культурами оставляют затем при комнатной температуре 

на 30-34 ч. Засеянные пробирки выдерживают при 37±1°С в течение 

34 ч , после чего оставляют их на двое суток при комнатной темпе

ратуре (18 -33°). После этого выросшие колонии микроскопируют* 

Первичный учет результатов проводят через 30 ч инкубирования ма

териалов, а окончательный -  на 4-й день исследования.

3 .3 .13 .3*  Дрожжеподобные грибы рода Candida (вид C . t r o p i -  

caiis ) имеют одноклеточное строение, размножаются почками 

(бластосиорами). Для Candida характерно образование псевдоми-
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целия, отличающееся от истинного мицелия отсутствием перегоро

док, сумки с аскоспорами не развиваются. Данный признак являет

ся дифференцирующим для грибов рода C a n d i d a ,

Колонии грибов рода Candida гладкие, морщинистые, плоские, 

беловато-серого, беловато-кремового или кремового цвета, смета

нообразной консистенции, врастающие в питательный субстрат.

2 .3 Л 2 .4 . Для идентификации грибов рода Candida достаточ

но определения псевдомицелия. Псевдомицелий образует бластосио- 

ры. Псевдомицелий на элективной дифференциальной -  диагностиче

ской среде определяют путем микроскопии окрашенных препаратов.

Срок лабораторного исследования -  Ь дня.

2 .8 .1 3 . Определение чувствительности выделяемых микроорга

низмов к антибиотикам.

2 .3 .1 3 .1 . Для определения чувствительности микроорганизмов 

к антибиотикам должны быть использованы питательные среды, не 

содержащие ингибиторов, применяемые для культивирования опреде

ленного вида микроорганизмов.

В их числе: МПА или агар Хоттингера (для стафилококков, бак

терий группы кишечной палочки, псевдомонад), сывороточный МПА 

(для стрептококков, коринебакгерий).

Среду разливают по 20 см3 в стерильные чашки Петри, распо

ложенные на горизонтальной поверхности, и после застывания ее 

подсушивают в термостате.

2 .3 .1 3 .2 . Выделенные культуры выращивают на одной из указан

ных сред, смывают стерильным физиологическим раствором и готовят 

бактериальную взвесь в концентрации I  млрд микробных тел в

I  см3 , что соответствует 10 ед мутности оптического стандарта.

2 .3 .1 3 .3 . На поверхность среды наливают I  см3 взвеси куль

туры, орошив ею всю поверхность. Наклонив чашку, излишки куль

туры отсасывают пастеровской пипеткой. Чашку с посевами подсуши-
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вают при комнатной температуре в течение 40 мин, после чего на 
поверхность эаоеянной среды накладывают диски с антибиотиками. 
Диски раскладывают стерильным пинцетом на расстоянии 2 ом от 

края чашки и слегка прижимают к агару. Одна чашка о агаром мо

жет служить для испытания 5-6 видов антибиотиков.

2.3*13.4. Для лучшей диффузии антибиотика в агар чашки о 

аасеянной культурой и разложенными дисками выдерживают в точение 

2 ч при комнатной температуре, затем помещают в термостат при 

37° С вверх дном.
2 .3 .1 3 .5 . Результаты учитывают через 16-18 ч, для чего ли

нейкой определяют диаметр зоны задержки роота микробов вокруг 

бумажных дисков, включал размер дисков.

Отсутствие зоны задержки роота микробов вокруг диока указы

вает на то, что иопытуемая культура не чувствительна к данному 

виду антибиотика.

На основании полученных результатов ооотавлнют аитибиотико- 
грамму.

2 .3 .1 3 .6 . Для лечения коров рекомендуется тот антибиотик,
к которому чувствительны выделенные культуры возбудителой маохи- 

та . При подборе нескольких видов антибиотиков учитывают их сов

местимость, а также совместимость о другими лечебными препаратами.
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ПРШОЖЕНИЕ

РЕЦЕПТЫ ИйТАТЕЛЬНЫХ СРЕД 
РЕЦЕПТ I

Кровяной агар цитратный

Для приготовления кровяного агара у здоровой коровы из ярем

ной вены берут 250 см3 крови в стерильную колбу, в которую пред

варительно вносят 50 см3 стерильно приготовленного %  раствора 

лимонно-кислого натрия. По мере взятия кровь в колбе смешивают с 

лимонно-кислым натрием путем встряхивания* Полученную цитратную 

кровь проверяют на стерильность путем посева в МПБ и только пос

ле этого используют для приготовления кровяного агара* Цитратная 
кровь при необходимости может сохраняться в условиях холодильни

