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ВВЕДЕНИЕ

   Микробиология как наука о распространении, строении и специфической функции микроорганизмов занимает основное место в системе подготовки зооинженера. 

   Микроорганизмы принимают активное участие в разложении и минерализации органических веществ, обогащении почвы легкоусвояемыми соединениями, необходимыми для питания растений.

   Важную роль микроорганизмы играют в процессах пищеварения у животных, особенно у жвачных. Продукты жизнедеятельности микробных клеток, а также их тела после гибели используются организмом животного как питательный материал.

   При помощи микроорганизмов получают продукты микробиологического синтеза – антибиотики, аминокислоты, ферменты, витамины, органические кислоты (лимонная, уксусная, молочная), стимуляторы роста, пищевой белок, каротиноиды и др. Для получения препаратов микробиологического синтеза используют непищевое сырье сельскохозяйственного производства, спиртовой, целлюлозобумажной и лесной промышленности.
   Микробиологические процессы лежат в основе заготовки, переработки и хранения кормов. При нарушении технологий в кормопроизводстве создаются благоприятные условия для размножения микрофлоры – гнилостной, плесневых грибов, которые, развиваясь, используют углеводы, белки, витамины и т.д., снижая тем самым питательную ценность корма. Ряд микроорганизмов в процессе своей жизнедеятельности выделяет токсические продукты, которые вызывают отравления животных.

   Для получения разнообразных молочнокислых продуктов применяют закваски, содержащие определенные виды молочнокислых микроорганизмов.

   Производство мяса, рыбы, яиц требует соблюдения высокой санитарной культуры на всех этапах технологического процесса. Микробиологический контроль способствует улучшению санитарного состояния производства, повышению качества продукции, профилактике пищевых отравлений.

   Велика роль микробиологии как науки в предупреждении и лечении инфекционных болезней человека и животных. Вакцины и сыворотки – это биологические препараты, состоящие из микробов.

   На современном этапе все большую актуальность приобретают исследования в области биотехнологии, генной и клеточной инженерии, где в качестве основного изучаемого объекта используются различные штаммы микроорганизмов.

Т е м а  1. ТЕХНИКА БЕЗОПАСНОСТИ ПРИ РАБОТЕ

В МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ ЛАБОРАТОРИИ.

МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ЛАБОРАТОРИЯ

И ЕЕ ОБОРУДОВАНИЕ. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ,

ПРИМЕНЯЕМЫЕ В МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ

ПРАКТИКЕ. ПРАВИЛА РАБОТЫ С МИКРОСКОПАМИ

   Цель занятия: ознакомиться с техникой безопасности и правилами работы в микробиологической лаборатории и ее оборудованием, методами исследований, применяемыми в микробиологической практике, устройством светового микроскопа и принципами работы с ним.

   Материалы и оборудование: микроскопы; рисунки с устройством микроскопа; журнал по технике безопасности; мазки-препараты.

   Задания. 

   1. Изучить правила работы 
студентов в лаборатории микробиологии. 

   2. Изучить устройство и правила настройки светового микроскопа.

   3. Провести микроскопию препаратов-мазков.

   Работа проводится в специальных лабораториях. Необходимо строго соблюдать правила как для обеспечения личной безопасности, так и безопасности окружающих:

   1) заходить и работать в микробиологической лаборатории только в халате и колпачке (косынке);

   2) не вносить посторонние вещи, продукты питания;

   3) не курить, не принимать пищу;

   4) работать на одном и том же месте и пользоваться закрепленным оборудованием;

   5) соблюдать чистоту и опрятность при работе;

   6) не касаться металлическими предметами контактных частей электросети. Перед работой проверить исправность оборудования;

   7) приступать к работе только с разрешения преподавателя;

   8) в конце работы привести в порядок рабочее место;

   9) перед уходом из лаборатории необходимо снять спецодежду и вымыть руки.

   Обязанности студентов и дежурных во время работы:

   1) дежурные получают необходимый материал для работы и распределяют его студентам;

   2) необходимо во время работы содержать рабочее место в порядке; бережно обращаться с микроскопом и другим оборудованием; при посевах микробов не ходить и не разговаривать; на всех посевах (в пробирках, чашках) делать надписи, содержащие фамилию, курс, группу, дату, объект посева; все использованные пипетки и предметные стекла-мазки опускать в банку с дезинфицирующим раствором, находящуюся на рабочем столе;

   3) на столе иметь рабочую тетрадь и цветные карандаши (стержни), чтобы делать необходимые записи и зарисовки. 

   Обязанности студентов и дежурных по окончании работы:

   1) привести в порядок рабочее место;

   2) все посевы в чашках и пробирках сдать дежурным (дежурные помещают их в термостат);

   3) отработанный материал сдать дежурному для стерилизации;

   4) привести в порядок микроскоп: салфеткой тщательно протереть иммерсионный объектив от масла, перевести револьвер объектива на 8, подложить под него салфетку, слегка прижав объективом к предметному столику, и, если нужно, поставить микроскоп на полку или в шкаф;

   5) тщательно вымыть руки с мылом.

   Микробиологическая лаборатория и ее оборудование. Микробиологическая лаборатория – это помещение, в котором проводят микробиологические исследования. 
   Микробиологическая лаборатория должна иметь: достаточное количество посуды и других материалов для проведения опытов (колбы, пробирки, цилиндры, чашки Петри, пипетки и др.); предметные и покровные стекла; бактериологические петли, пастеровские пипетки; питательные среды; растворы красок для окрашивания препаратов; штативы; газовые горелки; термостаты; анаэростаты, стерилизаторы сухожаровые; стерилизаторы паровые; водяную баню с терморегулятором; холодильники и морозильные камеры; центрифуги.
   Термостаты используются для культивирования микроорганизмов при стабильной температуре (25, 37, 43 оС и др.) в зависимости от температурного оптимума микробов данного вида, а анаэростаты – для культивирования анаэробов. 

   Стерилизаторы сухожаровые (сушильные шкафы, печи Пастера) предназначены для стерилизации металлических, фарфоровых и стеклянных предметов. Режим стерилизации – 160 – 200 оС.
   Стерилизаторы паровые (автоклавы, аппараты Коха) используются для стерилизации пробирок, колб, ватных тампонов, игл и шприцев в герметических упаковках, а также питательных сред и растворов, химический состав которых не изменяется при высоких температурах.

   Водяная баня с терморегулятором применяется для дробной стерилизации – тиндализации. 

   Холодильники и морозильные камеры служат для хранения исследуемых культур микроорганизмов, питательных сред, патологического и других исследуемых материалов. Для длительного хранения микробов применяют замораживание (от – 20 до – 40 оС).

   Центрифуги используются для осаждения микробов в жидкостях: в смывах микробной массы с плотных питательных сред, микроорганизмов, выращенных на жидких питательных средах, и др. 

   Методы исследований, применяемые в микробиологической практике. Микробиологические методы позволяют определить вид выделенного микроорганизма и осуществить диагностику данного заболевания. При изучении микроорганизмов применяют следующие методы лабораторной диагностики.
   1. Микроскопический. С помощью этого метода устанавливают морфологические свойства микробов в препаратах-мазках, приготовленных из микробных культур и исследуемого материала: а) форма микроба; б) размер; в) взаимное расположение; г) наличие спор и капсул; д) подвижность.

   2. Бактериологический (микробиологический). Основан на проведении и посеве микробов на искусственные обычные или специальные питательные среды с целью выделения чистой культуры и изучения ее свойств.

   3. Биологический (биопроба). Применяется для определения патогенности и токсикогенности микроорганизмов. Осуществляется путем заражения различными методами чувствительных, лабораторных или других животных.

   4. Серологический. Основан на обнаружении специфических иммунных тел в сыворотке крови больных животных с помощью стандартных специфических иммунных сывороток, содержащих антитела против определенного вида микробов.

   Правила работы с микроскопами. При изучении морфологии микроорганизмов обычно используют световые микроскопы МБР-1 и МБИ-2. Световой микроскоп – сложный оптический прибор, предназначенный для изучения в увеличенном изображении мельчайших микроорганизмов, невидимых невооруженным глазом. Световым он называется потому, что изучение объектов осуществляется в проходящем дневном или электрическом свете. 

   Световой микроскоп состоит из двух частей: 

   1) механической, в которую входит: подковообразный штатив, состоящий из ножки микроскопа (основание); колонка с прикрепленным к ней предметным столиком; кронштейн-конденсор; тубусодержатель; тубус; револьвер, в который ввинчиваются объективы; макровинт, который передвигает тубус вверх и вниз; микровинт.
   2) оптической, которая содержит объективы, призму, окуляры, осветительное устройство – зеркало или осветитель (электрическая подсветка), конденсор, диафрагму.
   Зеркало служит для направления световых лучей от объекта (микроба) к объективу. Плоская сторона – при искусственном освещении, вогнутая – при дневном.
   Конденсор служит для собирания лучей, идущих от зеркала к одной точке – фокусу. Состоит из систем линз. Для яркого освещения при изучении неокрашенных объектов его поднимают вверх, для уменьшения освещенности – опускают вниз.
   Диафрагма  находится под конденсором  и состоит из металлических

пластинок,  которые рычажком раздвигаются  и сдвигаются для увели-

чения или уменьшения доступа  света. При сужении  пластин световых
лучей в объектив попадает мало, при открытии – больше.
   Разрешающая способность для современных микроскопов находится в пределах 0,2 мкм и зависит от длины световой волны. Общее увеличение микроскопа – произведение увеличений объектива и окуляра на максимальное увеличение микроскопа МБР-1350: 8 × 90 = 720; 10 × 90 = 900; 15 × 90 = 1350.

   Окуляры по своему назначению сравниваются с лупой и увеличивают изображение объектива от 7 до 15 раз. Микроскопы бывают монокулярные (дают плоское изображение) и бинокулярные (изображение объемное, стереоскопическое).

   Объективы бывают сухие и иммерсионные. Сухие дают слабое увеличение (в 8 – 20 раз) из-за большого фокусного расстояния – пространства 

между фронтальной линзой сухого объектива и препаратом. Иммерсионные объективы позволяют получить увеличение в 40 – 90 раз из-за наименьшего фокусного расстояния между фронтальной линзой и препаратом. При иммерсионном микроскопировании на препарат наносят каплю иммерсионной жидкости (глицерин, вазелин или другие прозрачные масла – кедровое масло с показателем преломления 1,52, т. е. близким к показателю преломления стекла). При нанесении капли иммерсионного масла не происходит рассеивания лучей света, а значит хорошо освещается поле зрения. При использовании сухих объективов имеется прослойка воздуха. Световые лучи, проходящие через предметное стекло препарата, попадают в воздушную прослойку, преломляются, отклоняются и не полностью попадают в объектив. Освещенность поля зрения при этом будет незначительная.
   Порядок выполнения работы.

   Работа с иммерсионной системой микроскопа.
   Начало работы.
     1. Установить микроскоп на малое увеличение (×8).
     2. Навести максимальную освещенность: а) поворотом зеркала; б) максимальным поднятием вверх конденсора; в) максимальным открытием диафрагмы.
     3. Установить микропрепарат на предметный столик и закрепить его зажимами.
     4. Найти изображение предмета под ×8.
     5. Нанести каплю иммерсионного масла на препарат.
     6. Установить микроскоп на большое увеличение (×9 до щелчка.
     7. Под контролем глаза макровинтом опустить объектив микроскопа максимально вниз, пока он не коснется иммерсионного масла.
     8. Наблюдая в окуляр, поднимать макровинтом вверх тубус до тех пор, пока не появится изображение предмета.
     9. Микровинтом установить более четкое изображение предмета.
   10. Провести микроскопию мазка. Микроскопическую картину зарисовать в тетради. 
   Конец работы.
     1. Поднять вверх тубус макровинтом.
     2. Снять микропрепарат.
     3. Объектив ×90 отвести в сторону и салфеткой удалить остатки иммерсионного масла.
     4. Установить микроскоп в нейтральное положение или на малое увеличение ×8 и опустить тубус вниз.
     5. Предметный столик покрыть марлевой салфеткой.
     6. Поставить микроскоп в шкаф двумя руками: одной рукой берут за штатив, второй поддерживают за основание.

Контрольные вопросы

   1. Основные правила техники безопасности при работе в микробио-логической лаборатории.

   2. Назначение микробиологической лаборатории, ее оборудование.

   3. Методы микробиологических исследований.

   4. Устройство светового микроскопа и его назначение.

   5. Правила работы с иммерсионной системой микроскопа.

Т е м а  2. МОРФОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ. 

ТЕХНИКА ПРИГОТОВЛЕНИЯ ПРЕПАРАТОВ

ДЛЯ МИКРОСКОПИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ. 

МЕТОДЫ ФИКСАЦИИ ПРЕПАРАТОВ. 

ПРОСТЫЕ МЕТОДЫ ОКРАШИВАНИЯ

   Цель занятия: отработать технику приготовления и окраски простым методом мазков, приготовленных из микробных культур; провести микроскопию и зарисовать окрашенные в мазках микроорганизмы; изучить морфологические особенности микроорганизмов различных групп.

   Материалы и оборудование: пробирки с культурами, выращенными на жидкой и плотной питательной средах; набор красок и реактивов для окрашивания мазков; микроскопы; таблицы с рисунками микроорганизмов; оборудованное рабочее место для бактериологического исследования, укомплектованное всем необходимым.

   Задания.

   1. Приготовить мазки из бактериальных культур. Окрасить простым методом, зарисовать бактерии.

   2. Изучить морфологические особенности микроорганизмов.

   По морфологии микроорганизмы бывают шаровидные, палочковидные и извитые.
   Бактерии шаровидные – кокки (греч. сoccus – зерно, шарик). Они де-
лятся на следующие группы:

   – микрококки – в природе встречаются в виде одиночных шаровидных клеток. В качестве примера можно взять клетки Micrococcus agilis (лат. micro – маленький, agilis – подвижный);
   – диплококки  (лат. diploos – двойной) – шаровидные  бактерии,  рас-
положенные попарно. Они образуются при делении кокков в одной плоскости;
   – стафилококки – располагаются беспорядочно, скопления кокков чаще напоминают гроздья винограда (staphyle (греч.) – виноградная гроздь);

   – стрептококки – образуются делением кокков в одной плоскости, клетки располагаются цепочкой. С этими бактериями знакомятся при изучении молочнокислого брожения на примере Streptococcus lactis. Родовое название отражает характер расположения шаровидных клеток в виде цепочки, видовое – причастность стрептококка к молочно-кислому брожению (лат. lactis – молочный);

   – тетракокки – кокки, расположенные по четыре клетки (Tetra (греч.) – четыре). Такое расположение клеток – результат деления материнских форм в двух взаимно перпендикулярных плоскостях;

   – сарцины (лат. sarseo – соединяю) – по форме напоминают пакеты или тюки. Образуются вследствие деления кокков в трех взаимно перпендикулярных плоскостях. Удобна для просмотра Sarcina flava (сарцина желтая) – наиболее обычный представитель микрофлоры воздуха. Все вышеуказанные формы бактерий грамположительные, за редким исключением они неподвижны. Диаметральный размер их 0,7 – 0,8 мкм.

   К палочковидным бактериям относят бактерии и бациллы. Бактерии, спор не образуют в отличие от бацилл. Истинные палочковидные бактерии имеют длину до 4 мкм. Бациллы могут иметь длину до 20 мкм и более, несколько толще истинных бактерий. Они размножаются поперечным делением, реже половым.

   К извитым бактериям относят вибрионы, спириллы и спирохеты. Вибрионы имеют цилиндрическую изогнутую форму, напоминающую запятую. Спириллы – бактерии, имеющие форму спирально изогнутых палочек с 4 – 6 крупными завитками. Спирохеты – прокариоты спирально извитой формы, имеющие более 6 мелких завитков.

   Приготовление окрашенного препарата складывается из следующих этапов: 

   1) приготовление мазка;

   2) высушивание;

   3) фиксация;

   4) окрашивание;

   5) высушивание и микроскопия.

   На предметном стекле с обратной стороны восковым карандашом обозначают место приготовления препарата размером с 3-копеечную монету. Инструментами для взятия материала служат бактериологические петли и пастеровские пипетки. 

   Мазки готовят из культур микробов исследуемого материала (молоко, почва, навозная жижа и т.д.).

   Порядок выполнения работы.

    Техника приготовления мазков. При приготовлении мазка с плотной питательной среды на обезжиренное предметное стекло наносят петлей небольшую каплю физиологического раствора. В правую руку берут бактериологическую петлю, в левую – пробирку с культурой. Петлю стерилизуют, внося ее в пламя горелки в вертикальном положении.
   После того как петля накалится докрасна, через пламя горелки проводят конец петледержателя. Затем вынимают пробку из пробирки, захватив ее мизинцем правой руки или зажав между мизинцем и безымянным пальцами, и обжигают на спиртовке край пробирки. Петлю вносят в пробирку, охлаждают ее, прикасаясь к стенкам, после чего с поверхности среды снимают  небольшое количество культуры. После этого петлю вынимают, не касаясь стенок пробирки, обжигают края пробирки над спиртовкой и закрывают пробкой. Захваченную микробную культуру вносят в каплю физиологического раствора, расположенную ранее на предметном стекле, тщательно размешивают и равномерно распределяют по стеклу в виде овала, круга или квадрата площадью 1 – 1,5 см2, отступив от краев стекла не менее 3 – 5 мм. По окончании приготовления мазка петлю вновь стерилизуют, после высушивания границы мазка обводят восковым карандашом с обратной стороны стекла и записывают шифр препарата.
   При изготовлении мазка из культур с жидких питательных сред на предметные стекла наносят 1 – 3 петли исследуемого материала и равномерно распределяют по нему; при этом использование физиологического раствора не требуется. Далее поступают так, как описано выше. Для приготовления препаратов используют бактериологические петли и пастеровские пипетки. 
   Высушивание мазка производят на воздухе, над пламенем горелки (но не в пламени), в потоке теплого воздуха и термостате.
   Фиксация мазков. Различают физический и химический методы. При фиксации физическим методом стекло с мазком, обращенным кверху, медленно проводят 3 – 4 раза через пламя. При этом микроорганизмы погибают, мазок прикрепляется к стеклу и не смывается. 
   Фиксация химическим методом достигается погружением мазков в фиксирующую жидкость, которой может служить спирт, спирт-эфир в равных частях, охлажденный ацетон, спирт-формалин и др.
   Продолжительность фиксации спиртом-ректификатом составляет 15 – 20 мин, спиртом-эфиром (поровну) – 10 – 15, метиловым спиртом – 5 мин, хлороформом – несколько секунд, ацетоном – 5 мин. 

   Техника окрашивания. На приготовленный и фиксированный мазок, помещенный на специально предназначенный для этих целей мостик, который расположен над ванночкой и состоит из двух стеклянных палочек, находящихся на расстоянии на две трети длины предметного стекла друг от друга и скрепленных между собой резиновыми трубочками, наносят какой-либо краситель: растворы метиленового голубого – на 3 – 5 мин, генцианового фиолетового – на 2 – 3 мин, фуксина основного – на 2 – 3 мин. Затем тщательно и быстро промывают водой, высушивают фильтровальной бумагой, наносят каплю иммерсионного масла и микроскопируют. Мазок считается качественным, если бактерии расположены изолированно друг от друга и равномерно окрашены. 

   Приготовленные препараты микроскопируют в иммерсионной системе. Определяют морфологию микроорганизмов и микроскопическую картину зарисовывают в тетради. 

Контрольные вопросы

   1. Основные краски, предназначенные для окрашивания мазков.

   2. Техника приготовления мазков и методы фиксации.

   3. Техника окрашивания мазков простым методом.

Т е м а  3. СЛОЖНЫЕ МЕТОДЫ ОКРАШИВАНИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ

   Цель занятия: ознакомиться со сложными методами окрашивания   микробов и освоить технику окрашивания по Граму.

   Материалы и оборудование: рабочее место для бактериологического исследования, укомплектованное всем необходимым; таблицы с рисунками окрашивания микробов по Граму; строение бактериальной клетки; пробирки с дрожжевыми культурами; стаканчики с прокисшим пивом.

   Задания.

   1. Приготовить мазки из отдельных культур бактерий и окрасить по

Граму.

   2. Окрашенные препараты микроскопировать. Изучить морфологию

и зарисовать.

   Сложные методы окрашивания имеют важное значение при определении и дифференциации различных видов микробов. При этом мазок подвергается воздействию двух красок, из которых одна  основная, а вторая – дополнительная. Кроме красящих веществ при сложных методах окрашивания применяют различные обесцвечивающие вещества: спирт, кислоты и др.
   Сложные методы позволяют кроме морфологии (форм, размера, взаимного расположения микроорганизмов) более детально изучить структуру и различные элементы микробной клетки (споры, капсулы, жгутики, наличие или отсутствие зернистости, биполярности и т.д.); определить тинкториальные свойства (различное окрашивание при использовании специальных методов).  Сложные  методы  окра-

шивания основаны на  особенностях физико-химического  строения
микробной клетки.

   Отношение микробов к окрашиванию по Граму является важным дифференциальным признаком, который в сочетании с другими позволяет отличить один микроб от другого. Этот метод был предложен в 1884 г. датским ученым Х. Грамом. При окрашивании методом Грама все микроорганизмы  подразделяются на грамположительные и грамотрицательные, что зависит от химического состава и строения клеточной стенки. Толщина клеточной стенки грамположительных микроорганизмов находится в пределах 20 – 60 нм. Она плотно прилегает к цитоплазме, мембране и состоит на 40 – 90 % из пептидогликана, или муреина – опорного полимера, имеющего сетчатую структуру. Клеточная стенка грамотрицательных бактерий в три раза тоньше (10 – 20 нм), многослойна, содержит до 5 – 10 % пептидогликана. 

   Особенностью окрашивания по методу Грама является неодинаковое отношение различных микробов к красителям трифенилметановой группы: генцианвиолету, метилвиолету, кристаллвиолету. Микробы, входящие в группу грамположительных, дают прочное соединение с указанными красителями и йодом. Окрашенные микробы не обесцвечиваются при воздействии на них спиртом, вследствии чего при продолжительной окраске фуксином грамположительные микробы не изменяют первоначально принятый фиолетовый цвет и образуют с этими красителями и йодом непрочное, легко разрушающееся под действием спирта соединение, в результате чего они обесцвечиваются и затем окрашиваются фуксином, приобретая красный цвет. 

   Это объясняется тем, что проницаемость клеточной стенки у грамположительных бактерий меньше, чем у грамотрицательных, из-за большого содержания пептидогликана и меньшего диаметра пор, что способствует удержанию образующегося комплекса при обработке бактерий этанолом.

   Таким образом, при содержании в мазке бактерий различных видов можно обнаружить как грамположительные (фиолетового цвета), так и грамотрицательные (розово-красного цвета) бактерии.

   Порядок выполнения работы.
   Окрашивание по Граму проводится следующим образом:

   1) фиксированный  на огне мазок окрашивают генциан-, метил- или кристаллвиолетом 2 мин, положив на него бумажку, приготовленную по методу Синева. На ее поверхность наносят несколько капель (3 – 5) дистиллированной воды и выдерживают в течение 2 мин;

   2) бумажку снимают, краску сливают и на препарат наливают раствор Люголя на 2 мин;

   3) обрабатывают мазок спиртом-ректификатом 20 – 30 с; 

   4) быстро и тщательно промывают мазок водой; 

   5) докрашивают фуксином Пфейффера 2 мин;

   6) промывают водой, высушивают и микроскопируют.

