
МИНИСТЕРСТВО 
СЕЛЬСКОГО ХОЗЯЙСТВА 

РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 
(М инсельхоз России) 

ДЕПАРТАМЕНТ ВЕТЕРИНАРИИ 
107139, Москва, Орликов пер., 1/11 

Для телеграмм: Москва, 84 
Минроссельхоз

Факс: (095) 975 58 50, тел: (095) 207 80 00 
E-mail:chief@devet.mcx.ru 

http ://ww\v.mcx.ru

tt0b.bc/h  № /3-5-02,, '{О
на №________________________

«У ТВ ЕРЖ Д А Ю »
Руководитель Департамента ветеринарии 

М инсельхоза России

_____________________ Е.А. Непоклонов

_______________ 2004 г

у  /3  - 5 - os. / /о

М етодические рекомендации
«Выделение и идентификация бактерий
желудочно-кишечного тракта животных»

ОБЩ ИЕ ПОЛОЖЕНИЯ

М етодические рекомендации «Выделение и идентификация бактерий желу­
дочно-кишечного тракта животных» разработаны для научно-исследовательских 
и учебных ветеринарных учреждений, ветеринарных лабораторий и других орга­
низаций и предназначены для выделения, количественного учета, идентифика­
ции и изучения биологических свойств условно-патогенных, патогенных и по­
лезных бактерий желудочно-кишечного тракта животных, а такж е определения 
потенциальной этиологической значимости выделенных микроорганизмов при 
желудочно-кишечных болезнях животных.

В методических рекомендациях изложены количественные и качественные 
методы исследований микрофлоры кишечника животных, позволяю щ ие рацио­
нализировать и упростить бактериологический анализ с целью  прижизненной 
постановки диагноза на желудочно-кишечные болезни и дисбактериоз, эконо­
мить материальные средства и сократить затраты труда, что позволит проводить 
обследование большого поголовья животных в короткие сроки и охарактеризо­
вать этиологическую структуру острых кишечных болезней в хозяйстве, а также 
дать оценку степени защищенности животных полезной микрофлорой и опре­
делять лечебно-профилактическую эффективность различных препаратов.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы с несомненностью установлена полиэтиологичносп 
острых кишечных заболеваний человека и животных с существенным удельные 
весом возбудителей, относящихся к условно-патогенным бактериям. Между тем 
причины желудочно-кишечных болезней животных часто остаются нерасшиф­
рованными, что затрудняет анализ, учет заболеваемости и проведение лечебно­
профилактических мероприятий. В результате, невозможно целенаправленнс 
конструировать специфические биологические препараты и объективно оцени­
вать их эффективность.

Выделение, количественный учет и точная идентификация условно- 
патогенных, патогенных и полезных бактерий желудочно-кишечного тракта жи­
вотных вызывают определенные затруднения. Существующие на сегодняшний 
день методики определения микробного состава содержимого кишечника преду­
сматривают, как правило, проведение качественного анализа с использованием, 
для биохимической идентификации бактерий, набора жидких дифференциально­
диагностических сред. Это не позволяет полноценно характеризовать микроб­
ный биоценоз и не всегда обеспечивает стандартность получаемых результатов. 
Описанный ранее метод количественного анализа микрофлоры кишечника (Р. 
В. Эпштейн-Литвак, Ф. К. Вилыпанская, 1969, модифицированный К. Я. Соколо­
вой, 1972) дает исчерпывающий ответ. Однако трудоемкость этого метода огра­
ничивает его практическое применение, особенно в условиях крупных живот­
новодческих хозяйств. Метод можно использовать при углубленных исследова­
ниях или при динамическом наблюдении за приживляемостъю в кишечнике 
лакто- и бифидобактерий, при лечебно-профилактическом применении соответ­
ствующих препаратов.

Представленные в данных методических рекомендациях методы исследова­
ний фекалий животных, а также выделения и идентификации бактерий, позво­
ляют рационализировать и упростить бактериологический анализ, с целью при­
жизненной постановки диагноза на желудочно-кишечные болезни и дисбакте­
риоз.

Нами предложен сокращенный метод количественной оценки состава мик­
рофлоры желудочно-кишечного тракта животных для проведения широкого об­
следования поголовья и характеристики этиологической структуры острых ки­
шечных болезней в хозяйстве, а также для оценки степени защищенности жи­
вотных полезной микрофлорой по количеству лакто- и бифидобактерий. За счет 
обоснованного выбора критериев оценки микробного состава, число разведений 
материала для количественного бактериологического анализа сокращено вдвое, 
что уменьшает затраты труда, количество лабораторной посуды и питательных 
сред.

На этапе идентификации выделяемых бактерий мы рекомендуем использо­
вать коммерческие тест-системы ПБДЭ (пластины биохимические дифференци­
рующие энтеробактерии) или СИБ (системы индикаторные бумажные). Исполь­
зование стабильных тест-систем обеспечивает унификацию исследований, эко­
номию материальных средств и сокращение затрат времени. Гест-системь
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удобны для транспортировки, хранения, особенно незаменимы при работе в экс­
педиционных условиях.

Для определения потенциальной этиологической значимости при желудочно- 
кишечных болезнях выделенных бактерий, наряду с установлением их видовой 
принадлежности, количественной характеристикой и серотипированием, мы ре­
комендуем использовать выявление одного из существенных признаков пато­
генности некоторых микроорганизмов —  адгезивной активности.

1. БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

1.1.Микрофлора кишечника здоровых животных

С организмом животного ассоциированы, как правило, десятки и сотни видов 
различных микроорганизмов. Многие микроорганизмы обнаруживаются в раз­
ных областях тела, изменяясь лишь количественно, в зависимости от вида мле­
копитающих. Однако большинству животных свойственны общие усредненные 
показатели микрофлоры.

В таблице 1 представлены группы микроорганизмов, выявляемые в содер­
жимом кишечника нижних отделов желудочно-кишечного тракта животных.

Таблица 1

Микрофлора нижних отделов желудочно-кишечного тракта животных

Название микробных групп 
(родов или видов)

Количество микроорга­
низмов в 1 г материала из 

кишечника
Эшерихии
Бифидобактерии
Лактобактерии
Энтерококки
Бактероиды
Эубактерии
Клостридии
Klebsiella, Proteus, Citrobacter, Enterobacter 
Псевдомонады
Стафилококки (S.epidermiciis, S.aureus и др) 
Стрептококки (S.mitis, S.salivarius и др) 
Дифтероиды
Аэробные бациллы (B.subtilis, B.licheniformis и др) 
Грибы, актиномицеты

Го7
107-109 (до Ю10) 

106-107 
10б-107 

Ю10 (до 1011) 
104- 105 
104- 105 
0 -  105 
0 - 1 0 8 
103- 104 
до Ю7 
0 - 1 0 6 
ю 3- ю 4 

103

В настоящее время установлено, что на долю анаэробных и факультативнс 
анаэробных видов микроорганизмов в кишечнике приходится 95-99 %, а все 
аэробные бактерии составляют 1-5 %.
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При анализе количественного и качественного состава микрофлоры фекалий 
животных разных видов необходимо учитывать, что вся микрофлора желудочно- 
кишечного тракта условно подразделяется на нормальную (полезную), условно- 
патогенную и патогенную (табл. 2).

Таблица 2

Количество микроорганизмов в 1 г фекалий здоровых телят

Микрофлора Вид микроорганизма Количество, кл/г
Ё. coli 10ь-107

Нормальная Споровые анаэробы 103 - 105
микрофлора Lactobacillus 10б-107

Bifidobacillus 107-109
Staphylococcus до 103

У словно-патогенная Enterococcus до 103
микрофлора Streptococcus ДоЮ3

C. albicans ДоЮ3
P. mirabilis, P. vulgaris 102- 103
M.morganii 102
E. coli со слабо выраженными
ферментативными свойствами 103
К. pneumoniae 103
Р. rettgeri, Р. alcalifaciens, 103
С. freundii, С. diversus ю 2
Н. alvei 102
Erwinia ю 2
Shigella 0
Serratia 0
E. cloacae, E. aerogenes 0
E.agglomerans 0
Salmonella 0

Патогенная Yersinia 0
микрофлора E. coli энтеропатогенная 0

Токсигенные клостридии 0

Нормальные бактерии, представленные, в основном, непатогенной Е. coli. 
Lactobacillus, Bifidobacillus и споровыми анаэробами, у здоровых животные 
должны содержаться в концентрациях 106-  107 и вышем.кл. в 1 г фекалий. Прк 
размножении, данные бактерии вырабатывают биологически активные вещества 
защищающие организм животных от других микроорганизмов и их токсинов, е 
также занимают экологическую нишу патогенных бактерий. При уменьшение 
концентрации полезных бактерий в желудочно-кишечном содержимом живот­
ных развивается дисбактериоз, на фоне которого может возникнуть ТО ИЛИ иное
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заболевание.
Условно-патогенные бактерии, такие как Е. соН со слабо выраженными фер­

ментативными свойствами, Enterococcus, Proteus, Klebsiella и др., могут посто­
янно находиться в желудочно-кишечном тракте животных и не вызывать нару­
шений пищеварения. Однако на фоне дисбактериоза, дефицита полезной микро­
флоры, низкой резистентности организма и других причин, условно-патогенные 
бактерии приобретают вирулентные свойства и вызывают желуочно-кишечные 
болезни, проявляющиеся диареей, интоксикацией, обезвоживанием организма и 
ДР-

Как следует из таблицы 2, допустимая концентрация условно-патогенных 
бактерий в 1 г фекалий телят не должна превышать 102 -103 м. кл, а патогенные 
микроорганизмы не должны обнаруживаться в кишечнике животных.

Патогенные бактерии, как правило, обладают вирулентными свойствами и 
при попадании в организм животных могут вызвать заболевание. П ри выделении 
из фекалий животных таких бактерий как Е. coli энтеропатогенная (вызываю­
щая гемолиз эритроцитов, обладающая адгезивными свойствами и др.), Salmo­
nella, Yersinia и др. эти микроорганизмы можно рассматривать как этиологи 
ский фактор возникновения и развития болезни у животного.

У разных видов животных и птиц соотношение полезной, условно- 
патогенной и патогенной микрофлоры в желудочно-кишечном тракте может 
быть различным. Даже у одного и того же вида животных в норме микробный 
пейзаж может отличаться, в зависимости от содержания и кормления, качества 
кормов, индивидуальных особенностей организма и др.

1.2. Необходимые материалы, реактивы, питательные среды

При проведении бактериологических исследований фекалий животных для 
прижизненной постановке диагноза при желудочно-кишечных болезнях необхо­
димые

- бактериологические пробирки или пенициллиновые флаконы, стериль­
ные с резиновой пробкой и лопаточками дли забора материала. В ес пробирки 
(флакона) указан на этикетке из лейкопластыря;

- чашки Петри, ГОСТ —  25336— 82;
- пипетки градуированные, ГОСТ —  20292—  74 на 1 мл, 10 мл;
- бактериологическая петля из проволоки никелевого сплава, диаметром 

0,5— 0,5 м;
- груша резиновая малая;
- предметные стекла;
- пробирки агглютинационные, ГОСТ —  25336 —  82;
- спирт этиловый для горения спиртовок, обжига шпателя;
- раствор хлорида натрия изотонический, pH = 7,2 —  7,4 (ИХН);
- агары: Эндо, Плоскирева, 5%-ный кровяной, висмут-сульфит агар, солевое 

агар; СТБС (специальная среда для выделения иерсиний);
- среда обогащения (селенитовый бульон или хлормагыиевая среда, или средг 

Мюллера);



- среда Блаурокка жидкая;
- среда МРС-2 полужидкая;
- мясопептонный 2 %-ный агар в пробирках по 5 мл;
- стерильное вазелиновое масло;
- растворы консервантов (см. приложение № 1);
- комбинированные среды типа Олькеницкого, Ресселя, Клиглера;
- наборы стабильных тест-систем для идентификации микроорганизмов по 

биохимическим свойствам (ПБДЭ или СИБ );
-наборы диагностических сывороток для серологической диагностики эше- 

рихий, сальмонелл и других энтеробактерий.
Рецептура питательных сред, консервантов, характеристика ПБДЭ и СИБ 

дана в приложении.

1.3. Забор материала и подготовка к работе

При заборе материала необходимо исключить возможность загрязнения его 
микроорганизмами из окружающей среды. Для бактериологического исследо­
вания целесообразно брать пробы до начала фаго- и антибиотикотералии.

Исследуемый материал (фекалий около 1 г) забирают в стерильные, предва­
рительно взвешенные бактериологические пробирки или пенициллиновые фла­
коны. В сопроводительном документе необходимо указать вид и номер животно­
го, его возраст, клиническое состояние, когда и какие виды бактериофагов, ан­
тибиотиков или друтих антибактериальных препаратов применяли, дату и время 
взятия пробы, первичность или повторность анализа. Исследуемый материал 
суспендируют в изотоническом растворе хлорида натрия (ИХН) pH - 7,2-7,4 в 
отношении 1:10 (из расчета 1 г материала и 9 мл ИХН) и высевают на питатель­
ные среды не позднее двух часов с момента взятия пробы.

При использовании консервантов материал пригоден для исследования в те­
чение 12-24 ч. В качестве консервантов используют глицериновую смесь (pH- 
7,8), буферный глицериново-солевой раствор, фосфатно-буферный раствор 
(pH-8,0), ИХН (pH - 7,2-7,4) (см. приложение № 1).

Вес взятого для анализа материала определяют по разнице весов флакона с 
материалом (или флакона с материалом и консервантом) и веса пустого флакона 
(или флакона с консервантом).

Для приготовления материала в разведении 1:10 требуемое количество ИХН 
определяют по пересчетной таблице № 3. При использовании консерванта от ус­
тановленного по таблице № 3 объема ИХН следует вычесть объем консерванта. 
Хранят материал при температуре 4±1 °С.

1.4. Схема бактериологического исследования

I день исследований - Исследуемый материал (содержимое кишечника, фе­
калии) разводят физиологическим раствором 1:10, согласно пересчетной таблице 
№ 3.

Готовят разведения исследуемого материала от 10'1 до 10‘8. Из каждого разве-
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дения делают посевы на пластинчатые питательные среды Эндо, висмут-сульфит 
агар, желточно-солевой агар, агар Плоскирева, кровяной агар), на среду МРС-2 и 
Блаурока и инкубируют при температуре 37°С 18-24 часа. Из разведения 1:10 де­
лают также посев на среду обогащения (селенитовая среда) для выделения саль­
монелл и инкубируют при температуре 37°С 16-18 часов.

Таблица 3

Пересчетная таблица для приготовления разведений 1:10 
исследуемого материала в ИХН, pH = 7Д-7,4

Вес, мг Кол-во 
ИХН, мл

Вес,мг Кол-во 
ИХН, мл

Вес, мг Кол-во 
ИХН, мл

200 1,80 370 3,33 530 4,77
210 1,89 380 3,42 540 4,86
220 1,98 390 3,51 550 4,95
230 2,07 400 3,60 560 5,04
240 2,16 410 3,69 570 5,13
250 2,25 420 3,78 580 5,22
260 2,34 430 3,87 590 5,31
270 2,43 440 3,96 600 5,40
280 2,52 450 4,05 610 5,40
290 2,61 460 4,14 620 5,58
300 2,70 470 4,23 630 5,67
310 2,79 480 4,32 640 5,76
320 2,88 490 4,41 650 5,85
330 3,06 500 4,50 660 5,94
350 3,15 510 4,59 670 6,03
360 3,24 520 4,68 680 6,12
690 6,21 790 7,11 900 8,10
700 6,30 800 7,20 910 8,19
710 6,39 810 7,29 920 8,28
720 6,46 820 7,38 930 8,37
730 6,57 830 7,47 940 8,46
740 6.66 840 7,56 950 8,55
750 6,75 850 7,65 960 8,64
760 6,84 860 7,74 970 8,82
770 6,93 870 7,83 990 8,91
780

1
7,02 880 7,92 1000 9,00

П  день исследований -  С пластинчатых питательных сред отбирают изога 
рованные колонии и делают посевы на среды для первичной идентификацк 
микроорганизмов (среда Олькешщкого или среда Югиглера). Проводят количес- 
венный учет колоний. Делают посевы со среды обогащения на пластинчатые ш 
тательные среды (агар Плоскирева и висмут-сульфит агар), с дальнейшей род 
вой и видовой идентификацией. Все посевы инкубируют при температуре 37е



18-20 часов.
Ш  день исследований -  Проводят учет результатов первичной идентифика­

ции бактерий. Делают посевы на среды минимального дифференцирующего ря­
да для определения рода. Проводят серологическую идентификацию с агглюти­
нирующими и адгезивными сыворотками к сальмонеллам и энтеропатогенным 
E.coli (ЕРЕС). Используют диагностические бактериофаги.

IV день исследований -  Делают заключение о родовой и видовой принад­
лежности микроорганизмов. Проводят постановку дополнительных тестов для 
идентификации некоторых видов энтеробактерий. Готовят мазки со сред Блауро- 
ка и МРС-2 и просматривают их под микроскопом. Проводят серологическую 
идентификацию выделенных микроорганизмов в реакции агглютинации на стек­
ле с использованием диагностических сывороток.

V день исследований -  Окончательное определение видов, биоваров, коли­
чественная характеристика выделенных микроорганизмов.

1.5. Посев материала и выделение чистой культуры

При посеве материала для выделения чистой культуры используют пластин­
чатые селективно-дифференциальные среды, для выделения сальмонелл - среды 
обогащения.

Для количественной характеристики аэробной микрофлоры проводят дози­
рованный посев на пластинчатые среды из четырех диагности-чески значимых 
разведений исходного материала (КГ4, 10'5, 10"6, 10’8). Разведения готовят в пяти 
бактериологических пробирках. В две пробирки наливают по 9,9 мл изотони­
ческого раствора хлорида натрия (для разведений 10‘3, 10"8), в три пробирки - 
4,5 мл (для разведений 10"4, 10'5) и последовательно переносят взвесь из преды­
дущего разведения в последующее в объемах, указанных на рис. 1.

Всю работу проводят с соблюдением стерильности, со сменой пипеток 
при переходе от предыдущего разведения к последующему. Каждую взвесь хо­
рошо перемешивают.

Перед работой пластинчатые среды подсушивают в сушильном шкафу при 
температуре 60±1 °С в течение 20 мин, при 40=1 °С в течение 45 мин. На по­
верхности агара не должно оставаться конденсационной влаги.

Целесообразно использовать следующий набор сред, обеспечивающих вы­
деление патогенных и условно-патогенных энтеробактерий:

— селективная среда Плоскирева, для выделения сальмонелл (посев прово­
дят петлей из разведения 10'1 и 10‘4);

— дифференциально-диагностическая среда Эндо, для выделения клебси- 
елл, протеев, энтеробактеров, гафний (посев проводят пипеткой в объеме 0,05 
мл из разведения 10‘8);

—  дифференциально-диагностическую среду Эндо для выделения энтеро­
бактерий (посев проводят пипеткой, мерно, из разведений 10'5 и 10"6 в объеме 
0,05 мл с последующим растиранием шпателем);

—  5 %-ный кровяной агар для выделения гемолитических форм микроорга­



низмов (проводят посев суспензий чистых культур микроорганизмов и посев 
из разведений 10'5; 10‘6, пипеткой в объеме 0,05 мл с последующим растиранием 
шпателем).

Для выделения сальмонелл используют жидкие среды обогащения: хлор- 
магниевую, Мюллера, селенитовый бульон. Посев проводят пипеткой в объеме 
1 мл из исходного (10-1) разведения в 5 мл среды обогащения с последующим 
высевом петлей через 16— 18 ч на дифференциально -  диагностические среды.

Для выявления лакто-и бифидобактерий используют жидкие среды:
— Блаурокка - для обнаружения бифидобактерий (посев делают из разве­

дения 10"8 в объеме 1 мл);
— МРС-2 - для выявления лактобактерий (посев проводят из разведения 

10'8 в объеме 0,05 мл). Следует обратить внимание на необходимость создания 
анаэробных условий культивирования бактерий на среде Блаурокка и  МРС-2, 
так как бифидо- и лактобактерии являются факультативными анаэробами. При 
посеве пипетку с микробной взвесью опускают на дно пробирки и осторожно 
выливают содержимое, стараясь не допускать появления пузырьков воздуха в 
пробирке.

Все посевы инкубируют в термостате при 37 ±1 °С:
—  среды Плоскирева, Эндо, селенитовый бульон, магниевую среду -18-24 

ч;
— 5%-ный кровяной агар - 48 ч;
— среды МРС-2 и Блаурокка - 3-4 суток;
— висмут-сульфит агар - 48 ч.
При пересеве клеток микроорганизмов с одной среды на другую все манипу­

ляции всегда проводят вблизи пламени горелки (но не в пламени!), по возможно­
сти быстро, чтобы не загрязнять культуру посторонними микроорганизмами. 
При взятии материала, пробирки (колбы) необходимо удерживать в наклонном 
положении, чтобы гарантировать стерильность культуры. Если держать их вер­
тикально, то возможно попадание в культуру посторонней микрофлоры.