ка в течение 10-14 суток* 100 см3 стерильного мясо-пептонного 

агара расплавляют в колбе на водяной бане, затем охлаждают до 

42-45°С и стерильной пипеткой вносят в него 7-8 см3 цитратной 
крови, равномерно смешивая, после чего разливают в чашки Петри 

по 10-12 см3 . Чашки с застывшим агаром помещают в термостат при 

температуре 37^1°С на 2-4 ч для подсушивания и проверки на сте

рильность.
Для приготовления кровяного агара может быть использована 

также дефибринированная кровь барана*

РЕЦЕПТ 2
Кровяной агар с хлористым натрием

К 100 см3 расплавленного и остуженного 6,5#-ного солевого 

агара добавляют 8-10 смв дефибринированной крови барана (можно 

использовать цитратную кровь крупного рогатого скота). Тщательно 

перемешивают, разливают в чашки Петри. Чашки с застывшим агаром 

помещают в термостат и подсушивают 1-1,5 ч*

РЕЦЕПТ Б
Молочно-солевой агар

К 100 см8 расплавленного и остуженного 6,556-ного солевого
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агара добавляют 10 см3 стерильного молока. Тщательно размешива
ют, разливают в чашки Петри. Чашки с застывшим агаром помещают 
в термостат и подсушивают 1-1 ,5  ч*

РЕЦЕПТ 4
Кровяной агар с Новокаином

К 100 см3 расплавленного и остуженного 2% новокаинового ага

ра добавляют 8-10 см3 дефибринированной крови барана (можно ис

пользовать цитратную кровь крупного рогатого скота)* Тщательно 

перемешивают, разливают в чашки Петри* Чашки о застывшим агаром 

помещают в термостат и подсушивают 1-1,5 ч*

РЕЦЕПТ 5

ДНК-новокаиновый агар

К 150 см8 расплавленного стерильного 2% МПА (pH 8 ,6 ) добав

ляют 150 мг ДНК, предварительно растворенной в 10 см3 (подщело

ченной 2 каплями 10% раствора едкого натра) дистиллированной во

ды, и 3 г (2%) новокаина* После перемешивания среду прогревают 

в течение 30 мин в кипящей водяной бане*
К остывшей до 45*2°С среде добавляют 7-8 см8 (5#) оыворотки 

крови крупного рогатого скота и 1,2 см3 Южного стерильного 

раствора хлористого кальция, перемешивают и разливают в чашки 
Петри* Среду в чашках подсушивают 50-60 мин в термостате при 

температуре 87±1°С*
РЕЦЕПТ 6

Среда Гисса с маннитом для определения 
ферментных свойств стафилококков

На I дм8 дистиллированной воды берут: МПА -  15 г ,  пептон -  

10 г ,  хлористый натрий -  75 г ,  маннит -  10 г ,  фенол-рот -  0,025 г ,  

pH -  7,4* Для создания анаэробных условий на готовую среду, раз

литую в пробирки, наслаивают I см3 отерильного вазелинового 

масла*
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РЕЦЕПТ 7

Среда для определения фосфатаэной активнооти стафилококков 

МПА -  100 с*3

IOJS-нкй раствор фенолфталеинофосфата натрия -  I  ом3 

100 ом3 стерильного мясо-пептонного агара расплавляют в кол

бе* затеи охлаждают до 42-45°С и стерильной пипеткой вносят 

раствор феяолфталеипофосфата* равномерно смешивают и разливают 

в чашки Петри по 12-15 см3 * Чашки с застывшим агаром помещают 

в термостат и подсушивают 1-1*5 ч*

РЕЦЕПТ 8

Агар для определения ДНК-аэной активности стафилококков

К 150 см3 расплавленного 1% МПА (pH 8*6) добавляют 150 мг 

натриевой соли дезоксирибонуклеиновой.кислоты (ДНК)* растворен
ной в 10 см3 дистиллированной воды с 2 каплями 10% едкого натра. 