   Результаты окрашивания: грамположительные бактерии окрашиваются основной краской в темно-фиолетовый цвет, грамотрицательные, воспринимая дополнительную окраску, приобретают ярко-малиновый цвет.

   Грамположительно окрашиваются стафилококки, дрожжи, стрептококки, возбудитель сибирской язвы, почвенно-гнилостные споровые палочки (сенная, капустная, картофельная, сибирской язвы, корневидная и др.), возбудители рожи свиней, клостридии, возбудители туберкулеза и др.

   Грамотрицательно окрашиваются все представители энтеробактерий (сальмонеллы, кишечная палочка, протей и др.), возбудители бруцеллеза, пастереллеза, некробактериоза, туляремии, синегнойная палочка, минингококки, уксуснокислые бактерии.

   Окрашивание спор. Споры окрашиваются сложным методом, поскольку они имеют плотную оболочку. Перед окрашиванием  изменяют прозрачность их оболочки путем воздействия на нее протравителями (хромовой, соляной кислотами) или раствором фенола при подогревании. Оболочка при этом размягчается, увеличивается порозность. Краситель хорошо адсорбируется, споры не обесцвечиваются при кратковременном воздействии кислотой. Вегетативные же тела микробных клеток при действии кислотой обесцвечиваются и становятся видимыми только при дополнительном окрашивании контрастным красителем.

   Техника окрашивания (метод Златогорова). Мазок фиксируют над пламенем горелки. На его поверхность кладут фильтровальную бумагу размером с покровное стекло, окрашенную фуксином основным феноловым Циля. Бумагу смачивают 3 – 5 каплями воды. Окрашивание проводят при подогревании в течение 5 – 7 мин. Чтобы мазок не высыхал, во время испарения жидкости к нему (по каплям) добавляют воду. Затем мазок обесцвечивают 3 %-ным раствором серной кислоты в течение 5 – 10 с и промывают водой. Дополнительное окрашивание проводят метиленовым голубым до 2 – 3 мин, после чего мазок промывают водой и высушивают.
   В поле зрения микроскопа видно, что споры окрашены в красный цвет, а вегетативные клетки – в синий.

   Окрашивание спор по Пешкову. После фиксации над пламенем горелки или смесью (спирт + формалин) мазок окрашивают метиленовым голубым Леффлера (над пламенем горелки) в течение 15 – 20 с. Промывают водой. Дополнительное окрашивание проводят 0,5 %-ным раствором нейтрального красного в течение 30 с. Затем промывают водой и высушивают.
   Микроскопическая картина: споры голубые или синие, молодые споры – черно-синие, вегетативные формы – розовые, включения (хроматиновые ) – фиолетовые.

   Окрашивание капсул. Некоторые микробы способны образовывать капсулу – слизистый слой оболочки, который синтезируется в цитоплазме и секретируется на поверхности клеточной стенки. Размеры их чаще превышают тело микробной клетки. Химический состав капсул различен: одни из них состоят из комплекса белков, другие – из полисахаридов. Капсула и остальная часть клетки окрашиваются неодинаково. Существует несколько методов окрашивания капсул.

   Метод Ольта. Мазок окрашивают 2 – 3 %-ным раствором сафранина. Краситель готовят перед употреблением, растворяя его в горячей воде с последующим фильтрованием. Окрашивают при легком нагревании в течение 1 – 2 мин и быстро промывают водой.

   Препарат не высушивают (на нем должна быть вода) накрывают покровным стеклом и рассматривают под иммерсионной системой микроскопа. Световые лучи, проходя через слой воды, усиливают разницу и преломление лучей от капсулы и тела микробной клетки.

   В поле зрения микроскопа видно, что тела микробных клеток окрашены в красный цвет, а капсулы – в желтый.

   Метод Михина. Фиксированный мазок окрашивают метиленовым голубым Леффлера (лучше старым раствором) в течение 2 – 3 мин при подогревании. Краситель быстро смывают водой, мазок высушивают.

   Микроскопическая картина: тела микробных клеток темно-синие, капсулы – светло-розовые.

   Окрашивание включений.

   Окрашивание гликогена. В цитоплазме микробных клеток часто встречается гликоген – животный крахмал (полисахарид). Его можно обнаружить путем добавления к капсуле культуры такого же количества раствора Люголя. При соединении с раствором Люголя гликоген приобретает красно-бурую окраску. Такое включение встречается у дрожжей, сенной бациллы и других микробов. Накопление гликогена происходит в том случае, когда в среде имеется достаточное количество углеводов.

   Окрашивание гранулезы. Гранулеза – полисахарид, крахмалоподобное вещество. Ее много содержится в клетках перед спорообразованием. Как и гликоген, гранулеза реагирует на раствор Люголя, она окрашивается им в темно-синий цвет. Много гранулезы содержат маслянокислые бациллы. Для обнаружения гранулезы к капле культуры маслянокислых микробов, выращенных на картофельной среде, добавляют столько же раствора Люголя и накрывают покровным стеклом. Под иммерсионной системой микроскопа бывают видны веретенообразные клетки, окрашенные в синий цвет. На одном из концов таких клеток расположены неокрашенные споры.

   Окрашивание зерен волютина. Волютин в микробных клетках встречается в виде гранул, которые состоят из полифосфатов и веществ, близких к нуклеиновым кислотам. В них сосредоточены запасы фосфатов. Обнаружить гранулы волютина в микробной клетке можно при окрашивании препарата по Омелянскому.
   Мазок, фиксированный над пламенем горелки, окрашивают в течение

30 с фуксином основным феноловым Циля. После промывания мазок обесцвечивают 1 %-ным раствором серной кислоты в течение 20 – 30 с. Снова промывают водой и дополнительно окрашивают слабым раствором метиленового голубого (1:40) в течение 15 – 20 с.

   Микроскопическая картина: гранулы волютина красные, цитоплазма синяя. 

                                   Контрольные вопросы

   1. Отличие сложных и простых методов окрашивания.

   2. Метод окрашивания по Граму, его сущность и практическое значение.

   3. Особенности строения клеточной стенки у грамположительных и

грамотрицательных бактерий.

Т е м а  4. ПИТАТЕЛЬНЫЕ СРЕДЫ 

И ИХ КЛАССИФИКАЦИЯ. МЕТОДИКА ПРИГОТОВЛЕНИЯ

 ИСКУССТВЕННЫХ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД 

ДЛЯ ВЫРАЩИВАНИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ. МЕТОДЫ 

СТЕРИЛИЗАЦИИ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД, 

ЛАБОРАТОРНОЙ ПОСУДЫ И ИНСТРУМЕНТОВ

   Цель занятия: ознакомиться с рецептурой, техникой приготовления и стерилизации различных питательных сред для культивирования микробов, с методами стерилизации лабораторной посуды и инструментов.

   Материалы и оборудование: колбы; пробирки; сухие питательные среды; набор готовых сред для микроорганизмов различных классов; автоклавы; сушильные шкафы; пипетки; бактериологические чашки (Петри); скальпели; пинцеты; стерилизаторы.

   Задания.

   1. Изучить рецепты приготовления наиболее применяемых питатель-
ных сред.

   2. Ознакомиться с правилами подготовки к стерилизации питательных сред, лабораторной посуды, инструментов.

   Питание – важнейшая функция микроорганизма. Благодаря ему в клетке синтезируются сложные вещества – жиры, белки, углеводы, из которых состоит тело микроба.

   Процесс питания осуществляется через клеточную оболочку посредством ферментов, а также путем осмоса питательных веществ через нее как через полупроницаемую мембрану. Для питания микробам необходимы разнообразные питательные вещества, однако обязательным является присутствие так называемых органогенов – кислорода, водорода, углерода, азота.

   Для культивирования микроорганизмов в лабораторных условиях пользуются питательными средами различного состава. В связи с многообразием физиологических особенностей бактерий не представляется возможным приготовить универсальную питательную среду, на которой бы размножались микроорганизмы различных классов.

   Однако наличие даже благоприятной питательной среды не является единственным условием для выращивания микробов. Жизнедеятельность их протекает в тесной зависимости от других факторов, например, от доступа воздуха. Аэробам необходим кислород, анаэробам, наоборот, он противопоказан, так как они используют молекулярный кислород, получаемый путем отщепления от безазотистых органических веществ.

   Культивирование микробов проводится с учетом температурного оптимума.

   Требования, предъявляемые к питательным средам:

    1) должны содержать вещества, необходимые для жизнедеятельности клетки, в состав их должны входить соли (натрия, калия и других элементов), микроэлементы (цинк, железо, медь, хром и т. д.), органогены (азот, углерод, водород, кислород) и факторы роста (витамины, гормоны и т. д.);

    2) иметь определенную концентрацию водородных ионов. Для большинства видов бактерий показатель рН составляет 7,2 – 7,4. Кроме того, чтобы во время роста микробов кислые и щелочные продукты их жизнедеятельности не изменили рН, среды должны содержать вещества, способные нейтрализовать продукты обмена, обладать буферностью;

    3) быть изотоничными, осмотическое давление в среде должно быть таким же, как и внутри микробной клетки. Для большинства микробов среды должны содержать 0,5 % раствора натрия хлорида;

    4) быть стерильными, так как изучать биологические свойства можно только в чистом виде, посторонние микробы изменяют свойства среды;

    5) среды (скошенные МПА) должны быть влажными, но не слишком вязкими, так как питание микробов осуществляется за счет осмоса и диффузии;

    6) содержать  постоянное  количество  отдельных  ингредиентов  для 

культивирования патогенных бактерий: 0,8 – 1,2 г/л аминного азота (NН2); 2,5 – 3 г/л общего азота (N); 0,5 г/л хлоридов в пересчете на NаСl; 1 % пептона;

    7) жидкие среды, кроме молока, должны быть прозрачными. В связи с этим их подвергают фильтрации.

   Классификация сред.

   1. По происхождению они бывают естественные, искусственные и синтетические. Естественные (натуральные) среды готовят из растительных и животных продуктов, например, из молока, свернутой кровяной сыворотки и др. Искусственные готовят из различных ингредиентов – МПА, МПБ и др. Синтетические – из определенных химически чистых органических и неорганических соединений, взятых в точно указанных концентрациях и растворенных  дважды в дистиллированной воде.

   2. По физическому состоянию среды делятся на жидкие, полужидкие и плотные. Плотные и полужидкие готовят из жидких, к которым для получения нужной консистенции прибавляют обычно агар-агар или желатин. Агар-агар – это полисахарид, получаемый из морских водорослей. Для микробов он не является питательным веществом и служит только для уплотнения среды – связывает большое количество воды. В воде он плавится при температуре 80 – 100 оС, а застывает при температуре 40 – 45 оС.

   Желатин – белок животного происхождения, получаемый путем выварки связок, фасций, сухожилий. Среды, содержащие желатин, при температуре 25 – 30 оС плавятся, поэтому культуры на них выращивают при комнатной температуре. Плотность этих сред при рН ниже 6,0 и выше 7,0 уменьшается, и они плохо застывают. Микробы, обладающие протеолитическими свойствами, желатиновые среды разжижают.

   3. По назначению среды разделяют на: общеупотребительные, пригодные для культивирования многих бактерий; дифференциальные, позволяющие различать бактерии разных видов и родов; элективные (избирательные), благоприятствующие размножению бактерий определенных видов и подавляющие рост других; специальные, наиболее оптимальные для культивирования бактерий тех или иных видов; консервирующие, способствующие сохранению патогенного вида микробов в патологическом материале.

   Приготовление общеупотребительных (обычных или простых) питательных сред. Основой многих питательных сред является мясная вода. Для ее приготовления к одной части мясного фарша (телятина, говядина, конина) добавляют две части воды, экстрагируют 12 – 24 ч при температуре 4 – 6 оС, кипятят в течение 1 ч, добавляя дистиллированную воду до первоначального объема. Затем фарш отжимают через 2 – 3 слоя марли, а жидкую часть фильтруют через бумажный фильтр.
   Для получения дрожжевой  воды 100 г сухих прессованных дрожжей 
разводят в 1 л водопроводной воды, кипятят 10 мин, фильтруют через бумажный фильтр и стерилизуют 3 дня по 30 мин текучим паром. Полученная жидкость вполне заменяет мясную воду.

   Мясо-пептонный бульон (МПБ) получают следующим образом. В мясную воду вносят 1 % сухого пептона, 0,5 % натрия хлорида, 10 % воды на выкипание, кипятят до растворения ингредиентов, устанавливают рН = 7,2 – 7,4 деценормальным раствором КОН (NаОН), вновь кипятят 20 мин, отстаивают и окончательно определяют рН. Затем бульон фильтруют, разливают в колбы или пробирки и стерилизуют при давлении 0,1 МПа (1,0 атм) в течение 30 мин.

   При приготовлении мясо-пептонного агара (МПА) на 1 л МПБ берут  2 – 5 % мелко нарезанного стеблевидного агар-агара, кипятят 5 – 10 мин до полного расплавления, фильтруют через ватно-марлевый фильтр. Агар-агар предварительно нарезают, помещают в банку, завязывают марлей, через которую направляют струю воды в течение 10 – 12 ч для промывания. Горячий МПА разливают в колбы, пробирки, автоклавируют при давлении 0,1 МПа (1,0 атм) 30 мин. При наличии осадка среду сливают, осадок удаляют, снова фильтруют, разливают в емкости и автоклавируют.

   При подготовке пептонной воды к дистиллированной воде добавляют 1 % пептона, 0,5 % NСl, растворяют при подогревании, устанавливают нужный рН, автоклавируют при давлении 0,1 МПа (1,0 атм) 20 – 30 мин.

   Снятое или обезжиренное молоко для получения питательной среды подщелачивают до рН = 7,6 – 7,8 10 %-ным раствором соды, разливают по 10 мл и стерилизуют при давлении 0,05 МПа (0,5 атм) 30 мин или текучим паром в течение трех дней.

   Для приготовления лакмусового молока к обезжиренному молоку добавляют 5 – 10% лакмусовой настойки и столько же 10 %-ного раствора соды, чтобы молочная пена приняла сиренево-фиолетовый оттенок. Среду разливают в пробирки и стерилизуют как молоко.

   Для приготовления лакмусовой настойки 5 г сухого лакмуса растирают в ступке в порошок, переносят в колбу на 100 мл, заливают 50 мл этилового спирта, плотно закрывают, перемешивают и ставят в термостат при температуре 37 оС на три дня; ежедневно спирт заменяют свежим. На 4-е сутки спирт сливают, лакмус переносят в чашку Петри, сушат в термостате, после чего порошок помещают в колбу, растворяют в 10-кратном объеме дистиллированной воды при подогревании и фильтруют через бумагу.

   В случае подготовки среды Эндо к 100 мл расплавленного горячего МПА (рН = 7,6) асептически добавляют 1 г химически чистой лактозы, растворенной в 5 мл стерильной дистиллированной воды и перемешивают. Среду охлаждают до температуры 70 оС и прибавляют смесь: 0,5 мл раствора насыщенного основного фуксина и 1,25 мл свежеприготовленного раствора сульфита натрия. После перемешивания среду разливают в чашки Петри. Для подсушивания агара чашки ставят в термостат при температуре 37 оС. Среда готовится по мере надобности и не подлежит хранению.

   Методы стерилизации.

   Существуют физические и химические методы.

   1. Стерилизация путем прокаливания (фламбирования) осуществляется выдерживанием металлических инструментов в пламени спиртовки.

   2. Стерилизация путем кипячения – наиболее простой и доступный способ. Режим стерилизации при температуре 100 оС – 20 –30 мин.

   3. Стерилизация текучим паром проводится в текучепаровом аппарате Коха, представляющим собой металлический полый цилиндр с двойным дном (это пространство заполнено водой) и крышкой конической формы. Стерилизуемый материал загружают в камеру аппарата неплотно, чтобы обеспечить возможность наибольшего контакта его с паром. Началом стерилизации считается время с момента закипания воды и поступления пара в стерилизационную камеру. Стерилизация длится от 30 мин до 1 ч в зависимости от характера и предполагаемой загрязненности стерилизуемого материала.

   Вместо аппарата Коха можно использовать и автоклав при незавинченной крышке с открытым выпускным краном. Текучим паром стерилизуют главным образом питательные среды, у которых изменяются свойства при температуре свыше 100 о С.

   Стерилизацию текучим паром проводят несколько раз, так как однократное прогревание до температуры 100 оС не обеспечивает полной стерилизации. Такая стерилизация называется дробной. Обработку стерилизуемого материала текучим паром проводят в течение трех дней по 30 мин ежедневно. Стерилизация горячим воздухом (сухим жаром) является основным способом стерилизации стеклянной посуды и  осуществляется  в сушильном шкафу при  температуре 160 – 180 оС.

   4. Стерилизация горячим воздухом. Сушильные шкафы изготавливаются из термостойких металлов (обычно из металла и асбеста). Внутри шкафа имеются полочки, а наверху – отверстие для вентиляции, которое при стерилизации закрывают. Поддержание необходимой температуры обеспечивается терморегулятором. Режим стерилизации – 180 оС в течение 1 ч.

   5. Стерилизация автоклавированием. Питательные среды стерилизуют главным образом автоклавированием. Этот способ основан на прогревании субстрата насыщенным паром при давлении выше атмосферного, при повышении давления пара повышается и его температура. Совместное действие высокой температуры и давления пара обеспечивает надежность стерилизации (при автоклавировании погибают вегетативные клетки и споры микроорганизмов). В режиме стерилизации указывают дополнительное давление – 0,5 – 1 атм. Стерилизацию проводят в специальных герметически закрывающихся толстостенных аппаратах – автоклавах. Они бывают различной конструкции, но принципиально устроены одинаково. Это металлический двустенный котел, способный выдерживать высокое давление. 

   Температура и длительность автоклавирования определяется составом среды. Субстраты, содержащие вещества и не выдерживающие нагревания до температуры 120 оС (1 атм), стерилизуют при температуре 110 оС (0,5 атм); молочно-дрожжевой автолизат, среды с желатином – при давлении 0,5 атм в течение 20 – 30 мин; мясо-пептонный агар – при давлении 1 атм в течение 20 – 30 мин; картофельную среду и почвенные вытяжки – при давлении 1,5 атм в течение 30 мин.

   6. Тиндализация – дробная стерилизация питательных сред, содержащих куриные яйца, кровяную сыворотку и разрушающихся при высокой температуре. Режим тиндализации – 56 – 58 оС в течение 5 – 6 дней подряд по 40 мин, можно по 2 ч в первый день и по 1 ч в последующие 4 – 5 дней. В промежутке между прогреваниями обрабатываемый материал выдерживают при комнатной температуре для прорастания спор в вегетативные формы, которые убиваются последующими нагреваниями.

   7. Пастеризация – метод неполной стерилизации – используется в микробиологической практике для выделения спорообразующих микроорганизмов, а в пищевой промышленности – для обработки продуктов, теряющих вкусовые качества при кипении (молоко, соки, вино, пиво).

   Различают длительную пастеризацию – 30 мин при температуре 65 оС, кратковременную – 20 с при температуре 75 оС, моментальную – без выдержки при температуре 85 – 90 оС. При пастеризации погибают только вегетативные формы микробов, споры сохраняются. Пастеризованные продукты охлаждают до температуры 4 – 5 оС, чтобы предотвратить прорастание спор.

   8. Механическая стерилизация – стерилизация с помощью бактериальных ультрафильтров – применяется для стерилизации жидкостей, которые не могут подвергаться воздействию температуры. Способ заключается в фильтровании их через специальные фильтры, задерживающие клетки бактерий.

   Фильтры изготовляются из каолина, асбеста, керамики, нитроцеллюлозы, из таких материалов, которые обладают настолько мелкими порами, что задерживают на своей поверхности всех микробов. Наибольшее применение сейчас находят асбестовые и мембранные фильтры из нитроцеллюлозы.

   9. Стерилизация ультрафиолетовыми лучами. При такой стерилизации используют бактерицидные лампы для обеззараживания воздуха в помещениях (боксах, операционных). Их применяют в пищевой промышленности для хранения различных продуктов при температуре выше 0 оС.

   10. Стерилизация ультразвуком. Ультразвук является физическим стерилизующим фактором и используется, например, для обеззараживания воды, молока, некоторых продуктов, кожевенного сырья. Стерилизующее действие его связано с разрушением бактериальной клетки под действием возникающих в цитоплазме кавитационных пузырьков. 

   11. Стерилизация с помощью химических веществ (хлороформ, тоулол, эфир, фенол, формалин, борная кислота, глицерин) применяется с ограничениями, чаще для консервирования с целью предупреждения бактериального загрязнения сред, вакцин, а также лечебных и диагностических сывороток различными химическими соединениями (соли металлов, щелочи, антибиотики и др.).

   Таким образом, лабораторные материалы стерилизуют следующими способами: основные питательные среды – автоклавированием; среды и растворы, содержащие углеводы и термолабильные вещества, – дробной стерилизацией; белковые среды – окисью этилена, фильтрованием, тиндализацией; чистую лабораторную посуду, термостойкие шприцы – сухим жаром; использованную посуду, среды, культуры, заразный материал, предметы из металла, стекла термостойких пластмасс – автоклавированием; бывшие в употреблении пипетки, банки – химическими веществами; воздух – фильтрованием, облучением, сухим жаром.

   Порядок выполнения работы.
   1. Студенты работают группами (по два-три человека) под контролем преподавателя. Одна группа готовит мясную воду. Другие группы приготавливают из мясной воды мясо-пептонный агар и мясо-пептонный бульон, устанавливают реакцию среды (рН = 7,4 – 7,5) путем подщелачивания. Среды кипятят, фильтруют и разливают в пробирки по 10 мл. Помещают в аппарат Коха для стерилизации.

   2. Отрабатывают технику обеззараживания бактериологических петель, пастеровских пипеток, пинцетов, шпателей и других инструментов методом фламбирования. 

   3. Осваивают технику подготовки лабораторной посуды, металлических инструментов, пипеток, ватно-марлевых пробок к стерилизации.

Контрольные вопросы

   1. Как осуществляется питание микроорганизмов?

   2. Какие требования предъявляются к питательным средам?

   3. Классификация питательных сред.

   4. Назовите ингредиенты общеупотребительных питательных сред.

   5. Опишите технику приготовления МПА, МПБ.

   6. Основные методы стерилизации.

   7. Аппаратура, используемая для различных видов стерилизации.

Т е м а  5. ТЕХНИКА ПОСЕВА МИКРООРГАНИЗМОВ
НА РАЗЛИЧНЫЕ ПИТАТЕЛЬНЫЕ СРЕДЫ. 

РЕЖИМЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ

   Цель занятия: отработать технику посева микроорганизмов на различные питательные среды и изучить режимы культивирования микроорганизмов.

   Материалы и оборудование: пробирки с микробной культурой (молочнокислый стрептококк, ацидофильная палочка, сенная бацилла); пробирки с мясо-пептонным бульоном; чашки Петри, мясо-пептонный агар; микробиологические петли; восковой карандаш; микробиологические иглы; шпатели; пробирки с мясо-пептонным агаром столбиком; термостат; горелки; анаэростат; прибор Аристовского; демонстрационные таблицы.