Если микроорганизмы высевают на плотную скошенную питательную среду, 
то бактериологической петлёй или иглой с культурой, по поверхности среды' 
проводят прямую или волнообразную черту (лёгким движением, не разрезая сре­
ды). Такой способ называется «посев штрихом». Зигзагообразный штрих прово­
дят в тех случаях, когда необходимо получить больше посевного материала (для 
смывов и т.д.). Если культуру высевают в столбик питательной среды, то иглу 
или петлю вводят в центральную часть, в толщу среды до дна пробирки. Такой 
способ называется «посев уколом».

Культуру помещают в термостат, проводят наблюдения за её развитием и 
описывают характер роста микроорганизмов.

Если посев делают в жидкую среду (или из жидкой среды), лучше пользо­
ваться пипеткой или петлёй. Пробирки держат слегка наклонив, чтобы не замо­
чить их края и пробки. Перед тем как закрыть пробирки, пробки и края пробирок 
обжигают в пламени.
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Подсчет микроорганизмов, пересев на среду Оль- 
кеницкого или Клиглера

I
Родовая и видовая идентификация по биохимическим 

признакам. Серологическая идентификация.

Рис. 1. Схема сокращенного метода исследований 
микрофлоры кишечника животных
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2. ИДЕНТИФИКАЦИЯ ВЫДЕЛЕННЫХ КУЛЬТУР

2.1. Выделение чистой культуры и ее первичная 
идентификация

При посеве материала на плотные питательные среды необходимо получить 
рост изолированных колоний, в противном случае идентификация бактерий не­
возможна. Чашки с посевом просматривают невооруженным глазом.

Форма колоний

а б в г д

Профиль колоний

а б в г
Край колоний

ф  *
а б в г

Структура колоний

а б в г д

Рис. 2. Характеристика колоний:

Форма колоний: а - округлая, б - неправильной формы, в - амебовидная, 
г - ризоидная, д - мицелиальная;

Профиль колоний: а -  плоский, б -  выпуклый, в -  кратерообразный, г -  кону­
совидный;

Край колоний: а - ровный, б - волнистый, в - лопастной, г - бахромчатый;
Структура колоний: а - однородная, б - мелкозернистая, в - крупнозернистая, 

г - струйчатая, <3 — волокнистая.
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В числе характеристик колоний учитывают их размер (диаметр в мм), форму, 
возвышение над поверхностью (плоская, выпуклая), особенности края (ровный 
—  S-форма, волнистый — R-форма) и поверхности (блестящая, матовая), цвет, 
плотность (прозрачная, мутная) и консистенцию (вязкая, пленчатая и др.).

Для определения качественного состава бактерий, колонии на чашке группи­
руют по культуральным признакам (характер колонии), которые являются наи­
более существенной особенностью роста микроорганизмов на плотной питатель­
ной среде.

Различают: 1) поверхностные; 2) глубинные; 3) донные колонии, в зави­
симости от того, где они развивались - на поверхности плотной питательной сре­
ды, в толще ее или на дне сосуда. Обычно изучают и описывают только колонии, 
выросшие на поверхности среды, так как именно эти колонии отличаются боль­
шим разнообразием. Глубинные колонии, напротив, довольно однообразны. Ча­
ще всего они имеют вид более или менее сплющенных чечевичек, принимающих 
в проекции форму овалов с заостренными концами. Лишь у немногих микроор­
ганизмов глубинные колонии напоминают пучки ваты с нитевидными выростами 
в питательную среду. Образование глубинных колоний часто сопровождается 
разрывом агаризованной среды вследствие выделения углекислоты или других 
газов развивающимися микроорганизмами. Донные колонии самых разнообраз­
ных микроорганизмов растут в виде тонких прозрачных пленок, стелющихся по 
дну.

При описании колонии необходимо указывать возраст культуры, состав сре­
ды и температуру культивирования.

Решающее значение при оценке энтеробактерий на пластинчатых средах 
имеет дифференциация по окраске изолированных колоний, зависящая от от­
ношений бактерий к  дифференцирующим компонентам питательной среды, 
например, лактозе (табл 4).

Таблица 4

Характеристика колоний энтеробактерий различных родов

Род Характер роста на различных питательных средах
1 2

Salmonella Размер колоний 2,0-4,0 мм в диаметре, слегка выпуклые, с ров­
ным краем и гладкой поверхностью, влажные.

На МПА -  прозрачные с голубоватым оттенком колонии.
На спеле Эндо -  обычно поозрачные. бледно-розовые, без ме- 

таллического блеска.
Н а среде Плоскиоева - бесцветные, мутноватые, уплотненные. 
Н а стэеле Левина -  тгоозоачные с Фиолетовым оттенком.
На висмут-сульФит агапе -  черные. с металлическим блеском. 

Под колониями среда прокрашивается в черный цвет.
S. paratyphi А -  зеленоватые, светло-нежные.
На солевом агаре -  голубоватые, нежные, прозрачные.
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1 2

Escherichia Более крупные, чем колонии сальмонелл; многообразны по ок­
раске, плотности и форме; могут быть плоские, выпуклые или со 
слегка волнистым слоем; влажные, сухие, иногда слизистые; про­
зрачные или полупрозрачные; напоминают колонии клебсиелл.

На МПБ -  растут диффузно, образуя интенсивную равномерную 
муть и легко разбивающийся осадок; иногда образуют поверхно­
стную пленку и кольцо на стенке пробирки.

На МПА -  гладкие, выпуклые, блестящие, с повными краями 
колонии, хорошо суспендируемые в растворе хлорида натрия (S- 
форма) и более плоские, сухие, с неровными краями, плохо сус­
пендируемые в растворе хлорида натрия колонии (R-форма).

На среде Эндо -  v лактозоположительных штаммов — темно- 
красные, с металлическим блеском или без него, розовые или с 
бесцветным ободком и интенсивно красным или розовым цен­
тром; у лактозоотрицательных штаммов -  под цвет среды или с 
розоватым оттенком.

На среде Плоскирева — рост значительно подавляется, колонии с 
желтоватым оттенком.

На среде Левина -  темно-синие, с металлическим блеском или 
розовые.

На в и с м у т - сульсЬи т  агаре — бледно-зеленые, прозрачные, бле- 
стящие, иногда бурые, без металлического блеска, легко снима­
ются со среды. Под колониями среда не прокрашивается.

Enterobacter Хорошо растут на обычных питательных средах. По размеру, 
форме и окраске сходны с колониями эшерихий и клебсиелл.
На среде Эндо -  от малинового до розового цвета или бежевого 

оттенка.
На среде Плоскирева -  колонии с желтоватым оттенком. В косо 

проходящем свете имеют зеленовато-желтоватый оттенок.
На в и с м у т -с у л ьА и т  агаре -  бледно-зеленые, бурые, прозрачные, 

блестящие, легко снимаются со среды. Под колониями среда не 
прокрашивается.

Erwinia Хорошо растут при 25-27°С, при 37°С могут не расти или давать 
скудный, замедленный рост. Образуют желтый пигмент.

Eta среде Эндо — розоватые, без металлического блеска.
На среде Плоскирева — выпуклые, желтоватого оттенка.
На висмут-сульфит агаре — зеленоватые или коричневого цвета, 

без металлического блеска.
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1 2

Edwardsiella Растут на обычных питательных средах, но более медленно, чем 
другие виды энтеробактерий, образуя мелкие (до 1 мм в диамет­
ре), полупрозрачные колонии.

На среде Эндо -  бесцветные или оозоватые. полупрозрачные, 
сходные с колониями сальмонелл.

Н а висмут- сульсЬи т  агаре -  темные, без металлического блеска и 
почернения среды под ними.

Н а среде Плоскиоева -  бесдветные. полупрозрачные, с гладкой 
блестящей поверхностью.

Не имеют специфического запаха.

Citrobacter Гладкие, слегка выпуклые, влажные, сероватые колонии с  бле­
стящей поверхностью. М огут встречаться слизистые и шерохова­
тые формы.

Н а среде Эндо - v  лактозоположительных штаммов -  интенсив- 
но-розовые или красные с темным центром, но не дающие харак­
терного для эшерихий металлического блеска; у  лактозоотрица­
тельных штаммов -  слегка опалесцируют, в тон среды или с розо­
ватым оттенком.

Н а среде Плоскирева -  лактозоположительные штаммы имеют 
интенсивную розово-красную окраску с темным центром. Лакто­
зоотрицательные штаммы образуют слегка опалесцирующие, вы­
пуклые колонии, окрашенные в тон среды.

Н а би см ут-сульсЬи т  агаре -  через 48 ч инкубации колонии свет- 
ло-зеленые, коричневые или черные. Черные колонии, образуе­
мые штаммами, продуцирующими сероводород, в отличие от чер­
ных колоний, образуемых сальмонеллами, не окрашивают в чер­
ный цвет среду под колонией.

Рост колоний сопровождается резким неприятным запахом.

Klebsiella Крупные (в диаметре 3 мм), выпуклые, влажные, слизистые, не­
редко сливаются друг с другом.

Н а МПБ -  равномерное помутнение, образование осадка и по- 
верхностная пленка.

Н а М ПА -  крупные, выпуклые, слизистые колонии.
На соепе Эндо — лактозоположительные штаммы сходны с ко- 

лониями эшерихий, с металлическим блеском или без него. Могут 
быть красные, розовые, белые, прозрачные, бесцветные с белым 
ободком, с темным или розовым центром.

Н а среде Плоскирева -  красные, розовые, бесцветные, бежевые 
или желтые (в зависимости от степени ферментации лактозы).
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Proteus Н а МПБ — вызывают равномерное помутнение и осанок.
На сюеде Эндо — Р .vulgaris и P.mirabilis проявляют способность 

к  роению и дают сливной рост. Другие виды образуют колонии, 
сходные с колониями сальмонелл.

На среде Плоскиоева -  2-7 мм в диаметре, прозрачные и полу- 
прозрачные, выпуклые, с желтовато-розовым оттенком (перла­
мутровые). Вокруг колоний желтоватый ореол.

На висмут-сульФит  агаре -  через 48 часов культивирования ко- 
лонии влажные, грязно-коричневого цвета, без металлического 
блеска. После их снятия на среде остается темно-коричневая ре­
дукционная зона.

Рост колоний сопровождается резким гнилостным запахом.

Serratia Бесцветные, по размеру и  форме сходны с колониями сальмо­
нелл. Хорошо растут при 15-30°С.

На кровяном агаре при 37°С образуют серовато-белые прозрач- 
ные колонии, гладкие или мелкозернистые, 1-2 мм в диаметре. 
При комнатной температуре через 24-48 ч  колонии становятся 
красными, т.к. бактерии образуют розово-красный или малиновый 
водонерастворимый пигмент продигиозин.

На скошенном М ПА образуют гладкий белый налет.
На среде Эндо -  прозрачные, бледно-розовые, без металлическо- 

го блеска.
На среде Плоскиоева -  бесцветные.
На висмут-сульфит агаре — коричневые, черные. Под колониями 

среда не прокрашивается.
Культура издает ароматный запах, напоминающий запах кара­

мели.

Morganella Хорошо растут на обычных питательных средах.
На кровяном агаре некоторые штаммы даю т гемолиз.
На среде, содержащей 5 % триптофана, штаммы морганелл про­

дуцируют красно-коричневый пигмент.
Сходны по культуральным свойствам с Proteus.
На среде Эндо -  сливной рост.
На среде Плоскирева -  прозрачные и полупрозрачные, выпук- 

лые, с желтовато-розовым оттенком.
На висмут-сульфит агаре -  влажные, коричневого цвета, без ме- 

таллического блеска.
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Hafriia Полупрозрачные, бесцветные, розоватые, сероватые или имеют 
оттенок среды.

На МПА -  гладкие, влажные, полупрозрачные. мутноватые, се- 
роватые колонии диаметром 2-4 мм.

На снеде Эндо -  полупрозрачные, бесцветные или бледно- 
розовые, без металлического блеска.

На следе Плоскилева -  лают скудный лост, сеповатые или жел- 
товатые или розоватые.

Yersinia Хорошо растут на простых питательных средах при температуре 
28-29° С и pH -  7,2-7,4. Культивируются в температурном диапа­
зоне 14-42° С и pH 4-10. Колонии мелкие (до 1 мм в диаметре). 
При 37° С может отмечаться полиморфизм колоний, проявляю­
щийся появлением R-форм с выпуклым, коричневого цвета цен­
тром и волнистыми истонченными краями.

На МПБ -  могут вызывать равномелное помутнение 
(Y.enterocolitica), равномерное помутнение с последующим выпа­
дением хлопьевидного или вязкого осадка (Y. pseudotuberculusis) 
или в виде взвешенных хлопьев в прозрачном бульоне с образо­
ванием рыхлого осадка (Y. pestis).

На МПА -  образуют мелкие (диаметром ОЛ-0,5 мм), выпуклые, 
прозрачные, с голубоватым оттенком блестящие колонии. Y. 
pseudotuberculusis на скошенном агаре растут в виде сплошного 
налета серовато-желтоватого цвета с блестящей волнистой по­
верхностью.

На следе Эндо и Левина -  в течение первых суток поста пли 22° 
С колонии мелкие (росинки), обычно выпуклые, блестящие, бес­
цветные или с розовым оттенком, с ровным краем. В течение вто­
рых суток роста становятся крупными. При этом, колонии 
Y.enterocolitica (на среде Левина) фиолетовые с металлическим 
блеском, могут приобретать розовый оттенок, а 
Y.pseudotuberculosus -  остаются неокрашенными.

На следе Плоскипева -  не растут. Пли обильном посеве облазу- 
ют очень мелкие колонии, часто не видимые невооруженным гла­
зом.

На солевом агапе -  в первые сутки (пли 220О  колонии 
Y.enterocolitica небольшие, блестящие, прозрачные, голубоватые, 
мягкие. Y.pseudotuberculosus -  полупрозрачные.

На следе СТБС -  иелсинии синего цвета, другие энтеробактерии 
- желтоватого цвета.
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Providencia Хорошо растут на обычных питательных средах. По размеру и 
форме сходны с колониями Proteus, но отсутствует способность к 
«роению».

На среде Эндо -  розовые, без металлического блеска.
На среде Плоскирева -  выпуклые, желтовато-розовые
На висмут-сулыЗшт агаре -  коричневого пвета. без металличе- 

ского блеска.

Shigella На плотных средах образуют небольшие гладкие S-колонии пра­
вильной формы и крупные шероховатые R- колонии с неровными 
краями, напоминающими виноградный лист. Колонии могут быть 
слегка выпуклыми, бесцветные, блестящие, полупрозрачные, мяг­
кой консистенции, легко снимающиеся петлей с поверхности ага­
ра.

На МПБ -  S-бопмы лают равномерное помутнение. R-Aopmli 
образуют придонный осадок и среда остается прозрачной.

На соеле Энло и Плоскирева - S-бормы колоний круглые, купо- 
лообразные, гладкие, полупрозрачные или голубовато-розового 
цвета в проходящем свете. R -формы колоний неправильной фор­
мы, плоские, тусклые, с шероховатой поверхностью и неровными 
краями, с розоватым или желтоватым оттенком.

Необходимо учитывать, что после культивирования бактерий при 37°С и уче­
та выросших колоний, чашки Петри необходимо выдержать еще сутки при ком­
натной температуре (для подращивания и  выделения Erwinia, Serratia и  Yersinia).

Дальнейшую работу проводят с колониями, имеющими ровный край. С ча­
шек, на которые проводили мерно посев (с определенного разведения), подсчи­
тывают выросшие колонии, определяя биологическую концентрацию микроо^ 
ганизмов в 1 г фекалий (табл 5).

При наличии на чашках Петри нескольких типов колоний для дальнейшей 
работы отбирают не менее трех из них каждого типа.

С чашек со средой Плоскирева, прежде всего, отбирают колонии, сходные 
по культуральным свойствам с сальмонеллами (бесцветные, полупрозрачные, 
плоские); с клебсиеллами и энтеробактерами (розовые, с желтым центром, вы­
пуклые, бежевые или желтые); с протеями (прозрачные или полупрозрачные, 
слегка выпуклые, с желтовато-розовым перламутровым оттенком); с цитро- 
бактерами и гафниями (выпуклые, полупрозрачные, окрашенные в тон среды, а 
также розовые или красные).

Р. vulgaris и Р. mirabilis проявляют способность к «роению», в результате 
высокой степени подвижности этих микроорганизмов. Для получения изолиро­
ванных колоний рекомендуют использовать среду Эндо с желчью (способ при-
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готовления см. в приложении 4).
Со среды Эндо отбирают, в первую очередь, лактозонегативные (бледно- 

розовые или розовые) колонии, подозрительные на сальмонеллы, лактозонега­
тивные эшерихии, клебсиеллы, энтеробактеры, цитробактеры, и засевают на сре­
ду Клиглера или Олькеницкого. Для выявления ЕРЕС (энтеропатогенные 
эшерихии) колонии малинового цвета с металлическим блеском или без него 
или малиновые с розовым ободком отсевают одновременно на среду Клиглера 
или Олькеницкого и косой агар для дальнейшей серологической диагностики.

На 5 %-ном кровяном агаре по наличию зоны просветления (гемолиза) во­
круг колонии выявляют гемолитические формы энтеробактерий. Результаты 
учитывают через 24 ч, окончательно - через 48 ч.

На висмут-сульфитном агаре отбирают колонии, подозрительные на сальмо­
неллы (черные, с характерным металлическим блеском и почернением среды 
вокруг колонии). Исключение составляют Salmonella choleraesuis, V. Kunzen- 
dorf, S. typhisuis.

Для количественной характеристики условно-патогенных энтеробактерий 
(табл. 5) подсчитывают колонии каждого типа на пластинчатых дифференциаль­
но-селективных средах (Эндо, 5 %-ный кровяной агар, среда Плоскирева 1СГ4).

Таблица 5

Пример определения концентрации микроорганизмов
(метод БК)

Разве­ Число Количество бакте­
Среда дение колоний Тип колоний рий в расчёте на 1г

фекалий
15 Малиновые с металли­ (15-20)-106 = 3-108

ческим блеском, S-R - 
формы, диаметр -  3 - 4

Эндо 10-6

30
мм, выпуклые, гладкие.

Розовые, с малиновым 
центром, блестящие S -  
формы, диаметр -  3 - 4 
мм,, выпуклые.

(30-20)-10б =  6-108

3 Бледно-розовые, вы­
пуклые, блестящие, S- 
формы, диаметр-3-4 мм.

(3-20)-106 =  6-107

На последующих этапах количество выросших колоний умножают на со­
ответствующее разведение (из которого проводили высев на чашку) и на 20, ес­
ли высевали 0,05 мл, или на 10, если высевали 0,1 мл.

Например, высев из разведения 10'6 привел к развитию на чашке со средой 
Эндо трех колоний, однородных по характеристикам и отнесенных к роду 
Citrobacter. Для определения содержания их в 1 г фекалий 3 умножают на 10 и
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на 20 (3-106-20=6-107). Таким образом, устанавливают, что в 1 г  материала со­
держалось 6 -107 бактерий рода Citrobacter.

Для выявления некоторых морфологических особенностей, количественного 
учета микроорганизмов, проверки чистоты культуры и ряда других целей готовят 
фиксированные окрашенные препараты, которые могут храниться длительное 
время.

Приготовление фиксированных окраш енных препаратов вклю чает следую­
щие этапы: приготовление мазка, высушивание, фиксацию, окраску и  определе­
ние размера клеток бактерий.

Приготовление м азк а . На обезжиренное предметное стекло наносят малень­
кую каплю водопроводной воды и переносят в  нее петлей небольшое количество 
исследуемого материала. Получившуюся суспензию равномерно размазывают 
петлей или краем покровного стекла на площ ади 1-2 см2 как можно более тонким 
слоем. Мазок должен быть настолько тонок, чтобы высыхал почти тотчас же по­
сле приготовления.

Высушивание м азк а . Лучше всего суш ить препарат при комнатной темпера­
туре на воздухе. Х орош о приготовленный тонкий мазок высыхает очень бысц 
(не более 1 мин). Если высушивание мазка замедленно, то препарат можно слег­
ка нагреть в струе теплого воздуха высоко над пламенем горелки, держ а стекло 
мазком вверх.

Эту операцию следует проводить крайне осторожно, не перегревая мазок, 
иначе клетки микроорганизмов деформируются.

Фиксация. Ф иксация препарата преследует несколько цепей: убить микроор­
ганизмы, т.е. сделать безопасным дальнейш ее обращение с ними, обеспечить 
лучшее прилипание клеток к стеклу и сделать мазок более восприимчивым к ок­
раске (мертвые клетки окрашиваются лучш е, чем  живые).

Самым распространенным способом фиксации является термическая обра­
ботка. Для этого препарат трижды проводят через наиболее горячую  часть пла­
мени горелки, держа предметное стекло м азком  вверх. Не следует перегревать 
мазок, так как при этом  могут произойти грубы е изменения клеточных структур, 
а иногда и внешнего вида клеток, например и х  сморщивание.

Для исследования тонкого строения клетки прибегают к фиксации различны­
ми химическими веществами. Чаще всего пользуются этиловым спиртом (время 
фиксации 15-20 мин), метиловым спиртом (время фиксации 3-5 мин), смесью 
равных объемов этилового спирта и эф ира (препарат погружают н а  15-20 мин в 
смесь или заливают мазок и дают смеси испариться). По окончании фиксации 
препарат отмывают от фиксатора водопроводной водой и окрашивают.

Окраска. Для окрашивания клеток микроорганизмов чаще всего пользуются 
анилиновыми гаси тел ям и , среди которых различают кислые и основные.

