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t o  бак тер и оло ги ческ ом у  ис­
следованию м олок а  и с ек р ет а  
вымени коров

I .  Общая ч а ст ь

1 .1 .  Настоящие М етодические указания определяю т методы  и ср о ­

ки исследован и я  м олока  и с ек р ет а  вымени кор ов ; являю тся о б я за ­

тельным минимумом д ля  ветеринарны х лабор атор и й  и д и агн ости чески х  

о тд елов  НИВС и НйВИ при д и агн ости к е  м асти та  к о р о в .

1 .2 .  Приведенный в  настоящ их Указаниях набор  питательны х 

сред , применяемых при б ак тер и оло ги ч еск ом  и сслед ов ан и и , я в л я е т с я  

минимальным; сроки  душ каж дого исследован и я  (сообщ ения их р е ­

з у л ь та т о в  и заклю чений ) считаю тся  предельными.

1 .3 .  И сследования м олока  (с е к р е т а )  коров  в ветеринарных л а б о ­

раториях выполняют в порядке е г о  п оступ лен и я .

В ц елях  равномерной з а гр у зк и  лабор атор и й  массовы е и с с л е д о ­

вания на м астит проводят по соответствую щ ем у календарном у п лан у , 

со гласованн ом у о главны м ветеринарным врачом рай он а .

1 .4 .  О р е з у л ь т а т а х  и сслед ован и я  лабор атор и и  должны сообщ ить 

организациям , учреж дениям, хозяй ств ам  и предприятиям , прислав­

шим м а тер и а л , не п о зд н ее , чем в сроки , устан овлен н ы е настоящими 

указаниями.

В заклю чении ук азы вается  название в о зб у д и т е л я , е г о  ч ув ств и ­

т ельн о ст ь  к антибиотикам  и рекомендации по лечен и ю . В н еобходи ­

мых случ а ях  дают указания о присылке м атери ала  д ля  д оп о лн и тель ­

ного  и сслед ов ан и я .

L _ 1
скачать ту бесплатно

https://www.stroyinf.ru/download-standards.html


2 .  С пец иальная  ч а с т ь

2 .1 .  П равила  о т б о р а  проб  м о ло к а  (с е к р е т а )

2 .1 .1 . О тбор  п роб  м о ло к а  с б о р н о го  и п о д го т о в к у  е г о  к и с­

следованию  п ровод ят  по ГОСТ 362 2 -6 8  и ГОСТ 1 3 9 2 8 -6 8 .

2 .1 .2 .  Д ля  б а к т е р и о л о ги ч е с к о го  и сслед о в а н и я  м олок а  на  м ас­

тит отбираю т пробы  из ч е т в е р т е й  вымени, реагирую щ их н а  быстрый 

маститный т е с т  -  м астидин и ли  дим астин  и дающих полож ительную  

пробу о тс та и в а н и я .

Пробы о т б и р а ет  в етер и н ар н ая  служ ба  х о з я й с т в а  один р а з  в 

месяц в  период  лак та ц и и  и по м ере за п у ск а  к о р о в .

2 .1 .3 .  М олоко (с е к р е т )  д л я  б а к т е р и о л о ги ч е с к о го  и с с л е д о в а ­

ния н а  м асти т  отбираю т и з ч е т в е р т и  вымени с соблю дением  п рави л  

асеп ти ки . Д ля  э т о г о  п ер ед  в зя ти ем  пробы м о ло к а  с о ск и  вымени к о ­

ров  и руки  д о я р о в  протираю т ватным тампоном , смоченным 70| спир­

том ( этиловы м и ли  д ен а тур и р о в а н н ы м ), и отбираю т в конце дойки  

5 -10  м л а л ь в е о л я р н о го  м о ло к а . При в зяти и  пробы  с л е д я т  з а  тем , 

чтобы  с о с о к  не к а с а л с я  края п роби рки . При повторном  в зяти и  про­

бы с ц елью  подтверж дения д и а г н о за  на м асти т  м о г у т  быть и с п о л ь ­

зованы как ц и с т е р н а ль н о е , так  и а ль в ео л я р н о е  м о ло к о .

2 . 1 . 4 .  Д ля  вы явления б а к те р и о н о си т е л ей  ср ед и  животных, п р ед ­

назначенны х д л я  ком п лектован и я  с т а д а  фермы и к о м п лек со в , о тб и р а ­

ют пробы ц и ст ер н а ль н о го  м о ло к а  п о сле  сд аивания первых 2 -3  с т р у е к .

2 .2 .  П равила д о ста в к и  проб

2 . 2 . 1 .  Пробы м олок а  п о сле  их о тб о р а  д о ста в ля ю т  в  л а б о р а т о ­

рию та к , чтобы  оно не см ачивало  пробки . Д о ст а в к а  долж на осущ ест ­

в л я т ь с я  в  т еч ен и е  3 -4  ч а с о в  с м ом ента в зя ти я  п роб  в  специальны х 

ем к о стя х , обеспечиваю щ их тем п ер а тур у  не выше 8 - Ю ° 0 ,  или  в  т е р ­

м осах  с о  л ь д о м .

2 . 3 .  П роведение и сслед о в а н и й  с е к р е т а  на  нали чи е в о зб у д и т е ­

л е й  м асти та

2 . 3 . 1 .  Пробы м о ло к а  н а  нали чи е в о з б у д и т е л е й  м а сти та  и с с л е ­

дуют с р а з у  п о с л е  д о ста в к и  их  в  лабор а тор и ю . О ставш ееся м олок о  

хранят при тем п ер а тур е  не выше 6 °0 .

2 . 3 . 2 .  П осев  м о ло к а  п р о в од ят  н а  МПА с 5% н и тратн ой  крови  

крупного  р о г а т о г о  с к о т а  (р е ц е п т  I )  и на  д и ф ф еренц иально-диаг­

н ости чески е среды  с  целью  вы деления  з о л о т и с т о г о  стаф и лококка ,



стреп тококков  различны х с ер о ло ги ч еск и х  гр уп п , эшерихий, си н е- 

гнойной палочки , гри бов  р о д а  CdndaU.
2 .3 . 3 .  При первичном обслед ован и и  с т а д а , о собен н о  с б о л ь ­

шим п оголовьем  или  с большим процентом  вы деления коров с р а зд ­

ражениями вымени, рек ом ен д уется  взяты е образцы  м олока  с  соблю де­

нием правил а сеп ти ки  из реагирующих ч етв ер тей  вымени, вы севать 

на мясопептонныи а га р  с Ъ% крови крупного  р о г а т о г о  ск о т а . П осе­

вы инкубируют в  тер м остате  при тем пературе 3 7 °3  в аэробны х у с ­

лови ях  в течен и е 24 ч а с о в . В с л у ч а е  о т с у т с т в и я  р о с т а  посевы  вы­

держивают еще 2 4 -4 8  ч а со в .