   Задания. 
   1. Произвести посевы аэробных микроорганизмов на МПБ, МПА, МПЖ.

   2. Освоить методы культивирования анаэробов. 

   3. Изучить режимы культивирования микроорганизмов различных видов.

   Режимы культивирования микроорганизмов. Для роста и размножения микроорганизмов на естественных и искусственных питательных средах необходимы определенные температурные условия. Наиболее благоприятной для большинства патогенных микробов является  температура 37 оС, плесневых грибов – 20 – 25, сапрофитов – 25 – 30, термофилов – 40 – 45 оС. 
   Для культивирования микробов при постоянной температуре применяют термостаты. Термостат состоит из корпуса, рабочей камеры, электромонтажного блока, который осуществляет автоматическое терморегулирование.

   По характеру дыхания все микробы делятся на аэробов и анаэробов. Аэробы для своего существования нуждаются в молекулярном кислороде воздуха. Для культивирования анаэробов необходимо создать определенные условия, сущность которых заключается в удалении молекулярного кислорода из питательной среды и пространства, окружающего эти культуры.

   Наиболее простым способом удаления растворенного кислорода является кипячение среды. Непосредственно перед посевом материала пробирки со средами кипятят на водяной бане в течение 15 – 20 мин. Быстро охлаждают и для уменьшения диффузии кислорода из воздуха питательные среды заливают сверху стерильным вазелиновым маслом (толщина слоя 1,0 – 1,5 см).

   Активно связываются с кислородом животные ткани паренхиматозных органов (среда Китта-Тароцци). В жидкие питательные среды иногда помещают пористые вещества (вату, пемзу), которые адсорбируют на своей поверхности пузырьки воздуха. 

   Приборы для культивирования анаэробов – это прибор Аристовского и анаэростат. 

   Прибор Аристовского представляет собой металлический цилиндр, диаметр которого соответствует диаметру чашек Петри. Поглощение кислорода осуществляется химическими поглотителями.

   Две половинки от чашки Петри наполняют углекислой содой, на поверхность которой насыпают тонкий слой гидросульфита натрия в количестве 1,5 г и слегка увлажняют водой из пульверизатора. Одну половину чашки с содой ставят на дно ведерка и на нее помещают чашки Петри с посевами; вторую половину чашки помещают поверх засеянных чашек. После этого ведро опускают в аппарат, герметически закрывают его крышкой и ставят в термостат.

   Анаэростат представляет собой толстостенный металлический цилиндр с герметически привинчивающейся крышкой, на которой имеются вакуумметр и два крана для присоединения к вакуум-насосу. В прибор помещают чашки с посевами, откачивают воздух, кран закрывают и помещают в термостат для культивирования.

   Порядок выполнения работы. 

   Посев на плотные питательные среды. 

   Посев петлей на среду в чашку Петри. Для равномерного распределения микроорганизмов в жидкой среде пробирку с культурой осторожно, чтобы не смочить пробку, встряхивают или, зажав между ладонями, вращают в одну, а затем в другую сторону.

   Пробирку с культурой бактерий держат в левой руке, а бактериологическую петлю – в правой. Петлю обеззараживают над пламенем горелки. Края пробирки при вынимании пробки прижигают. Пробку прижимают мизинцем правой руки к ладони и после извлечения держат в руке. Петлю осторожно вводят в пробирку с культурой и охлаждают. При взятии материала на петле образуется тонкая прозрачная пленка – «зеркальце». Чашку Петри с агаровой средой, заранее подписанную, приоткрывают под углом во избежание попадания микробов извне. Бактериологическую петлю кладут плашмя на питательную среду, чтобы не поцарапать ее поверхность, и проводят зигзагообразные штрихи по всей поверхности среды.

   Штрихи, наносимые петлей, располагают как можно ближе друг к другу, так как это удлиняет общую линию посева и дает возможность получить изолированные колонии микробов.

   Окончив посев, петлю фламбируют, чтобы уничтожить оставшихся микробов, предварительно обеззаразив край и ту часть пробки, которая входит в горлышко пробирки. Чашку Петри с посевами переворачивают вверх дном, во избежание размыва колоний конденсационной водой, и помещают в термостат для культивирования.

   Посев в толщу питательной среды. Из бактериальной культуры, подлежащей посеву, готовят взвесь в стерильной водопроводной воде или физиологическом растворе.

   Набирают культуру бактерий стерильной пипеткой в объеме 0,1; 0,5 или 1,0 мл (в зависимости от предполагаемого микробного загрязнения) и выливают в пустую стерильную чашку Петри. Чашку заливают 10 – 15 мл мясо-пептонного агара, расплавленного и остуженного до температуры 40 – 45 оС (при такой температуре, если приложить пробирку с расплавленной средой к щеке, она не должна вызывать ощущение ожога). Для равномерного распределения исследуемого материала в питательной среде закрытую чашку слегка вращают круговыми движениями по поверхности стола. После застывания чашку Петри со стороны дна подписывают, переворачивают вверх дном и ставят в термостат для культивирования.

   Посев уколом в столбик питательной среды. Пробирку с питательной средой, застывшей в виде столбика, берут в левую руку и в центр столбика до дна пробирки правой рукой вкалывают петлю с находящимся на ней материалом. Пробирку закрывают пробкой и в верхней третьей части подписывают восковым карандашом. В штативах помещают в термостат для инкубирования.

   Посев шпателем на среду в чашку Петри. Исследуемую микробную культуру наносят на поверхность питательной среды у края чашки. Стерильным шпателем распределяют посевной материал равномерно по всей ее поверхности. Чашку подписывают, переворачивают вверх дном и помещают в термостат для выращивания.

   При обилии в засеваемом материале микробов они растут в виде пленки, покрывающей всю поверхность питательной среды. Такой характер микробного роста получил название сплошного, или газонного. Посев газоном делают в том случае, когда нужно получить большое количество микробной культуры одного вида.

   Посев в жидкие питательные среды. При посеве и пересеве в жидкую питательную среду обе пробирки (одна с исследуемой культурой, другая с питательной средой) берут в левую руку между большим и указательным пальцами так, чтобы их основания находились поверх кисти руки. 

   Все действия проводят над пламенем горелки (радиус 10 – 15 см). Пробки из пробирок вынимают мизинцем и безымянным пальцами правой руки. Края пробирок при вынимании пробок прижигают. Остальные три пальца правой руки остаются свободными для взятия бактериологической петли или пипетки, посредством которых материал переносят из одной пробирки в другую и распределяют в питательной среде.

   Бактериальную петлю прокаливают над пламенем горелки. Чтобы остудить горячую петлю, ее вводят в глубь пробирки и погружают в конденсационную жидкость. При взятии петлей материала для посева должна образоваться в кольце петли тонкая пленка – «зеркальце». Петлю с посевным материалом погружают в питательную среду. Если материал вязкий и с петли не снимается, его растирают на стенке пробирки и смывают жидкой средой. Пробирку закрывают пробкой, предварительно профламбировав края. Петлю обеззараживают и ставят в штатив. Пробирку с посевами подписывают, ставят в штатив и помещают в термостат для культивирования. 

Контрольные вопросы

   1. Сущность микробиологического метода исследований.

   2. Техника посева микроорганизмов на плотные питательные среды.

   3. Техника посева микроорганизмов на жидкие питательные среды.

   4. Методы культивирования анаэробов.

   5. Режимы культивирования микроорганизмов различных групп.

Т е м а  6. УЧЕТ КУЛЬТУРАЛЬНЫХ СВОЙСТВ
    МИКРООРГАНИЗМОВ НА РАЗЛИЧНЫХ  ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕДАХ.  ВЫДЕЛЕНИЕ ЧИСТЫХ КУЛЬТУР

   Цель занятия: изучить особенности роста микроорганизмов на различных питательных средах и освоить методы выделения чистых культур.

   Материалы и оборудование: посевы культур микроорганизмов на различные питательные среды, сделанные студентами на предыдущем занятии; бактериологические петли; предметные стекла; набор красок для окрашивания микроорганизмов; пробирки с 9 мл стерильной воды или изотонического раствора хлорида натрия; стеклянные шпатели; микробиологические пипетки; восковые карандаши; суспензии смешанных культур микробов; микроскопы, газовые горелки; термостат; демонстрационные таблицы.

   Задания. 

   1. Описать культуральные свойства микроорганизмов, культивируемых на плотных, жидких и полужидких питательных средах.

   2. Выделить чистую культуру микроорганизмов методом рассева, разведения, применения элективных питательных сред.

   3. Приготовить препараты-мазки. Окрасить по Граму, микроскопировать и зарисовать в тетради.

   Методика изучения культуральных свойств микробов. Культуральные признаки микроорганизмов определяются характером роста их на плотных, жидких и полужидких питательных средах. Культуральные свойства характерны для каждого вида микроорганизмов и поэтому являются важным видовым признаком.

   Рост микробов на плотной питательной среде. Чашки с посевами просматривают сначала невооруженным глазом или через лупу, затем помещают их на столик микроскопа вверх дном и исследуют колонии в проходящем свете с объективом малого увеличения и суженной диафрагмой.

   Колонии микробов характеризуют по следующим признакам: размер, форма, прозрачность, контур края, рельеф, поверхность, цвет, структура и консистенция.

   Размеры колоний определяются их диаметром. В зависимости от диаметра различают колонии: точечные (диаметром меньше 1 мм), мелкие (диаметром 1 – 2 мм), средние (диаметром 2 – 4 мм), крупные (диаметром 4 – 6 мм и более).

   Форма колоний: круглая, овальная, ветвистая, амебовидная и др.

   Характер контура края колоний: ровный, изрезанный, лопастный, локонообразный, бахромчатый и т. д. 

   Рельеф колоний характеризуется приподнятостью их над поверхностью среды и контуром формы в вертикальном разрезе, он определяется невооруженным глазом или с помощью лупы при рассмотрении их сверху и сбоку. Различают колонии каплеобразные, куполообразные, конусообразные, с вдавленным центром.

   Поверхность колоний: ровная или складчатая, матовая или блестящая, сухая или влажная и т. д. 

   Прозрачность колоний: прозрачные или непрозрачные в разной степени.

   Консистенция колоний: пастообразная, вязкая, слизистая, волокнистая, плотная, хрупкая, сухая и т. д. Консистенцию колоний определяют посредством прикосновения или взятия из них части материала бактериологической петлей. 

   Цвет колоний определяется пигментом, который продуцирует культура микробов. Красный цвет образуют некоторые актиномицеты, дрожжи, бактерии. Синий цвет продуцирует синегнойная палочка, желтый и золотисто-желтый – стафилококки, сарцины. Черные и бурые пигменты вырабатывают некоторые грибы, азотобактер и другие микроорганизмы.

   Большинство патогенных бактерий пигмента не образуют, вследствие чего колонии  их бесцветны или молочно-мутного цвета.

   Особенности микробного роста на жидких питательных средах. 
   Поверхностный рост: пристеночное кольцо, нежная пленка, грубая морщинистая пленка, поверхностный рост отсутствует.

   Помутнение: слабое, умеренное, сильное, стойкое, отсутствует.

   Осадок: плотный, зернистый, вязкий, в виде клочка ваты или хлопьев, крошковатый и т. д.

   Количество осадка: обильное, скудное, отсутствует.

   Цвет среды: не изменен, изменен (приобретает окраску пигмента, образуемого микроорганизмом). 

   Газообразование: наличие или отсутствие пузырьков газа.

   Рост микробов на полужидких  питательных средах. 

   Форма колоний: круглая, овальная, разветвленная. 

   Размеры колоний: точечные, средние, крупные. 

   Края колоний: ровные, разорванные, лопастные, зубчатые. 

   Поверхность колоний: матовая, блестящая, ровная или складчатая. 

   Разжижение: быстрое, медленное, отсутствует.

   Особенности роста микроорганизмов по уколу. В верхней части растут аэробы, в нижней – анаэробы.
   Стержень: длинный, короткий, в виде плоской ленты и т. д.

   Боковые отростки: длинные, короткие, в виде ершика, елочки, елочки вершиной вниз и т. д.

   Разжижение: не разжижает, разжижает полностью, послойно, воронкой, кратером и т. д.

   Газообразование: наличие или отсутствие пузырьков.

   Чистая культура. Чистой культурой микробов называют популяцию микроорганизмов, принадлежащих к одному виду. Примером чистой культуры может служить изолированная колония, которую принято рассматривать как потомство одной клетки, попавшей на данный участок питательной среды.
   Выделение чистой культуры является важным этапом бактериологического исследования. Она необходима для изучения основных морфологических, культуральных и биохимических признаков, по совокупности которых определяется видовая принадлежность микроорганизмов.

   Чистая культура микроорганизмов необходима для приготовления лечебных сывороток, профилактических вакцин, диагностических препаратов, получения в производственных условиях спирта, витаминов, ферментов, антибиотиков, кормового белка и других веществ.

   Порядок выполнения работы. 

   Учет культуральных свойств микроорганизмов. Описывают характер роста микроорганизмов, культивируемых на различных питательных средах, по предложенным схемам. Зарисовывают в тетради особенности роста микробов на плотной питательной среде.
   Из описанных колоний готовят мазки, окрашивают сложным методом по Граму, микроскопируют, определяют видовую принадлежность и зарисовывают в тетради.

   Методы выделения чистых культур.

   1. Метод рассева (фракционный метод). Берут несколько чашек Петри с плотной питательной средой (МПА). На агар в центре первой чашки наносят пастеровской пипеткой каплю исследуемой культуры и стерильным шпателем распределяют ее по всей поверхности среды.

   Не фламбируя шпатель, быстро переносят его во вторую чашку и распределяют оставшийся на нем материал по всей поверхности агара. Затем этим же шпателем проводят посев в третью и четвертую чашки. Когда посев закончен, шпатель обжигают над пламенем горелки. Чашки маркируют и ставят в термостат вверх дном на 18 – 24 ч.

   В последние чашки попадает меньше микробов, а следовательно, меньше вырастает колоний. Они могут быть изолированы, что позволяет выделить чистую культуру. При рассеве происходит механическое разделение микроорганизмов.

   2. Метод разведения. Исследуемый материал разводят в стерильном изотоническом растворе натрия хлорида. 1 мл исследуемого материала стерильной пипеткой вносят в пробирку с 9 мл стерильного физиологического раствора. Получают разведение 1:10. Из пробирки с разведением 1:10 1 мл переносят в пробирку с 9 мл стерильного физиологического раствора. Получают разведение 1:100. Аналогично готовят последующие разведения: 1:1000, 1:10000, 1:100000 и т. д.

   С увеличением степени разведения число микробов уменьшается, что позволяет изолировать отдельные бактериальные клетки и выделить культуру в чистом виде.

   Из последних разведений культуры делают посевы в чашки Петри бактериологической петлей. Чашки подписывают, переворачивают вверх дном и помещают в термостат при температуре 35 – 37 оС на 18 – 24 ч.

   Чашки с посевами просматривают, сходные между собой колонии описывают, готовят препараты-мазки, окрашивают и микроскопируют. При однородности культуры делают пересев.

   3. Метод применения элективных питательных сред. Не все микроорганизмы растут на простых питательных средах. Для выделения и накопления микробов определенного вида используют элективные, или избирательные среды. 

   Элективной средой для молочнокислых бактерий может быть молоко. Плесневые грибы и дрожжи выращивают на средах с содержанием углеводов (пивное сусло, сусло-агар). Для культивирования микобактерий применяют плотную яично-молочную среду Петраньяни. На картофельной среде Рушмана выращивают маслянокислые бациллы. Среда Китта-Тароцци применяется для культивирования анаэробов.

   Делают посевы на элективные питательные среды суспензии смешанных бактериальных культур. Культивируют в термостате при температуре 35 – 37 оС в течение 18 – 24 ч. Просматривают посевы, описывают культуральные свойства выросших колоний, готовят микроскопические микропрепараты, окрашивают и микроскопируют. Микроскопическую картину зарисовывают в тетради.

Контрольные вопросы

   1. Культуральные свойства микроорганизмов.

   2. Особенности роста микроорганизмов на плотных питательных средах. 

   3. Характер роста микробов на жидких питательных средах.

   4. Особенности микробного роста на полужидких питательных средах.

   5. Рост микроорганизмов по уколу. 
   6. Понятие «чистая культура».

   7. Применение чистых культур в животноводстве, ветеринарии, медицине, народном хозяйстве.

   8. Элективные питательные среды.

   9. Методы выделения чистой культуры.

Т е м а  7. ВЛИЯНИЕ ФАКТОРОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ 

НА МИКРООРГАНИЗМЫ. ОПРЕДЕЛЕНИЕ 

ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ МИКРООРГАНИЗМОВ 

К АНТИБИОТИКАМ

   Цель занятия: изучить влияние физических, химических и биологических факторов на рост и развитие микроорганизмов; определить чувствительность микроорганизмов к антибиотикам.

   Материалы и оборудование: пробирки с культурами микробов (гнилостная микрофлора, молочнокислая микрофлора); мясо-пептонный агар, мясо-пептонный агар с глюкозой; чашки Петри; бактериологические петли; 0,1 н. раствор кислоты; 0,1 н. раствор щелочи; 1 %-ный раствор хлорной извести; набор бумажных дисков, пропитанных различными антибиотиками (пенициллин, ампициллин, оксациллин, стрептомицин, левомицетин и др.); стерильные пинцеты; дистиллированная вода; шпатели; восковые карандаши; горелки; термостаты; демонстрационные таблицы.

   Задания.

   1. Определить отношение микроорганизмов к температуре и кислороду.

   2. Определить влияние химических факторов на рост и развитие микроорганизмов.

   3. Определить влияние биологических факторов на рост и развитие микроорганизмов (антагонизм между гнилостной и молочнокислой микрофлорой).

   4. Определить чувствительность микроорганизмов к антибиотикам.

   Микроорганизмы постоянно подвергаются воздействию факторов внешней среды.

   Температура – наиболее важный фактор в жизни микробов. Она может быть оптимальной, т. е. наиболее благоприятной для их развития, а также максимальной, когда подавляются жизненные процессы, и минимальной, ведущей к замедлению или прекращению роста. По отношению к температуре микроорганизмы делят на три группы.

   Психрофилы (холодолюбивые микроорганизмы) растут при низких температурах (от +15 до – 8 оС), распространены в северных морях, ледниках, холодильниках и других местах. Среди них могут быть возбудители болезней рыб и водных растений, микроорганизмы, разлагающие пищевые продукты.

   Мезофилы развиваются при средних температурах от 20 до 40 оС. Они являются возбудителями болезней животных и человека, вызывают процессы брожения, аммонификации и др.

   Термофилы (теплолюбивые) растут при высоких температурах от 40 до 80 оС. Обитают они в горячих источниках, в почвах районов с жарким климатом, пищеварительном тракте животных. Участвуют в процессах приготовления бурого сена, силосования кормов, биологического обеззараживания навоза и т. д.

   Микроорганизмы приспособились к определенной среде обитания. Большинство микробов предпочитают среду, где концентрация водородных ионов ближе к нейтральной (рН = 6,5 – 7,5).

   В условиях лаборатории микроорганизмы культивируют на средах, содержащих определенное количество водородных ионов. Для этого в среды добавляют химические вещества: щелочи – для повышения рН, кислоты – для понижения рН. Оптимальный рН среды для молочнокислых микроорганизмов составляет 4,0 – 4,5, плесневых грибов – 4,0 – 4,5, ацидофильной палочки – 4 – 5,5, кишечной палочки – 6,5 – 7,8.

   Растворы щелочей и кислот оказывают бактерицидное действие на микроорганизмы, вызывают денатурацию белков, разрушают углеводы. Растворы хлорной извести окисляют компоненты микробной клетки, в результате чего наступает ее гибель. Формалин – 40 %-ный водный раствор формальдегида – вызывает денатурацию белков, губительно действует на все формы микроорганизмов.

   Между микроорганизмами и другими живыми организмами существуют разнообразные взаимоотношения: симбиоз, комменсализм, метабиоз, сателлизм, синергизм, антагонизм, паразитизм и др.

   Антибиотики – это специфические соединения, способные в незначительных количествах избирательно задерживать рост микробов или убивать их. Антибиотические вещества образуются микроорганизмами: актиномицетами, плесневыми грибами, бациллами, бактериями, а также растениями и животными. 

   Порядок выполнения работы.

   Определение отношения микроорганизмов к температуре. На специальной для данного вида бактерий среде устанавливают минимум, оптимум и максимум температуры для роста и развития микроорганизмов. Для этого засевают в ряд чашек Петри с питательной средой исследуемую культуру микробов. Чашки помещают в термостат для культивирования при различных температурах: 20 – 25 оС, 25 – 30, 30 –37, 37 – 43 оС. Ведут наблюдения за интенсивностью роста и развития микробов при различных температурах.

   Методика определения устойчивости спор бактерий к высоким температурам. Из спорообразующей культуры готовят обильную суспензию спор в стерильном физиологическом растворе. Вносят 1 мл суспензии спор в пробирки с 9 мл стерильного физиологического раствора и выдерживают в кипящей водяной бане различное время: 5, 10, 20, 30, 45 мин. Делают посевы на питательные среды из прогретых пробирок, затем помещают их в термостат для культивирования при температуре 37 оС на 72 ч.

   Наблюдают за интенсивностью роста и развития спорообразующих бактерий, определяют устойчивость спор к температуре.

   Определение отношения микроорганизмов к наличию кислорода. Для определения отношения бактерий к кислороду делают посевы в агаризованную среду с глюкозой. Посевной материал помещают в чашки Петри, заливают расплавленным и охлажденным до температуры 40 – 45 оС агаром, равномерно распределяют и дают застыть. Чашки переворачивают вверх дном и помещают в термостат при температуре 37 оС на 72 ч.

   Просматривают и анализируют характер роста микробов. Аэробы растут на поверхности  и на самом верхнем слое среды. Факультатив-
ные анаэробы развиваются по всей среде. Строгие анаэробы – только в
глубине среды.

   Методика определения отношения микроорганизмов к рН. Микроорганизмы проявляют свою жизненную активность в границах определенной кислотности среды.

   Делают посевы исследуемой бактериальной культуры на мясо-пептонный агар с различной кислотностью среды (рН): 4; 5; 7; 8; 9. Чашки с посевами  помещают в термостат при температуре 37 оС на 72 ч. Ведут наблюдения за интенсивностью роста и развития микроорганизмов на средах с различными показателями рН и определяют оптимальные показатели кислотности среды для исследуемой культуры бактерий.

   Определение влияния растворов щелочи, кислоты и хлорной извести на микроорганизмы. В стерильные чашки Петри заливают по 12 мл расплавленного мясо-пептонного агара. После застывания среды на ее поверхность с помощью шпателя равномерно засевают исследуемую культуру микроорганизмов. Чашки помещают на 15 – 20 мин в термостат для подсушивания. Дно чашек маркируют восковым карандашом. Последовательно в чашки с посевами вносят стерильной глазной пипеткой по 1 – 2 капли раствора щелочи, кислоты, хлорной извести.