К кислым красителям относятся те, у  которы х ион, придающий окраску (хро­
мофор), является анионом, у основных красителей хромофором является катион. 
Примером кислых красителей служат эозин, эритрозин, нигрозин, кислый фук­
син - все эти красители интенсивно связываю тся с цитоплазматическими (основ­
ными) компонентами клетками.
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Основные красители - основной фуксин, генциан-виолет, метиленовый синий, 
кристаллический фиолетовый, сафранин - более интенсивно связываются с ядер- 
ными (кислыми) компонентами клетки.

При исследовании микроорганизмов чаще применяют основные красители.
Различают простые и дифференциальные способы окрашивания клеток. При 

простой окраске прокрашивается вся клетка так, что хорошо видны ее форма и 
размеры. При дифференциальной окраске окрашивается не вся клетка, а опреде­
ленные её структуры, и поэтому такой тип окраски используется для выявления 
и изучения конкретных клеточных структур. В этом случае окраску препарата 
проводят не одним, а несколькими красителями.

Для простого окрашивания клеток микроорганизмов чаще всего пользуются 
фуксином и генциан-виолетом. Для этого фиксированный препарат помещают на 
приспособления-перекладины или так называемые препаратодержатели (парал­
лельно расположенные стеклянные палочки длиной 20-30 см, соединенные рези­
новыми трубками). Палочки устанавливают над фарфоровыми или стеклянными 
чашками или ваннами. Препарат обливают из пипетки раствором выбранного 
красителя. Следует обращать внимание на то, чтобы конец пипетки не касался 
мазка. Обычно бывает достаточно покрыть мазок несколькими каплями красите­
ля. Время окрашивания указанными красителями колеблется от 1 до 3 мин. Нуж­
но следить, чтобы во время окрашивания раствор красителя на мазке не подсы­
хал, в случае необходимости доливают новые порции.

По окончании окраски препарат промывают струёй воды до тех пор, пока 
стекающая вода станет бесцветной. Затем препарат высушивают на воздухе или 
осторожно промокают его фильтровальной бумагой и рассматривают с  иммерси­
ей. В правильно окрашенном и хорошо промытом препарате поле зрения остает­
ся совершенно светлым и чистым, а окрашенными оказываются только клетки 
микроорганизма.

Для получения более чистых препаратов краску можно наливать на мазок, 
покрытый фильтровальной бумагой, или воспользоваться модифицированным 
методом Синева, при котором применяют фильтровальную бумагу, заранее про­
питанную красителем. В этом случае, на фиксированный мазок наносят несколь­
ко капель дистиллированной воды, накладывают полоску сухой фильтровальной 
бумаги, пропитанную красителем, и прижимают ее пинцетом к поверхности 
стекла. По истечении времени окрашивания фильтровальную бумагу снимают, 
препарат промывают водой, сушат и рассматривают с иммерсией.

Описанный метод относится к так называемым позитивным способам окра­
ски, когда окрашиваются клетки микроорганизмов. Помимо этого существует 
так называемое негативное контрастирование, когда краситель заполняет про­
странство, окружающее клетки, и не проникает в  сами клетки, в результате чего 
микроорганизмы выглядят как светлые частицы на равномерно окрашенном фо­
не. Для негативного окрашивания чаще всего пользуются жидкой тушью, вод­
ными растворами конго-рота (3 %), нигрозина (10 %) и некоторыми другими кра­
сителями.

Окрашивание негативными красителями можно вести двумя путями: либо
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раствор красителя наносят на сухой фиксированный мазок, дают ему высохнуть 
и затем рассматривают с иммерсией, либо каплю исследуемой суспензии бакте­
рий смешивают с красителем непосредственно на предметном стекле, покрывают 
ее покровным стеклом и изучают с сухой системой. В последнем случае негатив­
ное окрашивание можно комбинировать с прижизненной окраской клеток. Для 
этого каплю исследуемой суспензии микроорганизмов помещают вначале в кап­
лю разбавленного раствора фуксина, а затем смешивают с каплей туши и закры­
вают покровным стеклом.

Определение размеров клеток  проводят под микроскопом с помощью оку­
лярной линейки (микрометра) или окулярного винтового микрометра, используя 
24-часовые культуры микроорганизмов. Размеры клеток особенно удобно опре­
делять, пользуясь фазово-контрастным устройством. Если клетки подвижны, 
препарат слегка подогревают или к капле используемой суспензии добавляют 
кашпо 0,1 %-ного водного раствора агар-агара. Фиксировать и окрашивать клет­
ки нежелательно, так как это ведет к  некоторому изменению их истинных разме­
ров. Размеры клеток выражают в микронах.

Определение размеров клеток микроорганизмов под микроскопом включает 
три этапа: определение размеров клеток в делениях окулярной линейки, опреде­
ление цены деления окулярной линейки в мкм и расчет размеров клеток в мкм.

1. Определение размеров клеток в делениях окулярной линейки существляют 
с помощью окулярной линейки (окуляр-микрометра), которую помещают на 
диафрагму окуляра, для чего вывинчивают глазную линзу окуляра, устанавли­
вают окуляр-микрометр и вновь завинчивают линзу (рис. 3).

На столик микроскопа помещают препарат “раздавленная капля”, препарат па­
рафинируют для предохранения от высыхания нанесением расплавленного пара­
фина на края покровного стекла. Фиксированные препараты для определения раз­
меров клеток нежелательны, так как фиксация и окраска м ож ет изменить размеры 
клеток. Если клетки подвижны, препарат слегка подогревают или к капле иссле­
дуемой суспензии добавляют 0,1 % водный раствор агар-агара.
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После установки препарата на столике микроскопа, проводят фокусировку 
объекта. Путем передвижения предметного столика в двух плоскостях распола­
гают клетки на шкале окуляр-микрометра и определяют, скольким делениям 
линейки соответствует длина и ширина клетки при данном увеличении мик­
роскопа. Чтобы результаты были достоверными, измеряют обычно не менее 10- 
20 клеток. У кокков измеряют диаметр, у других форм - длину и ширину.

2. Определение пены деления окулярной линейки в мкм проводят с помо­
щью объективной линейки (объект-микрометра) для данного увеличения микро­
скопа.

Объективный микрометр представляет собой металлическую пластинку с от­
верстием в центре, в которое вставлено стекло. На стекло нанесена линейка дли­
ной 1 мм, которая разделена на 100 частей, так что одно деление ее соответству­
ет 0,01 мм или 10 мкм (рис. 4).

Для определения цены деления окулярной линейки на столик микроскопа 
вместо препарата помещают объективный микрометр и  при малом увеличении 
фокусируют изображение линейки. Затем перемещают линейку объект- 
микрометра в центр поля зрения и  меняют объектив на тот, при котором измеря­
ли размер клеток. Перемещая столик микроскопа и поворачивая окуляр, уста­
навливают микрометры так, чтобы.их шкалы были параллельны и одна перекры­
вала другую (рис. 5).

Рис. 4. Объективный микрометр Рис. 5. Определение цены деления

Совмещают одно из делений шкалы окулярного и объективного микромет­
ров и находят следующее их совмещение. Устанавливают, какую часть деления 
объективного микрометра составляет одно деление окулярной линейки и умно­
жают полученное число на 10. Таким образом получают цену деления окулярно­
го микрометра в микрометрах для данного увеличения микроскопа:

п • 10 мкм
а = -------------- , где

с
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а - цена деления окуляр-микрометра, мкм; п - число делений объект- 
микрометра; с - число делений окуляр-микрометра; 10 мкм - цена одного деле­
ния объект-микрометра.

Определение цены деления окуляр-микрометра проводят в трехкратной по­
вторности, каждый раз сбивая совмещения и устанавливая новые. Результаты 
определений записывают в таблицу (табл. 6).

Таблица 6

Результаты определений цены деления окуляр-микрометра

Объектив; окуляр Цена деления (каждого из 
трех определений), мкм

Цена деления (сред­
нее значение), мкм

10х; 7х ai а2 аз аср

40х; 10х ai а2 аз асР.
90х; 15х ai а2 а3 аср

3. Расчет размеров клеток в мкм. Зная, скольким делениям окулярной линей­
ки соответствует длина и ширина изучаемого объекта, умножают цену деления 
окуляр-микрометра на эти числа:

N  = с • а , где

N - длина или ширина клетки, мкм; с - число делений окуляр-микрометра; а - 
цена деления окуляр-микрометра.

Размеры клеток микроорганизмов в конечном счете записывают по форме:

(Нпш - N max)"(nmin " Птах) МКМ , г д е

Nmm и Nmax - минимальное и максимальное значения длины клетки, Пщт и 
Птах - минимальное и максимальное значение ширины клетки, мкм —  единица 
измерения размеров клеток, например: (2-3 )-(0,1-1,0).

Результаты определения размеров клеток микроорганизмов вносят в таблицу 
(табл. 7).

Таблица 7

Результаты определения размеров клеток

Культура
микроор­
ганизма

Число из- 
меряемых 

клеток

Длина Ширина Размер клеток, записан 
ный по форме 

(ЦПщ-1уТтах)-(пПцП-П.тах)» 
МКМ

в делени­
ях оку­
лярной 

линейки

в мкм

в делени­
ях оку­
лярной 

линейки

в МКМ
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При извлечении части клеток для приготовления препарата микроорганизмов, 
выращенных на поверхности плотной среды, необходимо строго соблюдать ус­
ловия, которые позволили бы предохранить культуру от загрязнения другими 
микроорганизмами. Клетки для препаратов берут бактериологической петлей 
или иглой и  работаю т в стерильной зоне пламени.

Петля представляет собой тонкую проволоку из платины или нихрома, при­
крепленную к  металлическому держателю. Конец проволоки загибают в виде 
кольца (диаметром около 2 мм), которым и захватывают небольшое количество 
микробной массы. Однако предварительно такую петлю необходимо простери- 
лизовать, т.е. уничтожить имеющиеся на ней микроорганизмы.

Стерилизацию бактериологической петли проводят в пламени горелки, про­
каливая докрасна проволоку и обжигая примыкающую к ней часть держателя, 
вводимую внутрь пробирки (колбы, чашки Петри). Петлю рекомендуется дер­
жать в пламени горелки почти вертикально, чтобы вся проволока была равно­
мерно раскалена. Однако прикосновение к культуре клеток слишком горячей 
петлей приводит к их повреждению. Поэтому петлю следует предварительно ос­
тудить, прикоснувшись ею к внутренней поверхности пробирки (крышке чашки 
Петри) или к питательной среде, свободной от клеток микроорганизмов. При 
этом горячая петля вызывает плавление среды.

Чистоту выделенных культур проверяют одновременно несколькими спосо­
бами - визуально, микроскопированием и высевом на ряд питательных сред.

Визуальны й контроль проводят, просматривая рост выделенной культуры, 
на поверхности скошенной агаризованной среды. Если культура чистая, то ха­
рактер её роста однороден по всему штриху и её оставляют для дальнейшей ра­
боты. Если рост культуры по штриху неоднороден, культуру считают за­
грязненной и отбрасывают.

М икроскопический контроль обязательный этап проверки чистоты выде­
ленной культуры. Для этого готовят препарат фиксированных окрашенных кле­
ток и исследуют его с иммерсионной системой. Чистые культуры многих бакте­
рий, как правило, морфологически однородны. Однако клетки некоторых микро­
организмов очень полиморфны, поэтому определение чистоты таких культур при 
микроскопировании затруднительно.

Во многих случаях загрязнение культур посторонней микрофлорой выяв­
ляется уже с помощью микроскопического контроля и такие культуры «отбрасы­
вают». Наиболее надежным способом проверки чистоты культуры является вы­
сев ее на ряд питательных сред.

Рассев н а  плотны е среды проводят для того, чтобы получить изолированные 
колонии. Обязателен посев на мясо-пептонный агар - среду, благоприятную для 
развития многих гетеротрофных организмов. Выросшие колонии просматривают 
и сверяют их признаки с отмеченными при выделении. Однородность колоний и 
совпадение их признаков с описанными ранее являются свидетельством чистоты 
выделенной культуры.
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2 .2 . Первичная идентификация микроорганизмов

Принадлежность микрорганизма к классу, порядку, семейству, а иногда даже 
к роду можно установить на основании морфологических признаков и тех све­
дений, которые исследователь получает в процессе выделения чистой культуры. 
Одним из таких признаков является способность клеток к окрашиванию методом 
Грама.

Окраска клеток микроорганизмов по методу Грама. Сущность окраски 
микроорганизмов по Граму заключается в том, что при обработке генциан- 
виолетом и йодом в клетках одних микроорганизмов образуется относительно 
устойчивый и нерастворимый в спирте комплекс. Клетки других микроор­
ганизмов после обработки генцианвиолетом и йодом легко обесцвечиваются 
спиртом и приобретают красный цвет при последующей покраске фуксином. 
Первые микроорганизмы называются грамположительными, вторые - грамотри- 
цательными.

Красить по Граму всегда следует клетки молодых культур (чаще всего суточ­
ные). Целесообразно одновременно окрашивать клетки контрольных микроорга­
низмов, отношение которых к окраске по Граму известно заранее. Мазок для ок­
раски по Граму должен быть тонким, чтобы клетки равномерно распределялись 
по поверхности предметного стекла и не образовывали скоплений, так как от 
толщины мазка зависят результаты окрашивания.

Окраску проводят следующим образом:
1. На обезжиренное стекло нанести каплю физраствора, в которой 

суспендировать культуру.
2. Препарат высушить и зафиксировать над пламенем горелки, проведя над 

огнем 2-3 раза.
3. Наложить на мазок кусочек фильтровальной бумага, пропитанный 

генцианвиолетом -1 -2  мин.
4. Удалить фильтровальную бумагу с красителем. Водой не смывать.
5. Налить раствор Люголя на 1-2 мин до почернения мазка.
6. Удалить раствор Люголя. Водой не смывать.
7. Налить на препарат 96° спирт на 20 секунд. Чтобы исключить излишнее 

обесцвечивание бактерий, к спирту следует добавить йод (2 мл 10 %-ного спир­
тового раствора йода на 100 мл этанола).

8. Промыть препарат водой.
9. Наложить на мазок кусочек фильтровальной бумаги, пропитанный водным 

раствором фуксина - 1-2 мин.
10. Удалить фильтровальную бумагу с красителем. Промыть мазок водой.
11. Высушить, микроскопироватъ с иммерсионным маслом.

При правильном окрашивании грамположительные бактерии имеют сине­
фиолетовый цвет, грамотрицатеяьные - красный или розовый цвет.

Энтеробактерии являются грамотрицательными микроорганизмами, кокки- 
грамположительными.

КОН-тест. Наиболее простой метод определения отношения бактерий к ок­
раске по Грамму. В основе метода с применением гидроокиси калия (КОН) ле-
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жит способность клеточной стенки грамположительных бактерий сохранять це 
лостность при воздействии КОН, тогда как клеточная стенка грамотрицательны 
бактерий разрушается.

Постановка пробы с КОН предусматривает суспендирование суточной агаро 
вой культуры бактерий в капле 3 % -ного раствора КОН на предметном стекле.

При положительной реакции, свойственной грамотрицательным микроорга 
низмам, через 2-5 минут жидкость в  капле становится вязкой, нити слизи тянут 
ся за петлей на 0,5-2,0 см. Образование слизистой консистенции после обработай 
храмотрицательных бактерий КО Н  обусловлено выходом из разрушенных кле 
ток ДНК, являющейся вязким компонентом. Учет этой пробы более нагляден н  
черном фоне.

Выявление у бактерий капсулы. Для окраски капсул бактерий применяю- 
методы Хисса, Лейфсона, Антони, негативное контрастирование (например м е 
тод Гинса-Бурри) и др. Для негативного окрашивания чащ е всего пользуются 
жидкой тушью, водными растворами конго-рота (3 %), нигрозина (10 %) и неко 
торыми другими красителями.

Наиболее часто применяют методы  Антони и Гинса-Бурри.
Окраска бактериальных капсул по методу Гинса-Бурри:
- на обезжиренное стекло наносят каплю водного раствора фуксина, в ,кото 

рую стерильной бактериальной петлей вносят исследуемые бактерии;
- рядом с каплей фуксина помещ аю т каплю туши. О бе капли тщательно см е 

лшвают стерильной бактериальной петлей;
- с помощью второго предметного стекла делают мазок (так же как делаю- 

мазок крови);
- мазок высушивают на воздухе и  микроскопируют с иммерсионной систе 

мой.
В результате окрашивания на темно-дымчатом фоне препарата видны розовък 

клетки микроорганизмов, окруженные бесцветной капсулой.
Окраска бактериальных капсул по методу Антони:
- высушенный на воздухе мазок бактериальной культуры окрашивают в те  

чение 2 м ин 1 %-ным раствором кристаллического фиолетового;
- 1фаситель отмывают 20 %-ным водным раствором сульфата меди, удаляю- 

его избыток фильтровальной бумагой и подсушивают.
В результате капсулы выглядят светло-голубыми, а микроорганизмы - темно 

фиолетовыми.
П ер ви ч н ая  идентификация энтеробактерий. Отобранные для дальнейше 

го изучения колонии пересевают на одну из сред для первичной идентификацш 
- комбинированные среды Олькеницкого или Клиглера (среды красного цве 
та), на которых выявляют одновременно несколько признаков: способност: 
образовывать сероводород и отнош ение к глюкозе и  лактозе (а также допол 
нительно, сахарозе и мочевине—  н а среде Олькеницкого).

Высевают колонии на комбинированную среду бактериологической игло] 
вначале по скошенной части ш трихом, а затем уколом, в толщу агарового стол 
бика. П осевы инкубируют при 37±1° С в течение 18— 20 ч.
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По совокупности биохимических свойств, выявленных на комбинированной 
с р е д е , делают предположительное заключение о возможной родовой принад­
лежности культуры (рис. 6).

Klebsiella Klebsiella’ E.coli’ Klebsiella Salmonel- j S.gallina- C. freundii P. vul­ Mmor-
Serratia* Serratia* Serratia E. coli la* • rum S.arisona garis ganii
Е. coii E. coli E.agglo- Enterobac- C. freundii: S. pullo- P. mir- P.rettgeri
H.alvei H.alvei merans ter* E .tarda ! rum abilis
Edward- P.alcalifa- Serratia
siella ciens C.freundii

Edward- C.diversus
siella*•—  ... ....................... ..... ......!.....— ---

Примечание: - большинство представителей рода

Красный цвет  
среды (отсутсвие 
ферментации лакто­

зы и сахарозы)

Желтый цвет 
среды (наличие 
фер- ментации 
глюкозы (или 
лактозы) до ки­
слоты)

Желтый цвет с 
разрывами в сре­
де (ферментация 
глюкозы до кис­
лоты и газа)

Малино­
вый цвет среды  
(утилизация 
мочевины)

I
Черный цвет 
среды (образо­
вание серово­
дорода)

Рис. 6. Первичная идентификация энтеробактерий на среде Олькеницкого

О ферментации лактозы (сахарозы) судят по изменению цвета среды в ско­
шенной части, а о ферментации глюкозы —  в столбике, в котором при газооб­
разовании появляются пузырьки воздуха (разрывы среды или ее отслоение от 
стенок пробирки). Образование сероводорода устанавливают по почернению 
среды. При росте культуры, гидролизующей мочевину, происходит щелочение, 
вследствие чего вся среда приобретает малиновый цвет. В случае указанного 
расщепления мочевины в среде Олькеницкого учет ферментации углеводов не­
возможен.