2 . 3 . 4 .  Д ля  идентификации выросших к у ль т у р  изучаю т и к у л ь ­

туральны е св о й с т в а . Крупные выпуклые колон и и , вне зависим ости  

от  наличия зоны ге м о л и за , ориентировочно о тн о ся т  к стаф илокок­

кам; м елкие рссначаты е -  к стреп тококкам ; серые круглы е колонии 

блестящ ие плоские обычно указывают н а  р о с т  бактерий  группы ки­

шечной палочки . П оявление колоний  с  зелены м  оттен ком  д а ет  осн о ­

вание п р ед п о ла га ть  наличие синегнойной  п алоч к и .

Слизисты е гла д к и е  или матовые колонии характерны  д ля  сп ор о ­

вой микрофлоры, ч то  с в и д е т е л ь с т в у е т  о за гр я зн ен и и  м олока при о т ­

боре пробы .

2 .3 . 5 .  Из колон и й , одинаковых по морф ологическим  свой ствам , 

делаю т м азки , окрашивают по Грам у и м икроскопирую т.

При и сслед ован и и  м олока  н а  наличие в о зб у д и т е л е й  м астита  

м о гу т  быть и спользованы  также элективны е среды .

Д ля вы деления з о л о т и с т о г о  стаф илококка -  ДНК а зн о -н о в о к а и - 

новый а га р , с о л е в о й  а га р , д ля  стр еп ток ок к ов  -  ср е д а  Карташ овой, 

д ля  бактерий  группы  кишечной палочки  -  ср е д а  КОДА, д ля  псевдом о­

над -  МДБ, д л я  гр и бов  р од а  Capote а  я  -  с р е д а  элективная

дйф ш еренциально-диагностичес к а я .

2 . 3 . 6 .  С целью  исклю чения вы деления случайны х м икроорганиз­

м ов, и сслед ован и е  обр азц ов  м олока  ч ер е з  5 -7  дн ей  повторяют с 

применением элективны х с р е д .

К в о зб уд и теля м  м асти та  о тн о ся т  бактерии  с идентичными к у л ь ­

туральными свой ствам и , которы е выделены при повторном  и сс лед о ­

вании.

2 .3 .7 .  Д оп уск а ется  также производить первичный высев м олок а  

при обслед ов ан и и  ста д  н а  м а сти т  на  вышеуказанные среды в два  

эта п а : в н ачале  н а  среды  д ля  вы деления з о л о т и с т о г о  стаф илококка 

и стр еп ток ок к ов , так  как им принадлежит преимущ ественная р о ль



прж вознжкновениж м асти та  микробной эт и о ло ги и . Б с луч а е  п о лу ч е ­

ния отрицательны х р е з у л ь т а т о в , пробы высевают ч е р е з  24 ч а с а  н а  

другие питательны е среды .

2 .3 .8 .  Вы деление з о л о т и с т о г о  стаф илококка

2 . 3 . 8 Л .  Д ля вы деления и к о ли ч еств ен н ого  у ч е т а  з о л о т и с т о го  с т а ­

филококка из м олок а  о т  одн ого  ж ивотного (и з  у д о я  или отдельны х 

ч етв ер тей  вы м ен и ), а  также из с б о р н о го  м олока  и молочных продук­

тов использую т ускоренны й м ето д , который основан  н а  применении 

электи вн ой , диф ф еренциально-диагностической  среды  -  ДНК -  н о в о -  

каинового а га р а  (р е ц е п т  2 ) .

Элективные св о й ств а  среды обусловлен ы  ингибирующим д ей ств и ­

ем на  постороннюю микрофлору новокаина , дифференцирующие -  д об а в ­

лением  натриевой  с о л и  дезокси ри бон ук леи н овой  к и слоты , позволяю ­

щей идентифицировать золоти сты й  стаф илококк по е г о  д е зо к си р и б о - 

н ук леазн ой  ак ти вн ости .

Проведение и сслед ов а н и й . Из доставлен н ы х проб м олока  г о т о ­

вят ра звед ен и я  1 :1 0  и 1 :1 0 0  на стери льн ом  ф изиологическом  р а с т ­

воре.

В чашку Петри с ДНК -  новокаиновым агаром  (р е ц е п т  2 )  вно­

сят  0 ,1  мл м олока  из развед ен и я  1 :1 0 0  и равномерно распределяю т 

стеклянным шпателем по в сей  п ов ер хн ости  п и та тельн о й  среды .

Засеянны е чашки помещают в терм остат  крышками вниз и инку­

бируют при 3 7 -3 8 °  в течение 2 2 -2 4  ч а со в . На ДНК -  новокаиновом 

а гаре золоти сты й  стаф илококк р а с т е т  в виде крупных круглы х к о л о ­

ний с ровышли краями.

Для вы явления Д Н К-азной активности  з о л о т и с т о г о  стаф илококка 

п оверхн ость  среды  в чашках с выросшими культур ам и  заливаю т 5 -7  

мл I  У  р а ств о р а  со ля н ой  к и слоты . Чашки с к и сл о то й  выдерживают 

2 -3  минуты, з а  которые вок р уг  колоний  образую тся  круглы е зоны 

просветлен и я  . З атем  к и сло ту  осторож но сливаю т и приступают к 

у ч е т у  р е з у л ь т а т о в  и сслед ов а н и я . В том с л у ч а е ,  е с л и  к у ль т ур а  с т а ­

ф илококка была вы делена  на кровяном  а га р е , то  Д НК-азная актив­

н о сть  может быть оп р ед елен а  путем  п ер есев а  на  ДНК-ахар (рецепт-^/ 

О пределение Д Н К-азной ак ти вн ости  может бы ть проведено при 

выращивании и золированной  к ультур ы .

У чет  р е з у л ь т а т о в  и с с лед о в а н и я . Чашки просматриваю т в ц р о х о -  

дящем с в е т е .  Обнаружение колон и й , окруженный зо н о й  п росветлен и я



с  четкими границам и , ук азы в а ет  н а  наличие в  и сслед уем о м  м а тер и а ­

л е  з о л о т и с т о г о  стаф и лок ок к а .

Д ля  о п р ед елен и я  к о л и ч е с т в а  з о л о т и с т о г о  стаф и лококка  в  I  м л  

и сслед уем о го  м а т ер и а ла  подсчитываю т колон и и  с  зонам и  ц р о с в е т л е -  

вия по в с е й  п о в ер х н о ст и  среды , и  п олуч ен н ое  ч и с л о  колон и й  ум но­

жают на  10 ( т . к .  вы севали  0 ,1  м л ) и  н а  с т е п е н ь  р а зв ед ен и я  м а т е ­

р и а ла .

Например: Вы сеяно 0 ,1  м л м о ло к а  из р а зв ед ен и я  1 :1 0 0 .

В р е з у л ь т а т е  п о д с ч е т а  п о лу ч ен о  15 к олон и й . 

С лед о в а т е ль н о  в I  мл м о ло к а  -  15000 микробных 

к л е т о к  з о л о т и с т о г о  стаф и лококка  (1 5 x 1 0 x 1 0 0 ).