   Чашки для инкубации микроорганизмов помещают в термостат при температуре 35 оС на 24 – 48 ч. Затем определяют влияние химических веществ (растворов щелочи, кислоты и хлорной извести) на рост и развитие микроорганизмов. Если на изучаемую культуру микробов химическое вещество не действует, то не будет наблюдаться зоны прерывания или задержки роста. Результаты описывают и зарисовывают в тетради.

   Определение антагонизма между гнилостной и молочнокислой микрофлорой. На мясо-пептонном агаре в чашке Петри бактериологической петлей делают два зигзагообразных посева: один – из пробирки с культурой аммонификаторов, другой – из культуры молочнокислых микроорганизмов. Чашку с посевами помещают в термостат при температуре 35 – 37 оС на 72 ч.

   Наблюдают за характером роста, отмечают антагонизм между гнилостными и молочнокислыми микроорганизмами и делают зарисовки в тетради.

   Определение чувствительности микроорганизмов к антибиотикам. Исследование проводят с использованием бумажных дисков, пропитанных растворами антибиотиков, приготовленных из расчета 1 единица антибиотика в 1 мл раствора. Высушенные диски (диаметр 1 см) хранятся пачками. В стерильную чашку Петри заливают 15 – 20 мл расплавленного мясо-пептонного агара. После того как среда застынет, на ее поверхность с помощью штапеля равномерно засевают культуру микроорганизма. Чашку помещают в термостат на 15 – 20 мин для подсушивания. Дно чашки восковым карандашом делят на сектора и маркируют. Стерильным пинцетом в каждый сектор накладывают диски, пропитанные тем или иным антибиотиком.

   Чашки с посевами помещают в термостат на 24 – 48 ч при температуре 37 оС, после чего проводят учет действия антибиотиков по величине зон задержки роста вокруг дисков. Результат описывают и зарисовывают в тетради.
   В том случае, если на изучаемый микроорганизм антибиотик не действует, зоны задержки роста не будет. Чем сильнее действие антибиотика на микроорганизм, тем шире будет зона задержки.

Контрольные вопросы

   1. Влияние физических факторов на микроорганизмы.

   2. Влияние химических факторов на рост и развитие микроорганизмов.
   3. Взаимоотношение микроорганизмов.
   4. Классификация антибиотиков.

   5. Влияние антибиотиков на микроорганизмы.

   6. Отношение микроорганизмов к наличию кислорода.

   7. Влияние кислотности среды на бактериальные клетки микроорганизмов.
   8. Отношение микроорганизмов к температуре.

Т е м а  8. БИОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА
       МИКРООРГАНИЗМОВ
   Цель занятия: изучить протеолитические, сахаролитические и редуцирующие свойства микроорганизмов.

   Материалы и оборудование: питательные среды (среда Гисса, среда Эндо; молоко с метиленовым голубым); культура микроорганизмов; бактериологические петли; реактив Несслера; фильтровальная бумага, обработанная раствором уксуснокислого свинца; фильтровальная бумага, обработанная горячим насыщенным (12 %-ным) водным раствором щавелевой кислоты; набор красок для окрашивания микроорганизмов; газовые горелки; восковые карандаши; микроскопы; термостат; демонстрационные таблицы.

   Задания.

   1. Определить сахаролитические свойства микроорганизмов на средах Гисса.

   2. Изучить протеолитические свойства микробов (методика  определения аммиака, сероводорода, индола и др.).

   3. Освоить методику определения редуцирующих свойств микроорганизмов.

   Для определения вида бактерий, кроме изучения их формы, размеров, подвижности, отношения к окраске по Граму и характера роста на простых питательных средах, большое значение имеет также изучение их биохимических свойств.

   Биохимические свойства микроорганизмов – это способность производить расщепление и синтез различных химических веществ при помощи своих же ферментов. Изучение этих их свойств имеет большое значение в технологии некоторых производств (в виноделии, пивоварении, молочной промышленности, микробиологическом синтезе белка, ферментов, витаминов и др.), а также для дифференциации видов микроорганизмов.

   При биохимической дифференциации микробов определяют их свойства:

   1) сахаролитические – способность сбраживать углеводы с образованием кислоты и газа или только кислоты;

   2) протеолитические – способность разлагать белковые продукты с образованием сероводорода, индола и других веществ;

   3) редуцирующие – способность восстанавливать некоторые химические вещества (краски и др.).
   Сахаролитические свойства микробов определяют путем посева чистой культуры на специальные среды, содержащие различные углеводы (лактозу, сахарозу, глюкозу, мальтозу, маннит и др.) и индикатор (нейтральный красный, лакмус, фуксин основной и др.).

   Наиболее распространенной является среда Гисса, которая представляет собой смесь сахара и индикатора в пептонной воде. Для улавливания газа на дно пробирки со средой опускают «газовки» – поплавки для улавливания газа. Образовавшийся в процессе ферментации газ вытесняет часть среды и скапливается вверху «газовки». При этом разложение микроорганизмами того или иного углевода сопровождается цветной реакцией благодаря присутствию индикатора.

   В зависимости от вида микроорганизмов сбраживание углеводов происходит с образованием различных продуктов, в основе которых лежат различные виды брожений (спиртовое, уксуснокислое, молочнокислое и др.).

   Протеолитические свойства микробов. Разложение белковых веществ (протеолиз) выявляют посевом на питательные среды: мясо-пептонную желатину, молоко или свернутую лошадиную сыворотку. Протеолиз проявляется в разжижении желатины.

   При росте в молоке микроорганизмы (некоторые виды кокков и палочек), вырабатывающие протеолитические ферменты, через несколько дней вызывают пептонизацию молока (растворение сгустков казеина и просветление).

   Протеолиз протекает неодинаково: под действием некоторых видов бактерий образуются конечные продукты распада – индол, сероводород, аммиак. Для обнаружения этих продуктов проводят посев изучаемого микроба на мясо-пептонный бульон или пептонную воду и после 2 – 3-суточного выдерживания в термостате исследуют с помощью соответствующих реактивов.

   Редуцирующие свойства микробов. Редукцией, или восстановлением того или иного вещества, называется химический процесс, состоящий в отнятии кислорода от данного вещества или замене его водородом. Имеются вещества, которые при редукции легко обесцвечиваются.

   Наиболее пригодными для определения редуцирующей способности микробов являются метиленовая синька, нейтральрот, лакмус и др. Эти вещества добавляют к жидким или плотным питательным средам, на некоторых проводят посевы исследуемых культур.

   Порядок выполнения работы.
   Определение сахаролитических свойств. Культуру микроорганизмов высевают на жидкие среды Гисса. Помещают в термостат при температуре 25 – 30 оС (для патогенных – 37 оС). Определяют в каждой пробирке происшедшие изменения, указывают на наличие кислотообразования буквой «К», что видно по покраснению среды, и газообразования буквой «Г», в том случае, если поплавок заполнен газом.

   Готовят препарат-мазок, окрашивают по Граму, микроскопируют и определяют морфологию микроба. Зарисовывают микроскопическую картину в тетрадь.

   Определение протеолитических свойств микробов. 

   Методика определения аммиака. Аммиак в среде с бактериальной культурой определяют при помощи реактива Несслера. Для этого в фарфоровую чашку пипеткой вносят каплю культуры, выращенной на мясо-пептонном бульоне, и каплю реактива Несслера.

   При наличии аммиака смесь окрашивается в желтый или коричневый цвет. Коричневое окрашивание указывает на большое содержание продукта гнилостного распада.
   Методика определения сероводорода. Над культурой исследуемых микробов помещают полоску фильтровальной бумаги, смоченную раствором уксуснокислого свинца (бумажка закрепляется между пробкой и стенкой пробирки). Пробирку помещают в термостат, где она находится около трех суток.

   Почернение бумаги происходит при содержании сероводорода, который превращает уксуснокислый свинец в сернокислый.

   Методика определения индола. Определение по методу Морелли осуществляют с помощью полоски фильтровальной бумаги, обработанной горячим насыщенным (12 %-ным) водным раствором щавелевой кислоты и высушенной в термостате. Бумагу закрепляют между пробкой и стенкой пробирки. Пробирку с исследуемой культурой помещают в термостат на трое суток. Порозовение нижней части индикаторной бумаги указывает на наличие индола. 

   Методика определения редуцирующих свойств микроорганизмов. Проводят посев исследуемой культуры микробов на среду молоко с метиленовой синькой. Пробирки с посевами помещают в термостат на трое суток. Микроорганизмы, образующие ферменты оксидазы и дегидразы, окисляют одни органические вещества в среде и восстанавливают другие. При этом молоко обесцвечивается и приобретает кремовый или белый цвет.

Контрольные вопросы
   1. Ферменты микроорганизмов.
   2. Сахаролитические свойства микроорганизмов.
   3. Протеолитические свойства микроорганизмов.

   4. Редуцирующие свойства микроорганизмов.

   5. Значение и применение биохимических свойств микроорганизмов в бактериологической диагностике и животноводческой практике.

Т е м а  9. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

ГРУБЫХ КОРМОВ
   Цель занятия: изучить принципы микробиологического исследования сена и соломы с целью определения их пригодности для скармливания.

   Материалы и оборудование: пробы сена, соломы; дистиллированная вода; чашки Петри; микроскопы; таблицы; рисунки.

   Задания.
   1. Изучить правила отбора сена и соломы для микроскопического исследования первичного материала и посева на соответствующие питательные среды.

   2. Определить качество сена и соломы органолептическим методом.

   3. С помощью малой системы микроскопа провести микроскопию посевов проб кормов; с помощью таблиц, рисунков установить роды грибов и зарисовать их в рабочую тетрадь.

   Микрофлора кормов во многом обусловлена температурой,  влажностью среды и видовым составом растений. Она меняется во время заготовки и последующего хранения кормов. К грубым кормам относятся сено, солома и мякина.
   Сено – это корм, получаемый в результате обезвоживания травы воздушно-солнечной сушкой. Солома – корм, получаемый из стеблей злаковых и бобовых культур. Мякина – корм, состоящий из семенных пленок, истертых листьев и стеблей, колосьев, неполноценного зерна, получаемых при обмолоте и очистке семян злаковых, масличных и бобовых культур. В кормах, имеющих влажность свыше 18 %, при хранении развиваются плесневые и другие грибы, что приводит к согреванию, плесневению и полной потере структуры растительных  тканей.
   Микотоксикозы – незаразные болезни, вызываемые микотоксинами жизнедеятельности грибов, паразитирующих на растениях до скармли-вания их животным.

   Микозы – заболевания, вызываемые активным паразитированием патогенных грибов в живых тканях и органах животных и человека.

   Микрофлора грибов кормов сходна с микрофлорой зерна. Как в зерне, так и в соломе, мякине, сене содержатся так называемые полевые грибы и плесени. 

   При хранении кормов с повышенной влажностью развиваются гри-бы – целлюлозоразрушающие и другие сапрофиты, относящиеся к родам Stachybotris, Fusarium, Trichoderma, некоторые виды Aspergillus, Penicillium.
   Наиболее опасны для здоровья животных патогенные грибы – целлюлозоразрушители – Stachybotris alternans и Dendrodochium toxicum, паразитирующие на соломе, нередко на сене и зернофураже.

   Пробы кормов отбирает комиссия с участием зоотехнических, ветеринарных специалистов и представителей хозяйств или предприятий, а в конфликтных ситуациях – с участием представителей поставщика. Отбор средних проб кормов проводят в соответствии с действующими стандартами. Отобранную среднюю пробу делят на две части, не менее 1 кг каждая, упаковывают в чистые сухие банки и опечатывают. Одну часть пробы с актом комиссии и сопроводительным документом направляют для исследования, вторую оставляют в хозяйстве.

   Микрофлора кормов меняется во время заготовки и последующего их хранения. После скашивания нарушаются защитные функции растения, микробы проникают внутрь, используют питательные вещества и разрушают ткани. В это время особенно бурно развивается гнилостная микрофлора, вызывая порчу кормов. 

   В кормах могут быть обнаружены плесневые грибы, гнилостные, маслянокислые и другие микроорганизмы. Такие корма часто вызывают отравления, расстройства органов пищеварения и других систем. В результате исследования можно выявить причину порчи корма, устранить ее и тем самым предупредить заболевания животных.

   Порядок выполнения работы.

   Определение микрофлоры сена и соломы. Для исследования сена и соломы в лабораторию направляют пробы, взятые из разных мест скирды или стога. Иногда возникает необходимость исследовать остатки корма, взятые из кормушек. Пробы корма упаковывают в чистую бумагу или сухие банки. 

   На загрязненность споровыми формами патогенных бактерий (возбудителями сибирской язвы, эмфизематозного карбункула и др.) грубые корма исследуют следующим образом.

   Сено измельчают ножницами, помещают в стерильную колбу и заливают физиологическим раствором поваренной соли. Колбу в течение нескольких минут встряхивают, чтобы смыть с сена имеющиеся на нем бактерии, жидкость пропускают через ватный или марлевый фильтр  и прогревают до 80 оС несколько минут (для уничтожения вегетативных форм). Затем жидкость центрифугируют, верхний слой сливают, а из осадка делают посевы на МПБ, МПА, МППБ. 

   Полученные культуры исследуют для определения вида бактерий. Исследование соломы на зараженность грибком Stachibotris alternans – возбудителем стахиботриотоксикоза – проводят путем микроскопии материала, получения чистых культур грибка на питательных средах и испытания их токсичности.

   Для микроскопического исследования отбирают соломинки, покрытые черным налетом, и небольшое количество последнего соскабливают скальпелем в каплю воды на предметное стекло. Каплю накрывают покровным стеклом и исследуют под малой и большой системами микроскопа. При исследовании обнаруживают бесцветные нити мицелия с поперечными перегородками. От мицелия отходят плодоносящие гифы-конидиеносцы с 5 – 7 стеригмами на конце, расположенными в виде розетки. На стеригмах находятся легко опадающие споры-конидии. Длина конидий 8 – 12 мкм, ширина – 6 – 8 мкм. Конидиеносцы в нижней части бесцветные и гладкие, в верхней – покрыты мелкими бородавками. Верхняя часть конидиеносцев, стеригмы и конидии окрашена от светло-зеленовато-оливкового до буро-коричневого или почти черного цвета. На грубых кормах, пораженных грибками, может быть потемнение, побурение или грибной налет различных цветов.

   Недоброкачественными и непригодными к скармливанию являются сено и солома, более чем на 10 % пораженные грибками, с затхлым запахом; комбикорма и другие корма – с затхлым и плесневело-гнилостным запахом. Окончательный диагноз ставят на основании клинических данных исследования больных животных, комплекса лабораторных исследований, включающего органолептический и микологический анализы кормов, определение их токсичности и количества микотоксинов.

Контрольные вопросы

   1. Микрофлора грубых кормов и заболевания животных, вызываемые недоброкачественными кормами.

   2. Правила отбора и упаковки проб кормов для исследования.

   3. Методы определения токсичности кормов и выделенных плесневых грибов.

Т е м а  10. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ
СИЛОСА И СЕНАЖА

   Цель занятия: освоить микробиологические исследования силоса и сенажа с целью определения их качества.
   Материалы и оборудование: пробы силоса и сенажа; дистиллированная вода в колбах; стерильные ступки с пестиками; индикаторная бумага для определения рН; комплекты по 10 мл стерильного физраствора; комплекты по 5 стерильных чашек Петри; пробирки с посевами кормов на среде Рушмана различных разведений.

   Задания.

   1. Определить качество силоса и сенажа органолептическим и химическим методами.

   2. Приготовить мазки из проб кормов и посевов на картофельной среде Рушмана, окрасить по Граму и обработать раствором Люголя для обнаружения маслянокислых бактерий.

   3. Микроскопией мазков определить качество силоса.

   Силос готовят из свежескошенной или подвяленной зеленой массы, законсервированной в анаэробных условиях химическими консервантами или органическими кислотами, образующимися в результате жизнедеятельности молочнокислых бактерий. При закладке в силосные емкости вместе с измельченной силосной массой попадает эпифитная микрофлора растений, находящаяся на коже, на поверхности растений и прикорневой их части, а также микрофлора почвы. При соблюдении правил заготовки, закладки и герметизации силос хорошего качества сохраняется длительное время. При правильной технологии приготовления силоса микробиологические процессы, при которых происходит максимальное накопление основного консервирующего вещества – молочной кислоты (до 1,5 – 2 %), – протекают пофазно.

   Первая фаза. Преобладают бактерии группы Escherihia, имеются также другие аммонификаторы, плесени и дрожжи.

   Вторая фаза.  Протекает при доминировании молочнокислых стрептококков, а затем молочных палочек.

   Третья фаза. Отличается преобладанием молочнокислых палочек, численность кокковых форм небольшая. Они менее устойчивы к высоким концентрациям молочной кислоты и продуктам жизнедеятельности других микробов. Конечная величина рН в этой фазе достигает 4,0 – 4,2. Количество молочной кислоты в доброкачественном силосе составляет 1,5 – 2,0 % от массы корма, а уровень рН в нем должен быть 4,2 – 4,0.

   Концентрация водородных ионов (рН), при которой могут развиваться микроорганизмы, находящиеся в силосе, следующая:

   Молочнокислые:

стрептококки                                    4,0 – 8,0;

палочки                                             3,0 – 7,0;

маслянокислые:                                4,7 – 8,5;

гнилостные                                       5,0 – 9,0;

дрожжи                                              4,0 – 6,8;

плесневые грибы                              1,5 – 9,0.

   Однако при нарушении технологии приготовления и условий хранения силоса происходит изменение его качества, в результате чего при

скармливании испорченного корма возникают отравления, расстройства пищеварительной и других систем.

   В случае длительной закладки зеленой массы и недостаточной ее утрамбовки и герметизации создаются аэробные условия, начинают усиленно развиваться плесени, термофильные бактерии. Температура может повыситься в среднем до 65 оС, в связи с чем снижается содержание углеводов, переваримого протеина, каротина и других веществ. В результате термогенеза интенсивно развиваются гнилостные микроорганизмы, грибы-продуценты микотоксинов, в больших количествах образуются масляная, капроновая, валериановая кислоты, кетоновые тела.

   Плохая герметизация силоса при плюсовых температурах всегда приводит к получению корма со значительным содержанием масляной кислоты. Происходит это потому, что ряд грибов приспосабливается к создавшимся условиям и составляет так называемую силосную микрофлору. Кроме дрожжевых грибков, представляющих доминантную флору силоса хорошего качества, к силосной микрофлоре относят Geotrichum candidum. В наружных частях силосной массы локализуются плесневые грибы родов Fusarium, Aspergillus, виды грибов Bоtrytis, Tpichoderma и др. При грубых нарушениях технологии заготовки силоса грибы этих родов интенсивно развиваются в глубинных слоях отдельными участками или вызывают заплесневение всей массы корма.

   Для исследования пробы силоса необходимо брать в три срока:

   а) во время закладки силоса для определения эпифитной микрофлоры;

   б) через 10 – 15 дней после закладки для определения микрофлоры созревшего силоса;

   в) в момент вскрытия силоса.

   Так как в различных частях силосной массы микробиологические процессы протекают неодинаково, берут три пробы в метре от верха и дна, а также из центра и помещают их в стерильные банки с притертыми пробками. Качество силоса определяют исходя из данных органолептической, химической и микробиологической оценок.

   Органолептическая и химическая оценки выражаются в баллах. Микробиологические исследования проводят для выяснения не всех видов микробов, а только тех, которые существенно влияют на кормовые качества силоса. К ним относятся группы молочнокислых, маслянокислых, газообразующих, дрожжей, плесеней и др.

   В органолептическую оценку силоса входят цвет, запах, вкус, консистенция. Цвет должен быть ближе к цвету растений, из которых приготовлен силос. Доброкачественный силос может иметь желтый, желто-зеленый, светло-коричневый, коричнево-зеленый цвет. У испорченного – преобладает коричневый цвет, обычно он бывает грязный, темно-коричневый.

   Запах доброкачественного силоса приятный, напоминает запах свежеиспеченного хлеба, моченых яблок. В начальной стадии порчи силос приобретает запах уксуса. Испорченный силос имеет запах селедки, редьки, прогорклого масла, а при наличии масляной кислоты – запах навоза.

   Вкус доброкачественного силоса приятный, слабокислый, у испорченного – резко кислый с горьковатым привкусом. Консистенция доброкачественного силоса рассыпчатая, у испорченного – ослизлая, мажущаяся, части растений трудно отделяются друг от друга. 

   Химическая оценка силоса предусматривает определение рН. Для этого 100 г измельченного силоса помещают в колбу емкостью 1 л, наливают 750 мл дистиллированной воды, тщательно взбалтывают, доливают воду до 1 л и оставляют для экстракции на 4 – 5 ч. Потом профильтровывают и устанавливают рН силоса. Для этого мерным цилиндром в углубление фарфоровых чашек вносят 1 мл вытяжки и каплю универсального индикатора. При смешивании жидкостей происходит изменение окраски вытяжки. Реакцию рН силоса определяют по стандартной шкале (цветной бумажке).

   По А.Н. Михину в качестве индикатора используют смесь бромтимолового синего и метилового красного. В углубление фарфоровой чашки вносят 2 мл вытяжки и 2 – 3 капли смеси индикаторов. В зависимости от величины рН вытяжка приобретает различную окраску, которую находят по табл. 1.

Таблица 1. Оценка качества силоса в баллах (по А.Н. Михину)

	Окраска жидкости (вытяжки) после добавления     индикатора
	Величина рН
	Балл

	Определение рН 

	Красная 
	   4,2 и ниже
	5

	Красно-оранжевая
	4,2 – 4,6
	4

	Оранжевая
	4,6 – 5,1
	3

	Желтая
	5,1 – 6,1
	2

	Желто-зеленая
	6,1 – 6,4
	1

	Зеленая
	6,4 – 7,2
	0

	Зелено-синяя
	7,2 – 7,6
	0

	Запах

	Ароматично-фруктовый, слабокислый, хлебный
	–
	4

	Слабоароматичный, уксуснокислый, огуречный
	–
	3

	Резко уксуснокислый, запах масляной кислоты
	–
	2 – 1

	Затхлый, навозный, сильный запах масляной кислоты
	–
	0

	Цвет 

	Зеленый
	–
	3

	Коричневый или желто-зеленый
	–
	2

	Черно-зеленый
	–
	1

	Черный
	–
	0


   Данные балльной оценки при определении рН, запаха, цвета суммируют и получают общий балл, по которому и определяют качество силоса (баллов):

                очень хороший                                            11 – 12;
                хороший                                                         9 – 10;
                среднего качества                                          7 – 8;
                плохой                                                             4 – 6.
   На практике рН силоса определяется также колориметрическим, электрометрическим и другими методами.

   Силос, имеющий оценку 3 балла и ниже, считается очень плохим и к скармливанию животным непригоден.
   Порядок выполнения работы.

   Микробиологическое исследование.
   1. Микроскопия. Небольшое количество силоса растирают в ступке со стерильной водой в соотношении примерно 1:5. Из жидкой фракции растертой массы бактериологической петлей готовят мазки, высушивают их, фиксируют и окрашивают по Граму и раствором Люголя. Затем проводят учет микрофлоры по процентам: круглых и палочковидных форм микробов; бактерий и бацилл со спорами и неокрашенных спор; грамположительных и грамотрицательных; маслянокислых в мазках, обработанных раствором йода. Оценка силоса следующая: хороший содержит грамположительных микробов 10 % и более, плохой – менее 10 % грамотрицательных, споровых и окрашенных йодом. Однако микроскопическое исследование мазков дает только ориентировочное представление о количестве и морфологическом составе микрофлоры.
   Также качественный состав микрофлоры силоса можно определить следующим образом. Берут пинцетом небольшое количество корма и плотно прижимают к предметному стеклу так, чтобы на поверхности остался отпечаток. Препарат сушат на воздухе, фиксируют над пламенем и окрашивают метиленовым синим 2 – 3 мин. Смыв краситель водопроводной водой и высушив, микроскопируют в иммерсионной системе.