Среду прогревают на водяной бане 30 мин и затем охлаждают до 

50-60°, добавляют 1,2 см3 Южного стерильного раствора хлорис
того кальция и 7-0 см3 (5%) сыворотки крови крупного рогатого 

скота. Среду разливают в чашки Петри по 12-15 см3 . Чашки с за 
стывшим агаром помещают в термостат и подсушивают 1-1 ,5  ч*

РЕЦЕПТ 9

Среда для стафилококкового фага

Для приготовления I  дм3 среды требуется агар-агара 12 г* 

гидролизата Хоттингера -  200 см8 * свежей мясной воды -  400 см3 , 

водопроводной воды -  400 смэ , глюкозы -  4 г ,  хлористого каль- 
диз 0,2 г (последний добавляют непосредственно к готовой рас*- 

шавледной среде перед разливом ее в чашки Петри -  2 см3 10%. 
стерильного раехвора)*
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РЕЦЕПТ 10

Среда Карташовой для выделения стрептококков (жидкая)

К 500 см3 МПБ добавляют 2 ,5  г лактозы, I  см3 спиртового 

раствора 1:100 бромкрезолпурпура (после растворения I  г порош

ка в 50 смэ спирта добавляют 50 см3 дистиллированном воды).

Колбу со средой ставят в холодную водяную баню, доводят до ки

пения и кипятят 5-7 мин. Охлаждают среду до 50-55°С и добавля

ют 50 см3 стерильной сыворотки и неомицин из расчета 50 ЕД на 

I  см3 среды. Среду разливают в стерильные пробирки по 5 см3 .

РЕЦЕПТ I I

Среда Карташовой для выделения стрептококков (плотная)

К 500 см3 расплавленного стерильного МПА добавляют 2 ,5  г 

лактозы, I смэ спиртового раствора 1:10 бромкрезолпурпура (пос

ле растворения I  г порошка в 50 см3 спирта добавляют 50 см3 дис

тиллированной воды). Колбу со средой ставят в холодную водяную 

баню, доводят до кипения и кипятят 5-7 мин. Охлаждают среду до 

50-55°С и добавляют 50 см3 сыворотки и неомицин из расчета 50 ед 

на I  см3 среды. Среду разливают в стерильные пробирки по 5 см3 .

РЕЦЕПТ 12

Среда Эдвардса для выделения стрептококков

1. Приготовить раствор А, для этого б ,66 г ацетата талия 

растворить в 50 см3 воды.

2 . Приготовить раствор Б, для этого 0,026 г кристаллвиолета 

растворить в 50 см3 воды.

3 . Раствор А смешать с раствором Б.

К 500 см3 расплавленного и охлажденного до 45i2°C МПА добав

ляют вначале 37,5  см3 дефибринированной крови, а затем 2 ,5  см3 

смеси растворов А + Б*
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РЕЦЕПТ IB

Мясо-пептонный бульон с келчыо

К 60 см3 стерильного МПБ pH 7 ,4  добавляют асептически 40 см3 

стерильной бычьей желчи, перемешивают, разливают в пробирки и 

стерилизуют при 0 ,5  атм. 20 мин.

РЕЦЕПТ 14

Молоко с метиленовым голубым

0,2  г метиленового голубого растворяют в 20 см3 горячей дис

тиллированной воды, раствор пропускают через бумажный фильтр и 

стерилизуют при П2°С 20 мин, К стерильному обезжиренному моло

ку добавляют 1% приготовленного раствора.

РЕЦЕПТ 15

Среда Гисса в полужидком агаре для определения 
ферментативных свойств стафилококков

К полужидкой пелтониой среде (I % пептона, 0,5% хлорида нат

рия; 0,15% агар-агара) с pH 7 ,4  после ее расплавления добавляют 

0,5% маннита и 1% индикатора Андреде, перемешивают, разливают 

в пробирки по 8-10 см3 . Стерилизуют при П2°С 30 мин, после че

го наслаивают стерильное вазелиновое масло высотой 0 ,5 -0 ,6  см.