В случае если при культивировании микроорганизмов среда Олькеницкого 
или Клиглера не изменила цвет, данные микроорганизмы не относятся к энтеро­
бактериям. Для уточнения вида микроорганизма, необходимо сделать мазок, ок­
расить его по Граму или провести КОН-тест и микроскопировать.
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Citrobacter
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P.rettgeri, Pjnorganii
Citrobacter 
Klebsiella 
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г. Г"Citrobacter
E.herbicola
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Citrobacter
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lltrobCitrobacter

Edwardsiella
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Citrobacter
E.herbicola
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Serratia

+ Глюкоза (газ) -

f
Citrobacter E.herbicola
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P.rettgeri
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Serratia
Yersinia

i  eric

+ Глюкоза (газ) -

V
Klebsiella
Serratia

Klebsiella
Serratia

+ Глюкоза (газ) -

i
Proteus
Citrobacter

3
Proteus

T
Edwardsiella
Salmonella
Citrobacter

“ 1

E.herbicola

Escherichia
Citrobacter
Klebsiella
Enterobacter
Hafiiia
Serratia
E.berbicola

Shigella
Escherichia
Salmonella
Citrobacter
Hafiiia
Serratia
P.inconstans
E.herbicola

+ Глюкоза (газ) —

l  lEscherichia
Citrobacter
Klebsiella
Enterobacter
Hafiiia
Serratia

Escherichia
Serratia
E.herbicola

+ Глюкоза (газ) -

jProteus
Serratia

Proteus
Serratia
Yersinia

+ Глюкоза (газ) -

*
Escherichia
Salmonella
Citrobacter
Hafiiia
Serratia
P.inconstans

Shigella
Escherichia
Salmonella
Hafiiia
Serratia
P.inconstans
E.herbicola

Схема 1. Ключевой биохимический тест для первичной идентификации
энтеробактерий
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Приведенная схема 1 (ключ) дифференциации энтеробактерий с использова­
нием комбинированных сред (Олькеницкого или Клиглера) поможет бактериоло­
гу в выборе наиболее значимых биохимических тестов с учетом результатов, по­
лученных на комбинированной среде. Применение указанного ключа в сочета­
нии с рядом дополнительных признаков, очевидных уже на начальных этапах 
изучения некоторых культур (особенности колоний, образование пигмента, спо­
собность к  роению и др.), позволяет сузить перечень предполагаемых родов и 
более рационально выбрать тесты для дальнейшей дифференциации. Так, когда в 
число рассматриваемых родов входит Proteus, особое место отводится тесту на 
фенилаланиндезаминазу. В дифференциации Escherichia и Shigella первоочеред­
ными тестами являются ацетатный, нитратный тест Кристенса, а также опреде­
ление подвижности. При определении представителей родов Hafiiia и Yersinia 
учитывают изменение ряда признаков при различных температурах культивиро- 
вания(22-25°Си37°С)

2.3. Дифференциация родов и видов

По сочетанию биохимических признаков на комбинированной среде можно 
заподозрить одновременно несколько родов энтеробактерий. Поэтому для уста­
новления родовой и видовой принадлежности бактерий следует использовать 
минимальный дифференцирующий ряд (табл. 8); для полной видовой идентифи­
кации - дополнительные биохимические тесты (табл. 9).
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Таблица 8
Биохимическая характеристика энтеробактерий с помощью 

минимального дифференцирующего ряда (Берги, 1984)
№

Тест

Микро-
организм Л

ак
то

за
О

кс
ид

аз
а

Ф
ен

ил
ал

ан
ин

С
ер

ов
од

ор
од

(3
-г

ал
ак

то
зи

да
за

Ц
ит

ра
т 

на
тр

ия
Л

из
ин

О
рн

ит
ин

И
нд

ол

!М
ал

он
ат

 н
ат

ри
я

М
оч

ев
ин

а
С

ор
би

т
1 

И
но

зи
т

Ф
ог

ес
-П

ро
ск

ау
эр

П
од

ви
ж

но
ст

ь

1 Escherichia coli - - - - + - + d + - - + - - d
2 Shigella dysenteriae - - - - д 1 - - - Д* - - - - - -

3 Shigella flexneri -

4 Shigella boydii d - - d - - -

5 Shigella sormei
6 Edwardsiella tarda X - - + - - + + + +
7 Salmonella (I подрод) - - - + - + + + - - - + d - X
8 Salmonella arizonae - - - + + + + + - + - + - - +
9 Citrobacter freundii d - - + + + - d - - (+ + - - +
10 Citrobacter amalonaticiis d - - - + + - d + - (+ + + - +
11 Citrobacter diversus d - - - + + - d ■+ + (+ + - - +
12 Klebsiella pneumonia + - - - + + + - d + + + + + -

13 Klebsiella ozaenae + - - - + d d - - - X + + - -

14 Klebsiella rhinoscle romatis + + - + + - -

15 Enterobacter cioacea + - - - + + - + - d d + - + +
16 Enterobacter aerogenes + - - - + + + + - + - - + + +
17 Hafoia alvei - - - - + + + + - d - - - d X
18 Serratia marcescens X - - - + + + + - - - - + + +
19 Proteus vulgaris - - + + - X - - + - + - - - +
20 Proteus mirabilis - - + + - d - + - - + - - X +
21 Providencia rettgeri - - + - - + - - + - + - + - +
22 Morganella morganii - - + - - - - + + - + - - - +
23 Providencia alcaligenes +
24 Providencia stuartii + - +
25 Yersinia enterocolitica + X - - -

Примечание: - -отрицательная реакция; + -положительная реакция; х - раз­
личные штаммы дают разные реакции; (+ -замедленная реакция; d - различные 
виды, серотипы дают разную реакцию; Д 1 - (3-галактозидаза: S.dysenteriae 1 всегда 
дает положительный результат; Д2 - индол: S. dysenteriae 2 всегда продуцирует 
индол; Д3 - орнитин: S. boydii 13 всегда положительная (далее во всех таблицах 
обозначения аналогичны).
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Таблица 9

Биохимическая идентификация микроорганизмов семейства 
Enterobacteriaceae

№

N.
Микро-
организм

Тест

Citrobacter Enterobacter Escherichia

C.
am

al
on

at
ic

us

C
.d

iv
er

su
s

C.
fre

un
di

i
E.

ae
ro

ge
ne

s
E.

ag
gl

om
er

an
s

E.
cl

oa
ca

e
E.

ee
re

ov
ia

e
E.

in
te

rm
ed

ia
ni

E.
sa

ka
zo

ki
i ca

1
laо

pq

1
E.

bl
at

ta
e

E.
co

li
1 

E.
in

ac
tiv

e

1 Цитрат Симонса (+) + + + d + + + + d - -
2 Мочевина (+) (+) d - (") d + d - d - - -
3 Малонат натрия (-) + (") + d (+) + + (“) d + - -
4 Фенилаланин (-) d - - - -
5 Сероводород - - (+) - _ _ - - - - - -
6 Подвижность + + + + (+) + + + + + - (+) -
7 Индол + ■+ _ _ (-) _ _ _ (-) + - + (+)
8 Метил рот + + + - d _ d d (-) + + + +
9 Фогес-Проскауэр - _ _ + d + + + + - - - -
10 Лизин + (+) d
11 Аргинин (+) d d _ _ + _ d + - - (-) -
12 Орнитит + + (') + - + + + + - + d (-)
13 Глюкоза (к-та) + + + + + + + + + + + + +
14 Глюкоза (газ) + + + + (-) + + + + + + + -
15 Лактоза d d d + d + d + + + - + 0
16 Сахароза (-) (-) d + (+) + + d + + - d (-)
17 Маннит + + + + + + + + + + - + +
18 Дульцит _ d d _ (-) (-) _ d _ + - d d
19 Салицин d (-) _ + d (+) + + + + - d -
20 D-адонит - + - + _ (-) _ _ - + - - -
21 Инозит - - - + (-) 0 _ - (+) - - - -
22 D-сорбит + + + + d + + - - + h i
23 L-арабиноза + + + + + + + + + + + + £Ц
24 L-рамноза + + + + (+)i + + + + + + (+) d
25 Мальтоза + + + + (+)i + + + + + + + i n
26 D-ксилоза + + + + + + + + + + + + d
27 Трегалоза + + + + + + + + + +

’ +
+

28 13-галактозидаза + + + + + + + d + + d
29 Желатин (22°С) d - - -
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Продолжение таблицы 9

№

ч. Микро- 
организм

Тест ч.

H
af

ni
a 

al
ve

i

Klebsiella

M
or

ga
m

el
la

 m
or

ga
ni

i Proteus

K
.a

xy
to

ca

K
.p

ne
um

on
ia

 
sp

. O
za

en
ae

K
. p

ne
um

on
ia

 
sp

. p
ne

um
on

ia

K
. p

ne
um

on
ia

 s
p.

 
rh

in
os

cl
er

om
at

is

P.
m

ir
ab

ili
s

P.
m

yx
of

ac
ie

ns
P.

vu
lg

ar
is

1 Цитрат Симонса - + d 4 - - d d 0
2 Мочевина - + - + - 4- 4- + 4-
3 Малонат натрия d + - + + - - - -

4 Фенилаланин - - - - - + 4- + 4-
5 Сероводород - - - - - - + - +
6 Подвижность + - - - - + 4- + 4-
7 Индол - + - - - 4- - - 4-
8 Метил рот d d + (-) 4- + 4- + 4-
9 Фогес-Проскауэр d + - + - - (-) + _

L0 Лизин + + d + - - - -

11 Аргинин - - - - - - - - -

12 Орнитит + - - - - + 4- - -

13 Глюкоза (к-та) + + 4- 4- + 4- + + 4-
14 Глюкоза (газ) + + d + - (+) 4- 4- (+)
15 Лактоза - + d 4- 1 - - -

16 Сахароза - + (-) 4- (+) - (-) + +
17 Маннит + + + 4 + - - -

18 Дульцит - d - d - - - - -

19 Салицин 0 + + 4 + - - - (+)
20 D-адонит - + + 4 + - - - -

21 Инозит - + d + + - - - -

22 D-сорбит - + (+) 4 4- - - - -

23 L-арабиноза + + + + + - - - -
24 L-рамноза + + d + 4- - - - -

25 Мальтоза + + + + + - - + +
26 D-ксилоза + + + + 4- - 4- - 4 -

27 Трегалоза + + + + + (-) 4- + d
28 |3-галактозидаза + + (+) + - - - -

29 Желатин (22°С) - - " - - + 4- +
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Продолжение таблицы 9

№

N. Микро- 
\  организм

Тест

Providencia Salmonella

P.
al

ca
lig

en
es

P.
re

ttg
er

i

P.
st

ua
rti

i

Sa
lm

on
el

la
 I 

n/
p

Sa
lm

on
el

la
 II

 n
/p

Sa
lm

on
el

la
 II

I 
n/

p

Sa
lm

on
el

la
 IV

 n
/p

S.
ch

ol
er

ae
su

is

S.
ga

lli
na

ru
m

S.
pa

ra
ty

ph
i A

S.
pu

llo
ru

m

1 Цитрат Симонса + + + + + + - (-) - - -
2 Мочевина - + d
3 Малонат натрия - - - - + + - - - - -
4 Фенилаланин + + +
5 Сероводород - - - + + + - d + - +
6 Подвижность + + (+) + + + - + - + -
7 Индол + + +
8 Метил рот + + + + + + - + + + +
9 Фогес-Проскауэр
10 Лизин - - - + + + - + + - +
11 Аргинин - - - d + (+) d d - d
12 Орнитит - - - + + + - + - + +
13 Глюкоза (к-та) + + + + + + - + + + +
14 Глюкоза (газ) (+) - - + + + + + - + (+)
15 Лактоза - - - - d - . - -
16 Сахароза (-) (-) d
17 Маннит + (■) + + + - + + + +
18 Дульцит - - + + - - - + + -
19 Салицин - d - - - - d - - - -
20 D-адонит + +
21 Инозит - + + d (") - d - - - -

22 D-сорбит - - - + + + - (+) - + (-)
23 L-арабиноза - - - + + + - (+) + +
24 L-рамноза - d - + + + - + + +
25 Мальтоза - - - + + 4- - + + + -
26 D-ксилоза - - - + + + - + d - (+)
27 Трегалоза - - + + + + - - d + (+)
28 3-галактозидаза - - - - d + - - - -
29 Желатин (22°С)

Примечание: +, (+), d, (-), - -  показывают процент позитивных биохимиче­
ских реакций при t° = 36+ГС через 48 часов инкубации (+ -  90-100 % положи­
тельных реакций; (+) -  76-89 %; d — 26-75 %; (-) -  11-25 %; —  0-10 %).



2.4. Характеристика микроорганизмов, вызывающих 
желудочно-кишечные болезни молодняка животных

Salmonella

Сальмонеллы -  короткие палочки с закругленными концами, размером 2,0-5, 
мк в длину и 0,7-1,5 мк в ш ирину, грам-отрицательиые, имеют жгутики, обычн 
подвижны (исключение -  S.gallinarum и S.pullorum), спор и капсул не образуют 
Хорошо растут на обычных питательных средах при 37° С.

Род Salmonella объединяет более 2200 серовариантов, которые разделены п< 
антигенному родству на 52 серогруппы. В пределах каждого серовара сальмо 
неллы подразделяются на биовары, фаговары, кроме того, они различаются п< 
характеру продуцируемого бактериоцина и по устойчивости к действию опреде 
ленных антибиотиков.

Сальмонеллы имеют соматический термостабильный О-антиген и жгутико­
вый термолабильный Н-антиген. У выделенных из организма больных животныэ 
штаммов сальмонелл обнаруживают Vi-антиген, который связывают с вирулент­
ностью возбудителя сальмонеллезов.

По ферментативной активности сальмонеллы условно подразделя-ются ж 
подроды (I, П, Ш, ГУ, V). Подавляющее большинство выделяемых от животных 
сальмонелл входят в подрод I (S. choleraesuis, S. typhimurium, S. gallinarum, S. 
pullorum, S. enteritidis, S. dublin, S. abortusovis, S. abortusbovis, S. typhisuis и др).

Сальмонеллы не сбраживают лактозу и сахарозу, индола не образуют, фер­
ментируют глюкозу, маннит и  мальтозу с образованием кислоты и газа, образуют 
сероводород, желатину не разжижают, молоко не створаживают (табл 10).

Для различия сальмонелл от других микроорганизмов используют их фер­
ментирующую способность в  отношении индола, цитрата Симонса, лизина (для 
дифференциации от шигелл), малоната натрия, фенилаланина.

Для различия отдельных видов сальмонелл используют ферментирующую 
способность бактерий в отношении рамнозы, глицерина, дульцита, арабинозы и 
некоторые другие признаки.

Для более тщательной дифференциации отдельных представителей группы 
сальмонелл пользуются расширенным пестрым рядом, в который входит более 
полный набор углеводов и многоатомных спиртов (табл 9), а также проводят се­
рологическую типизацию по О - и  Н-антигенам в реакции агглютинации с поли­
валентными групповыми О-сыворотками и с монорецепторными О- и Н- 
сыворотками.

В процессе идентификации сальмонеллы следует дифференцировать, глав­
ным образом, от Citrobacter freundii, Proteus mirabilis и  Hafhia alvei.
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Таблица 10

Дифференцирующие признаки подродов и отдельных 
сероваров рода Salmonella

№ Тест или субстрат
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 c
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1. Цитрат Симонса + + + + (-) - -
2. Сероводород + + + + +/- + +
3. Аргинин +/- + (+) +/- +/- - +/-
4. Орнитин + + + + + - +
5. Подвижность + + + + + - -
6. Малонат натрия - + + - - - -
7. Газ на D-глюкозе + + + + + - (+)
8. Лактоза - _ +/- - - - -

9. Дульцит + + - - - + -

10. Салицин - - - +/- - - -

11. Сорбит + + + + (+) - (-)
12. Арабиноза + + + + - (+) +
13. Рамноза + + + + + - +
14. Мальтоза + + + + + + -

15. Трегалоза + + + + - +/- (+)
16. В-галактозидаза - +/- + - - - -

Примечание: +/- - чаще положительная реакция, но бывает и отрицательная.

В лабораторной практике, при идентификации сальмонелл, необходимо учи­
тывать возможные изменения биохимических свойств, возникающих, главныь 
образом, под влиянием антибиотиков и других лечебных препаратов. Так, на 
с лактозонегативными штаммами могут встречаться варианты, которые фермен 
тируют лактозу с образованием кислоты, а также варианты, не сбраживающш 
маннит и не образующие газа при ферментации глюкозы и маннита, сохраняй 
при этом другие признаки, свойственные для бактерий группы сальмонелл.

Такие штаммы, с целью проверки однородности колоний, подлежат рассев; 
на дифференциально-диагностические среды. Для восстановления исходны 
биохимических свойств атипичной культуры сальмонелл достаточно провеет: 
ряд пассажей на 10 %-ном желчном бульоне, бульоне Хоттингера и МПА.



Escherichia

Род Escherichia включает 3 вида: Е. coli, Е. blattae, Е. adecarboxylata.
Основной представитель рода Escherichia coli (кишечная палочка) - короткие 

толстые палочки с закругленными концами, грамотри-цательные, длиной 1,0-3,С 
мк и шириной 0,4-0,8 мк. Обладают полиморфизмом (встречаются коккоподоб­
ные и нитевидные формы). Обладают перитрихиально расположенными жгути­
ками и поверхностными структурами -  фимбриями (пили) или ресничками. Под­
вижность вялая, встречаются и неподвижные штаммы. Спор не образуют, неко­
торые виды имеют капсулу. Хорошо развиваются в аэробных условиях при 37( 
С на простых питательных средах.

У  кишечной палочки различают соматический О-антиген, жгутиковый Н- 
антиген, капсульный К-антиген и пили-антигены (адгезивные антигены). В ре­
зультате наличия К-антигена, расположенного поверх О-антигена, значительная 
часть штаммов кишечной палочки неспособна агглютинироваться О- 
сыворотками.

По соматическому О-антигену описано около 180 серологических групп 
E.coli. У различных О-серогрупп обнаружено 104 разновидности поверхностных 
К-антигенов и 56 жгутиковых Н-антигенов.

У  некоторых штаммов кишечной палочки пили являются факторами колони­
зации, обуславливающие адгезивные свойства этих бактерий, т.е. способность 
прилипать к другим клеткам. Так, пили эшерихий, ответственные за колониза­
цию тонкого отдела кишечника, связывают с поверхностными антигенами бел­
ковой природы К99, К88, 987Р, F41, Att25. Пили дифференцируют по характеру 
адгезии к эпителиальным клеткам или гемагглютинации с эритроцитами разных 
видов животных.

Антигены К88 и К99 ведут себя серологически подобно К-антигенам полиса­
харидной природы, обуславливая феномен О-инагглютинабельности эшерихий.

Определение адгезивной активности эшерихий имеет важное значение для 
оценки их потенциальной роли в возникновении ОКЗ.

Наиболее часто от животных при диареях выделяют микроорганизмы с анти­
генами адгезии К88, К99, F41, 987Р, Att25.

Эти антигены выявляют в реакции агглютинации на стекле с соответствую­
щими антиадгезивными сыворотками. Для накопления антигенов адгезии изу­
чаемую культуру следует выращивать на среде Минка (см. приложение 2).

В разных странах мира антиген К88 чаще всего обнаруживают у энтеропато- 
генных эшерихий (ЕРЕС), вызывающих желудочно-кишечные болезни свиней 
антиген 987 Р -  у новорожденных поросят, а антиген К99 является ведущим фак­
тором колонизации кишечника (фактором патогенности) у телят и ягнят.

Escherichia coli ферментирует с образованием кислоты и газа лактозу, глюко­
зу, мальтозу, маннит, образует индол, створаживает молоко, желатину не разжи­
жает (табл 11). Встречаются также штаммы, не ферментирующие или слабо фер­
ментирующие лактозу.



Таблица 1

Основные биохимические свойства E.coli

№ Тест или субстрат Результат реакции
1. Цитрат Симонса -
2. Мочевина -
3. Малонат натрия -
4. Сероводород -
5. Фенилаланин -
6. Ацетат натрия + (+)
7. Подвижность + /-
8. Индол + /-
9. Лизиндекарбоксилаза + /-
10. Реакция Фогес-Проскауэра —
11. Желатин -
12. Орнитин + /-
13. Аргинин + /-
14. Адонит -
15. Арабиноза + /-
16. Глюкоза (газ) + /-
17. Дульцит +/-
18. Инозит -
19. Ксилоза + /-
20. Лактоза + / -
21. Маннит +
22. Мальтоза + / -
23. Рамноза + / -
24. Рафиноза + / -
25. Салицин + / -
26. Сахароза + / -
27. Сорбит + / -
28. Реакция с метиловым красным +
Примечание: -/+ - чаще отрицательная реакция, но бывает и положитель 

ная; жирным шрифтом выделены тесты, выявляющие устойчивые биохимиче 
ские свойства E.coli.

Для дифференциации кишечной палочки от других энтеробактерий бывае 
достаточно использовать их ферментирующую способность в отношении цитра 
та Симонса, малоната натрия, мочевины, фенилаланина и образование сероводо 
рода.



Klebsiella

Клебсиеллы -  неподвижные, грамотрицательные палочки размером в длин 
2,0-3,0 мк и в ширину 0,5-1,0 мк, неровно-овальной формы. Жгутиков и спор н 
образуют. Образуют капсулу, обеспечивающую устойчивость клебсиелл к не 
благоприятным факторам внешней среды. Располагаются единично, парами ил 
цепочками.

Бурно растут на обычных питательных средах при 37° С. Наличие капсул] 
обусловливает образование крупных, выпуклых, влажных, часто слизистых кс 
лоний слизистой консистенции. На средах, обогащенных углеводами или азотоь 
отмечается лучшее образование капсулы, которая может быть выявлена в мазка: 
окрашенных тушью.

Хорошо окрашиваются аналиновыми красителями, капсулы не окрашиваю: 
ся, остаются в виде светлых ореолов вокруг бактерий.

Род Klebsiella представлен 4 видами: К. pneumoniae, К. oxytoca, К. terrigen. 
К planticola. Вид К. pneumoniae подразделяется на 3 подвида: pneumoniae, oza< 
пае, rhinoscleromatis.

К. pneumoniae подвид pneumoniae, как и эшерихии, относятся к постояннс 
микрофлоре кишечника животных, но может играть роль этиологического фа] 
тора при желудочно-кишечных болезнях молодняка, септических процесса 
пневмониях, метритах, маститах.

Клебсиеллы имеют соматический О-антиген и капсульный К-антиген, а така 
образуют фимбрии (пили) или реснички 2 типов -  маннозочувствительные то. 
стые (6,5-7 пт) и маннозорезистентвые тонкие (4,5 пт), способствующие адгезь 
на поверхности эпителиальных клеток.

Основными дифференциальными признаками являются: наличие капсул 
неподвижность, отсутствие оксидазы, способность утилизировать цитрат Симо 
са и глюкозу, положительная реакция Фогес-Проскаузра, ферментация инозш 
гидролиз мочевины, отсутствие орнитиндекарбоксилазы, неспособность к обр 
зованию сероводорода. В отличие от эшерихии клебсиеллы (кроме К. oxytoc 
не выделяют индол. Дифференциацию клебсиелл от эшерихий следует пров 
дить на 48-часовой агаровой культуре. Образуются характерные крупные, в 
пуклые, слизистые колонии.