   На препарате видны тонкие неспорообразующие палочки, варьирующие в размере (молочнокислые бактерии), и молочнокислые стрептококки. Встречаются клетки почкующихся дрожжей. Споровые формы бактерий наблюдаются редко. В некачественном силосе на препарате видны спорообразующие палочки (маслянокислые бактерии, аммонификаторы), а также плесневые грибы.

   2. Определение маслянокислых бактерий. Навеску силоса массой 40 г помещают в колбу с 360 мл стерильной воды, в течение 10 мин отмывают взбалтыванием и получают первичное разведение силоса 1:10.

   Затем берут 5 пробирок с 9 мл стерильного физраствора. В первую пробирку вносят 1 мл исходного (1:10) разведения силоса и получают второе разведение (1:100). Содержимое пробирки тщательно перемешивают встряхиванием и другой стерильной пипеткой переносят в следующую, т. е. получают третье разведение (1:1000) и т. д. Из первых четырех разведений силоса засевают по 1 мл на картофельную среду Рушмана в 2 – 3 пробирки каждого разведения.

   Часть пробирок прогревают 15 мин при температуре 80 оС, а затем все пробирки помещают в термостат на 2 сут при температуре 37 оС. При росте маслянокислых микробов в соответствующих пробирках возникает брожение, характеризующееся образованием пузырьков газа и растворением мела. Из таких пробирок готовят мазки, высушивают их, фиксируют и обрабатывают раствором Люголя, затем микроскопируют. При микроскопии обнаруживают палочки, имеющие форму веретена и окрашенные в синий цвет вследствие наличия гранулезы в клетках.

   Сенаж – корм из трав, провяленных до влажности 55 % и ниже и сохраненных в анаэробных условиях. Консервирование сенажа достигается в результате низкого содержания воды в провяленной зеленой массе. Это создает неблагоприятные условия для развития нежелательных бактерий – гнилостных, маслянокислых, сильно угнетается также и деятельность молочнокислых бактерий, что замедляет процесс брожения по сравнению с силосом.

   Во избежание размножения плесневых грибов сенаж тщательно изолируют от воздуха полиэтиленовой пленкой. Без доступа воздуха прекращается дыхание растительных клеток, что препятствует развитию термофильных бактерий.

   Пробы сенажа отбирают из траншей не позднее чем за 10 дней, из башен – не позднее чем за 5 дней до скармливания животным, но не ранее чем через 4 недели после закладки его на хранение и окончания процесса консервирования. Пробы сенажа из траншей и башен берут пробоотборником на глубине не менее двух метров из нескольких мест. Объединенную пробу помещают в пакет из полимерной пленки или в стеклянную банку и заливают хлороформом с толуолом в соотношении 1:1.

   По органолептическим и химическим показателям сенаж подразделяют на 3 класса (1, 2, 3) и неклассный. Качество 1, 2, 3-го классов устанавливают в соответствии с нормами. Если запах ароматный – 1-й класс; фруктовый – 2-й класс; ароматный, фруктовый, допускается слабый запах меда или свежеиспеченного хлеба – 3-й класс.

   Цвет сенажа из кукурузы и разнотравья серовато-зеленый; для сенажа из клевера допускается светло-коричневый (1-й и 2-й классы), соответственно серовато-зеленый, желто-зеленый и для клеверного – светло-коричневый (допускается светло-бурый – 3-й класс).

   Затем определяется доля содержания в сенаже сухих веществ, сырого протеина и клетчатки, легко растворимых углеводов, сырой золы, каротина, масляной кислоты. В сенаже 1-го класса содержание масляной кислоты не допускается, в сенаже 2-го класса – допускается 0,1 %, 3-го класса – 0,2 %.

   Микробиологические исследования проводятся аналогично исследованиям силоса.

Контрольные вопросы

   1. Как осуществляется взятие проб силоса и сенажа?

   2. По каким критериям устанавливают качество силоса и сенажа?

   3. Какие микроорганизмы оказывают влияние на качество силоса и сенажа?
Т е м а  11. МИКРОФЛОРА ВОДЫ, ВОЗДУХА И ПОЧВЫ

   Цель занятия: ознакомиться с правилами взятия (отбора) проб воды, почвы; освоить методы бактериологического исследования воды, воздуха, почвы.
   Материалы и оборудование: пробы воды и почвы; весы с разновесами; чашки с МПА; стерильные пипетки; пробирки со стерильной водой; картофельная среда; раствор Люголя; таблицы (возбудители маслянокислого брожения).

   Задания.

   1. Определить микробную обсемененность проб воды и почвы путем посева разведений на МПА в чашки Петри.

   2. Провести исследования микробной обсемененности воздуха методом Коха и с помощью аппарата Кротова.

   Микробиологическое исследование воды. Одним из условий развития микроорганизмов является влажность среды, поэтому вода различных водоемов может содержать значительное количество разнообразных микробов. 

   Различают следующие разновидности микроорганизмов: автохтонные (водные) – живущие и размножающиеся в воде, а также поступающие из окружающей почвы и аллохтонные – поступающие из различных источников загрязнения. Источником аллохтонных, чуждых или внешних микроорганизмов, являются выделения людей, животных, хозяйственно-бытовые, некоторые промышленные и сточные воды животноводческих ферм.

   Микробную обсемененность воды выражают сапробностью. Различают следующие зоны: полисапробную, где нет кислорода, но много гниющей массы, такую воду не используют ни для каких нужд; мезосапробную, где осуществляется минерализация, окисление нитрификация; олигосапробную, где минерализация протекает очень активно, в 1 мл такой воды содержатся только десятки, сотни микробов, она прозрачна, может использоваться для различных нужд.

   Выживаемость некоторых патогенных микроорганизмов в воде составляет (по разным источникам): возбудителя лептоспироза – до 150 дней, бруцеллеза – до 72, туберкулеза – до 150, туляремии – до 92 дней.

   Показателем фекального загрязнения воды служит наличие в ней кишечной палочки, которая со стоячими водами попадает в водоемы с территории животноводческих объектов и пастбищ. Вместе с кишечной палочкой в воду попадают и другие микроорганизмы, в том числе и возбудители инфекционных болезней, обнаружить которых в воде достаточно сложно. Поэтому в практике используют косвенные методы определения загрязнения воды: микробное число (общая бактериальная загрязненность), коли-титр и коли-индекс.

   Микробное число, или общая бактериальная загрязненность, – это количество колоний, выросших на плотной питательной среде (МПА) из 1 мл водопроводной или артезианской воды при температуре 37 оС в течение 24 ч.

   Согласно ГОСТ 2874 – 82, общая бактериальная загрязненность питьевой и водопроводной воды должна быть не более 100, а воды шахтных колодцев – 300 – 400 микробных клеток в 1 мл. Наличие патогенных форм микроорганизмов недопустимо.

   Коли-титр – наименьший объем воды (в мл), в котором обнаруживается кишечная палочка. Коли-титр питьевой и водопроводной воды должен быть не менее 300, воды шахтных колодцев – не менее 100 мл.

   Коли-индекс – количество кишечных палочек в 1 л воды. Его значение для питьевой воды должно быть не более 3, а для воды шахтных колодцев – не более 10.

   Отбор проб воды. Место выемки пробы воды определяется в зависимости от характера водоисточника и цели исследования:
   а) если у открытого водоема есть источники загрязнения, то берут 3 пробы воды: выше источника загрязнения, против него и ниже по течению;

   б) при существующем водозаборе – непосредственно из водоприемного отверстия;

   в) при использовании для проектируемого водоснабжения подземных источников – из того водоносного горизонта, из которого намечается будущий водозабор;

   г) из колодцев пробы воды берут 2 раза: утром до начала разбора воды и вечером после разбора;

   д) из рек, озер и прудов пробы берут на глубине 0,5 – 1,0 м от поверхности и на расстоянии 1 – 2 м от берега.

   Из кранов водопроводных сооружений выемка пробы воды производится после свободного спуска воды при полном открытии крана в течение не менее 10 мин. Перед отбором пробы бутыль не менее двух раз ополаскивают водой, подлежащей исследованию. Пробу воды с намеченной глубины открытого водоема отбирают батометром. Для анализа необходимо 2 л воды и более. К каждой пробе прилагают сопроводительный документ, который содержит следующие сведения: наименование источника и его местонахождение, дату выемки, место и точку взятия пробы, метеорологические условия, температуру воды при отборе, цель исследования воды, должность и место работы лица, взявшего пробу, его подпись.

   Порядок выполнения работы.

   Определение общей бактериальной загрязненности воды (микробное число). Для определения микробного числа берут 15 мл исследуемой воды и центрифугируют ее при 1500 оборотах. Затем верхний слой воды сливают, оставляя в пробирке около 5 мл. Осадок встряхивают. В стерильные бактериологические чашки наливают по 0,1 – 0,3 и 0,5 мл взвеси и по 10 мл расплавленного и остуженного до температуры 45 оС МПА. Каждую чашку быстро закрывают и вращательными движениями перемешивают расплавленный МПА с водой, дают среде застыть. Чашки Петри переворачивают вверх дном и ставят в термостат при температуре 35 – 37 оС. Через сутки подсчитывают число колоний. Качество воды оценивают по содержанию колоний в 1 мл воды: от 0 до 100 колоний – вода считается чистой, от 100 до 1000 – сомнительной, от 1000 и более – загрязненной.

   Определение коли-титра воды. Для определения коли-титра воды в основном пользуются двумя методами: бродильной пробой и методом мембранных фильтров. Исследования бродильным методом проводят поэтапно. Вначале (первый этап) пробы высевают в среду накопления, содержащую глюкозу или лактозу. После инкубации присутствие кишечной палочки устанавливают по наличию газа в поплавке – бродильной трубочке, а также по изменению цвета среды за счет индикатора, улавливающего сдвиг концентрации водородных ионов (рН) в кислую сторону.
   Глюкозо-пептонную среду (ГСП, среда Эйкмана) готовят из следующих ингредиентов: берут разведенную среду – 10,0 г пептона, 5 г NaCl, 5 г глюкозы, 1 л дистиллированной воды. После растворения ингредиентов прибавляют 10 мл индикатора Андреде, или 2 мл 1,6 %-ного спиртового раствора бромтимолового синего, устанавливают рН = 7,4 – 7,6, разливают в пробирки по 10 и 1 мл. Стерилизуют в автоклаве при температуре 112 оС в течение 12 мин. При изготовлении концентрированной среды воды берут 100 мл.

   Для исследования одной пробы воды берут 3 флакона с концентрированной средой и поплавками по 10 мл, вносят в каждый из них по 100 мл испытуемой воды; в каждую из 3 пробирок с поплавками и концентрированной средой по 1 мл вносят по 10 мл испытуемой  воды; в каждую из 3 пробирок с поплавками и разведенной питательной средой по 10 мл вносят по 1 мл испытуемой воды. Посевы инкубируют в термостате при температуре 37 оС, а для обнаружения свежего фекального обсеменения – при температуре 43 оС, при которой посторонняя микрофлора не растет.

   Второй этап исследования заключается в пересеве из флаконов и пробирок, в которых отмечено газообразование и изменение цвета среды, на дифференциально-диагностическую среду Эндо в чашках Петри. Посев делают бактериологической петлей штрихом. Инкубируют в термостате в течение суток. На третьи сутки при наличии фуксиново-красных колоний с металлическим блеском или без него из кишечных палочек готовят мазки, ставят оксидазный тест. На фильтровальную бумагу, смоченную раствором реактива α-нафтола, наносят штрихом материал из двух-трех колоний со среды Эндо. Кишечная палочка не обладает оксидазной активностью и поэтому не изменяет цвет бумаги. Оксидазположительные микробы вызывают посинение бумаги в течение одной минуты. 

   Кроме среды Эндо можно использовать розоловый дифференциальный агар (РДА), посев делают уколом в конденсационную жидкость. РДА – плотная питательная среда на основе МПА с добавлением 5 % желчи, 1 % лактозы и 1 % глюкозы и индикатора – розоловой кислоты. При рН = 7,0 – 7,2 после стерилизации среда имеет розоватый цвет. Кишечная палочка на РДА вызывает пожелтение среды, вспенивание конденсационной воды и разрывы агара. При микроскопическом подтверждении (грамотрицательные палочки) результат анализа считается положительным. Оценку исследований осуществляют по табл. 2. 
Т а б л и ц а 2. Определение коли-титра и коли-индекса воды

	Количество положительных

 анализов воды из:
	Коли-титр
	Коли-индекс

	3 флаконов по     100 мл

	3 пробирок по 10 мл
	3 пробирок по 1 мл
	
	

	0
	0
	0
	Более 333
	3

	0
	0
	0
	333
	3

	0
	1
	0
	333
	3

	1
	0
	0
	250
	4

	1
	0
	1
	143
	7

	1
	1
	0
	143
	7

	1
	1
	1
	91
	11

	1
	2
	0
	91
	11

	2
	0
	0
	111
	9

	2
	0
	1
	72
	14

	2
	1
	0
	67
	15

	2
	1
	1
	50
	20

	2
	2
	0
	48
	21

	2
	2
	1
	86
	28

	3
	0
	0
	43
	23

	3
	0
	1
	26
	39

	3
	0
	2
	16
	64

	3
	1
	0
	23
	43


   Метод мембранных фильтров в техническом исполнении менее трудоемкий, поэтому его широко используют в ряде лабораторий как экспресс-метод для определения коли-индекса.

   Определенный объем исследуемой воды фильтруют через специальные фильтры, задерживающие кишечную палочку, затем фильтр помещают на плотную питательную среду Эндо, инкубируют в термостате с целью обнаружения фуксиново-красных колоний, характерных для кишечной палочки. Дальнейшую дифференциацию бактерий проводят при исследовании бродильным методом.

   Для фильтрации применяют стерильные градоколовые фильтры из нитроцеллюлозы, помещенные в дистиллированную воду, стерильный фильтр Зейтца, насосы Комовского или водоструйный, среду Эндо в чашках Петри.

   Через мембранные фильтры № 2 и № 3 с диаметром фильтрующей поверхности около 30 мм и средней величиной пор 0,5 – 0,7 мкм пропускают такое количество воды, чтобы на фильтре получилось не более 50 колоний кишечных палочек. Так, объем пробы исследуемой водопроводной воды может составлять 300 – 500 мл, а для нецентрализованных источников (колодцы, ключи, родники и пр.) – 10 и 100 мл. При анализе загрязненных вод определение индекса бактерий следует применять после предварительного их разведения. Для этого в 100 мл стерильной воды следует внести 1 мл испытуемой (табл. 3). 

      Т а б л и ц а 3. Определение индекса бактерий группы кишечных  палочек
	Показатели
	Количество положительных анализов воды

	3 флакона по 100 мл
	0
	0
	0
	1
	1
	1
	1
	2
	2
	2
	3
	3

	3 пробирки по 10 мл
	0
	0
	1
	0
	0
	1
	1
	1
	1
	2
	2
	3

	3 пробирки по 1 мл
	0
	1
	0
	0
	1
	0
	1
	1
	0
	1
	1
	3

	Индекс
	Менее
3
	3
	3
	4
	7
	7
	11
	14
	15
	21
	150
	1100


   Санитарно-бактериологическое исследование воздуха. Одним из методов санитарно-гигиенической оценки воздуха закрытых помещений является определение его бактериальной загрязненности. Обсемененность воздуха выражают количеством микробов в 1 м3 – микробным числом.

   Методы микробиологического исследования воздуха подразделяются на седиментационные и аспирационные. Самым простым и доступным методом, не требующим специальной аппаратуры, является седиментационный метод Коха (метод оседания).

   Порядок выполнения работы.

   При использовании этого метода чашки Петри с питательной средой открывают на 5 мин, а иногда и на более продолжительное время (в зависимости от загрязнения) в том помещении, где необходимо определить чистоту воздуха. Затем чашки Петри закрывают и ставят в термостат при температуре 30 – 35 оС на 2 – 3 сут. Подсчет колоний проводят по всей поверхности чашки. Считают, что из каждой живой клетки вырастает колония. Примерно на площади 100 см2 в течение 5 мин оседает столько микробов, сколько их содержится в 10 л воздуха (0,01 м3), а в 1 м3 – в 100 раз больше.
   Пример. В чашке Петри диаметром 10 см выросло 40 колоний. Площадь чашки 3,14 × 25 = 78,2 см2. Чтобы подсчитать число клеток на 100 см,2 равнозначных 10 л, или 0,01 м3 воздуха, составляют пропорцию: 
78,56 : 40 = 100 см2 : х;
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   Таким образом, в 0,01 м 3 воздуха находится 60 микроорганизмов, а в 1 м 3 их будет в 100 раз больше, т.е. 6000.

   Для определения количественного состава выросших микроорганизмов колонии в чашках группируют по культуральным признакам. Из каждой группы готовят препараты и микроскопируют их. Чтобы узнать количество микробов в 1 м3, полученное число умножают на 1000.

   Более совершенными являются методы инструментального исследования воздушной микрофлоры методом ударной струи воздуха с помощью аппарата Кротова.

   В аппарате Кротова воздух засасывается через конусную щель в крышке из органического стекла, ударяется о поверхность среды, вращающейся на диске в чашке Петри, и микроорганизмы распределяются равномерно. В качестве питательной среды для определения микробного числа пользуются МПА, а для выявления санитарно-показательных микроорганизмов используют специальные питательные среды: для золотистого стафилококка – молочно-солевой или желточно-солевой агар; для грибов и дрожжей – сусло-агар и агар Сабуро; для кишечной палочки – среду Эндо. Посевы помещают в термостат на 24 – 48 ч и подсчитывают количество колоний. Зная количество пропущенного воздуха (л/мин) и время, определяют микробную обсемененность воздуха (микробное число).

   Обычно пропускают 1000 л воздуха, посевы помещают на сутки в термостат и на 24 ч оставляют при комнатной температуре, затем производят подсчет числа колоний и количества микробов в 1 м3 воздуха (микробное число). Результаты заносят в табл. 4. 

Т а б л и ц а  4. Бактериологическое исследование воздуха

	Метод исследования
	Время посева

 или объем воздуха
	Количество колоний
	Результат (микробное число)

	По Коху
	
	
	

	По Кротову
	
	
	


   Санитарную оценку воздуха выполняют в соответствии с табл. 5.

Т а б л и ц а  5. Санитарная оценка воздуха по бактериологическим
показателям

	Воздух
	Количество микроорганизмов в 1 м3 воздуха

	
	общее
	зеленящего и гемолитического

 стрептококков

	Летний режим

	Чистый
	1500
	16

	Загрязненный
	2500
	36

	Зимний режим

	Чистый
	4500
	36

	Загрязненный
	7000
	124


   Исследование микрофлоры почвы. Роль микробов в формировании почвы довольно велика, поэтому она приобрела свойства живой системы. Максимальное количество микробов находится неглубоко, в пределах 10 – 30 см. В верхнем слое (1 – 5 см) микробов очень мало, ниже 20 см и глубже наблюдается уменьшение их количества, а на глубине 2 – 3 м встречаются единичные экземпляры, что необходимо учитывать при взятии проб почвы для исследования. В почве встречаются водоросли, плесневые грибы, базидиомицеты и актиномицеты, бактерии. В зависимости от количества микробов почвы подразделяются на мало-, средне- и высокоплодородные, содержащие биомассу соответственно 3 – 5 т/га, 5 – 10 т/га и свыше 10 т/га. Поэтому микроорганизмов в 1 г почвы может быть от нескольких десятков тысяч до нескольких миллиардов и даже десятков миллиардов (в скотомогильниках и пр.).
   Основным показателем, характеризующим загрязненность почвы органическими веществами, является микробное число. Почвы считаются чистыми, когда микробное число не превышает 1 – 1,5 млн. особей в 1 г, и сильно загрязненными – свыше 3 – 5 млн. особей в 1 г.

   На обследуемой территории площадью до 1000 м2 определяют два участка по 25 м2 каждый. С глубины 20 см от поверхности стерильным инструментом берут пробы почвы по 200 – 300 г в 5 местах: 4 по краям и 1 в центре, тщательно перемешивают, помещают в стерильную посуду, маркируют. В сопроводительной документации указывают, какие исследования необходимо провести, после чего доставляют в лабораторию (хранение проб в оптовом холодильнике допускается в течение суток).

   При полном санитарно-бактериологическом анализе исследование почвы  включает определение:

   1) общего числа сапрофитных бактерий (микробное число);

   2) бактерий группы кишечной палочки;

   3) количества анаэробов (Cl. perfringens – клостридиум перфрингенс);
   4) термофильных микроорганизмов, определяющих характер загрязнения (навоз, фекалии, сточные жидкости).

   Кроме того, при необходимости проводят специальные исследования с целью выделения патогенных микроорганизмов – зоонозов и зооантропозов.

   Порядок выполнения работы.
   Бактериологическое исследование проб почвы проводят с целью выявления патогенных микроорганизмов. Зная их количественный и видовой состав, можно определить биохимические процессы, происходящие в почве.
   Микроорганизмы в почве распределяются неравномерно, поэтому для их учета взятые образцы смешивают в стерильной банке. Из средней пробы отбирают 1 г почвы и переносят в колбу с 99 мл стерильной водопроводной воды (получается разведение 1:100, его готовят заранее). Из этого разведения 1 мл переносят в пробирку с 9 мл стерильной водопроводной воды, получается разведение 1:1000 и т.д.

Схема приготовления разведений
    1 г почвы + 99 мл стерильной воды                               – 1:100

    1 мл разведения 1:100 + 9 мл стерильной воды            – 1:1000

    1 мл разведения 1:1000 + 9 мл стерильной воды          – 1:10000

    1 мл разведения 1:10000 + 9 мл стерильной воды        – 1:100000
   Из последних разведений по 1 мл вносят в стерильные чашки, добавляют в них по 10 – 12 мл расплавленного и охлажденного до температуры 45 о С МПА, перемешивают и оставляют на ровной поверхности. Чашки с застывшей средой переворачивают вверх дном и ставят в термостат. Через 3 – 4 дня подсчитывают выросшие колонии, умножают их на число разведений и определяют количество живых микроорганизмов в 1 г сырой почвы.

   Исследование культуры маслянокислых бацилл начинают через 2 – 3 дня после постановки опыта. К этому времени картофельная среда становится мутной, на ее поверхности появляются пузырьки газа. Кусочки картофеля изменены и находятся в верхней части пробирки.

   Препарат готовят из сброженной жидкости. Каплю культуры наносят на предметное стекло, накрывают покровным стеклом и рассматривают под иммерсионной системой микроскопа. В неокрашенном препарате видны клетки веретеновидной формы. Для улучшения видимости микробов к капле культуры добавляют петлей такое же количество раствора Люголя, в результате чего происходит окрашивание цитоплазмы клеток – они становятся синими.