2 . 3 . 8 . 2 . При вы севе о б р а зц о в  на  кровян ой  а га р  учитывают 

р о ст  выпуклых колон и й  с г л а д к о й  или ш ероховатой  п ов ер хн остью , в 

которы х при м икроскопии обнаружены грам полож ительны е кок к и , р а с ­

положенные в виде гр озд еп о д о бн ы х  ск о п лен и й , тетрам и  и ли  одиноч­

н о , вы деленную  к у л ь т у р у  о т н о с я т  к стаф илококкам  и  цроверяю т на  

каталазную  а к т и в н о с т ь . Д ля  э т о г о  ч а с т ь  к о ло н и и  растираю т в  к а п ле  

В Д -н о й  п ер ек и си  в о д о р о д а , н а н есен н ой  на п р ед м етн ое  с т е к л о .  Ка­

т а ла з  ополож ительны е стаф илококки  содерж ат ф ермент к а т а л а з у ,  к о ­

торые при к о н та к те  с  п ерекисью  в од ор од а  о бр а зую т  интенсивное г а ­

з о о б р а зо в а н и е . О дновременно по изменению к р о в я н о го  а га р а  учиты ­

вают гем о ли т и ч еск и е  с в о й с т в а  стаф и лок ок к ов . На кровяном  а га р е  с 

эритроцитами к р уп н ого  р о г а т о г о  с к о т а  р а с т у т  стаф илококки , о б л а ­

дающие <*. -гем о ли ти ч еск и м и  свой ствам и  (п р о зр а ч н а я  зо н а  в о к р уг  

к о л о н и й ), е> -г ем о ли ти ч еск и м и  свой ствам и  (м а т о в а я  з о н а  г е м о л и з а ) , 

чаще с о  смешанным £ - г е м о л и з о м ; и н огд а  з о н а  г е м о л и з а  о т с у т с т ­

в у е т .

2 . 3 . 8 . 3 .  Д ля  о п р ед елен и я  п ла зм о к о а гуля ц и и  стаф и лококков , 

д елаю т  вы сев  п о луч ен н ой  к у ль т у р ы  в  цробирки с  м ясо-пептонны м  

б ульон ом  и ч е р е з  3 ч а с а  выращивания в  т ер м о ст а те  при 37°С  с т а в я т  

реакцию п лазм о к о а гуля ц и и  с ц е л ь н о й  и ли  с у х о й  п ла зм о й  крови  к р о ­

л и к а .

П лазм у крови  к р оли к а  р а зв о д я т  стерильны м  ф изиологическим  

раствор ом  в  соотнош ении 1 :5  и разли ваю т в  агглю тинационны е про­

бирки  по 0 ,5  м л . Бульоннную  к у л ь т у р у  стаф и лок ок к а  по 0 ,1  м л 

(2  к а п ли ) в н о ся т  в  пробирки  с р а зв ед ен н о й  п ла зм о й . Д ля  к о н тр оля  

в  о д н у  пробирку с п лазм ой  не в н о ся т  к у л ь т у р у ,  а  в другую  -  з а ­

севаю т заведом о  плазм окоагулирую щ ий ста ф и лок ок к . Пробирки п о м е-



щают в термостат при 37°С и ч ерез  каздый час в течение трех  ча­

сов , затем  через 18 и 24 часа  учитывают результаты .

При положительной реакции плазмокоагуляции образовавшийся 

с густо к  не выпадает из пробирки при наклоне или плавает в 

плазм е.

2 .3 ..8 .4 . Определение отношения к манниту в анаэробных у с ­

ловиях. 3 -4  капли испытуемой бульонной культуры  стафилококка 

высевают в пробирку с 0,15$-ным полужидким агаром , содержащим 

0 ,5 $  маннита и индикатор Андреде, под вазелиновым маслом (р е ­

цепт о ) .  Посевы инкубируют при температуре 37 °С . Р е зу льта т  

учитывают через каждые 24 ча са . Окончательный р е зу ль т а т  через 

5 су то к . Изменение цвета  индикатора (появление розового  окраши­

вания) указы вает на ферментацию маннита в анаэробных услов и ях , 

что является  дифференцирующим характерным признаком для з о л о ­

тистого  стафилококка.

2 .3 .8 0 5 .Фаготипирование стафилококка.

Постановка реакции. Поскольку фаги высушивают в объеме 

0 ,1  м л, то при добавлении I  мл МПБ ( с  0 ,4 $  глюкозы и 0 ,2 $  C aC Ig ) 

получают основное разведение 10"^  (1 : 1 0 ) .  Из это го  основного

разведения готов ят  два рабочих разведения, соответствующие I  

тест-разведению  (Т Р ) и IQ 0TP. Разведение, соответствующ ее I  ТР , 

указано на этикетке ф ага.

Бактериофаги в жидком состоянии след ует  хранить при темпе­

ратуре 4°С ,Основное разведение фагов 10-±  при таком способе хра­

нения можно и сп ользовать  в течение 1 ,5 -2  м есяцев . Разведение, 

соответствующее I  ТР , с л ед ует  готови ть  заново каждые 7 дней из 

основного разведения 10” ^ .

Методика фаготипирования. Суточную агаровую  культуру испы­

туемого штамма засевают в 2 ,5  мл бульона Х оттингера , Мартена или 

м ясо-пептонного бульона  (pH 7 ,2 - 7 ,4 )  и выращивают 3-4  часа  ггри 

37 ° (д о  появления заметной м у т и ). Одновременно готов ят  чашки с 

1,2$-ным агаром , приготовленным на бульоне Х оттингера , содержа­

щего 200 мг аминного а зота , 0 ,4 $  глюкозы и 0 ,0 2 $  OaCIg (р ец ептб^

По 25-30 мл расплавленного агара  разливают в чашки Петри и 

после застывания е го  подсушивают 30-40 минут при 3 7 ° . Выросшую 

трехчасовую бульонную культуру  стафилококка вносят пастеровской 

пипеткой в чашки и орошают поверхность а гара . Избыток культуры  

отсасывают пипеткой и удаляю т, агар  вновь подсушивают 30-40 ми­

нут при 3 7 ° .



Дно засеянной чашки расчерчивают карандашом на квадраты по 

трафарету соответственно числу используемых фагов и в каждый 

квадрат засеяннной среды пастеровской пипеткой с тонко оттянутым 

концом вертикально наносят каплю соответствующего фага. Один 

квадрат оставляют для контроля без фага. После нанесения каждого 

фага пастеровскую пипетку выбрасывают. После подсыхания капель 

фага чашки переворачивают вниз и инкубируют 5-7  часов при темпе­

ратуре 3 7 °, а  затем  оставляют на 18-20 часов при комнатной тем­

пературе. Для нанесения фагов на чашки с агаром может быть ис­

пользован специальный аппарат для фаготипирования стафилококков. 