Ферментативные свойства клебсиелл широко варьируют. Эта бактерии же1 

тину не разжижают, разлагают сахара с образованием кислоты и газа или толь 
кислоты. Наиболее постоянно сбраживают глюкозу. Молоко свертывают нег 
стоянно, иногда образуют индол (табл 12).



Таблица 12

Биохимические свойства К. pneumoniae

№ Тест или субстрат Реакция № Тест или субстрат Реакция
1. Сероводород - 17. Лактоза +
2. Мочевина ( + ) 18. Маннит +
3. Цитрат Симонса + 19. Сахароза +
4. Малонат натрия + 20. Инозит +
5. Фенилаланин — 21. Дульцит -/+
6. Подвижность — 22. Салицин +
7. Лизин + 23. Адонит +
8. Орнитин - 24. Рамноза +
9. Аргинин - 25. Ксилоза +
10. Метил-рот -/+ 26. Сорбит +
11. Фогес-Проскауэр + /- 27. Арабиноза +
12. Индол -/+ 28. Целлобиоза +
13. Желатин + 29. Глицерин +

14. Ацетатная среда + 30. Крахмал (нераств.) 4-
15. Цитрат Кристенса + 31. Сорбоза -/+
16. Глюкоза (газ) + 32. Д-тартрат -/+
Примечание: (+) -  замедленная положительная реакция.

Учитывая, что культурально-морфологические свойства клебсиелл и эшери- 
хий сходны, необходимо проводить биохимическую диф-ференциацию этих ро­
дов энтеробактерий (табл 13).

Таблица 1;

Основные тесты для дифференциации E.coli и K.pneumonia

№ Тест или субстрат Результат реакции
E.coli K.pneumonia

1. Цитрат Симонса - +
2. Малонат натрия — +
3. Мочевина - (+)
4. Адонит -/+ +/-
5. Инозит -/+ +
6. Метил-рот + -/+
7. Фогес-Проскауэр - +/-
8. Индол +/- -1+

1 9- Подвижность +/- —
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Proteus

Протей представляет собой прямые грамотрицательные подвижные палочки, 
длиной 1-3 мк, пшриной 0,4-0,8 мк. Встречаются нитевидные формы. Хорошо 
растут на простых питательных средах с образова-нием гнилостного запаха.

От больных животных наиболее часто выделяют Р. vulgaris и Р. mirabillis.
Антигенная структура протеев включает около 49 соматических О-антигенов 

и 19 жгутиковых Н-антигенов.

Таблица 14

Биохимические свойства P.vulgaris и P.mirabillis

№ Тест или субстрат P.vulgaris P.mirabillis
1. Глюкоза + +
2. Лактоза - -
3. Маннит - -
4. Сахароза + +/-
5: Адонит - -
6. Арабиноза - -
7. Дульцит - -
8. Инозит - -
9. Ксилоза + (+) +
10. Мальтоза + -
11. Рамноза - -
12. Рафиноза - -
13. Сорбит - -
14. Метил-рот + +
15. Реакция Фогес-Проскауэра - -/+
16. Индол + -
17. Сероводород + +
18. Мочевина + + (+)
19. Желатин + +
20. Фенилаланин + +
21. Лизин - -
22. Аргинин - -
23. Орнитин - +
24. Цитрат Симонса + /- + (+)
25. Цитрат Кристенса -/+ +
26. Ацетатная среда +/- +/-
27. Малонат натрия - -
28. Подвижность + +



Способность к дезаминированию фенилаланина является одним из основнь; 
признаков протеев и фенотипически близких к ним морганелл и провиденси] 
позволяющих дифференцировать их от остальных энтеробактерий (табл. 15).

Таблица 1

Дифференцирующие признаки родов 
Proteus, Morganella, Providencia

№ Тест Proteus Morganella
morganii

Providencia

P.vulgaris P.mirabillis P.rettgeri P.alcaligene
1. Индол + - + + +
2. Сероводород + + — —
3. Мочевина + + (+) + + —
4. Желатин + + - - -
5. Орнитин - + + - -
6. Мальтоза + - - - —
7. ФйНТ/ГИЯ ттянитг + + + + +
8. Ползучий рост + + - - -
9. Цитрат Симонса +/— + (+) — + +
10. Манноза - - + + +
11. Мальтоза + - - - -
12. Инозит - - - + -
13. Адонит - - - + +

При росте на плотных (особенно на влажных) питательных средах болыттт 
ство штаммов обладает свойством “роения” (ползучего роста), проявляющимс 
образованием радиально расходящегося от места посева тонкого сплошного т 
лета. Для подавления феномена “роения”, вызывающего затруднения при выд< 
лении чистых культур других видов микроорганизмов, используют среды, с< 
держащие соли желчных кислот, желчь, 0,1 %-ный раствор хлоралгидрата, 4-7 ‘ 
агара, а также хорошо просушенные среды.

C itrobacter

Цитробактер -  прямые подвижные, грамотрицательные палочки, длиной Ъ 
мк и шириной 0,8-1,0 мк. Располагаются по одиночке или парами. Хорошо ра 
тут на обычных питательных средах при 37° С.

У цитробактеров обнаруживают соматический О-антиген и жгутиковый I 
антиген. Имеют общие антигены с сальмонеллами и эшерихиями.

Основными дифференцирующими признаками являются: способность утил 
зировать цитрат, отсутствие лизиндекарбоксилазы и отрицательная реакция Ф 
гес-Проскауэра (табл 16).



Т а б л и ц а  16

Биохимические свойства бактерий рода Citrobacter

№ Тест или субстрат Реакция № Тест Реакция
1. Адонит +/- 17. Индол +/~
2. Арабиноза + 18. Сероводород + /-
3. Глюкоза (газ) + 19. Мочевина - ( + )
4. Дульцит +1- 20. Желатин (22° С) —
5. Инозит -(+ ) 21. Фенилаланин —
6. Ксилоза + 22. Лизин -
7. Лактоза + (“ ) 23. Аргинин + /-
8. Мальтоза + 24. Глутаминовая к-та + /-
9. Маннит + 25. Орнитин -
10. Рамноза + 26. Цитрат Симонса +
11. Салицин +/- 27. Восстал, нитратов +
12. Сахароза +/- 28. Малонат натрия + /-
13. Сорбит + 29. Мукат +
14. Трегалоза + 30. Д-тартрат +
15. Метил-рот + 31. В-галактозидаза +
16. Фогес-Проскауэр 32. Подвижность +

Род Citrobacter включает 3 вида: C.freundii, C.diversus, C.amalonaticus, разли­
чающиеся по ферментативным свойствам (табл 17).

Таблица 17

Дифференцирующие признаки видов рода Citrobacter

№ Тест или субстрат C.freundii C.diversus C.amalonaticus
1. Индол - + +
2. Сероводород + - -
3. Салицин - + +
4. Аргинин + /- + +
5. Орнитин + /- + +
6. Малонат натрия - + -
7. Адонит - + -

Для полной идентификации цитробактеров необходимо определение их сере 
вариантной принадлежности по О- и Н-антигенам.



Serratia

Серратии представляют собой прямые, подвижные, грамотрицательные па­
лочки с закругленными концами, длиной 0,9-2,0 мк и шириной 0,5-0,8 мк. Неко­
торые штаммы образуют капсулу.

Антигенная структура бактерий включает 21 соматический и 25 жгутиковых 
антигенов.

Серратии -  каталазоположительные бактерии.

Таблица 18

Биохимические свойства Serratia

№ Тест или субстрат Реакция № Тест или субстрат Реакция
1. Лактоза ("/+) 17. Фогес-Проскауэр + /-
2. Сахароза + 18. Индол —
3. Глюкоза +7- 19. Сероводород -
4. Адонит + /- 20. Мочевина + /-
5. Арабиноза - 21. Желатин (22° С) + (+)
6. Дульцит - 22. Фенилаланин -
7. Инозит + /- 23. Лизин +
8. Ксилоза +/- 24. Аргинин -
9. Мальтоза + 25. Орнитин +
10. Маннит + 26. Цитрат Симонса +
11. Рамноза - 27. Цитрат Кристенса +
12. Рафиноза - 28. Ацетатная среда +
13. Салицин + 29. Малонат натрия —
14. Сорбит + 30. D-тартрат +
15. (З-галактозидаза -/+ 31. Подвижность +
16. Метил-рот -7+ 32. Пигментообразова-

ние
+ /-

Примечание: (—/+) -  замедленная реакция; + (+) -  положительная или замед­
ленная положительная реакция.

Род включает 6 видов различающихся по биохимическим свойст-вэм: S. 
marcescens, S. liguefaciens, S. plymuthica, S. rubidae, S. odorifera, S. ficaria. Пато­
генными для животных являются S. marcescens и S. liguefaciens.



Таблица 19

Внутриродовая дифференциация Serratia

№ Тест S.mar-
cescens

S.liguefa-
ciens

S.plymu-
thica

S.rubi-
dae

S.odori-
fera

S.fica-
ria

1. Индол - - - - + -
2. Глюкоза (газ) - + + /- - - -
3. Лактоза - + + /- + + +/-
4. Лизин + + - - + -
5. Орнитин + + - - - -
6. Рост при 4°С - + + - + +
7. Пигменто-

образование + /- + /- — + /-
“

Серратии могут продуцировать два вида пигментов: продигиозин и пирумин.
Продигиозин -  не диффундирующий в питательную среду водорастворимы! 

пигмент, придаюгций колониям красную окраску. Более интенсивное образова­
ние продигаозина отмечается на пептон-глицериновом агаре при 20-35° С.

Пирумин -  диффундирующий в питательную среду водорастворимый пиг­
мент, придающий колониям розовую окраску.

Enterobacter

Энтеробактеры — прямые, подвижные, грамотрицательные палочки, длиной 
1,2-3,0 мк и шириной 0,6-1,0 мк,

Хорошо растут на питательных средах для энтеробактерий.
Из кишечного содержимого, респираторных органов и гениталий животных 

выделяют Е. cloacae и Е. aerogenes.
Внутривидовая дифференциация, а также дифференциация на биогруппы ос­

новывается на различиях в ферментации углеводов и наличии аминокислотнът 
декарбоксилаз. В отдельных случаях проводят серотипизацию по О- и Н- 
антигенам.

Дифференцирующим признаком энтеробактеров от рода Klebsiella является 
их подвижность, от медленно гидролизующих желатин штаммов Е. aerogenes -  
штаммы К. pneumoniae подвида pneumoniae всегда уреазоположительны.

От рода Serratia энтеробактеры отличаются тем, что не способны продуциро­
вать диоксирибонуклеазу, эстеразу, липазу и расщеплять твин-80.



Дифференцирующие признаки Enterobacter
Таблица 20

№ Тест или субстрат E.cloa-
сае

Е.аего-
genes

К.рпешпо-
niae

Hafiiia Seixatia

1. Гидролиз желатина (+) - - - (+)
2. Лизин - + + + +/-
3. Аргинин + - - - -
4. Мукат +/- + (+) - -
5. Подвижность + + - + +
6. Орнитин + + - + +
7. Диоксирибонуклеаза - - - - +
8. Цитрат Симонса + + + - +
9. Сорбит + + + +

П о культурально-морфологическим свойствам Enterobacter во м ногом  сходны  
с Е.соН, поэтом у учитывают ферментативны е отличия этих м икроорганизмов в 
сравнительном аспекте (табл 21).

Таблица 21

Ферментативные отличия видов Enterobacter от E.coli

№ Т ест или субстрат E .c loacae E.aerogenes Е.соН
1. Ц итрат С им онса + + -
2. М алонат натрия + / - + -
3. М очевина (+) - —
4. И ндол - - + / -
5. И нозит - + - / +
6. А дон ит + / - + - / +
7. Ж елатин (+) - —
8. М етил-рот - - -
9. Ф огес-П роскауэр + + +

10. Ацетатная среда + +

"

Энтеробактеры , в отличие от  эш ер и хи й , ферментируют цитрат С и м он са  и ма- 
лонат натрия.



Hafnia

Гафнии представляют собой прямые, грамотрицательные палочки, длиной 2- 
5 мк и ш ириной 1 мк. Подвижность наиболее выражена при 30° С, при 37° С этот 
признак непостоянен. Встречаются неподвижные штаммы.

Хорошо растут как на простых питательных средах, так и на селективных для 
энтеробактерий.

Оксидазоотрицателъны. По культуральным свойствам напоминают лактозо­
отрицательные бактерии.

Таблица 22

Биохимические свойства рода H afn ia

№ Тест или субстрат Реакция № Тест или субстрат Реакция
1. Лактоза - ( + ) 17. Метил-рот (35° С) +
2. Глюкоза (газ) + /- 18. Фогес-Проскауэр +
3. М аннит + 19. Индол -
4. Сахароза + /- 20. Сероводород -
5. Адонит — 21. Мочевина -
6. Арабиноза + 22. Желатин (22° С) -
7. Глицерин - 23. Фенилаланин -
8. Дульцит - 24. Лизин +
9. Инозит - 25. Аргинин —
10. Ксилоза + 26. Орнитин +
11. М альтоза + 27. Цитрат Симонса + /-
12. Рамноза + 28. Ацетатная среда - /+
13. Рафиноза - 29. Малонат натрия + /-
14. Салицин + /- 30. Подвижность + /-
15. Сорбит - 31. (3-галактозидаза +
16. Трегалоза + 32. Оксидаза —

Род H afnia представлен одним видом -  Hafnia alvei, которую выделяют от мо­
лодняка животных при кишечных инфекциях и пневмониях.

Для дифференциации гафний от других энтеробактерий в качестве дополни­
тельного теста ставят реакцию с 1 %-ным раствором перекиси водорода на нали­
чие каталазы. Для этого, суточную агаровую культуру H.alvei растирают в капле 
1 %-ного раствора перекиси водорода на предметном стекле. При этом, гафнии 
дают бурное газообразование, более интенсивное, чем другие энтеробактерии.



Morganella

М органеллы -  это грамотрицательные, прямые, подвижные палочки, длиной 
1-1,7 мк и  шириной 0,6-0,7 мк.

Хорошо растут на обычных питательных средах.
Род представлен одним видом — Morganella morganii. Может вызывать диареи 

у молодняка животных.
Известно около 50 серовариантов, отличающихся структурой соматического 

антигена, и  большое число серовариантов, имеющих разные типы жгутиковых 
Н-антигенов.

К основным дифференцирующим признакам относятся: способность к деза­
минированию фенилаланина, выделению индола и гидролизу мочевины, а также 
способность дезаминировать орнитин и ферментировать с образованием кислоты 
маннозу (табл 9,15).

Спектр ферментативной активности по отношению к углеводам незначите­
лен. М органеллы ферментируют глюкозу и маннозу, встречаются штаммы, фер­
ментирующие трегалозу и лактозу.

На среде, содержащей 5 % триптофана, штаммы морганел продуцируют 
красно-коричневый пигмент.

Yersinia

Иерсинии представляют собой палочковидные или овоидные, грамотрица- 
тельные клетки, длиной 1-3 мк и шириной 0,5-0,8 мк. Располагаются поодиночке, 
парами, иногда короткими цепочками из 4-5 клеток.

Хорошо растут на простых питательных средах. В мазках-ошечатках и  из 
бульонных культур могут окрашиваться биполярно.

В культурах, выращенных при 30° С иерсинии (за исключением Y. pestis) 
подвижны, при 37° С это свойство утрачивается.

Род включает 7 видов: Y. pestis, Y . psendotuberculosis, Y. enterocolitica, Y.in- 
termedia, Y. frederiksenii, Y. kristensenii, Y. ruckeri.

Острое расстройство пищеварения у молодняка животных может вызвать 
Y.enterocolitica.

Y. enterocolitica в жидких питательных средах цепочек не образует, при 18-20° 
С подвижна.

Антигенная схема Y. enterocolitica включает 34 сероварианта по О-антигену и 
20 - по Н-антигену. Серовариант 0 9  имеет общие антигены с бруделлами, а 01 2  
-  с сальмонеллами.

По ферментативной активности у  Y. enterocolitica различают 5 биоваров 
(табл. 23).



Таблица 23

Дифференцирующие признаки биоваров Y. enterocolitica

№ Тест Биовар
1 2 3 4 5

1. 1 Липаза (твин-80) + - - - -
2. Диоксирибонуклеаза - - - + +
3. Индол + + - - -
4. Редукция нитратов + + + + -
5. Ксилоза + + + - -
6. Сахароза + + + + +/-
7. Трегалоза + + + + -

Иерсинии оксидазоотрицательны и каталазоположительны. Патогенны для 
многих видов животных и человека. При последовательных пассажах через пи­
тательные среды иерсинии (кроме Y. pestis) утрачивают свою вирулентность.

Таблица 24

Дифференциальные признаки видов рода Yersinia

№
П ризнак

Y .p es-
tis

Y .pseu-
dotuber-
culosis

Y .e tero -
c o lit ic a

Y .in ter-
m e d ia

Y.fre-
derik-
senii

Y .kris-
ten se-

n ii

Y .r u c -
k eri

1. П о дв и ж н ость - + + + + + +/-
2. Л и зи н - - - - - - +
3. О рн и ти н - - + + + + +
4. У р еа за - + + + + + -
5. Ж ел ати н - - - - - - +
6. Ц и тр ат  С и м он са - - - + + / - - +
7. Ф огес-П р оск ауэр - - + + + - +/-
8. И н д о л - - + / - + + + / - -
9. Р а м н о за - + - + + - -
10. С а хар оза - - + + + - -
11. Ц ел л о б и о за - - + - + + -
12. Мелибиоза + / - + - + - - -
13. Сорбит - - + + + + -
14. Рафиноза +/- - + - - -
Примечание: признаки на подвижность, цитрат Симонса и реакция Фогес- 

Проскауэра проявляются только при 25° С.



Edwardsiella

Эдвардсиеллы представляют собой прямые, подвижные, грамотрицательные 
палочки, длиной 2-3 мк и шириной 1 мк.

Оксидазоотрицательяы и каталазоположительны.
Растут на обычных питательных средах, но более медленно, чем другие виды 

энтеробактерий.
Род включает 3 вида: Е. tarda, Е. ictaluri, Е. hoshinae.
Диареи у молодняка разных видов животных вызывает Е. tarda.

Таблица 25

Дифференцирующие признаки видов рода Edwardsiella

№ Признак Е. tarda Е. hoshi- 
пае

Е. ictaluri
Дтптй

тип
Биогруп­

па I
1. Маннит - + + -
2. Сахароза - + + -
3. Трегалоза - - + -
4. Арабиноза - + Н -
5. Малонат натрия - - + -
6. Индол + + (-) -
7. Сероводород + - - -
8. Подвижность + + + -
9. Цитрат Симонса - - - -

Примечание: (-) -  замедленная отрицательная реакция.

Эдвардсиеллы редуцируют нитраты, имеют орнитин- и лизиндекарбоксилазу, 
ферментируют маннозу, мальтозу. Дают отрицательную реакцию Фогес- 
Проскауэра, не утилизируют цитрат в среде симонса, не гидролизуют мочевину. 
Не имеют фенилаланиндезаминазы и аргининдегидролазы, не гидролизуют же­
латин, не ферментируют лактозу, дульцит, ксилозу, не имеют (3 — галактозидазы.

Providencia

Провиденсии представляют собой грамотрицательные, подвижные, прямые 
палочки, длиной 1,5-2,5 мк и  шириной 0,6-0,8 мк.

Хорошо растет на обычных питательных средах, по многим признакам схо­
ден с Proteus.

Род включает 3 вида: Р. alcaligenes, Р. stuartii, Р. rettgeri.
Согласно ранее существующей классификации P.alcaligenes и P.stuartii со­

ставляли один вид -  Proteus inconstans, a P.rettgeri — Proteus rettgeri.



Таблица 27

Дифференцирующие признаки видов рода Providencia

№ Тест P.alcaligenes P.stuartii P.rettgeri
1. Мочевина - + /- +
2. Инозит - + +
3. Маннит - + /- +
4. Арабитол - - +
5. Эритрол - - + /-
6. Трегалоза - + -
7. Адонит + - +

Характерными дифференцирующими признаками для рода являются: неспо­
собность к «роению», ферментирование инозита, маннита, маннозы и утилизиро­
вание цитрата Симонса. Наличие фенилаланин-дезаминазы является одним из 
наиболее важных диагностических признаков.

Erwinia

Эрвинии представляют собой прямые, подвижные, грамотрицатель-ные па­
лочки, длиной 1-3 мк, шириной 0,5-1,0 мк. Располагаются поодиночке, парами, 
иногда короткими цепочками.

Род включает 15 видов. От животных выделяют Е. herbicola, которая может 
вызвать расстройство пищеварения.

Эрвинии оксидазоогрицательны и каталазоположительны.
Большинство штаммов эрвинии продуцируют желтый пигмент.
Ферментируют с образованием кислоты глюкозу, маннит, мальтозу, арабино- 

зу, ксилозу, рамнозу, фруктозу, галактозу, сахарозу. Не гидролизуют мочевину и 
не образуют индол и сероводород. Гидролизуют желатин. В отличие от некото­
рых родов энтеробактерий не имеют аргининдегидролазы, лизин- и орнитинде- 
карбоксилазы.