РЕЦЕПТ 16

Среда Гисса для определения ферментативных свойств 
стрептококков

К дистиллированной воде добавляют 1% пептона, 0,5% хлорида 

натрия, 1% индикатора Андреде. Колбу с компонентами нагревают 

до 80°С, устанавливают pH 7 ,2 .  Затем среду кипятят 5 мин, до

бавляют 0,5-1% одного из углеводов, разливают по пробиркам с 

поплавками по 4-5 см3 . Стерилизуют 3 дня текучим паром при 

112°С 15 мин. Перед посевом культур к готовой среде добавляют 

1 ,5-2  см3 сыворотки ( I  часть сыворотки на 2-3 части среды)*
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РЕЦЕПТ 17

Питательная среда для выделения энтеробактерий (кода)
Пептон -  15,0 г 
Натрия хлорид -  5,0 г 
Натрия карбонат -  1,0 г
Лактоза
Сульфанол
Бромкрезоловый
пурпурный
Метиленовый
синий
Дистиллирован
ная вода

-  10,0 г
-  12,0 г

-  0,03 г

-  0,003 г

-  I  ди3

Среда выпускается в виде сухого порошка Дагестанским НИИ 

по производству питательных сред Мин.здрав.Российской Федера

ции*
РЕЦЕПТ 18

Среда Олькеницкого

К 100 см3 стерильного питательного агара добавляют I г лак

тозы, 0 ,2  г соли Мора (аммоний железо сульфат Y ^ ^ J ^ y  
7, Q / q )* 0,03 г гипосульфита (тиосульфат натрия ■ У «, У о.

) ,  I г сахарозы, 0,1 г глюкозы, I г мочевины и

0 ,4  см3 0,4# раствора фенолового красного. Предварительно раст

воряют соль Мора с гипосульфитом в одной пробирке с небольшим 
количеством воды, а в другой -  мочевину с углеводами.

После растворения все смешивают с агаром и фильтруют через 
марлю. Стерилизуют текучим паром 3 дня подряд по 20 мин или при 

0 ,5  атм в течение 15 мин. Горячую среду разливают по 5-6 см3 , 

скашивают, оставляя столбик высотой 2-2 ,5  см.

РЕЦЕПТ 19
2&|ударствешт Цитратный агар Симонса 

®йбД*ИШЩй для приготовления цитратного агара Симонса служит 
жидкШ5среда Козера следующего состава:
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натрий-аммоний фосфорнокислый -  1*5 г
Л,'ъУЛнЯЯ0у . ч ^ о

калий фосфорнокислый однозамещенный -  I  г
JC Н г  POv

магний сернокислый -  0 ,2  г
Л 9 &’0Ч • /-л4о

натрий лимоннокислый -  3 г

Для приготовления агара Симонса к I  дм3 среды Коэера добав

ляют 20 г агар-агара, устанавливают pH 7 ,2 , после чего вносят 

10 см3 1,5/6-ного спиртового раствора индикатора -  бромтимолблау, 

приготовленного из расчета: бромтимолблау -  I  г ;  0,1% раствор 

•МдОН -  25 см3 , дистиллированная вода -  475 см3 .

Среду нагревают до полного расплавления агара, фильтруют че

рез ватно-марлевый фильтр, затем разливают в пробирки по 5 см3 

и стерилизуют при 121°С в течение 15 мин. Готовая среда имеет 

зеленовато-оливковый цвет. Перед употреблением среду скашивают.

Бактерии, способные усваивать цитрат-аммонийные соли* дают 

рост на агаре Симонса с изменением его в синий цвет -  положи

тельная реакция,

РЕЦЕПТ 20 

Среда Кларка

Пептон -  5 г
Калий фосфорнокислый двузамещенный -  5 г
Бода дистиллированная -  1000 см3
Ингредиенты растворяют в воде* кипятят 2-8 мин, фильтруют 

через бумажный фильтр, устанавливают pH 6*9-7,0* разливают в 

пробирки по 5 см3 . Стерилизуют при II2jtI°C 20 мин или 3 дня те

кучим паром по 20 мин.



РЕЦЕПТ 21

Среда с мочевиной (Блэк-Кристенсена)
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Пептон -  I  г
Натрий хлорид (л^аС1) -  5 г
Калий фосфорнокислый однозамещенный (КН^РО^) -  2 г
Глюкоза -  I г
Фенолрот (0,2%-ный водный раствор) -  6 см3
Дистиллированная вода -  900 см3

Смесь нагревают до кипения, устанавливают pH 7 ,0 , фильтру

ют среду через бумажный фильтр, затем автоклавируют при 0 ,5  атм 

15 мин- К стерильной среде добавляют ТОО см3 20%-ного раствора 

мочевины, предварительно профильтрованного через фильтр Зейтца. 