Аппарат состоит из 25 металлических стержней, вмонтированных в 

квадратную пластинку, соединенную с поршнем. Основанием прибора 

служит площадка из органического стек ла , на которой находится 

свободно передвигающаяся вторая площадка с гнездом  для фиксиро­

вания засеваемой чашки и пластинки из фторопласта с резервуаром 

для фагов. В резервуары стернальной фторопластовой пластинки, 

помещенной в стерильную чашку Петри, наливают по 3-5  капель фа­

гов  (в се гд а  в одном порядке). Чашку с агаром и пластинку с фага­

ми помещают на подвижную пластинку. Поочередным передвижением 

площадки устанавливают под металлическими стержнями скачала пла­

стинку с шагами, а затем  чашку с агаром. Опуская и поднимая 

стержни с помощью поршня, переносят капли фагов на чашку с а га ­

ром, едва касаясь его  поверхности. Чашки меняют в зависимости 

от числа типируемых культур .
Чашки с фагами оставляют на столе  на 30-40 минут и затем  

их орошают 4 -часовой  бульонной культурой  стафилококков. После 

подсыхания культур  чашки переворачивают крышкой вниз и инкуби­

руют 18-20 часов при 30°0 или 5-6  часов при 37°0 и оставляют до 

следующего утра  при комнатной температуре.

Фаготипирование штаммов начинают с I  ТР (т е ст -р а зв ед ен и я ). 

Штаммы, которые не лизировались хотя бы одним фагом, на следую­

щий день типируют повторно со 100 ТР.

Учет и регистрация р езульта то в . Степень ли зиса  культуры 

разными разведениями фага регистрируют по следующей схеис. : 

(++++ ) -  сливной полный ли зи с , (+ + + ) -  полусливной лизис (н езн а ­

чительный рост культуры в зоне л и зи с а ), (+ + ) -  наличие в месте 

нанесения капли фага свыше 50 пятен ли зиса , ( + )  -  от 20 до 50 

пятен лизиса, ( - )  -  полное отсутствие ли зи са . Для упрощения сх е ­

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

’’ сильной реакцией’’ , можно регистрировать одним обозначением ++ .



Штамм счи тается  типируемым, если  хотя  бы один фаi  вызвал 

оильную реакцию. Если при типировании культуры  фагом I  ТР п олуче­

ны только слабые реакции или лизис полностью о тс у т с т в ует , то та­

кой штамм тшшруют повторно фагом в 100 ТР или считают нетипируе- 

м ш , (е с л и  его  типировали 100 Т Р ) . Результаты  типирования р е ги ст ­

рируют, записывая против названия штамма разведение ф агов, с по­

мощью которых был получен положительный р е зу ль т а т  ( I  ТР или 100 

ТР), а также номера ф агов, обусловивших сильную реакцию. Отдель­

но в скобках с л ед ует  записать наличие слабых реакций, если  тако­

вые имелись.

Стафилококковые штаммы чаще лизируются не одним, а  н еск оль ­

кими фагами, что дает  для  каждого штамма характерную фагомозаику.

Если культуры  стафилококка при типировании в один и тот  же 

день дают мозаики, различающиеся на одну сильную реакцию, их с л е ­

дует считать идентичными; если  разница со ста в ля ет  две и более  

сильные реакции, штаммы с л ед у ет  признать разными.

2 .3 . 8 . 6 .Оценка р е зу ль т а то в .

Стафилококки, обладающие гем олитической  активностью, плазмо­

коагулирующими свойствами, разлагающие маннит в аэробных и ана­

эробных услов и ях , фаг о титруемте относят к золотисты м -  лииа<

Срок лабораторного  исследования идентификации стафилококков 

-  3 дня, при необходимости фаготипирования и определения отноше­

ния к манниту -  5 дней.

2 .3 .9 .  Выделение стрептококков.

2 . 3 . 9 . 1. Для ввделения стрептококков использую т среду Карта­

шовой (рец епт 7 ) ,  на которую высевают I  мл исследуем ого  молока 

или пересевают выросшие на кровяном агаре росинчатые колонии. 

После 18-24 часов  инкубирования посевов  при 37°С из пробирок с 

измененным цветом среды делают мазки и окрашивают их по Граму.

2 .3 .9 .2 .  Одним из отличительны х признаков бактерий рода 

стрептококков от  стафилококков является  каталазная  активность. 

Стрептококки -  каталазоотрицательны е, не содержат фермент-катала­

з у . Для определения каталазной  активности исследуемую  к ультур у  

отвивают на косячок  сы вороточного агара (р ец еп т  8 ) ,  выращивают 

в течение 24-48 часов . Выросшую к ультур у  снимают петлей  и расти ­

рают в капле Ю Д-ной перекиси водорода ( n ep erидроль разводят в 

соотношении 1 :3 )  на предметном с т е к л е . Выделение г а з а ,  в отличие 

от стафилококков, у  стрептококков не наблю дается.



2 .3 .9 .3 .  Наличие гемолитических свойств стептококков опре­

деляют путем посева на кровяной агар  (рецепт I ) ,  который ис­

пользуют одновременно и для определения гемолитических свойств 

стафилококков. Большинство выделяемых из молока стрептококков 

дают непрозрачную (матовую) зон у гем олиза. Дальнейшую идентифи­

кацию стрептококков ведут по таблице (приложение 2 ) .  Для опреде­

ления свойств устойчивости к желчи культуру стрептококков выра­

щивают предварительно на МПБ с 1$ глюкозы (р ец еп т  9 ) ,  а затем  

вносят I  мл культуры  в пробирки с о мл МПБ, содержащего 40$ жел­

чи (рецепт 10 ) и ставят в термостат при температуре 37°Сна

24 часа . Полное просветление бульона указывает на лизис культу­

ры, помутнение -  на р о ст . Терморезистентность стрептококков оп­

ределяют путем прогрева бульонной культуры стрептококка при 6098 

в течение 30 минут. Пробирки с бульонной культурой  ставят в во­

дяную баню с указанным температурным режимом. После прогрева 

культуру высевают на МПБ и инкубируют в термостате в течение 2 4 - 

48 ч а сов . Наличие роста  в бульоне указывает на терморезистент -  

ность культуры . Кроме т о го , проверяется способность роста  на 

МПБ с содержанием 0 ,5 $  сорбита и на МПБ с pH 9 ,6 .

2 .3 .9 .4 .  Для определения способности культуры  обесцвечивать 

метиленовый голубой  производят посев культуры в пробирку с мо­

локом, содержащим этот индикатор в концентрации 1:1000 (рецепт

I I ) . Посевы инкубируют в термостате в течение 24 часов при 

температуре 3 7 °J .

2 .3 .9 .5 .  Постановка КАМП-теста. Суточную культуру л -гем о ­

литического стафилококка высевают на агар с 5$ крови крупного ро­

га то го  скота (рец епт I ) . Посев делают петлей  сплошной линией

по диаметру чашки. Перпендикулярно к линии посева стафилококка, 

не доходя 5-6  мм, высевают ровным штрихом испытуемую культуру 

стрептококков. На одной чашке можно проверить з- IQ  культур . Чаш­
ки помещают в термостат на 24 часа  при 37^. КАМП-тест считают 

положительным, если  четко выражена зона гемолиза испытуемого 

стрептококка в виде усеченного  треугольника или полукруга в зоне 

у-гем оли ти ческ ого  стафилококка. При необходимости серологиче­

ской идентификации выделенных штаммов стрептококков, последние 

направляют в научно-исследовательские учреждения. , 0

Оценка р езультатов  исследований производится по таблице прилб^ 
Срок лабораторного исследования на стрептококк -  3 дня.