Эрвинии не растут или дают замедленный, скудный рост при 37° С. Опти­
мальная температура культивирования 25-27° С. Колонии эрвиний могут быть 
самые разнообразные, более всего сходны с колониями E.coli.

2.5. Определение чувствительности к  специфическим 
бактериофагам

На этапе дифференциации родов могут быть использованы специфические 
поли- и моновалентные бактериофаги (сальмонеллезный, колипротейный, клеб- 
сиеллезный, синегнойный и др.).

Высокая специфичность некоторых штаммов бактериофагов позволяет исполь­
зовать их для диагностики инфекционных заболеваний и индикации патогенных



микроорганизмов. Фагоиндикацей можно дифференцировать не только отдельны» 
виды бактерии, но и серологически неотличимые штаммы одного и того же вида; 
установить природу возбудителя инфекции даже в том случае, когда другие метод 
оказываются неэффективными.

Бактериофаги можно применять для обнаружения в исследуемом материале 
возбудителя без выделения чистых культур. Этот метод, предложенный В.Т. Ти­
маковым и Д.М. Гольдфарбом в 1956 г, названный реакцией нарастания титра 
Фага, основан на увеличении количества фаговых частиц при добавлении их в 
исследуемый патологический материал.

Фаги широко распространены в природе. Они известны почти у всех патоген­
ных и многих непатогенных микроорганизмов: у  бактерий кишечной группы, 
микобактерий, стрептококков, стафилококков, сарцин, споровых и актиномице- 
тов. У  дрожжей, плесневых грибков и  водорослей фаги не выявлены. Почти вез­
де, где есть благоприятные условия для развития микроорганизмов, удается об­
наружить бактериофага. Их выделяют из воды, почвы, сточных вод, растений, 
открытых полостей животных и  человека, из молока, испражнений, бактериаль­
ных культур и так далее. Фаги, лизирующие патогенные бактерии, находят в 
выделениях больных людей и животных, особенно в период выздоровления.

Существует несколько методов определения чувствительности микроорганиз­
мов к бактериофагам и идентификации бактерий. Наиболее известные методы -  
метод стекающей капли и м етод Аппельмана.

М етод стекающей капли . Для проведения пробы с фагом используют 4- или 
1В-часовую бульонную культуру бактерий; отдельные колонии, непосредствен­
но взятые с чашек с дифференциально-диагностическими средами; культуру, 
взятую с комбинированной среды типа Олькеницкого или Клиглера.

Н а хорошо подсушенный в чашке Петри мясо-пептонный агар (рН=7,2— 7,4), 
разделенный на сектора (6— 8), бактериологической петлей штрихами засевают 
изучаемые культуры. Затем пастеровской пипеткой или иглой диаметром 4— 5 
мм в середине сектора с посевом наносят кашпо специфического бактериофага. 
Чашки с посевами выдерживают на столе, переворачивая 15— 20 мин, а  затем 
инкубируют при 37°С в течение 18-20 ч.

Рис. 7. Лизирующее действие фага на плотной среде



При положительной реакции на месте нанесения фага появляется четко 
очерченный лизис (+ + + +), полусливной лизис (+ + +), большее или меньшее 
число отдельных негативных колоний ( + +, +).

При отсутствии лизиса (отрицательная реакция) в месте нанесения фага на­
блюдают рост культуры (рис. 7).

М етод Аппельмана - метод определения литической активности бактериофа­
га на жидких питательных средах. Состоит в испытании различных разведений 
фага с одним и тем же количеством бактериальной культуры.

В ряд стерильных из нейтрального стекла пробирок с одинаковым диаметром 
наливают по 4,5 мл питательной среды. В 1-ю пробирку прибавляют 0,5 мл ис­
пытуемого фага, тщательно перемешивают и последовательно разводят, затем 
переносят из пробирки в пробирку по 0,5 мл (каждый раз отдельной пипеткой).

Обычно готовят 10 разведений фага. Из 10-й пробирки липшие 0.5 мл выли­
вают; получают разведения фага от 10'1 до Ю"10. Затем в пробирки прибавляют по 
ОД мл 18-часовой бульонной культуры. 11-я и 12-я пробирки - контрольные: 11-я 
- бульон и культура без фага (контроль за ростом культуры), 12-я — только буль­
он (контроль стерильности).

Все пробирки инкубируют в термостате при температуре 37° С в течение 19 
24 час.

Литическую активность фага, выраженную в титре, определяют по последней 
пробирке, в которой отсутствует мутность или осадок (рост и размножение бак­
терий).

Титу бактериофага -  это максимальное разведение фага, при котором рост 
микробов отсутствует. Например, если в 9 пробирках наступил полный лизис, 
титр фага будет равенЮ'9.

2.6. Серологическая идентификация

Для серологической идентификации сальмонелл, клебсиелл, протеев, цитро- 
бактеров используют коммерческие диагностические агглютинирующие ад­
сорбированные поливалентные и моновалентные О- и Н-сыворотки в реакции 
агглютинации на стекле в соответствии с антигенно-диагностической сх ем о й  
приведенной в наставлениях по применению препаратов и Методических 
заниях по бактериологической диагностике (Лабораторные исследования в ве­
теринарии. Бактериальные инфекции. —  М., 1986)

Патогенные эшерихии не отличаются от непатогенных по морфологическим 
и культуральным свойствам, поэтому их диагностика основана на серологиче­
ском методе.

Серогрупповую и видовую принадлежность определяют у культур, отне­
сенных по культурально-биохимическим свойствам к роду эшерихии с помо­
щью агглютинирующих О-колисывороток в реакции агглютинации на стекле 
и в пробирках. Порядок применения О-колисывороток дан в наставлении по 
применению препарата. При отрицательных результатах реакции агглютинации 
на стекле с ветеринарным набором сывороток может быть применен медицин-



СКИЙ набор агглютинирующих поливалентных и моновалентных ОК-сыворотш 
или ОК-иммуноглобулинов и адсорбированных О-сывороток (см. соответст­
вующие наставления по применению).

Серотипирование эшерихий для выявления энтеролатогенных эшерихий: 
(ЭПЭ) имеет важное значение для эпизоотологического анализа заболеваемо­
сти. Вместе с тем необходимо иметь в виду, что многочисленные наблюдения 
свидетельствуют об отсутствии прямой корреляции между сероварами и пато­
генностью отдельных эшерихий внутри О-серогрупп. Поэтому выявление од­
ного из существенных признаков патогенности адгезивной активности —  яв­
ляется необходимым звеном в диагностике ЭПЭ (см. раздел 3).

2.7. Индикация лактобактерий и бифидобактерий

Бифидобактерии в жидкой среде Блаурокка образуют слизистый мутный оса­
док. Колонии лактобактерий в толще полужидкой среды МРС-2 напоминают ма­
ленькие гвоздики беловато-желтоватого цвета.

Для идентификации бифидо- и лактобактерий из посевов на средах Блау­
рокка и МРС-2 готовят мазки и окрашивают их по Граму.

Обнаружение характерных тонких, с несколько утолщенными концами 
грамположительных палочек, расположенных в виде римской цифры V (или ле­
тящей птички) или в виде скоплений, напоминающих паучки, подтверждает их 
принадлежность к бифидобактериям.

Лактобацшигы представляют собой крупные грамположителъыые палочки 
различной длины -  от 0,7-1,1 до 3,0-8,0 мк, расположенные единично, парами 
или цепочками, прямые с закругленными концами, иногда слегка извитые.

2.S. Оценка результатов исследования

В результате исследования необходимо указать наличие или отсутствие в по­
севе фекалий патогенных энтеробактерий, а также описать состав кишечной 
микрофлоры. Количество живых микробных клеток в 1 г фекалий подсчитывают 
для каждого вида микроорганизмов по формуле:

М = 20 • N ■ 10п

где: М — число живых микробных клеток в 1 г фекалий;
N — количество колониеобразующих единиц;
20 — коэффициент пересчета при высеве 0,05 мл бактериальной взвеси;
10“ — разведение, из которого выделен данный вид бактерий.
Например, у теленка в 1 г фекалий обнаружено:
E.coli 3,8-108
К. pneumoniae 6,0* 107
Р. mirabilis 1,7-108
С. freundi 2,МО7
S. epidermidis 5,4-105



Lactobacillus 2,0-105
В. bifidum 1,2-106.
Заключение. Патогенные бактерии семейства Enterobacteriaceae не обнару­

жены. Выявлен дизбактериоз кишечника, обусловленный ассоциацией условно- 
патогенных бактерий (K.pneumoniae, P.mirabilis, С. freundi) и дефицитом лакто­
бактерий.

При проведении эпизоотологического анализа используют данные об отно­
шении выделенных культур к сероварам, чувствительности к антибактериаль­
ным препаратам и специфическим фагам.

Оценка результатов исследований зависит от:
- выяснения этиологической структуры ОКЗ;
- направленного применения специфических биопрепаратов, уточнения их 

состава;
- разработки тактики эпизоотологических и лечебно-профилактических ме­

роприятий;
- объективной оценки эффективности проводимых мероприятий.
Значение выделенных бактерий в этиологии ОКЗ целесообразно оценивай

по следующим критериям:
1. Патогенные виды бактерий признают безусловно этиологическим факто­

ром.
2. Роль условно-патогенных видов микроорганизмов в качестве потенци­

ального возбудителя ОКЗ определяют количественной характеристикой (в 
случае выделения не менее чем 106 колониеобразующих единиц бактерий в 1 
г исследуемого материала) и повторным выделением в динамике заболевания. 
Особое внимание следует обратить на выделение ассоциации нескольких видов 
условно-патогенных микроорганизмов и сочетание с клиническими проявления 
ми болезни.

3. Для более полной оценки этиологической роли выделенной культуры мик­
роорганизма желательно изучать комплекс его вирулентных свойств, в том 
числе адгезивную и гемолитическую активность, а также выявлять специфиче­
ские сывороточные антитела к аутоштамму - представителю условно- 
патогенных энтеробактерий и сальмонелл в парных сыворотках.

4. Для оценки степени защищенности организма нормальной микрофлорой 
кишечника рекомендуется за минимальный уровень наличия лакто- и  бифи­
добактерий принимать количество их не менее 108 бактерий в 1 г исследуемого 
материала.

3. Определение чувствительности к антибактериальным препаратам 

3.1. Устойчивость микроорганизмов к антибиотикам

Примерно 50 лет назад началась эра применения антибиотиков в медицине и 
ветеринарии. Поиск новых антибиотиков продолжается с прежней интенсивно­
стью, однако частота их обнаружения резко снизилась. Кроме того, с угрожаю­



щей скоростью стали появляться штаммы патогенных бактерий, устойчивых к 
антибиотикам. В то время, когда пенициллин G только напал применяться в ме­
дицине, большинство штаммов стафилококков были к нему чувствительны, а в 
настоящее время практически все известные стафилококковые инфекции 
устойчивы к этому антибиотику.

Ещё более важная проблема - появление штаммов бактерий, устойчивых од­
новременно к нескольким антибиотикам, так называемых штаммов со множе­
ственной устойчивостью. Например, частота встречаемости штаммов Shigella с 
таким свойством с 1954 г увеличилась с 0,2 до 52 %.

Устойчивость бактерий к антибиотикам обусловлена многими факторами. 
Иногда она обусловлена мутацией в хромосомном гене микроорганизма, которая 
изменяет структуру мишени в клетке. Например, стрептомицин нарушает синтез 
белка в микроорганизме, прикрепляясь к одному из белков 3OS-субъединицы ри­
босомы. Некоторые мутации в гене, кодирующем этот рибосомный белок, на­
рушают его способность связывать стрептомицин, но не влияют существенным 
образом на работу рибосомы. Поэтому клетка с подобной мутацией становится 
устойчивой к стрепомицину.

Устойчивость может быть обусловлена и проникновением в бактериальную 
клетку плазмиды, принадлежащей к классу факторов резистентности (К.- 
факторы). Эти плазмиды часто обеспечивают устойчивость одновременно к не­
скольким антибиотикам. Они несут гены, кодирующие ферменты, которые ката­
лизируют химические модификации антибиотиков, лишая их, таким образом, ан­
тибиотической активности.

Множественная устойчивость штаммов бактерий почта всегда обусловлена 
R-факторами. Поскольку эти плазмиды имеют широкий спектр хозяев и доста­
точно часто передаются от одного вида бактерий к другому, их распространение 
в естественных бактериальных популяциях, безусловно, самый серьезный аспект 
проблемы устойчивости микроорганизмов к  антибиотикам.

Кроме этого, большие дозы ряда антибиотических препаратов оказывают по­
бочное действие на макроорганизм. Установлено, что большие дозы пеницилли­
на и стрептомицина оказывают нейротоксическое действие, тетрациклины вызы­
вают поражение печени, хлормицетин обуславливает токсическое действие на 
кроветворные органы, хлортетрациклин и окситетрациклин при внутривенном 
введении могут привести к  коллапсу со смертельным исходом. При введении пе­
нициллина и стрептомицина могут появиться крапивница, контактные дермати­
ты, ангионевротический отёк, аллергическая язва и т.д. Доказано также, что 
большинство антибиотиков обладают иммуннодепрессивным действием.

Таким образом, для успешного проведения лечения антибиотиками, особенно 
в случаях хронической инфекции, необходимо предварительно определить сте­
пень чувствительности возбудителя заболевания к  тем или иным ан­
тибиотическим препаратам.

При определении чувствительности необходимо иметь чистые культуры бак­
терий и лишь при необходимости срочного получения ответа, используют сме­
шанные культуры, содержащие всю микрофлору, имевшуюся в материале.



3.2. Т ехника определения чувствительности микроорганизм ов 
к  антибиотикам

Если от животных выделены патогенные и условно - патогенные микроорга­
низмы в этиологически значимых количествах, следует определить чувстви­
тельность культур к тем антибактериальным препаратам, которые используют в 
данном животноводческом хозяйстве.

Чувствительность бактерий к антибиотикам определяется, в соответствии с 
наставлением по применению набора дисков антибиотиков и  методическими 
указаниями по определению чувствительности к антибиотикам возбудителей 
инфекционных болезней сельскохозяйственных животных (1986) - методом се­
рийных разведений антибиотика в плотной или жидкой питательной среде или 
методом диффузии в агар с использованием бумажных дисков.

Наиболее прост и доступен метод определения чувствительности с помощью 
дисков, пропитанных различными антибиотиками.

В стерильные чашки Петри, разливают по 15 мл плотной питательной среды 
АГВ или МПА. На поверхность застывш его и слегка подсушенного агара сте­
рильно вносят 0,5-1,0 мл суспензии суточной культуры исследуемых бактерий

Бактериальную взвесь равномерно распределяют по поверхности агара м е­
рильным шпателем. После этого на поверхности засеянной среды стерильным 
пинцетом раскладывают диски с антибиотиками - по 5-6 дисков на каждую чаш­
ку на расстоянии 25 мм от центра чаш ки. Чашки выдерживают при 37° С 16-18 
час, после чего учитывают результаты опыта путем измерения зон задержки рос­
та микробов вокруг дисков.

После роста культуры на чашках с диск-антибиотиками проводят измерение 
зон задержки роста микроорганизмов вокруг диска, включая диаметр самого 
диска, и результат выражают в мм. Естественно, что размер зон зависит от сте­
пени чувствительности возбудителя к  данному антибиотику. Чем больше пло­
щадь зоны задержки роста, тем чувствительнее культура к данному антибиотику.

Принято считать, что при зоне диаметром до 10 мм штамм расценивается как 
антибиотикорезистентный, 11-15 мм - как  слабо чувствительный и  15-25 мм - как 
чувствительный к антибиотикам. Зоны, превышающие 25 мм, свидетельствуют с 
высокой чувствительности микроорганизма к данному антибиотику. Однако 
метод нельзя считать количественным.

Метод серийных разведений антибиотика в плотной питательной среде (ш 
чашки Петри) имеет преимущества, так  как дает возможность определить чувст 
вительность большого числа штаммов одновременно (50 и  более с помощьн 
штамма-репликатора) и минимальную, подавляющую рост концентрацию анти 
биотика (МПК) для штамма-возбудителя.



ПРИЛОЖЕНИЯ

Приложение

К о н с е р в а н т ы

Глицериновый

Состав:
натрия хлорид (NaCl) 0,85 %-ный раствор —  1000 мл;
глицерин нейтральный —  500 мл;
натрия гидрофосфат, безводный (Na2 HP 0 4 ) 20 %-ный 
раствор —  150 мл.

Приготовление.
Смешивают первые два ингредиента и добавляют раствор гидрофосфаз 

натрия в таком количестве, чтобы довести pH до 7,8—8,0, затем разливают 
пробирки или флаконы по 10 мл, стерилизуют в автоклаве при 112° С в теченг 
15 мин или текучим паром 3 дня подряд. После стерилизации доводят pH р 
7 ,6 -7 ,8 .

Фосфатно-буферный

Состав:
калия дигидрофосфат (КН2Р 04) —  0,45 г;
натрия гидрофосфат, безводный (N aH P04) —  5,34 г;
вода дистиллированная —  1000 мл.
Приготовление.
Ингредиенты смешивают, разливают по 10 мл в пробирки или флакон 

стерилизуют в автоклаве 30 мин при 121° С.

Буферный глицерино-солевой

Состав:
натрия хлорид (NaCl) —  4,2 г;
калия гидрофосфат (К2НР04) — 3,1 г;
калия дигидрофосфат (КН2Р 04) —  1,0 г;
глицерин нейтральный —  300 мл;
вода дистиллированная —  700 мл.
Приготовление.
Ингредиенты растворяют, перемешивают, смесь разливают в стерильн 

пробирки по 5 мл и автоклавируют 30 м ин при 112° С. Целесообразно для кс 
троля качества хранения раствор слабо подкрашивать феноловым красным.



И зотонический раствор хлорида натрия

Состав:
натрия хлорид (NaCl) —  8,5 г;
вода дистиллированная —  1000 мл.
Приготовление.
Соль растворяют при подогревании, фильтруют, разливают в пробирки 

по 5— 7 мл, стерилизуют 30 мин при 121° С.

П олужидкий голодный агар (ПГА)
(среда для хранения и пересылки культур)

Невысокое содержание питательных веществ понижает жизне-деятельность 
бактерий, особенно в условиях хранения при 4-6° С.

С остав:
Бульон питательный, содержащий 0,6-0,9 % общего азота
(pH 7,2-7,4) -1 0 0 0  мл
Агар -  2-4 г
Приготовление: агар расплавляют в горячем бульоне, фильтруют, разливают 

по 8-10 мл в пробирки или в мелкие ампулы, стерилизуют при 121° С.
Применение: культуру засевают 1-2 уколами в толщу среды, помещают в 

термостат и после 18-20 часов выращивания выросшие культуры оставляют для 
хранения.

Ватные пробирки в пробках заливают парафином или заменяют на стериль­
ные корковые, ампулы запаивают. Ш таммы хранят при 4-6°С, пересевают через 
2-3 месяца.



Приложение

С р е д ы  о б о г а щ е н и я  и н а к о п л е н и я  

Селенитовая среда

Используют для накопления сальмонелл.
Состав:
натрия гидроселенит (NaHSe03) без примеси теллура —  14 г; 
пептон венгерский «Рихтер» или чехословацкий 

«Опофа» — 15 г;
натрия гидрофосфат, безводный (NaHP04) — 7 г;
натрия дигидрофосфат, безводный (NaH^PO^ —  3 г;
лактоза —  4 г;
вода дистиллированная — 1000 мл.
Приготовление.
Среды готовят из двух основных растворов:
Раствор № 1. Определяют пропорцию Na2H P04 и NaH2P 0 4 с используемы: 

образцом пептона и гидроселенита натрия для установления pH в пределах 6,9- 
7,1, для  чего регулируют соотношение фосфатов. Подтитровка всегда нужв 
при изменении серии любого из входящих в среду основных ингредиентов.

После установления соотношения фосфатов, к раствору № 1 добавляют пег 
тон и  лактозу. Разливают во флаконы по 50 мл и стерилизуют текучим паро: 
два дня по 30 мин.

Количество фосфатов в рецепте среды дано в расчете на безводные преш 
раты. При отсутствии таковых, заранее заготовленные навески «выветривают» 
термостате в течение 15— .16 суток.

Раствор № 2. Раствор гидроселенита натрия 10 %-ный готовят на стерши 
ной дистиллированной воде перед употреблением. Перед началом работы в кг 
ждый флакон с 50 мл основного раствора (раствор №  1) добавляют 2 мл ра< 
твора гидроселенита натрия (раствор № 2), асептически разливают по 5— 7 мл 
стерильные пробирки и закрывают плотно пробками. Дальнейшая стершшз: 
ция не нужна.

Основной раствор для приготовления селенитовой среды можно хранить 
холодильнике 1— 2 месяца.

Д ля приготовления среды следует использовать высококачественный пе: 
тон («Рихтер», «Опофа» или жидкий аминопептид —  отечественный замен: 
тель импортного пептона).

Среда М юллера

Используют для накопления сальмонелл.
К  4,5 г простерилизованного сухим жаром химически чистого мела (СаСС 

добавляют 90 мл МПБ или бульона Хоттингера и стерилизуют 30 мин при 121°



Перед посевом к бульону с мелом асептически добавляют 2 мл раствора Лю- 
голя (йодид калия — 25 г, йод кристаллический -  20 г, вода дистиллированная - 
до 100 мл) и 10 мл раствора тиосульфата натрия (тиосульфат натрия -  50 г, вода 
дистиллированная - до 100 мл).