Контрольные вопросы

   1. Как производят отбор проб воды для исследования?

   2. Как и какими методами определяется микробная обсемененность воды?

   3. Какими методами устанавливают величину коли-титра воды?

   4. Какие методы используют для определения микробной обсемененности воздуха?

   5. Для каких целей исследуют почву?

   6. Правила взятия проб почвы и методы исследования.

Т е м а  12. САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ
ИССЛЕДОВАНИЕ МОЛОКА И МОЛОЧНЫХ ПРОДУКТОВ

   Цель занятия: изучить микробиологические методы исследования молока и молочных продуктов с целью определения их качества.

   Материалы и оборудование: пробы молока свежего, сомнительного качества и пастеризованного; пробирки с 9 мл стерильной воды; чашки Петри; пипетки; раствор метиленового синего; бактериологические петли; предметные стекла; пробы свежих простокваши, кефира, сметаны, творога и таких же продуктов сомнительного качества; микроскопы; таблицы (возбудители молочнокислого брожения (морфология), рост возбудителей молочнокислого брожения на питательных средах (формы колоний)). 

   Задания.

   1. Ознакомиться с методами определения общего количества микроорганизмов в молоке.

   2. Приготовить препараты-мазки из свежих простокваши, кефира, сметаны, творога и таких же продуктов сомнительного качества, окрасить по Граму, зарисовать возбудителей молочнокислых брожений и представителей посторонней микрофлоры.

   3. Изучить морфологические, культуральные и биохимические свойства молочнокислых бактерий.

   4. Ознакомиться с микрофлорой заквасок.

   Молоко содержит большое количество питательных веществ – белки, сахар, жир и минеральные соли. Молоко служит благоприятной средой для размножения микробов, количество которых достигает сотен тысяч и даже миллионов в 1 мл молока, поступающего в потребление. Источником загрязнения молока могут быть вымя и кожа животных, посуда и аппаратура, воздух и обслуживающий персонал. В молоке, полученном при соблюдении санитарных правил, преобладают микрококки и небольшое количество энтерококков. Загрязненное молоко обсеменено энтеробактериями, молочнокислыми и гнилостными бактериями.

   Различают облигатную и факультативную микрофлору молока. Облигатная попадает в молоко из молочной железы, молочных стеков; факультативная – извне, вместе с кормом, водой, из воздуха, от больных людей и животных.

   При отборе проб после тщательного перемешивания в стерильную колбу наливают 200 – 500 мл молока от каждой партии. Методы определения микробной обсемененности подразделяют на косвенные и прямые. Косвенные обоснованы на установлении количества некоторых продуктов (редуктазы) обмена микробных клеток, так как имеется прямая зависимость: чем больше микробов, тем больше продуктов обмена. Прямые методы микробного загрязнения включают методы прямого подсчета бактерий в определенном объеме молока (например 0,1 мл) и методы, основанные на посеве исследуемых проб в плотную питательную среду с целью получения и подсчета колоний. Каждый из методов, кроме положительных факторов, имеет и недостатки: косвенные улавливают всю имеющуюся редуктазу, тогда как микробная составляет только ее определенную часть; методы прямого подсчета сравнительно трудоемки и длительны, требуют определенного оборудования, а методы посева устанавливают только живые микроорганизмы.
   Порядок выполнения работы.

   Определение микробной обсемененности молока косвенным методом (проба на редуктазу). Проба на редуктазу проводится косвенным методом определения количества бактерий в молоке. Вместо непосредственного подсчета бактерий устанавливается зависимость между временем, необходимым для восстановления метиленовой синьки, и возможным количеством бактерий в молоке. Как правило, время, необходимое для восстановления краски, обратно пропорционально количеству микроорганизмов в молоке. Благодаря этому простому методу можно проводить одновременный анализ большого количества его проб. Механизм восстановления краски в ходе исследования объясняется по-разному. Возможно, что в этом процессе играет роль несколько факторов. В результате дыхания бактерий происходит снижение в молоке кислорода. Это приводит к снижению окислительно-восстановительного потенциала, поскольку кислород влияет на величину положительного потенциала. С понижением потенциала, по-видимому, происходит перемещение водорода от составных частей молока и продуктов обмена веществ бактерий к метиленовой синьке, вызывая ее восстановление.
   Другие считают, что бактерии выделяют фермент – редуктазу, обладающий свойством восстанавливать метиленовую синьку. Метиленовую синьку для редуктазной пробы готовят смешивая 5 мл насыщенного спиртового раствора краски со 195 мл дистиллированной воды. Затем в большие пробирки наливают по 20 мл молока и по 1 мл раствора краски. Смесь ставят в водяную баню (редуктазник) при температуре 38 – 40 оС. Наблюдение ведут через каждые 15 – 20 мин до полного обесцвечивания молока. Если оно не наступает, наблюдение прекращают через 5,5 ч.

   Оценка молока производится по следующей схеме:

	Класс
	Скорость

обесцвечивания
	Приблизительное количество бактерий в 1 мл молока
	Оценка молока

	4-й
	Менее 20 мин
	Более 20 млн.
	Очень плохое 

	3-й
	От 20 мин до 2 ч
	От 4 до 20 млн.
	Плохое

	2-й
	От 2 до 5,5 ч
	От 500 тыс. до 4 млн. 
	Удовлетворительное

	1-й
	Более 5,5 ч
	Менее 500 тыс.
	Хорошее


   Однако следует учесть, что эта проба зависит не только от загрязненности молока, но и от видового состава микробов и качества продукта. Поэтому желательно ее контролировать микроскопическим исследованием. 

   Методы прямого подсчета микроорганизмов. Можно путем внесения в агаровую среду определенного количества молока, после инкубирования посевов, по количеству выросших колоний определить степень его загрязненности микробами. 

   В связи с тем, что в молоке находится всегда много микробов, цельное молоко не засевают, а предварительно разводят стерильной водой. Для этого берут шесть пробирок, содержащих стерильную воду или изотонический раствор натрия хлорида по 9 мл. В первую пробирку вносят стерильной пипеткой 1 мл молока и тщательно перемешивают; второй стерильной пипеткой из первой пробирки 1 мл переносят во вторую и т.д. Получают разведения молока 1:10, 1:100 и т.д., до 1:1000000. В зависимости от предполагаемой микробной обсемененности из двух разведений (например из 5-го и 6-го) по 1 мл соответствующей пипеткой вносят в чашки Петри и заливают 12 – 15 мл расплавленного при температуре 45 оС МПА, тщательно перемешивают содержимое чашек и оставляют их для застывания и уплотнения среды. Затем чашки переворачивают вверх дном, после чего снова заворачивают в стерильную бумагу, в которой они находились после стерилизации. На бумаге делают надписи: номер пробы, разведение молока, дата посева, фамилия. Затем помещают в термостат на 36 – 48 ч при температуре 37 оС. Подсчитывают количество выросших колоний на чашке и умножают на степень разведения молока. Для получения более точных результатов следует подсчитать колонии на трех чашках и брать средние цифры.

   Молочнокислые микроорганизмы имеют много общих признаков. Все они факультативные анаэробы, грамположительны, спор и капсул не образуют.

   Молочнокислые микроорганизмы разделяют по морфологическим признакам и ферментативным свойствам: по морфологическим признакам различают организмы округлой формы (кокки) и палочки; по ферментативным – они делятся на типичные (гомоферментативные) и нетипичные (гетероферментативные).

   К молочнокислым микроорганизмам кокковой формы относятся следующие бактерии – молочнокислый и сливочный стрептококки. 

   Молочнокислый стрептококк находится во всех кисломолочных продуктах. Его клетки имеют овальную форму, располагаются в виде коротких цепочек или парно. Он составляет основу микрофлоры простокваши. Хорошо растет на агаре из гидролизного молока и молочной сыворотки. На плотных питательных средах образует округлые и чечевицеобразные колонии: округлые появляются на поверхности, чечевицеобразные – в глубине. Сливочный стрептококк образует длинные цепочки. Он входит в состав заквасок для приготовления сметаны, сыров.

   Из палочковидных молочнокислых микробов в молоке и молочных продуктах находят болгарскую и ацидофильную палочки. Морфологические и культуральные признаки этой группы следующие: под микроскопом они имеют форму тонких длинных палочек, в которых при окраске метиленовой синькой появляются метахроматические зерна, спор не образуют. На МПА и МПЖ не растут, в МПБ помутнения не вызывают и дают едва заметный осадок. На сывороточном агаре и агаре, приготовленном из обрата, обработанного панкреатином, эти микробы образуют колонии в виде кусочка ваты или волосистые. Минимальная температура для роста 20 оС, оптимальная 40 – 45 оС. 

   Приготовление препарата. Исследуемый молочный продукт (сыворотку) бактериологической петлей наносят на предметное стекло и распределяют тонким слоем на его поверхности. Высушивают и фиксируют. Лучше фиксировать спирт-эфиром, при этом растворяются капельки жира и улучшается фон. Можно фиксировать и над пламенем горелки. Мазок окрашивают метиленовой синькой в течение 2 – 3 мин.

   Микробиологическая картина следующая: на светло-голубом фоне хорошо видны окрашенные в синий цвет те формы микробов, которые содержатся в исследуемом продукте.

   Кефирные грибки представляют собой зерна неправильной формы белого цвета. Их используют для приготовления кефира. Тело кефирного грибка переплетено нитями палочковидного микроба, которые служат материнской закваской для всех последующих заквасок. Кефирные грибки получают путем размножения. Для приготовления кефира в пастеризованное и охлажденное до температуры 20 оС молоко вносят 3 – 5 % грибной закваски, перемешивают и оставляют при такой же температуре для сбраживания. При температуре 20 оС и выше преобладает молочнокислое брожение, ниже 15 оС – спиртовое. Количество спирта и кефира колеблется от 0,2 до 0,6 %. Чем больше время выдержки кефира, тем больше спирта в нем и выше кислотность.

   Приготовление препарата. Кусочек кефирных грибков помещают между предметными стеклами, придавливают и растягивают вдоль. Таким образом кефирная масса остается на соприкасающихся поверхностях стекол. Полученные мазки высушивают, фиксируют и окрашивают метиленовой синькой в течение 2 – 3 мин. В поле зрения микроскопа видно переплетение палочковидного микроба, на фоне которого расположены молочнокислые стрептококки, молочнокислые палочки и, в небольшом количестве, дрожжевые клетки.

Контрольные вопросы

   1. Назовите прямые и косвенные методы определения микробной обсемененности молока.

   2. Какие виды микробов относятся к кокковой и палочковидной формам микробов?

   3. Назовите морфологические и биологические свойства основных видов молочнокислых микроорганизмов.

   4. Какие виды микробов используются для приготовления заквасок?

Т е м а  13. МЕТОДЫ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ

БАКТЕРИАЛЬНЫХ И ВИРУСНЫХ ИНФЕКЦИЙ 

   Цель занятия: ознакомиться с методами лабораторной диагностики бактериальных и вирусных инфекций.

   Материалы и оборудование: микроскопы; иммерсионное масло; окрашенные мазки сибирской язвы, мазки с рожистой палочкой, мазки с туберкулезной палочкой, культура кишечной палочки на среде Эндо; предметные стекла; набор реактивов для окрашивания по Граму; горелки; бактериологические петли; демонстрационные таблицы.

   Задания. 

   1. Изучить морфологические, культуральные и биохимические свойства возбудителей бактериальных и вирусных инфекций.

   2. Микроскопировать готовые препараты – мазки возбудителей инфекционных болезней; микроскопическую картину зарисовать в тетради.

   Бактериальная или вирусная инфекция – это сложный биологический процесс взаимодействия макроорганизма и возбудителя болезни, происходящий при определенных условиях внешней среды.

   В процессе эволюции одни виды микроорганизмов приспособились к паразитированию в организме только млекопитающих, другие – только в организме человека или рыб.

   Действие патогенных микробов на организм высокоспецифичное, т. е. каждый вид их вызывает определенный инфекционный процесс. Степень патогенности (вирулентность) у разных штаммов одного и того же вида может быть различной.

   Источниками возбудителей инфекций являются:

   1) зараженный организм (рыба, животное, человек);

   2) растительные субстраты (солома, сено, фураж, пораженные возбудителями ботулизма, фузариотоксикоза), в которых находятся возбудители инфекционных болезней, выделяющие токсины и вызывающие тяжелые отравления животных;

   3) навоз – при неправильном хранении и использовании его инфицируются почва, вода, корма.

   В водоемах содержится большое количество патогенных микробов, попадающих со сточными водами, при водопое больных животных. В озерах и прудах, сильно загрязненных органическими отбросами, активно размножаются эшерихии, лептоспиры, сальмонеллы.

   При диагностике инфекционной или вирусной инфекции устанавливают диагноз, выясняют пути заноса инфекции, определяют факторы, способствующие распространению инфекции среди животных.

   Для диагностики бактериальных инфекций применяют следующие лабораторные методы.

   1. Бактериологическая микроскопия – из патологического материала готовят мазки, окрашивают и рассматривают под микроскопом.

   2. Бактериологический – посев на питательные среды для определения культуральных и биохимических свойств и выделения чистой культуры.

   3. Выделение токсинов. Микроорганизмы, способные продуцировать ядовитые вещества, называются токсинами. Различают экзотоксины и эндотоксины.  

   Экзотоксины – продукты метаболизма микробов, выделяемые в окружающую среду. Это сильные яды, обладающие антигенными свойствами и оказывающие специфические действия. Эндотоксины – яды, прочно связанные с микробными клетками, которые освобождаются лишь при разрушении микробов.

   4. Серологический. Заключается в проведении реакций, посредством которых в сыворотке крови больных животных выявляют специфические антитела, а в патологическом материале – антигены (РА, РП, РСК и др.).

   5. Биологический. Сводится к искусственному заражению животных для воспроизведения экспериментальной инфекции и подтверждения предполагаемого диагноза.

   Экспериментальное заражение лабораторных животных проводят с целью выделения чистой культуры возбудителя болезни, испытания патогенности изучаемого микроорганизма, определения эффективности вакцин, иммунных сывороток.

   Лабораторные методы диагностики вирусных инфекций.
   1. Заражение куриных эмбрионов.

   2. Исследование того патологического материала, где вирус оставляет свои следы. Например, возбудитель бешенства – нейротропный вирус. В лабораторию посылают голову животного, где проводят микроскопию мозга на наличие телец Бабеша-Негри. Возбудитель инфекционного гепатита – вирус из семейства аденовирусов. Проводят исследование печеночных клеток на наличие включений типа Рубарта.

   3. Серологический.

   4. Биологический (биопроба).

   Порядок выполнения работы.

   По таблицам, рисункам студенты изучают основные свойства возбудителей бактериальных и вирусных инфекций, по мазкам – морфологию, особенности строения каждого микроорганизма – возбудителя инфекционной болезни. Зарисовывают и делают необходимые записи в тетради.

Контрольные вопросы

   1. Инфекция. Инфекционный процесс.

   2. Источники возбудителей бактериальных и вирусных инфекций.

   3. Лабораторные методы диагностики бактериальных инфекций.

   4. Лабораторные методы диагностики вирусных инфекций.
Т е м а  14. ВОЗБУДИТЕЛИ БРОЖЕНИЯ И ПРОДУКТЫ 

ИХ ЖИЗНЕДЕЯТЕЛЬНОСТИ

   Цель занятия: изучить возбудителей брожения и продукты их жизнедеятельности.

   Материалы и оборудование: колбы с пробами спиртового, молочнокислого, маслянокислого, уксуснокислого и пектинового брожения; бактериологические петли; предметные стекла; покровные стекла; реактивы для окрашивания микроорганизмов по Граму; раствор йода; этиловый спирт; концентрированная серная кислота; эксикатор; мел; картофель; термостат; микроскоп; демонстрационные таблицы.

   Задания.

   1. Сделать препараты-мазки возбудителей брожения (спиртовое, молочнокислое, маслянокислое, уксуснокислое и пектиновое), окрасить по Граму, микроскопировать. Зарисовать в тетради.

   2. Выделить чистые культуры возбудителей брожения.

   3. Провести качественные реакции для определения конечных продуктов жизнедеятельности возбудителей брожения.

   Спиртовое брожение. Спиртовое брожение представляет собой разложение сахара на этиловый спирт и углекислоту с выделением свободной энергии. Процесс вызывается дрожжевыми грибами, а также некоторыми видами бактерий и мукоровых плесеней.

   Наиболее важное хозяйственное значение имеют дрожжевые грибы, принадлежащие к семейству Sacchoromycetaceae, роду Saccharomyces. Различные виды этих дрожжей применяются в кондитерской промышленности, получении вина, приготовлении различных продуктов.

   Для культивирования дрожжей применяют питательные среды, богатые сахарами: солодовое сусло, виноградный сок, МПБ с 1 % глюкозы, или синтетические среды, в состав которых входят углеводы. Дрожжи хорошо развиваются в кислой среде (рН = 3,0 – 6,0) при температуре 25 – 30 оС.

   Солодовое сусло. Сусло, полученное на пивоваренном заводе, стерилизуют и оставляют на 3 – 4 недели. Потом его фильтруют, разбавляют в два раза водопроводной водой, разливают в пробирки и стерилизуют при температуре 100 оС в течение 30 мин.

   Дрожжевая вода. К 1 л водопроводной воды добавляют 80 г прессованных или 20 г сухих дрожжей и кипятят смесь в течение 15 мин. Затем фильтруют через бумажный фильтр, разливают по пробиркам и стерилизуют при температуре 120 оС в течение 20 мин. Для получения плотной среды к дрожжевой воде добавляют 2 % агар-агара, который готовят аналогично как МПА.

   Молочнокислое брожение. Молочнокислым брожением называют процесс сбраживания молочного сахара (лактозы) с образованием молочной кислоты. Возбудителями молочнокислого брожения являются две условно разделимые группы микроорганизмов – типичные и нетипичные молочнокислые бактерии. К первым относят молочнокислый стрептококк, болгарскую и ацидофильную палочки и др. Ко вторым – бактерии группы кишечной палочки.

   Молочнокислый стрептококк (Streptocоccus lactis) – неподвижный факультативный анаэроб, неспорообразующий. Располагается короткими цепочками или попарно в виде двух слегка вытянутых диплококков. По Граму окрашивается положительно. Оптимальная температура роста 30 – 37 оС.

   Болгарская палочка (Bac. Bugaricum) – крупная, бесспоровая, неподвижная, располагается парами или короткими цепочками. По Граму окрашивается положительно. Оптимальная температура роста 40 – 45 оС.

   Маслянокислое брожение. Маслянокислое брожение представляет собой анаэробный процесс разложения углеводов на масляную кислоту и газообразные продукты – водород, углекислоту. Возбудители маслянокислого брожения – строгие анаэробы – представляют собой крупные спорообразующие палочки. Встречаются в загрязненной воде, верхних слоях почвы, навозе, молоке, сыре. К ним относятся Cl. buturicum, Cl. pacteurianum, Cl. pectinovorum и др. Для культивирования маслянокислых бактерий в лабораторных условиях применяют картофельную среду.

   В колбу помещают несколько ломтиков картофеля, 0,5 – 1,0 г мела и заливают до ²/3 объема водопроводной водой. Колбу выдерживают в водяной бане при температуре 80 оС в течение 10 мин (при такой температуре погибают неспоровые формы). Затем колбу со средой помещают в термостат при температуре 37 оС на 2 – 3 сут.

   Мел добавляют в среду для нейтрализации масляной кислоты, которая, накопившись в больших количествах, замедляет процесс брожения.

   Чистую культуру маслянокислых бактерий можно получить на МПА с глюкозой в анаэробных условиях. Для качественного определения масляной кислоты к 4 – 5 мл перебродившей жидкости добавляют 0,5 мл этилового спирта и 1 – 2 мл концентрированной серной кислоты. Смесь подогревают. Характерный запах масляноэтилового эфира (ананасный запах) указывает на присутствие в жидкости масляной кислоты.

   Уксуснокислое брожение. Уксуснокислое брожение вызывается уксуснокислыми бактериями, которые в процессе дыхания окисляют этиловый спирт до уксусной кислоты и воды. Изучено несколько видов уксуснокислых бактерий – Bact. acetici, Bact. Pasterianum, Bact. xylinum и др. Все они имеют форму палочек, грамотрицательны, спор и капсул не образуют, располагаются цепочками. Уксуснокислые бактерии являются строгими аэробами и всегда развиваются на поверхности сбраживаемой жидкости в виде серовато-белой гладкой или морщинистой пленки. 

   Один вид уксуснокислых бактерий отличается от другого по внешнему виду пленок и их отношению к окраске йодом. Bact. Pasterianum образует сухую морщинистую пленку. Если внести кусочек пленки в каплю йода, то пленка синеет. Bact. Kutzingianum растет в виде слизистой гладкой пленки, подымающейся по стенкам колбы, с йодом дает синее окрашивание. Пленка Bact. acetici гладкая и слизистая, по стенкам не поднимается, йодом окрашивается в желтый цвет.

   Для получения чистой культуры уксуснокислых бактерий их выращивают на дрожжевой воде с 5 – 7 % спирта или на плотных питательных средах – желатине или агаре, пивном нехмельном сусле. За ходом окисления спирта наблюдают, выращивая чистую культуру на среде следующего состава: стерильная вода – 50 мл, этиловый спирт – 2,5 мл, уксусная кислота – 0,5 мл. Нарастание содержания СН3 СООН определяют титрованием 0,1 н. раствором едкого натра.

   Для качественного определения уксусной кислоты необходимо к 5 мл исследуемой жидкости добавить 0,5 мл этилового спирта и 2 – 3 мл концентрированной серной кислоты. Смесь подогревают. Запах грушевой эссенции (уксусноэтилового эфира) указывает на присутствие уксусной кислоты.

   Брожение пектиновых веществ вызывается анаэробным микроорганизмом Granulobacter pectinovоrum – крупной подвижной спорообразующей палочкой. В результате брожения образуются масляная и уксусная кислоты, углекислота и водород. Аэробное брожение пектиновых веществ протекает при участии сенной и картофельной палочек и разных видов мукоровых грибов. 

   В лабораторных условиях пектиновое брожение вызывают следующим образом. Снопик льняной соломы перевязывают в двух местах ниткой, помещают в колбу, заливают водопроводной водой и кипятят в течение 10 мин для удаления экстрактивных веществ. Воду сливают, в колбу наливают свежую водопроводную воду, закрывают пробкой и стерилизуют при температуре 105 оС в течение 15 мин. Когда колба остынет, в нее вносят кусочек свежей льняной соломы и помещают в термостат при температуре 35 оС. Колбу с пробой можно (но не обязательно) поместить в эксикатор и выкачать воздух. Брожение начинается через 1 – 2 дня и продолжается 5 – 6 дней. При этом жидкость мутнеет, а образовавшиеся газы выталкивают соломенный снопик на поверхность. Микроскопически возбудителей пектинового брожения исследуют методом «раздавленной капли», отжав на предметное стекло немного жидкости из сброженной соломки.

   Для получения чистой культуры Granulobacter pectinovоrum берут простерилизованные ломтики картофеля, обсыпают мелом и наносят на них каплю жидкости из сброженной соломки. Бактериологическую чашку с картофелем помещают в эксикатор, выкачивают воздух и ставят в термостат при температуре 35 оС. На поверхности картофеля вырастают колонии бацилл пектинового брожения.