Z.З Л О . Выделение бактерий группы кишечной палочки (БГКП)

Образцы молока или колоний о кровяного а га р а , морфологиче­

ские свойства которых напоминают БГКП, высевают на среду КОДА 

(рецепт 12 ) и помещают в термостат при 37°Сна 24 ч аса . Измене­

ние цвета среды из ф иолетового в зеленый сви д етельств ует  о нали­

чии в пробах молока БГКП. Для идентификации бактерий рода эшери- 

хий производят посев  из пробирок с измененным цветом на среду 

Симмонса (цитратный т е с т ) и пептонную воду (д л я  реакции на индо- 

лообр а зов а н и е ). На среде Симмонса эшерихии не р а стут , а  след ов а ­

тельно не изменяют ц вета . При определении индолообразования по­

краснение фильтровальной бумажки, цропитанной реактивом Эрлиха- 

Бомэ, находящейся в цробирках с посевами на пептонной воде, сви ­

д етельств ует  о наличии эшерихий, в классической  реакции -  образо ­

вание розов о го  (и н д ольн ого ) кольца на границе двух  жидкостей: 

эфирной вытяжки и реактива Эрлиха-Бомэ.

Посевом со  среды КОДА на среду  Олькеницкого (рец еп т  13) 

можно вдентифицировать эшерихий, бактерий рода энтеробактер  от  

сальм онелл и протея.

Посев на ср ед у  Олькеницкого в пробирках производят петлей  

по поверхности скоса  среды и внутрь столби ка . Посевы культивиру­

ют в термостате при 37 °Гв  течение 24 ч а со в . Изменение цвета 

(глю коза  + л а к то за  + ) столби ка  и скоса  среды Олькеницкого из 

красного в желтый при отсутстви и  почернения внутри столбика сви­

д етельств ует  о росте  бактерий из рода эшерихий. Изменение скоса  

среды и столби ка  в малиновый цвет (мочевина + )  и почернение внут­

ри столбика (сероводород  + ) указывает на р о ст  цротея . Изменение 

скоса  в красный, столбика в желтый цвет и почернение внутри с т о л ­

бика указывает на рост  са льм он елл .

Б случае  необходимости дальнейшей идентификации БГКП след у ­

ет п ользоваться  таблицей приложения 3 . Прок лабораторного  и ссле ­

дования -  3 дня.

2 .3 .  I I . Выделение ргшоСоп-о а.
Образцы молока или колонии с кровяного а га р а , при микроско­

пии которых обнаружены грамотрицательные палочки , высевают на 

МПА и МНЕ, культивируют в терм остате при 379?.в течение 24-48  ча­

со в . Появление си н е -зел ен о го  окрашивания МПБ и МПА, рост гладких 

плоских колоний с ровными или изрезанными краями указывает на 

рост синегнойной палочки, вырабатывает си­

не-зелены й пигмент пиоционин, з а  счет  которого  цроисходит окра-



шивание питательных сред . Имеются отдельные виды синегнойной па­

лочки, которые не вырабатывают пиоционин. Р ш ^ ”С'ил̂
Не всегда  активно вырабатывает пигмент. Пигментообразование мож­

но наблюдать лишь на 2-3 сутки . Поэтому посевы на МПБ и МПА с л е ­

дует дополнительно просматривать через 48-72 часа . Сине-зеленое 

окрашивание МПБ лучше проявляется, если  пробирку с МПБ встрях­

нуть и обеспечить доступ кислорода.

Из МПБ и МПА делают мазки и окрашивают их по Граму.

представляет собой  короткую,

тонкую грамотрицательную палочку.

При обнаружении в мазках грамотрицательных палочек и изме­

нение цвета сред в сине-зелены й ставят реакцию для обнаружения 

пиоционина. Для это го  в пробирку с МПБ добавляют I  мл хлорофор­

ма, пробирку встряхивают, хлороформ приобретает зеленый цвет и 

опускается на дно.

У пигментообразующих сапрофитных бактерии в хлороформе пиг­

мент не растворяется .

Принадлежность выделенной культуры к ^  г ;  

подтверждают следующими признаками. Синегнойная палочка может 

расти при температуре от +15 до +43°С, способна расти при пере­

севе в физиологическом растворе, вызывает гидролиз желатины, 

свертывание молока, не растет  на среде Китт-Тароцци, не фермен­

тирует углеводы  за  исключением глюкозы, индол не образует, выде­

ляет  аммиак, гидролизует мочевину. Реакция на каталазу  -  положи­

тельная.
Срок лабораторного исследования -  3 дня.

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

Из доставленных в лабораторию проб молока делают высевы по 

О ,1 -0 ,3  мл на чашки Петри со  средой (рецепт 1 4 ) .  Посевы д ела ­

ют на 2 чашки Петри. Высеянный материал равномерно, не повреждая 

среды, растирают по всей  поверхности ее стерильным шпателем, д е ­

лая круговое движение.
Засеянные чашки помещают в термостат вверх дном при темпера­

туре 37°С на 18-20 часов .

Контролем служит посев культуры это го  гри ба  на ту же самую 

элективную дифференциально-диагностическую среду .

После инкубации чашки Петри просматривают и проводят второй 

этап микологического исследования. Для ч его  проводят микроскопию 

окрашенных препаратов по Граму или другим методом для проверки



чистоты культуры и изучения морфологии, а  также пересев из коло­

нии в пробирки на ту же самую среду для выделения чистой культу ­

ры и выявления псевдомицелия. Чашки Петри с выросшими культурами 

Оставляют далее при комнатной температуре. Засеянные цробирки вы­

держивают при 37°С 24 часа , затем  оставляют на 2 суток  при ком­

натной температуре (1 8 -2 2 °С ). После этого  выросшие колонии микро- 

скопируют.

Первичный учет  р езультатов  делают через 20 часов инкубации 

Материала, а окончательный учет—  на 4 -й  день исследования

Для идентификации грибов до рода достаточно оцределения 

ВОевдомицелия. В большинстве случаев  псевдомицелий на элективной 

Дифференциально-диагностической среде определяет через 20 часов 

путем микроскопии окрашенных црепаратов, а ко гд а  это  не уд ается , 

аа 4 день исследования. Кроме псевдомицелия обнаруживают почкую­

щиеся клетки (споры , истинный мицелий, а иногда и хламидоспоры).
Колонии грибов рода д и о У с .  гладкие, морщинистые, 

плоские, беловато-серы е, кремо-беловаты е, кремовые, мягкой кон­

систенции, кожистые.

Срок лабораторного исследования -  4 дня.

2 *3 .1 3 . Определение чувствительности  выделяемых микроорга­

низмов к антибиотикам.

Для оцределения чувствительности  микроорганизмов к антибио­

тикам должны быть использованы:

-  МПА. или агар  Хоттингера-рецепт 15 (д ля  стафилококков, 

кишечной палочки, псевдом онад );

-  сывороточный ШЛА--рецепт 10 (д ля  стреп тококков ).

Добавление сыворотки обеспечивает рост стрептококков

Сыворотку вносят в расплавленный и охлажденный

до 37°С МПк.
Среду разливают по 20 мл в стерильные чашки Петри, располо­

женные на горизонтальной поверхности.