Готовую среду с мочевиной разливают стерильной пипеткой в сте

рильные пробирки по 3-4 см3 , которые ставят на 1-2 суток в тер

мостат для контроля на стерильность. При расщеплении мочевины 

среда приобретает малиновый цвет.

РЕЦЕПТ 22 

Реактив Орлиха

Пара-диметиламинобензальдегид -  I г
Спирт этиловый 96° -  95 см3
Соляная кислота концентрированная -  20 см3
Альдегид растворяют в спирте, затем*добавляют кислоту. Ре

актив хранят в темном флаконе с притертой пробкой.

РЕЦЕПТ 28
Среда Гисса с углеводами для определения ферментативных 

свойств энтеробактерий

К JOO см3 дистиллированной воды прибавляют I г пептона,

0 ,5  г хлорида натрия, растворяют при нагревании воды в течение 

нескольких минут, фильтруют через бумажный фильтр, устанавливают 

pH 7 ,0 -7 ,4 , прибавляют 0 ,5  г одного из необходимых углеводов
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(лактоза, сахароза, глюкоза и т .д . ) ,  а затем индикатор Андреде 

в количестве I  см3 на 100 см3 среды*

Готовую среду разливают по 5 см3 в пробирки с поплавками, 

расположенными запаянными концами кверху. Среду стерилизуют те

кучим паром 3 дня подряд по 80 мин или при 0 ,5  атм (И 2°С) в те

чение 15 мин. Среды Гисса с индикатором Андреде имеют соломенно- 

желтый цвет* В результате расщепления углеводов среда приобрета

ет розово-красный цвет. Образование газа определяют по наличию 

пузырьков в поплавке.

При изготовлении полужидких сред Гисса добавляют также 1% 

углеводов и 0 ,4$ агар-агара . При наличии газа наблюдаются пу

зырьки и разрывы в толще агара . См. рецепт 23.

РЕЦЕПТ 25

Среда с сернокислым железом для обнаружения сероводорода

К I дм3 стерильного 2$-ного МПА добавляют сернокислое желе- 

зо ( JfejO y  ) -  0 ,2  г ,  гипосульфит натрия ) "

0 ,3  г ,  лактозу -  I г* 12 см3 0,2$ водного раствора фенолрота. 

Среду разливают в стерильные пробирки по 5-6 см3 и стерилизуют 

текучим паром 20 мин. Посев производят уколом в столбик агара. 

При положительной реакции внутри столбика образуется почернение 

среды.

РЕЦЕПТ 24

Среда Гисса в полужидком агаре

РЕЦЕПТ 26

Реактив Ковача для обнаружения индола

пара-диметиламинобензальдегид 

спирт амиловый

хлористоводородная кислота ( Цс£ ) 
концентрированная

-  5 г

-  75 сма

-  25 см3



РЕЦЕПТ 27

Бульон на переваре Хоттингера
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Для приготовления бульона к 100 см3 основного перевара Хот- 

тингара добавляют 900 см3 дистиллированной воды, 0,5% хлорида 
натрия, 0,1% двузамещенного фосфата калия, устанавливают 
pH 7 ,4 -7 ,6  и кипятят 15-20 мин*

Приготовленный таким образом бульон фильтруют через ватно

марлевый или бумажный фильтр, разливают во флаконы или пробирки 

и стерилизуют при температура 120°С в течение 20-30 мин.

РЕЦЕПТ 28

Желатин для определения протеолитических ферментов

В мясную воду добавляют 1% пептона, 0,5% хлорида натрия,

15% желатина. Предварительно желатин заливают для набухания не

большим количеством мясной воды и ставят на водяную баню при тем
пературе 40-50°С. После ее набухания доливают оставшуюся часть 

мясной воды, вносят хлорид натрия и нагревают смесь до полного 
растворения компонентов, затем устанавливают pH 7 ,2 -7 ,4  и про
гревают I  час текучим паром. Готовую среду фильтруют через ват
но-марлевый фильтр. Разливают в пробирки и стерилизуют текучим 

паром 2 дня по 20 мин или при 0 ,5  атм в течение 15 мин. Протео

лиз выражается разжижением плотного столбика желатина.