   Порядок выполнения работы.
   Приготовить микроскопические препараты из проб со спиртовым, молочнокислым, маслянокислым, уксуснокислым и пектиновым брожением, зафиксировать над пламенем горелки, окрасить сложным методом по Граму, определить вид возбудителей брожения, а микроскопическую картину зарисовать в тетради.

   Под контролем преподавателя провести качественные реакции для определения конечных продуктов брожения (уксусной, молочной, масляной кислот).

Контрольные вопросы

1. Брожение как анаэробный тип дыхания.

2. Спиртовое брожение: химизм, возбудители, использование.

3. Молочнокислое и уксуснокислое брожение: возбудители, химизм, применение в животноводстве и промышленности.

4. Маслянокислое и пектиновое брожение: химизм, возбудители и использование.

Т ем а  15. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ МЯСА, МЯСНЫХ ПРОДУКТОВ И ЯИЦ

   Цель занятия: изучить методы микробиологического исследования мяса, мясных продуктов и яиц.

   Материалы и оборудование: пробы свежего и несвежего мяса; МПА; градуированные пипетки; бактериологические петли; предметные стекла; набор реактивов для окрашивания микроорганизмов по Граму; шпатели; физиологический раствор; микроскоп; овоскоп; свежие и несвежие яйца; термостат; скальпели; пинцеты; реактив Несслера; индикаторная бумага для определения рН; демонстрационные таблицы.

   Задания.

   1. Приготовить мазки-отпечатки из проб мяса, окрасить по Граму. Сделать заключение о качестве мяса. Микроскопировать картину и зарисовать в тетради.

   2. Сделать посевы на МПА в чашки Петри для определения количества микроорганизмов в мясе различного качества.

   3. Определить рН мяса универсальной индикаторной бумагой.

   4. Через овоскоп просмотреть яйца и определить степень свежести.

   5. Из внутреннего содержимого яиц приготовить мазки. Окрасить по Граму и произвести микроскопию. Зарисовать в тетради.

   Микрофлора мяса и мясных продуктов. В мышцах здоровых животных, отдохнувших перед забоем, микрофлора обычно отсутствует, и лишь на поверхности туш обнаруживают некоторое количество микробов, попавших на них в момент разделки.

   Мясо животных, утомленных большими перегонами, голодных, вынужденно убитых и больных, всегда бывает в той или иной степени обсеменено микробами и не пригодно для длительного хранения. Голодание перед убоем способствует всасыванию микробов из кишечника и проникновению их в толщу мышц.

   Причиной загрязнения мяса являются антисанитарные условия убоя и созревания, его хранения и транспортировки. В состав микрофлоры мяса входят разнообразные виды микробов. Среди них могут быть сапрофитные микроорганизмы, попавшие на тушу с воздуха, с водой и инструментами. Встречаются микроорганизмы, вызывающие гниение, образование пигментных пятен, свечение мяса в темноте, кислотное брожение и т. д. В мясе могут находиться и болезнетворные микроорганизмы, которые вызывают мясные отравления (пищевые токсикоинфекции). К числу таких микроорганизмов относятся сальмонеллы, кишечная палочка, палочка протея, золотистого стафилококка, а также бацилла бутулизма (палочка колбасного отравления).

   За доброкачественностью мяса и мясных продуктов следят органы ветеринарного надзора. Определение свежести мяса и мясных продуктов, пригодности их в пищу производят органолептическим методом – по запаху, цвету, консистенции и т. д. Из лабораторных методов применяют микроскопическое и микробиологическое исследование, определение рН, выявление Н2S.

   Отбор проб мяса и мясных продуктов для микробиологического исследования. Для микробиологического исследования мяса и мясных продуктов отбирают образцы массой 250 – 300 г. Каждый образец упаковывают отдельно в пергаментную бумагу, укладывают в пакеты и вместе с сопроводительным документом направляют на исследование. В сопроводительном документе указывают наименование продукта, место и время отбора пробы, причину направления продукта на исследование, цель исследования.

   Перед взятием навески срезанные поверхности мяса и мясных продуктов прижигают накаленным на огне скальпелем. Отбирают две навески по 1 – 2 г из глубины и с поверхности пробы. Каждую навеску отдельно помещают в фарфоровую стерильную ступку и растирают со стерильным песком, добавляя небольшими порциями стерильную воду, чтобы получить 10 %-ную взвесь исследуемого продукта.

   Микрофлора яиц. Свежие яйца, полученные от здоровой птицы, стерильны, так как яйцо обладает мощными защитными барьерами против внедрения в него микроорганизмов. Поверхность свежеснесенного яйца покрыта нижней надскорлупной оболочкой, которая быстро высыхает, образуя сплошной тонкий покров. Далее идет скорлупная оболочка, состоящая из кальциевых солей. Она имеет множество пор. Под скорлупой имеются две оболочки: подскорлупная – плотная, кожистая, и белковая – более нежная. Они плотно прилегают друг к другу и раздваиваются только на тупом конце яйца, образуя воздушную камеру. Белок яйца располагается четырьмя слоями и представляет собой тягучую опалесцирующую массу, свертывающуюся при температуре 70 оС.
   Белок содержит мощный биологический защитный фактор – лизоцим. Состав его сложный, в нем содержатся белки типа альбумина, глобулина, муцина, жиры, углеводы, витамины. Желток состоит из двух белков – вителлина и ливетина, жира, витаминов и других веществ.

   Яйца необходимо хранить так, чтобы не давать возможности развиваться микрофлоре, находящейся на поверхности. Поэтому хранят их в холодильных камерах с температурой + 2 оС при влажности 85 – 88 %. При нарушениях правил хранения снижаются биологические факторы защиты (яйца усыхают, изменяется рН, лизоцим белка нейтрализуется), что способствует проникновению через поры внутрь яйца микробов и их размножению. 

   При хранении яиц в сырых помещениях на них развиваются плесневые грибы, гифы которых проникают через поры внутрь яйца и начинают развиваться, приводя к порче.

   В яйцах встречаются разные виды плесневых грибов из числа аспергиллов, пенициллов, мукоров, фузариумов и др.

   Из микробов, вызывающих порчу яиц, обнаружены вульгарный протей, кишечная и сенная палочки, флуоресцирующие бактерии, стафилококки и другие микробы.

   Сульфатразлагающие микроорганизмы образуют Н2S, при котором содержимое яйца приобретает сероватую окраску. При дальнейшем размножении данного вида микробов содержимое яйца превращается в охряно-желтую массу с запахом человеческих испражнений.

   Исследование мяса и мясных продуктов.

   Микроскопия мяса. Для изготовления мазков-отпечатков с поверхностных и глубоких слоев мышц стерильными ножницами вырезают небольшой кусочек мяса (массой 1 г) и прикладывают срезанной поверхностью к стеклу. Если мазки-отпечатки нужно приготовить из глубинных слоев мяса, то поверхность его пробы прижимают шпателем, стерильным скальпелем делают глубокие надрезы и извлекают из глубины небольшой кусочек мяса, к которому прикладывают чистые профломбированные предметные стекла.

   Полученные препараты-отпечатки высушивают на воздухе, фломбируют над пламенем горелки, окрашивают по Граму и микроскопируют. Подсчитывают при микроскопировании количество микробов в каждом поле зрения и отмечают их форму.

   Мазки-отпечатки из свежего мяса окрашиваются плохо. В мазках c поверхностного слоя в поле зрения встречаются единичные палочки и кокки. В препаратах из глубоких слоев они отсутствуют.

   Мазки-отпечатки из мяса подозрительной свежести окрашиваются удовлетворительно. При микроскопии в каждом поле зрения на поверхностном слое обнаруживается несколько десятков микробов, в глубоких слоях – до двух-трех десятков кокков и палочек.

   Мазки-отпечатки из несвежего мяса окрашиваются хорошо, так как к стеклу пристает большое количество распавшейся ткани. В поле зрения много палочек и кокков. 

   Мазки-отпечатки из разложившегося мяса окрашиваются очень хорошо. В мазках преобладают палочковидные формы микроорганизмов. 

   Определение количества микроорганизмов в мясе и мясных продуктах. Навеску мяса (мясных продуктов) массой 1 г помещают в стерильную ступку, прибавляют 5 г стерильного песка и растирают. Постепенно подливают стерильную воду или физиологический раствор из расчета 1:10 (принимают за единицу массу мяса). Получают основное разведение 1:10. Из этого разведения получают разведения 1:100, 1:1000 и т. д. 

   В чашки Петри вносят по 1 мл суспензии из каждого разведения и по 10 – 12 мл расплавленного и охлажденного до температуры 45 оС мясо-пептонного агара. Вращательным движением смесь равномерно распределяют и оставляют до застывания. Промаркированные чашки с посевами переворачивают вверх дном и помещают на 48 ч в термостат при температуре 37 оС. Производят подсчет выросших колоний и определяют количество микроорганизмов в 1 г мяса путем умножения количества колоний на степень разведения.

   Определение рН мяса. Проводят лакмусовой бумагой, прикладывая ее к поверхности разреза. Более точное определение потенциала рН мяса можно произвести колориметрическим методом. В свежем мясе рН достигает 5,9 – 6,4, сомнительном – 6,6, непригодном – 6,7 и выше.

   Определение аммиака реактивом Несслера (капельный метод). Реакцию ставят в двух пробирках: в одну наливают 1 мл мясного фильтрата-экстракта, в другую – 1 мл дистиллированной воды. Реактив Несслера вносят в пробирки по каплям. Изменение цвета и появление осадка учитывают после добавления каждой капли.

   Результат оценки реакции по В.Ю. Вольферцу приведен в табл. 6.

Таблица 6. Определение качества мяса по реакции 

на аммиак с  реактивом Несслера (по В. Ю. Вольферцу)
	Число капель реактива Несслера
	Изменение цвета и выпадение осадка
	Примерное

содержание аммиака, мг %
	Оценка

 реакции
	Качество мяса

	1
	2
	3
	4
	5

	10
	Цвет не меняется, помутнения и осадка нет
	До 16
	–
	Свежее

	1
	2
	3
	4
	5

	10
	Пожелтение и слабое помутнение, осадка нет
	16 – 20
	±
	Начальная стадия порчи, мясо подлежит немедленной реализации

	10
	Пожелтение, слабое помутнение и слабый

осадок 
	21 – 30
	+


	Начальная стадия порчи, мясо подлежит немедленной реализации

	6 – 9
	Пожелтение или оранжевый оттенок, осадок
	31 – 45
	+   +
	Условно годное, немедленная реализация после зачистки подозрительных участков

	1 – 5
	Резкое пожелтение или оранжево-красный цвет и осадок
	Более 45
	+  +  +
	Негодное, подлежит технологической утилизации


   Микробиологическое исследование яиц.

   Овоскопия яиц. Исследование яиц начинают с овоскопии, т. е. с их просмотра на свет. Для этого используют овоскоп, представляющий собой ящик, в верхней или боковой стороне которого имеются ячейки – отверстия для вкладывания яиц. Внутри ящика помещают источник света (электрическую лампочку). Исследования проводят в затемненном помещении, чтобы содержимое яйца хорошо просвечивалось. Свежие яйца имеют красноватую окраску, небольшую воздушную камеру, центральное расположение желтка. 

   При овоскопии яиц, пораженных бактериями и плесневыми грибами, обнаруживают увеличенную и подвижную воздушную камеру, подскорлупная оболочка покрыта плесневыми колониями различного цвета; белок может быть смешен с желтком; содержимое яйца представляет собой мутную серо-зеленую, иногда грязно-желтую жижу. Снаружи яйцо серого цвета.

   Проба с погружением в воду. Яйцо аккуратно погружают тупым концом в стакан с водой и наблюдают. Испорченное яйцо стоит на дне или всплывает, свежее – ложится на дно стакана. 

   Микроскопическое исследование яиц. На предметном стекле делают препарат-мазок из содержимого яйца, высушивают на воздухе, фиксируют над пламенем горелки, окрашивают по Граму и микроскопируют. По составу и количеству микробов судят о процессах, протекающих в яйце. Микроскопическую картину зарисовывают в тетради.

   Для исследования пораженности яиц плесневыми грибами делают соскоб из мицелия, растирают на предметном стекле в капле физиологического раствора. Накрывают покровным стеклом и микроскопируют. По форме конидий или спорангиев определяют принадлежность гриба к тому или другому роду. Зарисовывают в тетради.

Контрольные вопросы
   1. Отбор проб мяса и мясных продуктов для микробиологического исследования.

   2. Методы микробиологического исследования мяса и мясных продуктов.

   3. Источники бактериального загрязнения мяса. Значение ветеринарно-санитарного надзора в мясной промышленности.

   4. Методы микробиологического исследования яиц.

   5. Микробиология яиц. Условия и способы хранения яиц. Яйца как возможный источник болезней человека и животных.

Т е м а  16. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

ПРОДУКТОВ РЫБОВОДСТВА, 

КОЖЕВЕННО-МЕХОВОГО СЫРЬЯ И НАВОЗА

   Цель занятия: изучить методы микробиологического исследования продуктов рыбоводства, кожевенного сырья и навоза.

   Материалы и оборудование: пробы рыбы, кожевенно-мехового сырья, навоза; физиологический раствор; градуированные пипетки; предметные стекла; бактериологические петли; набор реактивов для окрашивания микроорганизмов по Граму; чашки Петри; МПА; стерильный песок; водяная баня; термостат; микроскопы; газовые горелки; демонстрационные таблицы.
   Задания.

   1. Определить степень бактериальной обсемененности рыбы методом микроскопии мазков-отпечатков, а также общую бактериальную обсемененность продуктов рыбоводства.

   2. Из суспензии кожевенно-мехового сырья сделать посевы на МПА, описать культуральные свойства выросших микробов, приготовить микроскопические препараты, окрасить по Граму, микроскопировать. Зарисовать микроскопическую картину в тетради.

   3. Определить общую бактериальную загрязненность навоза. Приготовить препараты-мазки. Окрасить по Граму, микроскопировать, зарисовать.

   Микробиология продуктов рыбоводства. На поверхности тела рыб обнаруживают спорообразующие и бесспоровые палочки, микрококки, сарцины, дрожжи и плесени. Преобладают психрофилы: Promeus vulgarius, Pseudomonas, Achromobacter, бактерии группы кишечной палочки и др.

   Микробиологическое исследование продуктов рыбоводства проводят с целью определения микробной загрязненности, пригодности в пищу, несвежести рыбы, больной заразными и незаразными болезнями, при массовой гибели. Вначале проводят органолептическое исследование, затем микроскопическое и микробиологическое.

   При органолептическом исследовании обращают внимание на состояние кожи, чешуи, слизи, жабр, глаз, брюшка, внутренних органов, консистенцию мышц, наличие опухолей, запах слизи, жабр и области анального отверстия. Также проводят пробу варкой.

   Микроскопическое исследование позволяет определить степень обсемененности рыбы микробами и их форму. 

   Микробиологический метод исследования путем посева на различные питательные среды позволяет определить количество микроорганизмов и их видовую принадлежность.

   Отбор проб для микробиологического исследования. Пробы отбирают в стерильные банки с крышками, бутылки с ватными пробками или в стерильную бумагу с помощью стерильного ножа, ложки или щупа. Для лабораторных исследований отбирают из разных мест не менее 5 % от партии выловленной рыбы или упаковок, ящиков, бочек; несколько экземпляров в количестве (при массе одной пробы до 100 г) 5 – 7 шт. из каждой партии.

   Отобранные пробы сопровождаются пояснительной запиской, в которой указывают дату и время отбора пробы, место и цель отбора, предположительный диагноз или причину, название лаборатории, фамилию, должность и подпись делавшего отбор пробы.

   Рыбные продукты, находящиеся в металлических или стеклянных банках, исследуют на герметичность и бомбаж. Для проверки герметичности банку погружают на 3 – 5 мин в сосуд, наполненный водой, подогретой до температуры 85 оС. Температуру воды во время анализа поддерживают на одном уровне. Слой воды над банкой должен быть не менее 25 – 35 см. При этом воздух, находящийся в консервах, нагревается, расширяется и, в случае негерметичности банки, выходит в виде пузырьков воздуха. Банки с нарушенной герметичностью микробиологическому исследованию не подлежат.

   Герметические банки с консервами исследуют на бомбаж, помещая их в термостат при температуре 37 оС на 5 – 7 сут. При наличии в содержимом банок микробов, обладающих протеолитическим действием, происходит образование газов, сопровождающееся их вздутием (биологический бомбаж).

   Микробиология кожевенно-мехового сырья. На поверхности кожи и шерсти всегда находятся микроорганизмы. После снятия шкуры развиваются ферментативные процессы (автолиз), способствующие развитию микроорганизмов. Состав микрофлоры шкуры разнообразен. Встречаются шаровидные и палочковидные формы микробов, грибы, аэробы, анаэробы, обладающие протеолитическими и другими свойствами.

   Скорость разложения шкур прямо зависит от температуры воздуха. Чем выше температура воздуха, тем быстрее наблюдаются изменения и разрушения эпидермиса. Разложившиеся ткани издают неприятный гнилостный запах.

   Плесневение наблюдается при хранении шкур в сырых, плохо вентилируемых помещениях. На поверхности мездры и эпидермиса появляются мелкие колонии плесневых грибов, которые разрушают ткани, понижают прочность и качество шкуры.

   Чтобы предотвратить порчу кожевенно-мехового сырья и шерсти, необходимо соблюдать технологию их выработки и консервирования, хранить в сухих, хорошо вентилируемых помещениях.

   Кожевенно-меховое сырье и шерсть могут являться источником инфекции. Шкуры от больных животных тщательно дезинфицируют или уничтожают (сибирская язва, эмкар, сап, чума и др.). Необходимо соблюдать ветеринарно-санитарные правила на предприятиях по переработке сырья.

   Микробиология навоза. Навоз – это хорошая среда для развития микроорганизмов. В 1 г навоза содержится от 1 до 90 млрд. микробных тел в зависимости от его температуры, аэрации, срока и способа хранения: аэробное хранение – 90 млрд., анаэробное – 33 млрд., аэробно-анаэробное – 17 – 18 млрд. В навозе находится до 87 % микроорганизмов группы кишечной палочки, термофилов и других бактерий; бациллы составляют 5 %, актиномицеты, плесени, дрожжи и другие представители – 1 – 3 %.

   В процессе хранения навоза формируется микрофлора, состоящая из аммонификаторов, денитрофикаторов, актиномицетов, плесневых грибов и других микробов, которые превращают навоз в органическое удобрение. Из способов хранения навоза наиболее рациональным является аэробно-анаэробный, обеспечивающий биотермическое обеззараживание от патогенных микроорганизмов.

   Навоз от животных, больных или подозреваемых в заболевании сибирской язвой, эмкаром, сапом, туберкулезом, паратуберкулезом, чумой и т.д. предварительно увлажняют, дезинфицируют раствором, а затем сжигают.

   Порядок выполнения работы.

   Исследование продуктов рыбоводства.
 Микроскопическое исследование. На предметных стеклах делают два мазка-отпечатка: один – из поверхностных слоев мышц, расположенных под кожей; другой – из мышечной ткани глубоких слоев мышц, находящихся около позвоночника. Мазки-отпечатки фиксируют над пламенем горелки. Приготовленные препараты окрашивают по Граму. Под микроскопом подсчитывают среднее число микроорганизмов в одном поле зрения.

   Рыба свежая – в мазках из поверхностных слоев мышц микробов нет или попадаются единичные кокки и палочки в нескольких полях зрения. Препарат плохо окрашен, на стекле отсутствуют остатки разложившейся ткани.

   Рыба сомнительной свежести – в мазках из глубоких слоев мышц встречается 10 – 20, а из поверхностных – 30 – 50 микробов в одном поле зрения (диплококки, диплобактерии). Препарат окрашен удовлетворительно. На стекле ясно заметны распавшиеся волокна мышечной ткани.

   Рыба несвежая – в мазках из глубоких слоев мышц присутствует 30 – 40, а из поверхностных – 80 – 100 и более микроорганизмов в одном поле зрения (преобладают палочковидные). Препарат хорошо окрашен, на стекле много распавшейся мышечной ткани.

   Микробиологическое исследование. Микробиологическому анализу подвергаются как плотные, так и жидкие продукты. При исследовании продукта (рыба свежая, рыба мороженая, ракообразные) его поверхность прижигают раскаленным шпателем, затем стерильными ножницами вырезают кусочки из глубины исследуемого объекта и берут навески по 10 – 15 г. Навеску в стерильной ступке растирают со стерильным песком и небольшим количеством стерильной воды, переносят в стерильную колбу, доводя объем воды до 90 – 135 мл. Полученную 10 %-ную взвесь взбалтывают в течение 5 мин. Для посева используют верхний слой болтушки через серию разведений. Для этого 1 мл исследуемой болтушки вносят в пробирку с 9 мл стерильной воды, получают разведение 1:100. Затем 1 мл разведения 1:100 переносят в пробирку с 9 мл стерильной воды для последующего разведения  (1:1000) и т. д.

   Для определения микробного числа проводят посев по 1 мл в чашки Петри из разведений 1:10, 1:100, 1:1000 и так далее, в зависимости от предполагаемой обсемененности. Чашки Петри с засеянным материалом заливают расплавленным и остуженным до температуры 40 оС МПА, равномерно распределяют смесь и после застывания агара инкубируют в термостате при температуре 37 оС в течение 48 ч. Подсчитывают количество выросших колоний в каждой чашке Петри с учетом их степени разведения. Складывают полученный результат, делят на число учтенных чашек и получают среднее арифметическое число бактерий, показывающее количество микробов в 1 г (1 мл) исследуемого материала.

   Исследование кожевенно-мехового сырья. Из исследуемой шкуры берут 1 г содержимого, помещают в стерильную ступку, заливают 10 мл стерильного физиологического раствора, разминают пестиком и оставляют на 2 ч для набухания. Затем содержимое тщательно растирают пестиком до образования волокон мезги. Мезгу удаляют. Полученную взвесь прогревают на водяной бане в течение 30 мин при температуре 65 оС. Делают посевы в чашки Петри на МПА. Культивируют в термостате при температуре 37 оС в течение 24 ч. Чашки просматривают, описывают культуральные свойства выросших колоний, делают препараты-мазки, окрашивают по Граму, микроскопируют и определяют вид микробов. Микроскопическую картину зарисовывают в тетради.

   При микробиологическом исследовании шерсти наиболее загрязненные ее пряди выстригают и помещают в стерильную ступку (1 г). Увлажняют небольшим количеством физиологического раствора, измельчают ножницами и переносят в колбу со стерильными шариками емкостью 100 мл. Заливают физиологическим раствором (10 мл). Встряхивают смесь для равномерного распределения микроорганизмов в течение 15 мин. Волокна шерсти удаляют. Делают посевы смыва в чашки Петри на МПА и инкубируют в термостате при температуре 37 оС в течение 24 ч. Описывают культуральные свойства, делают микроскопические препараты из выросших колоний, окрашивают по Граму, микроскопируют и анализируют. Микроскопическую картину зарисовывают в тетради.