Выделенные культуры выращивают на одной из указанных сред, 

смывают стерильным физиологическим раствором и готовят  бактери -  

альную взвесь с концентрацией I  млрд микробных т е л  в I  мл. Это 

соответствует 10 ед . по оптическому стандарту.

На поверхность среды наливают I  мл взвеси  культуры, орошают 

ею вою поверхность. Наклонив чашку, излишек культуры отсасывают 

пастеровской пипеткой. Чашки о посевами подсушивают при комнат­

ной температуре в течение 40 минут, после ч его  на поверхность з а ­

сеянной среды накладывают диски с антибиотиками.



Диски раскладывают стерильным пинцетом на расстоянии 2 см 

от края чашки и с л е гк а  црижимают к а гар у . Каждая чашка может 

служить для испытания 5 -6  видов антибиотиков.

Для лучшей диффузии антибиотика в агар  чашки с засеянной 

культурой  и разложенными дисками выдерживают в течение 2 часов  

при комнатной тем пературе, затем  помещают в термостат при тем­

пературе 37°С вверх дном.

Результаты  учитывают через 16-18 часов , д ля  ч его  определя­

ют линейкой диаметр зоны задержки р оста  микробов вокруг бумаж­

ных дисков, включая и размер дисков.

О тсутствие зоны задержки р оста  микробов вокруг диска ука­

зывают на т о , что  испытуемая культур а  не чувствительна  к данно­

му виду антибиотика.

2 .3 .1 4 .  Ускоренный (пробирочный) метод оцределения чустви - 

тельности  микрофлоры молока к антибиотикам (м етод  ориентировоч­

ный, без  наделения м икроорганизм ов ).

Исследуемое молоко с соблюдением стерильных условий  разли ­

вают по 2 мл в стерильные пробирки. Пробирок должно быть на 

две больш е, чем дисков с антибиотиками.

В одной из пробирок определяют реакцию (p H ) молока, добав­

ляя в него  0 ,1  мл 0 ,5 ^ -н о го  спиртово-водного  раствора  индикато­

ра (0 ,5  г бромтимолблау растворяют в начале в 50 мл спирта, за ­

тем доливают 50 мл дистиллированной воды. В зависимости от  pH 

молока смесь окрашивается от  ж елтого , салатового , зел ен о го  (к и с ­

лое м олоко ) до синего  ц вета  (щ елочное м о л о к о ). Записав р е з у л ь ­

тат (ц в ет  с м е с и ), данную пробу исключают из опыта. В оставшиеся 

пробирки (кроме одной) добавляют по одному диску различных ан­

тибиотиков.

Все цробирки с молоком выдерживают при 3?Ябв течение 18-20 

часов в терм остате или автоматически регулируем ой  водяной бане, 

после ч его  во в сех  пробирках проверяют кислотность  молока раст­

вором бромтимолблау.

Если кислотность  молока в пробирке без  антибиотиков до опы­

та и после выдерживания в течение 18-20 часов  в термостате оди­

накова, значит бактерий в молоке н ет . При наличии микрофлоры 

кислотность м олока в пробирке б ез  антибиотиков п осле  выдержива­

ния в термостате увеличивается . В этом случае  проверяется кис­

лотн ость  молока в пробирках с антибиотиками.



Если кислотность молока с тем или иным антибиотиком (п о с ле  

ввдерживания в терм остате ) не выше первоначальной (д о  выдержива­

ния в т ер м о ста те ), значит, бактерии, находящиеся в м олоке, высо­

кочувствительны к данному антибиотику. Если кислотность м олока в 

Пробирках с антибиотиками п осле выдерживания в термостате увели ­

чивается, значит находящиеся в молоке бактерии устойчивы к дан­

ному антибиотику и причем выше кислотность  м олока, тем устойчи­

вее микроорганизмы к антибиотику.

2 .3 .1 5 . Определение количества  соматических клеток  в м олоке.

2 .3 .1 5 .I .  Подсчет с помощью электронных счетчиков ( "К у л ь т е р " ,  ц е л л о -  

окоп, "Фоссоматик” ) .

2 .3 .1 5 .2 .  Камерный м етод.

Для подсчета  соматических клеток  в молоке используют сч ет ­

ную камеру Ф ук са -Розен таля . При отсутствии  ее можно использовать  

камеру Горяева , Тома, П редтеченского , Бюркера.

Для растворения жировых шариков, в молоко добавляют солюбили­

зирующий раствор , который гото в я т  в следующем порядке. Оинтанол 

ДС-Ю расплавляют в водяной бан е , отмеривают в к олбу  I  м л, смеши­

вают с 12 ,5  мл эти лового  спирта , добавляют I  мл формальдегида и 

доливают 0,9^-ным раствором хлори стого  натрия до  100 м л. Получен­

ный солюбилизирующий раствор  прогревают при 60°Св течение 20 ми­

нут , после ч е го  добавляют I  мл насыщенного спиртового раствора 

основного фуксина и фильтруют через  бумажный ф ильтр. В связи  с 

тем , что при длительном  хранении краситель выпадает из раствора 

в осадок , его  добавляют к солюбилизирующему раствору непосредст­

венно перед применением, а  солюбилизирующий раствор  в герм етиче­

ском сосуде сохраняется  д ли тельн ое  время.

Для подсчета  к леток  в пробирки, содержащие 4 ,9  мл солюбили­

зирующего раствора с красителем , добавляют 0 ,1  мл м олока, тща­

тельно перемешивают и прогревают 30 минут на водяной бане при 80^  

После перемешивания каплю жидкости вносят под притертое покров­

ное стек ло  счетной  камеры.

Подсчет к леток  ведут под микроскопом при объективе 10х -20х .

В поле зрения на прозрачном фоне видны четко окрашенные к летки , 

л е гк о  поддающиеся п одсчету . Если  при этом выявлено повышенное со ­

держание соматических клеток  в сборном молоке (о т  500 тыс./мл до 

I  млн. и б о л е е ) ,  то в сех  лактирующих коров ста д а  исследуют на 

мастит по общепринятой схем е.



Подсчет к леток  с помощью камеры Ф ук са -Розен таля  проводят на 

Площади всей камеры. Полученное количество  к леток  в камере умно­

жают на коэффициент 15625, что со отв етств ует  к оли честву соматиче­

ских клеток  в I  мл м олока. При использовании камеры Горяева под­

счет соматических к леток  ведут в 100 больших квадратах. В этом 

Случае полученное количество  к леток  умножают на коэффициент 125000.

2 .3 .1 5 .3 .  Метод Прескота и Брада.