РЕЦЕПТ 29
Агар с фенилаланином

Дрожжевой экстракт жидкий 
или экстракт сухой 
Нат'рий хлорид )
Одноэамеще нный натрия

- 100 см8
-  3 г 

5 г

( Por%j>
-  фенилаланин

или Д -  фенилаланин 
Агар-агар
Вода дистиллированная

натрия
I  г
1 г
2 г 

12 г 
I  дм8
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Дрожжевой экстракт вносят в холодною воду, нагревают смесь, 

затем последовательно добавляют остальные ингредиенты и кипятят 

до полного растворения агара (5-10 мин)* Фильтруют через ватно- 

марлевый фильтр и разливают но 2-3 см3 в пробирки* pH среды дол

жен быть V,0 -7 ,2 . Стерилизуют при П2°С« 15 мин. Перед употреб

лением среду скашивают.

РЕЦЕПТ 30

Среда с аминокислотой

Гидролизат казеина сухой -  5 г
Дрожжевой экстракт сухой -  3 г
Глюкоза -  I  г
Бромтимоловой синий -  45 см!
(0,1%-ный раствор в 20% спирта)
Дистиллированная вода -  I  дм3

Все компоненты растворяют при нагревании, устанавливают pH 

среда 6 ,0 , затем добавляют индикатор -  бромкреэоловый синий и 

делят среду на 4 равные части. В одну часть среды аминокислоту 

не добавляют, эта порция служит контролем. В остальные порции 

вносят соответственно лизин и аргинин в количестве по 1%.

Аминокислоты указаны в -форме. Если используется Д-форма 

аминокислоты, то ее добавляют в количестве 2%. После добавления 

аминокислот pH. среды доводят до 6 ,0 ;  среду разливают по 2-3 см3 

в стерильные пробирки и стерилизуют при П2°С 20 мин.

Среда о бромтимоловым синим зелено-оливкового цвета, при 

щелочной реакции приобретает синий цвет* при кислой -  желтеет.

РЕЦЕПТ .31

ЦИХ-агар для выделения культур сииегнойной палочки

Пептон ферментативный -  20,0 г
Калий сернокислый -  7 ,0  г
Магний хлористый -  1 ,5  г
Магний сернокислый -  1,5 г
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^ -  цетилгшридиний-хлористый 

одноводный 
Агар-агар
Вода дистиллированная

-  2 ,0  г
-  10,0 г
-  1000,0 см3

Среду нагревают и кипятят 2-3 мин и разливают перед иссле

дованием в чашки Петри»

К I дм3 расплавленного МПА добавляют 10 г глюкозы, 3 г суль- 

фанола. Среду охлаждают до 45±2°С и вносят 0 ,3  см3 рабочего раз

ведения мономицина, т .е .  0,003 г антибиотика и 2 ,5  см3 разведен

ного пенициллина (0 ,15  г или 250000 ед антибиотика). После вне

сения каждого компонента содержимое колбы осторожно перемешивают 

круговым движением (без образования Лены).

Среду разливают в стерильные чашки Петри по 10-15 см3 и под

сушивают в термостате при 37°С.

Для приготовления рабочего разведения мономицина во флакон, 

содержащий 0 ,5  г антибиотика, добавляют 5 см3 стерильной дистил

лированной воды. I  см3 полученного разведения переносят в пробир

ку с 9 см3 стерильной дистиллированной воды. На I  дм3 среды до

бавляют 0,3 см3 рабочего разведения мономицина, как.указано в 

рецепте приготовления сред.

Для приготовления разведения пенициллина во флакон, содержа

щий 500000 ед антибиотика, добавляют 5 см3 стерильной .дистилли

рованной воды. На I дм3 среды необходимо внести 2 ,5  см3 этого

РЕЦЕПТ 32

Среда ГСМП для выделения культур синегиойной 
палочки

разведения
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РЕЦЕПТ 33

Среда Кинг А для образования пиоцианина синегнойной 
палочки

Пептон
Глицерин
Калий сернокислый 
Магний хлористый 
Агар-агар

-  20 г 
- Ю г

-  1 ,4  г
-  20 г

10 г

Вода дистиллированная -  1000 см3

Среду стерилизуют при И2°С в течение 20 мин

РЕЦЕПТ 34

Питательная среда 1ЛЭМ им. Н.Ф.Гамалеи в модификации 
ВНИИВС для выделения микоплазм