Смесь перемешивают и разливают по пробиркам.

Среда Кауфмана

Используют для накопления сальмонелл.
К 100 мл стерильной среды М юллера асептически добавляют 5 мл стериль­

ной желчи (желчь стерилизуют дробно, текучим паром 3 дня подряд по 20 мин) 
и 5 мл 0,1%-ного водного раствора бриллиантового зеленого. Разливают по про­
биркам. Не стерилизуют.

Среда Киллиана

Используют для накопления сальмонелл.
К 100 мл стерильного МПБ или бульона Хоттингера (pH  6,7-6,9) непосредст­

венно перед применением добавляют 1 мл 0,1%-го водного раствора бриллиан­
тового зеленого.

М агниевая среда

Используют для накопления сальмонелл. Готовят два раствора.
Раствор 1. К 890 мл дистиллированной воды добавляют 4,2  г пептона, 7,15 г 

хлорида натрия, 1,43 г дигидрофосфата калия (КН2РО4) и 9 м л  дрожжевого диа­
лизата.

Раствор 2. В 90 мл дистиллированной воды растворяют 35,7 г хлорида маг­
ния (MgCl2- 6Н20 ).

Оба раствора смешивают и добавляют 0,9 мл 0,5 % -го водного раствора 
бриллиантового зеленого. Разливают по пробиркам и стерилизуют 30 мин при 
112° С.

Среда ЭТ-1

Используют для накопления сальмонелл и эдвардсиелл.
К  1000 мл МПБ или бульона Хоттингера (pH 7,4-7,6) добавляют 2 г глюкозы 

и 2 мл 5 %-го спиртового раствора розоловой кислоты. Смесь кипятят на водяной 
бане 15-20 мин, добавляют 25000ЕД полимиксина и асептически разливают по 
пробиркам.

Для приготовления 5 %-го спиртового раствора розоловой кислоты 0,5 г ро­
золовой кислоты растворяют в 10 мл спирта-ректификата, после чего добавляют 
90 мл дистиллированной воды.



Среда Минка

Используют для накопления эшерихии, обладающих адгезивными антиген* 
ми.

Раствор 1 (фосфатный буферный раствор pH 7,5). Берут 1,36 г калия фос 
форнокислого однозамещенного (КН2Р 0 4), 10,1 г натрия фосфорнокислого дву 
замещенного (NaHPCV 7Н20) и растворяют в дистиллированной воде до конеч 
ного объема 1000 мл. Стерилизуют 30 мин при 115°С.

Раствор 2. 10 г  сульфата магния (MgSCV 7Н2С>), 1 г  хлорида марганц. 
(МпС12- 4Н20 ), 0,135 г хлорного железа (FeCl3-6H20 )  и 0,4 г хлорида кальци 
(СаС12'Н20 )  растворяют в дистиллированной воде до конечного объема 1000 мл 
Стерилизуют 30 мин при 115° С.

Раствор 3. 5 мл гидролизата лактальбумина (или ферментативного казенно 
во-дрожжевого гидролизата) растворяют в 100 мл дистилли-рованной воды 
Стерилизуют текучим паром 3 дня по 30 мин.

Раствор 4. 5 г глюкозы растворяют в 100 мл дистиллированной воды. Стерн 
лизуют текучим паром 3 дня по 30 мин.

Раствор 5. 26 г агара «Дифко» растворяют в 1000 мл дистиллированной во 
ды. Стерилизуют 30 мин при 115°С.

Полученные растворы асептически соединяют в следующем соотношении:
раствор 1 — 500 мл;
раствор 2 - 1  мл;
раствор 3 -  20 мл при 50°С;
раствор 4 - 2 0  мл;
раствор 5 -  460 мл при 50°С.
Все растворы стерилизуют отдельно.
Готовую среду Минка не стерилизуют.
Казаминовую кислоту в составе среды Минка можно заменить фермента­

тивным казаминовым дрожжевым гидролизатом (ФКДГ) или гидролизатом лак­
тальбумина (ГЛА) в тех же соотношениях.

Среда П-1

Используют для накопления протеев.
В 1000 мл стерильного бульона Хотингера растворяют 1 г маннита, 5 ) 

желчных солей по Олькеницкому, 0,8 г  дищцрофосфата калия (КН2РО4), 20 ш  
0,01 %-го водного раствора кристаллвиолета. Кипятят на водяной бане15-20 мин 
Добавляют 10 мл 50 %-го водного раствора мочевины и 1000000 БД полимик 
сина. Асептически разливают по пробиркам.

Приготовление желчных солей по Олькеницкому.
К 1000 мл бычьей или свиной желчи добавляют 40 г гидроокиси натрия i 

автоклавируют 3 ч при 1,5 атм. Добавляют 100 мл 20 %-го раствора хлорида ба 
рия (ВаС12*2Н20 ), автоклавируют 1 ч при 100°С и оставляют на 12-18 ч при ком 
натной температуре. После этого сливают, промывают водой и добавляют 40 %



й водный раствор гидроокиси натрия (до щелочной реакции). Полученный рас­
твор солей высушивают при 115°С.

Среда К-1

Используют как селективную среду и для накопления клебсиелл.
В 1000 мл стерильной дистиллированной воды растворяют 5 г хлорида на­

трия, 0,2 г сульфата магния (MgSCV7H20), 2 г дигидрофосфата калия (КН2Р 0 4), 
2 г гидрофосфата калия (К2НР04), 2 г рафинозы, 2 мл 1,6 %-го щелочного рас­
твора бромтимолового синего, 20 мл 0,01 %-го водного раствора кристаллвиоле- 
та. Кипятят 15-20 мин на водяной бане, добавляют 4 мл 50 %-го раствора моче­
вины и асептически разливают по пробиркам.

Для приготовления 1,6 %-го щелочного раствора бромтимолового синего в 80 
мл дистиллированной воды растворяют 1,6 г бромтимолового синего и  20 мл 
0,25 н. раствора гидроокиси натрия.

Среда Ворфеля -  Фергюсона

Используют для лучшего образования капсулы у клебсиелл.
В 100 мл дистиллированной воды растворяют 2 г хлорида натрия, 1 г сульфа­

та калия (K2 S0 4 ), 0,25 г сульфата магния (M gS04 х 7Н20 ), 20 г сахарозы, 88 мл 
дрожжевого экстракта (или 2 г сухого дрожжевого экстракта), фильтруют через 
бумажный фильтр, разливают по пробиркам и стерилизуют 15 мин при 121°С.

Бульон с 0,2% глюкозы

Используется для лучшего образования капсулы у клебсиелл.
Берут 1000 мл МПБ или бульона Хоттингера (pH 7,2-7,4). В небольшом егс 

объеме, нагретом до 40-50°С, растворяют 2 г глюкозы и смешивают с оставшим­
ся бульоном. Разливают по пробиркам и стерилизуют 30 мин при 112°С.

Среда Ющенко, Дунаева

Используют для накопления иерсиний.
В 990 мл дистиллированной воды растворяют 8,5 г хлорида натрия, добавлю 

ют 3 мл 1/15 М раствора гидрофосфата натрия (Na2H P 04x 12 Н20) и 7 мл 1/15 Ь 
раствора дигидрофосфата калия (К2НР04). Устанавливают pH 7,2, фильтрую: 
разливают по пробиркам и стерилизуют 10 мин при 116°С или 30 мин текучи 
паром.



Приложение

С р е д ы  д л я  п е р в и ч н о й  и д е н т и ф и к а ц и и  

Трехсахарный агар с мочевиной по Олькеницкому

Состав:
А гар питательный сухой — 25 г;
Лактоза — 10 г;
Сахароза — Ю г;
Глюкоза — 1 г;
Аммоний-железо (П) сульфат ((FeSO^-QSIH^SO^OHaO)) — 0,2 г;
Натрий тиосульфат (Na2 S2 O 3 -5H2 0) — 0,3 г,
Мочевина — 10 г;
Феноловый красный (0,4 %-ный водный раствор) — 4 мл;
В ода дистиллированная — 1 000 мл.
Приготовление.
Соли предварительно растворяют в небольшом объеме дистиллирован

ной воды. Углеводы и мочевину также растворяют в небольших объемах водь 
при подогревании в водяной бане. Сухой питательный агар расплавляют в ос 
тавшемся объеме воды при нагревании и помешивании. Затем все ингредиенть 
соединяют, перемешивают с расплавленным агаром, фильтруют через марлевш 
фильтр, устанавливают pH  =  7,2—7,4.

Добавляют индикатор, хорошо перемешивают, разливают в пробирки по 6 — 
7 мл. Стерилизуют текучим паром 3 дня подряд по 20 мин. Скашивают, остав 
ляя столбик 2—2,5 см. Готовая среда бледно-розового цвета.

Агар Клиглера

Состав:
Панкреатический гидролизат казеина — 2 0  г;
Экстракт дрожжей — 6 , 0  г;
Натрия хлорид -  5,0 г;
Натрия тиосульфат -  0,3 г;
Натрия метабисульфит — 0,5 г;
Натрия карбонат -  0 , 8  г;
Ж елеза окисного цитрат — 0,3 г;
Феноловый красный — 0,05 г;
Агар — 1 1 , 0  г.
Приготовление:
55 г коммерческой сухой среды размешивают в 1 л дистиллированной водь

доводят до кипения.
Кипятить нужно до полного расплавления агара (3— 4 мин), затем разлить 

пробирки по 6  мл, автоклавировать 30 мин при 112° С. Среду скосить так, чтс
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бы в нижней части пробирки был столбик высотой 2,5— 3,0 см. Готовая сред; 
имеет темно-красный (бурый) цвет.

Среда для теста на окисление-ферментацию

Среда предназначена для установки путей расщепления углеводов бактерия 
ми. У энтеробактерий расщепление углеводов происходит ферментацией, j 
псевдомонад -  окислением. Существуют бактерии, у которых метаболизм угле­
водов полностью отсутствует.

Состав:
Пептон -  2 г
NaCl - 5  г
К 2Н Р 0 4 - 0 ,3  г
Агар -  3 г
1 %-й водный раствор бромтимоловый синий -  3 мл 
Глюкоза - Ю г
Вода дистиллированная -  1000 мл
Приготовление: все вещества, входящие в состав среды, растворяют при по­

догревании в водяной бане, фильтруют, разливают в пробирки по 5-6 мл и сте­
рилизуют при 118° С 10 мин (pH 7, 1  -7,2).

Среда с K N 0 3 для определения редукции нитратов

Эта среда предназначена для подтверждения принадлежности испытуемогс 
штамма к энтеробактериям и для дифференциации грамотрицательных бактерий 
от грамположительных.

Под восстановлением нитратов подразумевается способность микробов ре­
дуцировать соли азотной кислоты (нитраты (NO‘3) и нитриты (ЖГ2)) с выделе­
нием аммиака (N03) или свободного азота (N2).

Процесс редукции нитратов энтеробактерии осуществляют с помощью фито- 
нитратредкутазы.

Состав:
Калий нитрат (KN03), свободный от KN02 и от нитратов -  0,2
Пептон -  5 г
Вода дистиллированная -1000 мл
Приготовление: ингридиенты смешивают, устанавливают pH 7,4, разливаю’; 

в пробирки по 5 мл и стерилизуют при 120°С 15 мин.
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Приложение ‘

С е л е к т и в н ы е  с р е д ы  

Среда Эндо

Селективная среда для энтеробактерий. Выпускается в сухом виде. Состой: 
из агара, основного фуксина, сульфата натрия, фосфата натрия, лактозы.

Для посевов используют свежеприготовленную среду.
В 100 мл дистиллированной воды растворяют 5 г сухой среды, кипятят npi 

постоянном помешивании 2-3 мин и разливают по чашкам Петри.
Для предотвращения образования большого количества конденсата среду по­

сле кипячения охлаждают до 50° С. Готовая среда имеет розовы й цвет.
Колонии лактозоположительных штаммов красные, лактозоотрицательных - 

бесцветные или слегка розоватые.
Готовая среда чувствительна к  свету, поэтому после приготовления она не 

подлежит продолжительному хранению. Подсушивать и хранить среду следует 
в темном месте.

Для подавления роения (подвижности) бактерий рода Proteus, к 100 мл гото­
вой среды Эндо добавляют 3 мл медицинской желчи.

А гар  Плоскирева

Селективная среда для сальмонелл.
Выпускается в сухом виде. Состоит из агара с желчными солями, цитрата на­

трия, тиосульфата натрия, фосфата натрия, лактозы, нейтрального красного; 
бриллиантового зеленого, соды кальцинированной, йода, хлорида натрия.

Готовая среда прозрачная или розовато-желтого цвета.
Лактозоположительные сальмонеллы образуют колонии красного цвета, лак­

тозоотрицательные -  бесцветные.

Висмут-сульфит агар

Селективная среда для сальмонелл.
Выпускается в сухом виде. Состоит из агара, гидролизата рыбы, глюкозы 

цитрата висмута, сульфита натрия, соли Мора, фосфата натрия, бриллиантовогс 
зеленого.

Гоговая среда имеет зеленоватую окраску.
Сальмонеллы, продуцирующие сероводород, образуют черные колонии < 

прокрашиванием агара под колонией в черный цвет. Сальмонеллы, не продуци­
рующие сероводород, образуют бесцветные или зеленовато-коричневые коло 
нии.
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Среда Левина

Селективная среда для энтеробактерий.
К 100 мл расплавленного и охлажденного до 60-70° С 2  %-го агара Хоттинге- 

ра (pH 7,2-7,4) добавляют 2 мл 0,5 %-го водного раствора метиленового синего 
(подогретого на водяной бане до 60-70°С), 1,5 мл 2 %-го раствора эозина, 2  г лак­
тозы и 0,2 г двуосновного фосфорнокислого калия (КН2РО4).

Перемешивают, разливают по чашкам, подсушивают. Перед добавлением в 
среду раствора красителей стерилизуют текучим паром 3 дня по 30 мин.

Готовая среда имеет фиолетовый цвет.
Колонии эшерихий синего или черного цвета, сальмонелл -  бесцветные или 

розовые, протея -  оранжевые, с измененным цветом среды вокруг колонии.

Кровяной агар (5 %-ный)

Расправляют определенное количество 2 %-ного мясопептонного стерильно­
го агара, охлаждают его до температуры 45° С и прибавляют дефибриниро^ ~ч- 
ную или цельную стерильно взятую кровь (к 95 мл агара добавляют 5 мл 
крови).

Добавляют кровь при соблюдении правил стерильности. Готовую среду раз­
ливают в стерильные чашки Петри, дают ей застыть и подсушивают в термоста­
те. Слой агара должен быть равномерно окрашен в красный цвет.



Приложен®

Д и ф ф е р е н ц и а л ь н о  —д в а г н о с т и ч е с к и е  с р е д ы  

Среда Ш терна

Используют для дифференциации сальмонелл.
К  1000 мл МПБ или бульона Хоттингера добавляют 2.5 мл 10 %-го насыще 

ного спиртового раствора основного фуксина, 16,6 мл 1 0  %-го водного раство; 
сульфита натрия (Na2 SC>4 ) и 1 0  мл глицерина.

Разливают по пробиркам и стерилизуют 15 мин при 112° С.
Готовая среда имеет желтую окраску.
Если испытуемая культура относится к Salmonella typhimurium, которая сп 

собна ферментировать глицерин, то среда приобретает фиолетовый оттенок.

Среда Б иттера

Используют для дифференциации сальмонелл.
В 1000 мл дистиллированной воды растворяют 0,05 г пептона, 0,5 г  трехо 

новного лимоннокислого натрия (цитрат натрия), 5 г хлорида натрия, 5 г рамп 
зы (или арабинозы). Кипятят на водяной бане 3-5 мин, фильтруют через бумаг 
ный фильтр. Разливают по пробиркам и стерилизуют 30 мин при 1 1 2  °С или т 
купим паром 3 дня по 30 мин.

Если испытуемая культура относится к сальмонеллам, способным ферменп 
ровать рамнозу или арабинозу (S. typhimmium), то при добавлении к  суточнс 
культуре (выращенной на данной среде) 2 капель 0,5 %-го спиртового раство} 
метилового красного среда приобретает красную окраску.

Среда для посева по Свену-Гарду

Используют для выявления у сальмонелл специфической фазы жгутиково! 
антигена.

К  1000 мл МПБ или бульона Хоттингера добавляют 8  г агара и растворял 
путем кипячения на водяной бане. Устанавливают pH 7,2-7,4, фильтруют чер< 
бумажный фильтр и стерилизуют 30 мин при 121° С.

Среды, содержащие органические кислоты

Предназначены для дифференциации сальмонелл по их способности расще] 
лять органические кислоты (тартраты, мукат, цитрат натрия).

В  1000 мл дистиллированной воды растворяют 10 г пептона, добавляют 8  

мл 0 , 1  н. раствора гидроокиси натрия, 1 2  мл 0 , 2  %-го водного раствора бромт 
молового синего, 1 0  г D-тартрата (или одну из следующих кислот: 5 г  L-тартрат 
5 г мезо-тартрата, 10 г муката, 10 г цитрата натрия). Устанавливают pH  7,4, ра



ливают в пробирки и стерилизуют 20 мин при 112°С. Готовая среда сине 
зеленого цвета.

При положительной реакции в процессе инкубации среда с культурой прио& 
ретает зелено-желтую или мутно-белую окраску.

Для получения более отчетливых результатов в конце срока инкубации i 
пробирки с сомнительной или отрицательной реакцией добавляют несколькс 
капель насыщенного раствора ацетата свинца, в результате при отрицательно! 
реакции выпадает обильный осадок до 2/3 объема среды, при положительной - 
выпавший осадок незначителен.

Среда с триптофаном

Используют для определения у бактерий наличия триптофандезаминазы.
В 1000 мл дистиллированной воды растворяют 2  г  DL-триптофана. У станав 

ливают pH  6,7-6,9.
Для определения способности бактерий к дезаминированию триптофана ис 

пытуемую агаровую культуру бактериологической петлей вносят в проби;
0,5 мл раствора триптофана и  инкубируют 30 мин при  37°С, после чего вносят 
каплю 1 0  %-го водного раствора хлорида железа трехвалентного (FeCl3).

При положительной реакции среда приобретает темно-красную окраску, npj 
отрицательной -  желтую.

Пептон-глнцериновый агар

Используют для выявления у  серратий пигмента продигиозина.
В 900 мл дистиллированной воды растворяют кипячением 5 г пептона и 20 

агара, после добавляют 10 мл глицерина. Доводят объем до 1000 мл дистиллирс 
ванной водой и стерилизуют 30 мин при 110°С.



Приложение

С р е д а  Б л а у р о к к а  
( м о д и ф и ц и р о в а н н а я ,  п е ч е н о ч н а я )

Предназначена для выделения и культивирования бифидобактерий.
Состав:
печеночный экстракт —  1  л;
агар-агар —  0,75 г:
пептон сухой (ТУ-13805-76) —  10 г,
лактоза (ТУ-6-09-2293-72) —  Юг;
цистин —  1 0 0  мл;
NaCl — 5 г .
Приготовление.
Берут 0,5 кг свежей говяжьей печени, очищают от пленок, измельчают и за 

ливают 1 л дистиллированной воды, кипятят в течение часа. Затем содержимо 
отстаивают и фильтруют через ватно-марлевый фильтр, доводят дистиллиро 
ванной водой до первоначального объема.

В полученный печеночный экстракт добавляют предварительно растоплен 
ный агар-агар, пептон и цистин, устанавливают рН=8,1— 8,2 (для подщелачива 
ния используют 18—20 %-ный раствор NaOH) и кипятят 15 мин. Затем отстаива 
ют 30 мин и фильтруют. Фильтрат доводят дистиллированной водой до 1 л  и до 
бавляют лактозу.

Среду разливают по флаконам 50— 100 мл и стерилизуют 50 мин текучим па 
ром и 30 мин при 0,5 атм. Перед употреблением среду разливают з пробирки п< 
10— 15 мл и прогревают в водяной бане 40 мин при 100° С.

Показатели среды: аммонийный азот —  70— 80 мг%, pH  =7,2—7,4.

С р е д а  МРС-2 ( п о л у ж и д к а я )

Предназначена для выделения и культивирования лактобактерий.
Состав:
агар-порошок по ГОСТ 16280—70;
марганец сернокислый 5Н2О поГО СТ 435—77;
цистеин солянокислый ТУ 6—09 7400-77;
магний сернокислый 7Н20  по ГОСТ 4523— 77;
калий фосфорнокислый двузамешенный 12Н20  поГО С Т 2493-75;
глюкоза по ГОСТ 18321— 77;
пептон сухой ферментативный поГОСТ 13805— 76; 
твин-80;
автолизат дрожжевой (дрожжи хлебопекарные по ГОСТ 171-81);
вода дистиллированная по ГОСТ 6709— 72;
молоко по Богданову 2:1 (молоко коровье по ГОСТ 13277— 79);



натрия гидроокись по ГОСТ 4328—77; 
кислота уксусная ледяная по ГОСТ 61— 75.
Приготовление.
50,0 мг марганца сернокислого, 200 мл цистеина солянокислого, 200 мг маг­

ния сернокислого, 2 , 0  г калия фосфорнокислого двухзамещенного, 2 0 , 0  г глюко­
зы растворяют в 200 мл дистиллированной воды в порядке записи. Отдельно 
растворяют 1 0  г пептона в 1 0 0  мл кипящей дистиллированной воды, добавляют 1 

мл твина-80. Смешивают обе части среды. Добавляют 50 мл дрожжевого автоли­
зата, 0,5 л молока по Богданову и 0,2—0,3 %-ного агар-агара.