Чистое предметное стек ло  кладут на ли ст  бум аги , расчерченный 

йа квадраты, сторона квадрата I  см. Пробу м олока (с ек р ет а ) тща­

тельно смешивают, затем  микропипеткой наносят на каждый квадрат 

Предметного с т ек ла  0 ,005 мл м олока (с е к р е т а ) и тщательно распре­

деляют на площади квадрата. Мазок высушивают на в о зд ухе , фиксиру­

ют метиловым спиртом или спирт-эфиром (лучш е изобутиловым спир­

том) в ванночке при вертикальном положении м азка, окрашивают 15- 

20 минут по Романовскому-Гимза (н а  I  мл дистиллированной воды 

1-2 капли к р а с к и ). Вместо метода^Романовскому-Гимза можно окраши­

вать мазки по Ньюмансу раствором  следующего со ста в а : спирт а бсо ­

лютный -  50 гм , ледяная уксусная  кислота -  20 мл,хлороформ -  

50 мл, фуксин основной -  0 ,1  г ,  метиленовая синь -  1 ,0  г .  Краски 

растворяют в смеси спирта и хлороформа, н агр етой  до  5 0 °. После 

охлаждения до комнатной температуры в раствор  добавляют ледяную 

уксусную ки слоту  и выдерживают в течение 18 ч а со в , а  затем  ис­

пользуют для  окрашивания. П осле окрашивания препарат сушат и про­

мывают трехкратно теплой  водой (3 7 -4 0 % ). Мазок тщательно высуши­

вают и просматривают под микроскопом. В каждом мазке просматрива­

ют 100 полей зрения . Подсчитанное количество к леток  умножают на 

коэффициент д ля  п одсчета  с учетом  объектива и окуляра (д ля  мик­

роскопа МБ- I  при объективе 90 и окуляре 7 это т  коэффициент равен 

6260; при окуляре -  10-10200; при окуляре 15 -  3 32 00 ).

При содержании соматических клеток  в I  мл молока от 800 тыс.

-  I  млн. и б о л е е , а  также выделении патогенной  микрофлоры живот­

ное считают подозрительным в заболевании маститом. Окончательный 

диагноз устанавливают на основании клинических признаков и дру­

гих  тестов  (п р о ба  с димастином, мастидином и проба отстаи ван и я ).



Приложение I

Рецепты питательных сред

Кровяной агар цитратный. (Рецепт I )

Для приготовления кровяного агара у  здоровой коровы из ярем - 

вой вены берут 250 мл крови в стерильную колбу , в которую цредва- 

рительно вносят 50 мл стерильно приготовленного Ъ% раствора ли­

моннокислого натрия. По мере взятия кровь в колбе смешивают с ли­

моннокислым натрием путем встряхивания. Полученную цитратную 

кровь проверяют на стерильность путем посева на ШБ и только пос­
ле этого  используют для цриготопления кровяного а гара . Цитратная 

кровь при необходимости может сохраняться в условиях холодильни­

ка в течение 10-14 дней. Мясопептонный агар расплавляют в к олбе , 

эатем охлаждают до 45°Си стерильной пипеткой вносят в него 10- 

1Ь% цитратной крови, равномерно смешивая, после чего  разливают в 

чашки Петри по 15 мл. Застывший агар помещают в термостат при 

температуре 37ЯСна 24 часа  для проверки на стерильность.

Для цриготовления кровяного агара может быть использована 

также дефибринированная кровь барана.

ДНК-новокаиновый агар (Рецепт 2 )

К 150 мл расплавленного стерильного 2^ -н ого  ША. (pH 8 ,6 )  

добавляют 150мг ДНК, предварительно растворенной в 10 мл (подще­

лоченной 2 каплями 10^-ного раствора едкого натра ) дистиллирован­

ной воды, и 3 г  (2%) новокаина.

После перемешивания среду  прогревают в течение 30 минут в 

кипящей водяной бане.
К остывшей до 45’-50 °0  среде добавляют 7-8  мл (5%) сыворотки 

крови крупного р огатого  скота  и 1 ,2  мл 10^-ного раствора хлорис­

того кальция, перемешивают и разливают в чашки Петри.

Примечание: ДНК-натриевая со ль  выпускается научно-производствен­

ным объединением "Биохимре актив" Латвийской СОР 

г.О лайне.

Дифференциально-диагностическая среда (Рецепт 3 )

На I  л  дистиллированной воды берут: МПА -  15 г ,  пепвон -  

10 г ,  JsaCI -  75 г ,  маннит -  10 г ,  фенол-рот -  0 ,025 г ,  pH -  7 ,4 .



Агар о ДНК для  определения ДНК-азной активности 

•Яафилококков. (Рецепт 4 )

К 150 мл расплавленного 2$-ного  МПА (pH 8 ,6 )  добавляют 

1Юнг ДНК, растворенной в 10 мл дистиллированной воды, с 2 кап- 

Ш и  Ю ж н ого  едкого  натрия, среду прогревают 30 глин в кипящей 

Юдиной бане, затем  охлаждают до 50-60°0 и добавляют 1 ,2  мл 

10$-ного стерильного  хлористого  кальция и 13-14 мл (8 -9 $ ) сыво­

ротки KPG или 8 мл (5 $ ) дрожжевого экстракта.

Среда Гисса  для определения ферментативных 

двойств стафилококков. (Рецепт 5 )

К полужидкой пептонной среде (1$  пептона, 0 ,5 $  хлорида нат­

рия, 0 ,15$ а га р -а гар а ) pH 7 ,4 ,  после ее расплавления, добавляют 

0,5$ маннита и 1$ индикатора Андреде, перемешивают, разливают в 

Пробирки по 10 м л. Стерилизуют при 0 ,5  атм 30 минут, после ч е го  
Наслаивают стерильное вазелиновое масло высотой I  см.

Среда для стафилококкового фага (Рец епт 6 ) .

Для приготовления I  л  среды требуются: а гар -а гара  -  12 г ,  

Гидролизата Хоттингера -  200 м л, свежей мясной воды -  400 мл, 

водоцроводной воды -  400 мл, глюкозы -  4 г ,  хлористого  кальция 

- 0 , 2  г  (последний добавляют непосредственно к готовой  расплав­

ленной среде перед разливом ее в чашки Петри -  2 мл 10$ стериль­

ного р а ств о р а ).

Среда Карташовой для выделения стрептококков?Т

К 500 мл го то в о го?й со -п еп тон н о го  бульона добавляют 2 ,5  г 

лактозы, I  мл спиртово-водного раствора 1:100 бромкрезолцурпура 

(п осле  растворения I  г порошка в 50 мл спирта добавляют 50 мл 

дистиллированной в од ы ). Колбу со  средой ставят в холодную водя­

ную баню доводят до кипения и кипятят 5-7 минут. Охлаждают сре­

ду до 50-55°С и добавляют 50 мл сыворотки и 50 ВД/мл неомицина. 

Среду разливают в стерильные пробирки по 50 м л.

Оывороточно-глюкозовый а гар . (Рецепт 8 )

МПА. -  95 мл
Стернальная сыворотка лошади -  5 мл без консерванта

Глюкоза -  I  г

pH -  7 ,4 .



Г лю к озу  в н о ся т  в  МПА п ер ед  с т ер и ли за ц и ей . О реду с т е р и л и з у ­

ют при 0 ,5  атм  в теч ен и е  30 м и н ут . П еред в н есен и ем  сы воротки  

вгар  расп лавляю т и охлавдагот до  4 5 ^  в н о сят  а с еп т и ч еск и  сы ворот­

к у , перемешивают и разли ваю т в  чашки или  проби р ки .