1. 65% стерильного бульона из триптического перевара сердца 

крупного рогатого скота;

2 . 20% стерильной сыворотки крови лошадей, анактивирован- 

ной при 56°С в течение 30 мин;

3 . 10% стерильного дрожжевого экстракта (25%)

4. 5% стерильной молочной сыворотки, инактивированной при 

56°С в течение 30 мин;

5. 0,5% хлористого натрия;

6 . 0,5% стерильного раствора глюкозы (40%-ного);

7 . 0,002% фенолового красного 

pH среды 8 ,0

При приготовлении плотной среды к бульону добавляют 1,5-2% 

агар-агара . Сыворотку крови лошади, молочную сыворотку и дрожже

вой экстракт вносят в расплавленный агар*

С целью подавления роста посторонней микрофлоры в жидкие сре

ды при первичном выделении микоплазм и ахолеплазм добавляют сле

дующие ингибиторы: раствор ацетата таллия в конечной концентра

ции 1:2000 и раствор пенициллина из расчета 1000 ЕД/см3 пита
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РЕЦЕПТ 35

Питательная среда для выделения уреаплазм

Для приготовления жидкой питательной среды смешивают равные 

объемы пептона Мартена и мясной воды. Двунормальным раствором 

соляной кислоты pH доводят до 5 ,8 -6 ,0 , жидкую среду разливают, 

в колбы по 200-400 см3 и стерилизуют 30 мин при температуре 

120°С. Перед употреблением на 100 см3 бульона добавляют 20 см3 

неинактивированной сыворотки крови лошади, 10 см3 дрожжевого 

экстракта (pH 6 ,0 ) , 6 см3 25%-ного водного раствора мочевины и 

0,3 см3 0,5%-ного раствора фенолового красного.

При приготовлении плотной среды к бульону добавляют. 1,5-2% 

агар-агара* Ацетат таллия ингибирует рост уреаплазм, вследствие 

чего его не добавляют к питательной среде. Для подавления роста 

сопутствующей микрофлоры при выделении уреаплазм в питательную 
среду вносят только пенициллин (1000 ЕД).

Раствор мочевины стерилизуют через пластины СФ фильтра Зейтца.

РЕЦЕПТ 36

Глюкозо-дрожжевой агар

Пептон
Дрожжевой экстракт 
сухой
Глюкоза
Агар-агар
Вода дистиллированная 
pH 6 ,0-6 ,2

- Ю г

-  1,0 г
-  40,0 г
-  15,0 г
- 1000 см3

Стерилизуют среду в автоклаве при П2°С 20 мин.

РЕЦЕПТ 37 

Среда Сабуро
Глюкоза (мальтоза) -  40 г
Пептон -  10 г
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Агар-агара -  18 г
Вода дистиллированная -  ЮОО см3

К 1000 см3 дистиллированной воды добавляют 18 г агар-агара, 

40 г мальтозы или глюкозы и 10 г пептона.

Нагревают среду до полного растворения (при наличии осадка 

ее фильтруют), Устанавливают активную кислотность (6 ,6 ^ 0 ,I )  ЕД pH 

с помощью молочной кислоты, разливают в мерные колбы и стерили

зуют при Il'dji 1°С в течение 15 мин*

РЕЦЕПТ 38 

Солодовый агар

Солодовое сусло -  1000 си3

Агар-агар -  30 г

Приготовление солодового сусла с массовой долей сухих ве

ществ 7,5±0,5%«

Сусло фильтруют через фильтровальную бумагу, разливают в 

колбы и стерилизуют 30 мин при Н 2°С. Затем сусло декантируют. 

Массовую долю сухих веществ определяют ареометром-сахарометром 

с диапазоном измерений 0—1056* Сусло разбавляют водой до массо

вой доли сухих веществ 7,5+0,5%, разливают в колбы и стерилизу

ют при П2±1°С 20 мин.