Устанавливают pH  = 6,2— 6 , 6  20 %-ным раствором NaOH и  ледяной уксус­
ной кислотой. Нагревают до кипения. Фильтруют через ватно-марлевый фильтр. 
Разливают в пробирки и  стерилизуют 30 мин при 1 0 0 ° С и 20 мин при 110° С.



Приложение

Инструкция

по применению пластины биохимической дифференцирующей 
энтеробактерии (ПБДЭ)

(BIOCHEMICAL DIFFERENTIATION PLATE OF ENTEROBAKTERIA)

ПБДЭ -  система одноразового использования для дифференциации микроо] 
ганизмов семейства энтеробактерий.

ПБДЭ -  позволяет определить следующие биохимические свойства: утшп 
зацию цитрата натрия как в присутствии сахара (модификация цитратной сред 
Симмонса), малоната натрия, глюкозы, лактозы, маннита, сахарозы, инозит 
сорбита, арабинозы, мальтозы, образование индола, сероводорода, ацетилметш 
карбинола (отношение к реакции Фогеса -  Проскауэра), наличие уреазы, f 
галактозидазы, декарбоксилаз орнитина и лизина, дигидролазы аргинина, дез* 
миназы фенилаланина.

ПБДЭ представляет собой помещённую в планшет панель с 20 конусообра: 
ными лунками, на дно которых нанесены соответствующие субстраты с индик* 
торами, стабилизированные поливиниловым спиртом. Панель и планшет изгс 
товлены из нейтральной полимерной плёнки путём вакуум-формования.

Субстраты с индикатором вносят в лунки в жидком виде, затем высушиваю 
и стерилизуют.

Биологические свойства

Специфическое действие препарата заключается в возможности диф ферент 
ровать микроорганизмы на основе определения ферментативных систем по и 
действию на соответствующие субстраты (углеводы, аминокислоты и т.п.).

Назначение

ПБДЭ предназначена для определения биохимической активности микроом 
ганизмов семейства Enterobacteriaceae, выделяемых в ходе бактериологическог 
исследования и дифференциации представителей данного семейства до вида.

Способ применения

Идентификацию культур, выделяемых непосредственно из нативного мат 
риала, производят со скошенного мясо-пептонного агара или со среды Ольк 
ницкого (Клиглера). Используют культуры, выращенные в течение (21+3) ч щ 
температуре (37+1)° С.
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Если выделенная культура микроорганизма находилась какое-либо время яг 
хранении при комнатной температуре или в холодильнике, производят предвари­
тельный посев её на мясо-пептонный бульон. Посевы инкубируют в течение 
(3±1) ч при температуре (37+1)° С, затем осуществляют пересев культуры ш  
скошенный мясо-петонный агар.

Готовят суспензию культуры микроорганизма в стерильном 0,85 % растворе 
хлористого натрия, pH (6,00+0,050) и доводят мутность суспензии до 10 единиг 
по отраслевому стандартному образцу для визуального определения мутностт 
бактерийных взвесей, стеклянному.

При отсутствии отраслевого стандартного образца в 4 мл стерильного 0,85 °/< 
раствора хлористого натрия вносят исследуемую (2-3 петли) культуру до появ­
ления видимой мутности.

Проведение исследования

1. Вскрывают упаковку.
2. Регистрируют на выступающем конце донышка планшета номер засевае­

мого штамма.
3. Открывают крышку планш ета и располагают его на столе.
4. Добавляют пипеткой вместимостью 1 мл по 0,5 мл микробной суспензии вс 

все лунки панели, кроме лунки для обнаружения сероводорода, куда внося: 
только одну каплю (0,05 мл) суспензии.

5. Заливают лунку для обнаружения сероводорода ОД мл растопленного и ох ­
лаждённого до температуры (39+1)° С мясо-пептонного бульона, содержащей: 
0 , 6  % агара.*

6 . Для создания анаэробных условий в лунки для определения наличия ли- 
зиндекарбоксилазы, орнитиндекарбоксилазы, арганиндигидролазы и образова­
ния сероводорода добавляют 1 - 2  капли стерильного вазелинового масла.

7. Закрывают крышку планшета.
8 . Выдерживают ПБДЭ в течение (2 0 ±2 ) ч при температуре (37±1)°С.
9. После окончания инкубации открывают крышки планшетов и в лунки до  

бавляют следующие компоненты:
- для выявления фенилаланиндезаминазы добавляют 1  каплю
1 0  %-ого раствора хлорного железа (железо трёххлористое 6 -водное по ГОС" 

4147-74);
для определения ацетилметилкарбинола -  1  каплю 6  %-ого раствора а  

нафтола (а-нафтол по ГОСТ 5833-70) и затем 1 каплю 40 %-ого раствора гидро 
окиси калия (калия гидроокись по ГОСТ 24363-80);

- для выявления индола - 1 кашпо реактива Эрлиха.
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Учёт результатов

1. Учёт результатов проводят визуально в соответствии с цветовым указате 
лем, приложенным к ПБДЭ, через (4+1) и (2 0 +2 ) ч инкубации при температур 
(37+1)° С.**

2. Выявление образования ацетилметилкарбинола осуществляют через (15+5 
мин после закапывания реактивов.***

Форма выпуска

ПБДЭ, запаянные в полиэтиленовую плёнку, уложены в картонные коробкз 
размером 200x120x40 мм по 5 штук или в коробки размером 200x120x80 мм ш 
1 0  штук.

Обезвреживание

ПБДЭ обезвреживают автоклавированием в течение 15 мин при температур* 
(121+1)° С или в 3 %-ном растворе перекиси водорода в течение (18+3) ч.

Условия хранения и транспортирования

Хранят препарат с относительной влажностью воздуха не более 60 % пр! 
температуре (20+5)° С. Срок годности 1 год. Транспортирование всеми видамт
крытого транспорта.

Рекламации на качество препарата направляют в Государственный научно- 
исследовательский институт стандартизации и контроля медицинских и биоло­
гических препаратов им. Л. А. Тарасевича (121002, Москва, Сивцев Вражек, 41 
телефон 241-39-22) и в адрес предприятия, изготовившего препарат (603600 
Нижний Новгород, Грузинская, 44, телефон 33-40-07).

* Для получения чётких результатов необходимо добиться осуществлении 
более быстрой диффузии субстрата в инокулят. Особенно это относится к  текст, 
на выявление .сероводорода. Поэтому необходимо перемешать концом раскапы 
вающей пипетки субстрат, инокулят и мясо-пептонный бульон, содержащий 0 ,< 
% агара, а затем производить требуемые инструкцией манипуляции.

** Иногда учёт теста на обнаружение (3-галактозидазы возможен только чере 
(4+1) ч, поэтому учёт результатов производят дважды: через (4+1) и через (20+2 
ч.

*** Для избежания явления высыхания лунок за время инкубации в терме 
стате рекомендуется заливать воду в донышко планшета.
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Цветовой указатель учета реакции на ПБДЭ

№ Тесты Сокра­
щения

Положитель­
ная реакция

Отрицательнг
реакция

1 . Утилизация цитрата натрия ЦН Зелёный,
синий

Жёлтый,
слабо-зелёныз

2 . Утилизация малоната натрия м н —»— Жёлтый

3. Утилизация цитрата натрия с глю­
козой

ц н г Зелёный,
фиолетовый,

бурый

Жёлтый, жёл 
то-коричневы

4. Наличие лизиндекарбоксилазы ЛИЗ Зелёный,
синий

Жёлтый, сла­
бо-зелёный

5. Наличие аргининдигидролазы АРГ —»—
6. Наличие орнитиндекарбоксилазы ОРН —»— —»—

7. Наличие фенилаланиндезаминазы ФА —»— —»—
8 . Образование индола ИНД Розовый Бесцветный
9. Образование ацетилметилкарби- 

нола
АМК Розовый,

малиновый
—»—

1 0 . Наличие уреазы УР —»— Жёлтый
И . Образование сероводородаё H2S Чёрный Жёлтый

1 2 . Утилизация глюкозы г л Жёлтый Красный
13. Наличие р-галактозидазы р-ГАЛ —»— Бесцветный
14. Утилизация лактозы ЛАК Красный
15. Утилизация маннита м т —»—
16. Утилизация сахарозы САХ — »—
17. Утилизация инозита и н —»—
18. Утилизация сорбита СОР —»— —»—
19. Утилизация арабинозы АР ■ - » - —»—
2 0 . Утилизация мальтозы МАЛ —»— —»—



Приложение

Инструкция

по применению систем индикаторных бумажных для идентификаци 
микроорганизмов семейства Enterobacteriaceae (СИБ)

(indicatory paper systems for identification of microorganisms 
o f Enterobacteriaceae family)

Системы индикаторные бумажные (СИБ) для идентификации м икрооргатк 
мов семейства Enterobacteriaceae представляют собой диски или полоски хромг 
тографической бумаги, содержащие определённые количества субстрата в соче 
танин с соответствующим индикатором, стабилизированные плёнкообразующиз 
покрытием -  поливиниловым спиртом.

СИБ используют взамен дифференциально-диагностических сред при изуче 
нии биохимических свойств микроорганизмов.

Выпускают в наборе из 13 тестов для межродовой и видовой дифференциа 
ции энтеробактерий: СИБ с сорбитом, инозитом, лизином, орнитином, цитрато! 
натрия, малонатом натрия, для выявления [3 -галактозидазы, индола, уреазы, фе 
нилаланиндезаминазы, сероводорода, оксид азы, для реакции Фогес-Проскауэра.

Набор обеспечивает проведение 50 анализов.

Назначение

Определение ферментативной активности микроорганизмов семейства Ее 
terobacteriaceae и их идентификация.

Биологические свойства

Специфическое действие препарата заключается в возможности дифференци 
ровать энтеробактерии-на основе определения ферментативных систем по их 
действию на соответствующие субстраты.

Способ прим енения

Основные требования, предъявляемые при работе с СИБ:
- исследования проводят с чистой культурой, а  также с отдельными колония­

ми непосредственно с чашек с дифференциально - диагности-ческими средами 
(среда Эндо, Плоскирёва, висмут-сульфит агар);

- в опытные пробирки с 0,9 % раствором хлорида натрия (pH 7 ,3+0,1) ил 
фосфатно-буферным раствором (pH 5,5+0,2), в зависимости от изучаемого тест 
вносят полную петлю культуры, выросшей на поверхности мясо-пептонно! 
агара в течение 18-24 ч при температуре (37+1)° С. При определении утилизацк
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углеводов и многоатомных спиртов может быть использована микробная взвес! 
в количестве 2-3 капель (3-4 мл 0,9 % раствора хлорида натрия смывают культу­
ру с поверхности скошенного агара);

- погружение дисков в пробирки производят обожённым пинцетом;
- учёт результатов реакций предварительный и окончательный, приведён е 

таблице;
- критерием правильности учёта реакции должны быть чёткие различия в ок­

раске по сравнению с контролем (за исключением аминокислот, где в опытной 
пробирке слабое зелёное окрашивание свидетельствует об отрицательном ре­
зультате, в то время как в контроле диски с аминокислотами окрашены в жёлтый 
цвет);

- основные ошибки при применении СИБ возникают при несоблюдении ре­
жима pH  применяемых питательных сред, при использовании посуды, обрабо­
танной различными моющими порошками и недостаточно отмытой;

- для ускоренного получения чётких результатов необходимо соблюдение 
температурного режима термостата (37+1)° С.

1. Определение оксидазной активности

Культуру, выросшую на поверхности мясо-пептонного агара в течение 18-24 
ч при температуре (37+1)° С, растирают петлёй на индикаторной бумажке, по­
мещённой в чашку Петри. На одной бумажке можно исследовать 10-14 культур 
(не более).

2. Определение утилизации углеводов и многоатомных спиртов

В пробирке с 0,3 мл стерильного 0,9 %-ного раствора хлорида натрия (pH 
7,3+0,1) суспендируют полную петлю культуры, выросшей на поверхности мясо- 
пептонного агара в течение 18-24 ч при температуре (37+1)° С, или вносят 2-3 
капли микробной взвеси. Затем погружают диск с соответствующим углеводом 
или многоатомным спиртом. Среда в пробирках в результате быстрой диффузии 
в неё индикатора становится красной. В случае необходимости учёта газообразо­
вания рекомендуется использовать небольшой комочек стерильной гигроскопи­
ческой ваты, который помещают в пробирку для определения утилизации глюко­
зы. В качестве контроля служат диски, погружённые в пробирки со стерильным 
0,9 %-ным раствором хлорида натрия. Инкубируют пробирки при температуре 
(37±1)°С.

3. Определение активности |}-галактозидазы

В пробирке с 0,3 мл стерильного 0,9 %-ного раствора хлорида натрия (рБ 
7,3+ 0,1) суспендируют полную петлю культуры, выросшей на поверхности мя­
со-пептонного агара в течение 18-24 ч при температуре (37+1)° С, затем в эту 
взвесь помещают индикаторный диск и инкубируют при температуре (37+1)° С



В качестве контроля используют диск, помещённый в пробирку со стерильнь 
0,9 %-ным раствором хлорида натрия.

4. Определение индолообразования с помощью 
индикаторных бумажных полосок

В пробирке с 0,3 мл стерильного 0,9 %-ного раствора хлорида натрия (р. 
7,3±0,1) суспендируют полную петлю культуры, выросшей на поверхности мясе 
пептонного агара в течение 18-24 ч при температуре (37+1)° С. Полоску для оt 
наружения индола складывают по намеченной на ней линии вдвое и пинцето: 
опускают на дно пробирки так, чтобы длинный бесцветный конец погрузился 
суспензию, а короткий конец, имеющий зеленовато-серую окраску, находилс 
над поверхностью суспензии. Посевы инкубируют при температуре (37+1)° С .) 
качестве контроля используют полоску, помещённую в пробирку со стерильны] 
0,9 %-ным раствором хлорида натрия.

5. Определение уреазной активности

В пробирке с 0,3 мл стерильного 0,9 %-ного раствора хлорида натрия (р! 
7,3+0,1) суспендируют полную петлю культуры, выросшей на поверхности мясо 
пептонного агара в течение 18-24 ч при температуре (37+1)° С, затем в эту взвес: 
погружают индикаторный диск с мочевиной и инкубируют при температур» 
(37+1)° С. В качестве контроля используют диск, помещённый в пробирку ct 
стерильным 0,9 %-ным раствором хлорида натрия.

б. Определение активности декарбоксилаз лизина, орнитина

В пробирке с 0,3 мл стерильного фосфатно-солевого буферного раствора (pt 
5,5+0,2) суспендируют полную петлю культуры, выросшей на поверхности мясо 
пептонного агара в течение 18-24 ч, при температуре (37+1)° С, затем в эт  
взвесь погружают индикаторный диск с одной из аминокислот (лизином, орни 
тином), вносят 0 , 2  мл стерильного вазелинового масла и инкубируют при темпе 
ратуре (37+1)°С.

В качестве контроля используют диски с соответствующими аминокислота 
ми, погружённые в пробирки со стерильным фосфатно-солевым буферным рас 
твором (pH 5,5+0,2) с добавлением 0 , 2  мл стерильного вазелинового масла.

7. Определение активности фенилаланиндезаминазы

В пробирке с 0,3 мл стерильного 0,9 %-ного раствора хлорида натрия (р] 
7,3+0,1) суспендируют полную петлю культуры, выросшей на поверхности мясе 
пептонного агара в течение 18-24 ч при температуре (37+1)° С, затем в эту взвес 
погружают диск с фенилаланином и инкубируют при температуре (37+1)°С. ! 
качестве контроля используют диск, помещённый в пробирку со стерильным 0 .
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%-ным раствором хлорида натрия. После инкубации в течение 1-2 ч в пробирю 
помещают индикаторные диски с хлоридом железа (Ш).

8. Определение образования сероводорода

Индикаторный диск помещают в бактериологическую пробирку на поверх 
ность мясо-пептонного агара, содержащего 0 ,5-0,7 % агара микробиологической 
(pH 7,3+0,1), засеянного уколом культурой, выросшей на поверхности мясо' 
пептонного агара в течение 18-24 ч при температуре (37+1)° С, что позволяв', 
одновременно определять подвижность. Пробирки инкубируют при температуре 
(37+1)° С. В качестве контроля используют пробирку со стерильным мясо̂  
пептонным агаром, на поверхность которого помещают индикаторный диск.

9. Определение утилизации цитрата и малоната натрия

В пробирке с 0,3 мл стерильного фосфатно-солевого буферного раствора (рЬ 
5,5+0,2 ) суспендируют полную петлю культуры, выросшей на поверхности 
пептонного агара в течение 18-24 ч при температуре (37+1)° С, затем в эту взвеа 
погружают индикаторный диск с цитратом или малонатом натрия и  инкубирую: 
при температуре (37+1)° С. В качестве контроля используют диски, помещённые 
в пробирки со стерильным фосфатно-солевым буферным раствором (pH  5,5+0,2)

10. Определение ацетилметилкарбииола (реакция Фогес-Проскауэра)

В пробирке с 0,3 мл стерильного фосфатно-солевого буферного раствора (pi- 
5,5+0,2) суспендируют полную петлю культуры, выросшей на поверхности мясо 
пептонного агара в течение 18-24 ч при температуре (37+1)° С, затем в эту взвеа 
помещают субстратный диск, погружённый в пробирку со стерильным 0,9 % 
ным раствором хлорида натрия. Через 18-24 ч инкубации при температур 
(37+1)° С в пробирки закапывают по 1-2 капли 6  %-ного спиртового раствора а 
нафтола и 40 %-ного раствора гидроокиси калия и выдерживают 15-20 мин-npi 
температуре (37+1 )°С.

Примечание: 6  %-ный раствор а-нафтола готовят на одну неделю работы 
хранят в посуде из тёмного стекла.

Учёт результатов

Учёт результатов исследований проводят визуально в соответствии с табли 
цей.



Учёт результатов исследовании

Тесты
Цвет субстрата 
в растворён­

ном виде

Срок учёта 
результа­

тов

Результат
положительный отрицательны!

Наличие оксидазы серовато­
сиреневый

30-60 с синее окраши­
вание

серое окрапш 
ванне

Утилизация угле­
водов и много­
атомных спиртов

красный 5-18 ч окрашивание в 
жёлтый или 
оранжевый цвет

красный цвет

Наличие (3-галак- 
тозидазы

бесцветный 1-5 ч жёлтый цвет окрашивание
отсутствует

Образование
индола

бесцветный от 40 мин 
до 2 ч

окрашивание 
короткого конца 
в розово-мали­
новый цвет

окрашивание
отсутствует

Наличие уреазы бесцветный от 40 мин 
до 2 ч

окрашивание в
розово-красный
цвет

окрашивание
отсутствует

Наличие декарбок­
силаз лизина, 
орнитина

Ж СЛ 1Ы И 5-18 ч окрашивание в 
синий или интен­
сивно-зелёный 
цвет

жёлтый или 
светло- 
зелёный цвет

Наличие фенил- 
алакиндезаминазы

бесцветный 1-2 ч Через 10-15 с после помещения 
индикаторного диска с хлори­
дом железа
зелёное окра­
шивание

окрашивание
отсутствует

Образование серо­
водорода

кремовый 5-18 ч чёрный цвет окрашивание
отсутствует

Утилизация цит­
рата и малоната 
натрия

оранжевый 5-18 ч малиново­
красный

жёлтый или 
оранжевый

Реакция Фогеса- 
Проскауэра

бесцветный 18-24ч Через 15-20шш после закапыва­
ния по 1-2 капли 6%-ного рас­
твора а-нафтола и 40 %-ного 
раствора гидроокиси калия
малиново­
красный

окрашивание
отсутствует
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Обезвреживание

Использованные СИБ обезвреживают автоклавированием в течение 15 минут 
при температуре (120+1)°С или выдерживают в 6  %-ном растворе перекиси во­
дорода в течение (18+1) ч.

Форма выпуска

СИБ-диски выпускаются во флаконах, СИБ-полоски в стеклянных пробирках 
на 50 анализов.

Набор комплектуют в картонные пачки (12 флаконов и 2 пробирки). К набору 
СИБ прилагатся стерильный фосфатно-солевой буферный раствор (pH 5,5+0,2).

Условия хранения и транспортирования

Хранить в темном помещении с относительной влажностью воздуха не более 
60 %, при температуре 4-25° С. Транспортировать всеми видами крытого т р а ^ -  
порта при температуре от минус 2 0  до 25° С.

Срок годности

Срок годности СИБ 2  года.
Рекламации на качество СИБ направлять в Государственный научно- 

исследовательский институт стандартизации и контроля медицинских биологи­
ческих препаратов им. Л.А. Тарасевича (121002, г. Москва, Сивцев Вражек, 41, 
тел. 241-39-22) и в адрес предприятия, изготовившего препарат (603600, г. Н иж­
ней Новгород, Грузинская, 44, тел. 34-19-45).
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