Глюкозный б у л ь о н .  (Р е ц е п т  9 ) .

Б 100 м л МПБ добавляю т I  г  глю козы  с р е д у  ст ер и ли зую т  при 

0 ,5  атм  в теч ен и е  30 м и н ут . PH среды  долж ен бы ть 7 , 2 - 7 , 4 .

М ясо-пептонны й б у л ьо н  с ж елчью . (Р е ц е п т  1 0 ) .

К 90 м л с т е р и л ь н о г о  МПБ, pH 7 ,4 ,  д обавляю т асеп ти ч еск и  

10 м л ст ер и льн о й  бы чьей  ж елчи , перемеш ивают, р а зли ваю т в пробир­

ки и стер и ли зую т  при 0 ,5  атм 20 м инут .

М олоко с метиленовы м  го луб ы м . (Р е ц е п т  I I ) .

0 ,2  г  м е т и л е н о в о го  г о л у б о г о  растворяю т в 20 м л го р я ч ей  ди­

сти лли рован н ой  воды , р а ст в о р  п р о п уск а ет  ч е р е з  бумажный ф ильтр и 

стери ли зую т  при 0 ,5  атм  20 м и н ут . К ст ер и льн о м у  обезж иренному 

м олоку добавляю т 1% ц р и го т о в л ен н о го  р а с т в о р а .

О реда КОДА (Р е ц е п т  1 2 )

Ореда в ы п уск а ется  в виде порошка Д а геста н ск и м  НИИ пита­

тельн ы х  ср е д  и г о т о в и т с я  в  с о о т в е т с т в и и  с и н стр ук ц и ей .

Ореда 0лькиницкого . ( Реце пт 1 3 ) .

К 100 м л с т е р и л ь н о го  п и т а т е л ь н о го  а га р а  д обавляю т I  г  л а к ­

тозы , 0 ,0 2  г  с о л и  Мора, 0 ,0 3  г  ги п осу льф и та , I  г  сахар озы , 0 ,1  г  

глю козы , I  г  мочевины и 0 ,4  м л 0 ,4 ^ -н о г о  р а с т в о р а  ф ен олового  

к р а с н о го . П р ед в ар и тельн о  раствор яю т с о л ь  Мора с ги п осульф и том  в 

одной  цробирке с небольш им к о ли ч е ст в о м  воды , а  в д р у г о й  -  м оч е­

вину с у г л е в о д а м и . П осле  р а ств о р ен и я  в с е  смешивают с  а гаром  и 

профильтровывают ч е р е з  стер и льн ую  марлю . С тери ли зую т текучим  па­

ром 3 дня подряд по 20 м и н ут . Горячую  с р е д у  скаш ивают, о с т а в л я я  

ст о лб и к  вы сотой  2 см . О реда п р о зр а ч н ая , им^ет красный ц в ет  с 

коричневым о тт ен к о м .

Э лекти вн ая  д и ф ф е р е н ц и а л ь н о -д и а гн о с 4 £ Ш ь й £ я ^  

ср е д а  д ля  вы деления и идентификации гр и бо в  р о д а  О^н^/с/о  ̂ ( э д д с ) .

Э лекти вн ая  ди ф ф ер ен ц и альн о -ди агн ости ческ ая  с р е д а  д ля  вы де­

лен и я  и идентификации гр и б о в  р о д а  о б у с л о в л е н а  в в е -



дением карамели (о о ло д  поджаренный при 150-170°С в течение 

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

В качестве субстрата  употребляется  фильтрат су сла , имею­

щего углеводов  I 5 - I 7 ° ' i  по Б аллингу, и расплавленный в дистил­

лированной воде а гар -а гар .

18-20 г а гар -а гара  растворяют при кипячении в 500 мл дис­

тиллированной воды, затем добавляют до I  л  фильтрат су сла , 

имеющего карамели 6 -8$ . После установления pH 6 ,6 -6 ,8  среду 

разливают в колбы и автоклавируют в автоклаве при I  атм -  

15 минут. Для проверки на стерильность среду ставят в термос­

тат на 24 часа при 37 °0 . По истечении это го  срока ее нагрева­

ют до Ю 0°С и остывшую до 47-50°0 разливают в чашки Петри или 

в пробирки. Чашки со средой можно хранить в холодильнике в те ­

чение 15-30 дней, защитив от высыхания путем помещения чашек 

в целлофановые мешки.

Агар Х оттннгера .(Р ецепт 1 5 ) .

Среда из триптического перевара мяса (перевара  Хоттингера) 

с содержанием 120-140 мг$ аминного азота  и 1-2$  агара, pH сре­

ды 7 ,2 -7 ,4 .



Таблица групповой идентификации стрептококков

,, Т  
Серо- ; ; Гимолиз ; КАМП-! Среда ;МПБ.с;МПБ c! 6o° {Молоко с ! МНБ ! МПБ
ЛОГИ- j Наименование стреп- i ! • тест  {К а р та -;6 ,5#  г40$ {30 ми-г-метилено- {С 0 ,5$ { с pH 9 ,6
ческая{
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Основные дифференцируюше признаки некоторых 
бактерия из семейства .

Р о д ! лактоз а Ь,.твдол {Метил- 
{ рот

- {Реакцияj У с в о е - }Образо- 
{Ф огес- рие }вание 
}Проска- j цитра-} серово-

- }Разлож е-} Разложение }
{ ние } желатины jМаннит

i i } •{мочевины} j
i | i |Уэра {т а  {дорода i I i

+ + + _ -  -  +

или сеже

X ( - )

+ - + + + +

(yl Ь'ЪО £ или или
X (+ )

+ _ + + - +
или
X

Обозначения: + -  положительный результат через 24-48 часов; х  -  запоздалый или непостоянный поло­
жительный р езультат ; ( - )  -  отрицательный результат ; (+ )  -  слабоположительная реакция 
(ферментация углевод а  слабая, желатина разжижается слабо и т . д . ) .



СОДЕРЖАНИЕ

1. Общан ч а сть .

2. Специальная ч а ст ь .

2 . 1 . Правила отбора  проб молока (с е к р е т а ) .

2 . 2 . Правила доставки .

2 .3 . Проведение исследований сек рета  вымени на наличие возбудите­

лей  м астита.

2. 6 .  Выделение зо ло ти сто го  стафилококка.

2 . 9 .  Выделение стрептококков.

2 . 10. Выделение бактерий группы кишечной палочки.

2. 11.  Выделение псевдомонад.

2. 12. Выделение грибов  рода Кандида.

2. 13 . Определение чувстви тельн ости  выделенных микроорганизмов к 

антибиотикам.

2. 14. Ускоренный м етод определения чувстви тельн ости  микрофлоры 

молока к антибиотикам.

2 . 15 . Определение количества  соматических к леток .

Приложения.

Настоящие методические указания разработаны 

Всесоюзным научно-исследовательским  институ­

том ветеринарной санитарии.

МУ 115-69

https://files.stroyinf.ru/Index2/1/4293727/4293727237.htm