Приготовление агара. К 1000 см3 сусла прибавляют 30 г агар- 

агара, нагревают среду до полного расплавления агара и фильтру

ют через вату. Охлаждают до 50±5°С и устанавливают активную 

кислотность 6,6+0,1 ЕД pH с помощью молочной кислоты, фильтрат 

разливают в мерные колбы и стерилизуют при П2±1°С в точение 

20 мин*
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РЕЦЕПТ 39

Среда из сухого сывороточного агара БФ

Агар', сухой сывороточный БФ -  60 г
(производство Северо-Кавказского филиала ВНИИМС)

Вода дистиллированная -  1000 см3

К 1000 см3 дистиллированной воды добавляют 60 г сухого сы

вороточного агара БФ» нагревают до полного растворения (при на

личии осадка фильтруют). Устанавливают активную кислотность 

4 ,0 1 ^ 5  ЕД pH с помощью молочной кислоты, разливают в мерные 

колбы и стерилизуют при 120°С в течение 15 мин. См. дополнение 

стр.

РЕЦЕПТ 40

Элективная дифференциально-диагностическая среда для 
выделения и идентификации грибов рода Candida (ЭДЦС)

Элективная дифференциально-диагностическая среда обусловле

на введением карамели (солод, поджаренный при 150-170°С в тече

ние 2 ,5  ч ) ,  что дает обогащение минерального состава среды.

В качестве субстрата используют фильтрат сусла, имеющего 

углеводов 15-17° по ареометру (по Баллингу), и расплавленный в 

дистиллированной воде агар-агар .

18-20 г агар-агара растворяют в 500 см3 дистиллированной 

воды, затем добавляют I  дм8 фильтрата сусла, имеющего карамели 

6-8J&. После установления pH 6 ,6 -6 ,8  среду разливают в колбы и 

автоклавируют при 121±1°С в течение 15 мин. Для проверки на 

стерильность среду ставят в термостат на 24 часа при 37*10С. По 

истечении этого срока ее нагревают до 100°С и остывшую до 47-50°С 

разливают в чашки Петри или в пробирки. Чашки со средой можно 

хранить в холодильнике в течение 15-30 с у т .,  защитив от Высыха

ния путем помещения в целлофановые мешки.
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РЕЦЕПТ 41

Селективная среда для выделения коринебактерий

Применяют шоколадный теллуритовый агар . Вначале готовят 

кровяной агар .

К 500 см3 расплавленного агара при температура водяной ба

ни 75-80°С добавляют 25 см3 цитратной или дефибримированной кро

ви лошади и смешивают в течение 3-5 мин, пока агар не приобретет 

темно-кофейный (шоколадный) цвет.

После охлаждения агсра до 56°С к нему добавляют 35 см3 сте

рильной сыворотки лошади и тщательно ее размешивают. Затем до

бавляют 5 см3 ГД-ного водного раствора теллурита калия. Готовый 

агар разливают в чашки. Хранят среду в холодильнике в течение 

пяти суток.

РЕЦЕПТ 42

Теллуритовая среда Клауберга

Первая смесь: предварительно готовят глицериново-кровяную 

смесь, смешивая 20 см3 бараньей или лошадиной крови с 10 см3 

х .ч .  глицирина. В день приготовления среды готовят две другие 

смеси.

Вторая смесь; расплавляют 50 см3 мясо-пептонного агара , охлаж

дают его до 50°С, после чего к нему добавляют 2 ,5  см3 глицери

ново-кровяной смеси.

Третья смесь: смешивают 17 см3 бараньей крови с 83 см3 дис

тиллированной воды (смесь готовят стерильно), подогревают в во

дяной бане до 50°0. Соединяют вторую и третью смеси, добавляют 

4 см3 1% раствора теллурита калия, быстро все компоненты пере

мешивают и разливают среду в чашки Петри. Среда прозрачная, 

имеет красно-вишневый цвет.



С О Д Е Р Ж А Н И Е

1. Общая ч а с т ь ..............................................................................................  3

2. Специальная ч а с т ь ................................................................................  3

2.1. Правила отбора и доставки проб м о л о к а ................................ 3

2.2. Правила доставки п р о б ...............................................................  4

2.3. Методы исследования молока (секрета вымени) коров на
наличие возбудителей мастита ................................................ 4

3. Приложение.........................................  36

Техническое редактирование В. В. Самусенко

Подп. в печать 10.08.94 г. Формат 60X90Vie.
Уел. п. л. 3,4. Тираж 300 экз. Заказ N° 152.

Москва. Типография Россельхозакадемии
Источник

http://files.stroyinf.ru/Index2/1/4293740/4293740821.htm