   Микробиологическое исследование навоза. Пробы навоза берут в стерильную посуду стерильным инструментом с глубины 10 – 15 см. После тщательного перемешивания из взятого образца берут 1 г навоза, добавляют 99 мл стерильной воды и хорошо взбалтывают. Получают основное разведение 1:100. Из этой смеси готовят последующие разведения – 1:1000, 1:10000, 1:100000 и т.д. Для этого стерильной пипеткой 1 мл исходного разведения вносят в пробирку с 9 мл стерильной воды и получают последовательно десятикратные разведения. Для каждого разведения используют отдельную стерильную пипетку.

   Стерильными пипетками приготовленные разведения вносят по 1 мл в стерильные бактериологические чашки и заливают 10 мл расплавленного и охлажденного до температуры 45 оС мясо-пептонного агара. Содержимое чашек перемешивают круговыми движениями по ровной поверхности стола и дают агару застыть. Чашки подписывают и помещают вверх дном в термостат при температуре 37 оС на 24 ч.

   Количество выросших колоний подсчитывают в каждой чашке. Полученное число умножают на степень разведения. Результаты складывают и делят на число учтенных чашек. Получают среднее количество микроорганизмов в 1 г исследуемой пробы навоза.

   Описывают культуральные свойства выросших колоний. Готовят препараты-мазки, окрашивают по Граму и микроскопируют. Определяют вид микроорганизмов и зарисовывают в тетради.

   Для определения санитарно-показательных (клостридий перфрингес и др.), патогенных микробов (возбудителей сальмонеллеза, коллибактериоза и т. д.) в навозе делают посевы на различные специальные и дифференциально-диагностические среды с последующей идентификацией выделенных чистых культур возбудителей болезней. 

Контрольные вопросы

   1. Отбор проб продуктов рыбоводства, кожевенно-мехового сырья и навоза для микробиологического исследования.

   2. Источники бактериального загрязнения рыбы и рыбных продуктов.

   3. Микробиологические методы определения качества рыбы и рыбных продуктов.

   4. Микробиология кожевенно-мехового сырья. Кожевенно-меховое сырье как возможный источник инфекционных заболеваний людей и животных.

   5. Микробиология навоза. Биотермическая обработка.

Т е м а  17. ВОЗБУДИТЕЛИ СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ, ТУБЕРКУЛЕЗА, БРУЦЕЛЛЕЗА. ПРИНЦИПЫ ЛАБОРАТОРНОЙ 

ДИАГНОСТИКИ, СПЕЦИФИЧЕСКОЙ ПРОФИЛАКТИКИ

 И ЛЕЧЕНИЯ

   Цель занятия: ознакомиться с возбудителями сибирской язвы, туберкулеза и бруцеллеза, изучить их основные биологические свойства; провести микроскопию окрашенных препаратов и зарисовать обнаруженные формы микробов.

   Оборудование и материалы: рабочее место бактериолога; окрашенные мазки микробов, культура микобактерий на среде Левенштейна-Йенсена, неокрашенные мазки из них для окраски по Цилю-Нильсену; таблицы морфологии и роста возбудителей инфекций на питательных средах.

   Задания.
   1. Провести микроскопию демонстрационных  препаратов  мазков, 
приготовленных из патологического материала и окрашенных по Михину, Ольту или Романовскому, обнаружить возбудителей сибирской язвы, окруженных капсулой, и зарисовать.

   2. Провести микроскопию препаратов-мазков, окрашенных по Цилю-Нильсену, обнаружить и зарисовать возбудителей туберкулеза.
   3. Изучить и описать характер роста патогенных возбудителей на питательных средах.

   4. Провести микроскопию мазков, окрашенных по Козловскому, изучить морфологию возбудителя бруцеллеза и зарисовать.

   5. Ознакомиться и записать основные биопрепараты, применяемые при сибирской язве, туберкулезе, бруцеллезе.

   6. Изучить схему бактериологического анализа при указанных болезнях.

Методические указания

   Сибирская язва – острое септическое инфекционное заболевание сельскохозяйственных животных и человека. Оно наблюдается в виде спорадических случаев, энзоотии, реже эпизоотии. Болеет крупный и мелкий рогатый скот, а также свиньи.

   Возбудитель сибирской язвы – Вас. anthracis. Это палочки, соединенные в цепочки. Клетки 4 – 6 мкм длиной и 1,5 мкм шириной, грамположительные, неподвижные (рис. 1, а, б). В организме и на средах с сывороткой крови образуют капсулы, на обычных питательных средах и в почве при доступе кислорода воздуха – споры (рис. 2).

Рис. 1. Возбудитель сибирской язвы (Вас. аnthracis):

а, б – мазок из агаровой культуры.
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   Вас. anthracis растет на обычных питательных средах. На МПБ – хлопьями, оседающими на дно в виде рыхлого осадка, напоминающего комочек ваты, причем бульон остается прозрачным. На МПБ образует матовые серо-белые (R-форма) колонии, которые при просмотре в микроскопе (малое увеличение) напоминают «голову медузы». 

   Исследования на сибирскую язву проводят путем микроскопии мазков из исходного патологического материала, высевов на питательные среды, путем постановки биопробы и реакции преципитации (РП), а у человека, кроме того, антраксиновой пробы.

   Основным материалом для исследования служит кровь. Для этого в лабораторию отправляют ухо, которое отрезают между двумя лигатурами со стороны, на которой лежит труп. Исследуют также почву, фураж, воду, шерсть и кожевенно-меховое сырье. При взятии и пересылке материала необходимо строго соблюдать меры предосторожности, исключающие возможность распространения инфекции.

   При подозрении на сибирскую язву вскрытие трупа запрещено. Если же он все-таки вскрыт, то для исследований берут кровь и паренхиматозные органы; от свиней – заглоточные лимфатические узлы, участки отечной соединительной ткани. Из патологического материала готовят мазки для выявления капсул и изучения морфологии. Окрашивают одним из методов на обнаружение капсулы (по Ребигеру, Михину, Ольту, Романовскому – Гимзе).

Одновременно с посевом на питательные среды проводят биопробу. Для этого исследуемый материал суспензируют и используют для подкожного заражения белых мышей, морских свинок или кролика. Животные погибают через сутки, реже позже. Результаты подтверждают бактериологическим исследованием.

Выделенные при этом исследовании культуры индентифицируют по морфологическим, тинкториальным, культуральным свойствам и патогенности. Необходимо дифференцировать возбудителя сибирской язвы от почвенных сапрофитных бацилл по следующим основным тестам (табл. 7).

Т а б л и ц а  7. Дифференциация возбудителя сибирской язвы от почвенных
бацилл – сапрофитов
	Виды
	Образование капсул
	Подвижность
	Гемолитические свойства
	Патогенность

	Вас. anthracis
	+
	–
	–
	+

	Непатогенные почвенные бациллы
	±
	+
	+
	–


   Из серологических методов диагностики используют РП, которую ставят в случаях:

   1) когда на бактериологическое исследование поступил несвежий материал;
   2) исследования кожсырья от животных, убитых без ветеринарного контроля (вне бойни).

   В этих случаях выявляется сибиреязвенный антиген (преципитиноген) – продукт распада сибиреязвенного микроба, находящегося в коже или патологическом материале, который экстрагируется физраствором. Реакция ставится с преципитирующей сибиреязвенной сывороткой, содержащей специфические антитела (преципитины).

   Лечение осуществляют с помощью антибиотиков в сочетании со специфическими глобулинами или сывороткой.
   Профилактику сибирской язвы проводят с использованием вакцины СТИ.

   Туберкулез – хроническое  заболевание животных и человека, характеризующееся появлением в различных органах специфических морфологических образований – бугорков (туберкулов) и обусловленное патогенными видами микобактерий. При этом выделяют следующие виды микобактерий:

   1) Mycobacterium tuberculosis – возбудитель туберкулеза человека;

   2) М. bovis – возбудитель туберкулеза крупного рогатого скота;

   3) М. avium – возбудитель туберкулеза птиц.
   Помимо  патогенных  существует и группа видов микобактерий, обладающих слабой патогенностью для животных и человека или вовсе не обладающих такими свойствами. 
   Туберкулезные микобактерии – неподвижные кислотоспиртощелочеустойчивые палочки длиной от 1,5 до 5 мкм и шириной от 0,3 до 0,5 мкм, грамположительны, спор и капсул не образуют (рис. 3).
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   Микобактерии туберкулеза человека – тонкие, нежные, слегка изогнутые палочки, располагаются одиночно и кучками по несколько клеток. 

   Микобактерии туберкулеза крупного рогатого скота – короткие и более толстые палочки, а птиц – короткие тонкие палочки, которые  располагаются одиночно и большими скоплениями. Эти строгие аэробы лучше растут при избытке кислорода (на обычных средах (МПА, МПБ) они не растут). Культивируются на специальных  глицериновых  МПА  и  МПБ, 
        Рис. 3. Микобактерии в мазке,         глицериновом картофеле  и на  различ-
       окрашенные по Цилю-Нильсену.       ных яичных  средах – среде  Петранья-
                                                                          ни, Левенштейна-Йенсена и др. В первичных выделениях растут медленно на всех средах. Быстрее рост проявляется у микобактерий авиум (10 – 14 суток), медленнее всего у микобактерий бовис (20 – 60 суток, иногда и более). У микобактерий туберкулеза человеческого вида рост составляет 20 – 30 суток.

   На глицериновом бульоне (МПГБ) микобактерии туберкулеза образуют поверхностную массивную складчатую пленку, в среде Петраньяни – сухие серо-белые бородавчатые колонии; микобактерии бовис на МПГБ – тонкую нежную пленку, в среде Петраньяни – сухие бородавчатые колонии; микобактерии авиум на МПГБ – мощную слизистую пленку, выпадающую на дно, в среде Петраньяни – сочные сливающиеся колонии в виде налета.
   Вирулентные штаммы микобактерий бычьего и человеческого видов проявляют «феномен» кордообразования, т. е. в конденсационной жидкости твердых и жидких сред продуцируют корд-фактор, обусловливающий направленное расположение бактерий с образованием скоплений в виде жучков, паучков, веревок (рис. 4).
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   Для диагностики туберкулеза используют комплекс методов: аллергический,  патологоанатомический, 

бактериологический, биологический. Можно дополнительно использовать серологический метод. Для выявления больных туберкулезом животных используют аллергическую пробу туберкулином. Если выделены реагирующие, проводят контрольный убой животных и патологоанатомическое исследование. В случае обнаружения свойственных туберкулезу изменений дальнейшую работу не проводят и ставят диагноз – туберкулез. Если видимые изменения отсутствуют, проводят дальнейшие исследования: делают посевы на питательные среды, ставят биопробы с исходным патологическим материалом и выделенной культурой микобактерий.

   В бактериологической диагностике материалом для исследования служат: гной, экссудат, бронхиальная слизь, молоко, кал; посмертно – лимфатические узлы и пораженные органы.

   Для микроскопии готовят мазки-отпечатки, или мазки-двойники, окрашенные по Граму и Цилю-Нильсену. При окраске по Цилю-Нильсену на синем или зеленом фоне туберкулезные палочки просматриваются окрашенными в красный цвет. Другая микрофлора окрашивается в синий или зеленый цвет. Этот метод рассчитан на то, что используется термокислотное протравливание, так как туберкулезные палочки трудно поддаются окрашиванию и трудно обесцвечиваются. По Граму они окрашиваются положительно.

   Для выделения чистой культуры проводят посев на специальные среды. Перед посевом материал обрабатывают 10 %-ным раствором щавелевой кислоты или 15 %-ным раствором антиформина, или щелочью. Затем растирают в ступке с кварцевым песком или битым стеклом в небольшом количестве стерильного физраствора. Такая обработка способствует уничтожению посторонней микрофлоры.

   Биопроба производится путем заражения морских свинок и кроликов. Суспензию исследуемого материала морским свинкам вводят подкожно в области паха, кроликам – внутривенно в дозе 1 – 2 мл.

   Микобактерии туберкулеза человеческого вида у морских свинок вызывают генерализованный процесс со смертельным исходом (через 2 – 4 месяца), у кроликов – местный процесс; микобактерии бычьего вида у морских свинок и кроликов вызывают генерализованный процесс со смертельным исходом до истечения 3 месяцев; микобактерии птичьего вида у кроликов вызывают септический процесс с гибелью в течение 8 – 20 дней, у морских свинок возбудитель не вызывает патологического процесса.

   Основным методом дифференциации разных видов туберкулезных микобактерий друг от друга и от атипичных микобактерий является биопроба.

   Бруцеллез – хроническое инфекционное заболевание животных и человека, протекающее латентно, клинически проявляющееся абортами, у лошадей – тендовагинитами, абсцессами в области холки. Вызывается 6 видами бруцелл:

   Br. abortus – возбудитель бруцеллеза крупного рогатого скота;

   Br. melitentis – возбудитель бруцеллеза овец, коз;

   Br. suis – возбудитель бруцеллеза свиней; 

   Br. canis – возбудитель бруцеллеза собак; 

   Br. neotomae – возбудитель бруцеллеза кустарниковых крыс; 

   Br. ovis – возбудитель инфекционного эпидидимита баранов. 

   Бруцеллы – мелкие с закругленными концами палочки длиной 0,5 –2 мкм, шириной 0,3 – 0,8 мкм. Располагаются беспорядочно, грам-отрицательны, неподвижны, спор не образуют. При окрашивании по Козловскому приобретают красный цвет, другие микроорганизмы и фон препарата имеют синий или зеленый цвет в зависимости от цвета дополнительной краски (рис. 5).
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   На обычных питательных средах возбудители растут плохо, поэтому для культивирования используют специальные печеночные среды с добавлением глюкозы  и  глицерина,  сыворотки  или амниотической жидкости.

   На  поверхности агара бруцеллы  образуют выпуклые, гладкие, блестящие колонии с ровными краями и голубоватым оттенком. В бульоне наблюдается равномерное помутнение, а в дальнейшем образуется небольшой осадок на дне  пробирки  и  пристеночное  кольцо.
                При просмотре культуры в отраженном свете заметен голубоватый оттенок кольца.

   Бруцеллы слабоактивны в биохимическом отношении. Поэтому биохимические тесты, кроме определения сероводорода, не используются.

   Для диагностики бруцеллеза используются бактериологический, серологический и аллергический методы. Для выявления инфицированных бруцеллами животных применяют серологический метод, для бактериологического исследования при жизни служит абортированный плод с плодными оболочками, молоко, содержимое гигром (при бурситах); от убитых с диагностической целью животных – паренхиматозные органы, лимфатические узлы.

   При бактериологической диагностике проводят:

   1) микроскопию препаратов из патологического материала, окрашенных по Граму и Козловскому;

   2) выделение чистой культуры;

   3) биологическое исследование (биопробу).

   При микроскопическом исследовании для выявления бруцелл используют специальный метод окраски по Козловскому:

   1) на фиксированный мазок наносят 2 %-ный водный раствор сафранина и нагревают до появления паров в течение 2 мин;

   2) промывают водой;

   3) дополнительно окрашивают 1 %-ным водным раствором малахитовой зелени или метиленовой синью в течение 30 с.

   При выделении чистой культуры, учитывая, что в патологическом материале часто присутствуют посторонние микроорганизмы, посевы делают и на плотные питательные среды, содержащие генцианвиолет или кристаллвиолет в концентрации 1:200000 (0,1 мл 0,5 %-ного спиртового раствора на 100 мл среды). Эти красители оказывают бактериостатическое действие на разные виды бактерий, кроме бруцелл.

   Бруцелла абортус и бруцелла овис в первой генерации требуют повышенного содержания углекислоты. Для получения культуры в первой генерации посевы выдерживают в термостате в течение месяца, периодически просматривая их. В последующих генерациях рост проявляется через 5 – 10 суток. Для биопробы используют не менее 2 морских свинок, давших отрицательную РА (0,5 мл взвеси патологического материала вводят подкожно).

   Для подтверждения инфицирования бруцеллами через 15 – 25 и 40 дней исследуют кровь этих животных по РА в разведении 1:5. Затем животных убивают и производят посевы материала из па​ренхиматозных органов, лимфатических узлов и костного мозга.

   Для диагностики бруцеллеза с сыворотками крови можно ставить РА, РНГА, РСК, РДСК, РБП, а с молоком – КР.

   Видовую принадлежность выделенной культуры проводят по схеме (табл. 8).

Таблица 8. Определение видовой принадлежности бруцелл

	Вид бруцелл


	Потребность в СО2
	Образование

Н2S
	Рост на средах
	РА с моноспецифическими сыворотками
	Чувст-вительность к фагу «ТБ»

	
	
	
	с фуксином 1:500000
	с тионином 1:250000
	А
	М
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Мели-тензис

	–
	–
	+
	–
	–
	+
	–

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Абортус
	+ для
первой генерации
	+
	+
	–
	+
	–
	+

	Суис
	–
	+
	–
	+
	+
	–
	±

	Овис
	+
	–
	+
	+
	–
	–
	–


Контрольные вопросы
   1. Латинское название возбудителя сибирской язвы.

   2. Морфологические, тинкториальные и культуральные свойства Вас. аnthrасis.
   3. Схема бактериологического исследования.

   4. Основные дифференциальные отличия Вас. аnthrасis от почвенных бацилл.

   5. С какой целью применяется реакция преципитации?

   6. Латинское название возбудителей туберкулеза и заболевания, вызываемые ими.

   7. Морфологические, тинкториальные, культуральные свойства возбудителей туберкулеза, их патогенность для животных.

   8. Схема диагностических исследований на туберкулез.

   9. Латинские названия разных видов бруцелл. У каких животных они вызывают заболевание?

   10. Морфологические, тинкториальные и культуральные свойства бруцелл.

   11. Бактериологический метод диагностики и его особенности.

   12. Тесты для индикации видов бруцелл.

   13. Какие серологические реакции применяются для диагностики бруцеллеза?

Т е м а  18. ВОЗБУДИТЕЛИ ПАСТЕРЕЛЛЕЗА ЖИВОТНЫХ, МАСТИТА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА, 

РОЖИ СВИНЕЙ

   Цель занятия: ознакомиться с возбудителями пастереллеза животных, мастита крупного рогатого скота и рожи свиней.

   Материалы и оборудование: культуры пастерелл, возбудителей маститов крупного рогатого скота и рожи свиней; окрашенные препараты этих микроорганизмов; микроскопы.

   Задания. 
   1. Изучить основные биологические свойства, возбудителей.
   2. Провести микроскопию окрашенных препаратов и зарисовать обнаруженные формы микробов.

Методические указания
   Пастереллез (геморрагическая септицемия) – контагиозная инфекционная болезнь многих видов домашних и диких животных, характеризующаяся при остром течении признаками септицемии, крупозным воспалением легких, плевритом и отеками в разных областях тела, а при подостром и хроническом течениях – гнойно-нейротизирующей пневмонией, артритом, маститом, кератоконъюнктивитом, эндометритом, иногда энтеритом. Пастереллез у кур называется холерой.

   Возбудитель пастереллеза – Раstеиrеllа тиltосіdа. Роль второго вида пастерелл (Р. hаетоlуtiса) в патологии животных как первичного агента установлена сравнительно недавно. Возбудитель болезни – маленькая палочка с закругленными концами длиной 1 – 1,5 и шириной 0,25 – 0,5 мкм; грамотрицательна, спор не образует, неподвижна. В препаратах из органов и крови пастереллы имеют вид овоидов или мелких коккобактерий, для них характерно биполярное окрашивание (рис. 6).                                          
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                                                             Пастереллы – факультативные ана-

эробы.  При  росте на МПБ  дают равномерное помутнение с последующим просветлением и образованием слизистого остатка, поднимающегося при встряхивании в виде косички, а на МПА образуют мелкие росинчатые, прозрачные, с ровными краями колонии. Ферментируют глюкозу, сахарозу, сорбит с образованием кислоты без газа. Желатин не разжижают, молоко не свертывают и образуют индол.

   Материал для исследования: кровь

из сердца, экссудат из легких, парен-

             Рис. 6. Пастереллы.                  химатозные органы; трубчатые кости.
                                                           Из исходного патологического матери
материала и паренхиматозных органов павших после заражения лабораторных животных готовят препараты, высушивают и фиксируют их химическим методом, для выявления биполярности окрашивают по методу Романовского – Гимзы, Муромцева, чаще метиленовой смесью Леффлера, а также по Граму.

   При биопробе белых мышей заражают суспензией из патматериала по общепринятой методике и из органов павших животных выделяют чистую культуру. В дополнение можно проводить флюорохромирование препаратов с последующей люминесцентной микроскопией.
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   Инфекционный мастит коров – воспаление молочной железы, чаще всего обусловленное патогенными стрептококками – S. agalactiae (S. mastitiolis), хотя виновниками его могут быть и другие микроорганизмы (кишечная палочка, стафилококки и др.). По своей морфологии это кокки, расположенные цепочками. Спор не образуют, неподвижны, грамположительны (рис. 7). Более требовательны к питательным средам, чем стафилакокки. Растут на средах с добавлением глюкозы, сыворотки крови. На кровяном агаре образуют мелкие стекловидные колонии; в жидкой среде – крошковидный осадок без образования мути. Разлагают до кислоты глюкозу, лактозу, салицин и некоторые другие углеводы, но в отличие от стафилококков не ферментируют маннит. Продуцируют экзотоксины и патогенные ферменты: гемолизин, лейкоцидин, некротоксин, летальный токсин, эритротоксин, фибринолизин, гиалуронидазу, ДНКазу, РНКазу.

   Основной метод диагностики – бакте- риологический,  а материал для исследо-

                                                  вания – измененный секрет из пораженной доли вымени. Его берут из каждого соска в отдельности в стерильные пробирки.

   При микроскопии мазков, окрашенных по Граму, стрептококки располагаются длинными цепочками из сплюснутых кокков (в виде частокола). Диаметр кокков – 0,5 – 1 мкм. Грамположительные. При окраске мазка по Романовскому – Гимзе обнаруживают увеличенное количество лейкоцитов, свидетельствующее о воспалении молочной железы.

   Патогенные стрептококки биохимически малоактивны. Ди​агностическим показателем для агалактийного стрептококка является гидролиз гиппурата натрия. Для определения агалактийного стрептококка можно, кроме того, использовать реакцию диффузионной преципитации в агаровом геле и метод флуоресцирующих антител, применяют для этих целей и КАМП-пробу. Агалактийный стрептококк в этой пробе дает зону гемолиза вблизи от посева стафилококков, в отличие от других видов стрептококков.

   Рожа свиней – инфекционное заболевание септического характера, протекающее в острой, подострой и хронической формах. Поражает свиней в возрасте 3 – 12 месяцев. Заболевают и люди.

   Возбудитель рожи свиней – Еrуsiреlothrix rhusiopathiae. Это тонкая нежная палочка 0,5 – 1,5 мкм длиной и 0,2 – 0,3 мкм шириной; располагается одиночно. В старых культурах и при эндокардитах образует нити. Грамположительная, спор и капсул не образует, неподвижна (рис. 8).  На МПБ  дает  нежное помутнение  (опалесценцию) и неболь-
[image: image12.png]


шой слизистый осадок, при встряхивании поднимающийся косичкой. На МПА растет в виде очень мелких росинчатых бесцветных колоний.

   Микроорганизм в биохимическом отношении малоактивен. При посеве на МПА уколом от центрального стержня отходят густые горизонтальные отростки в виде ерша для мытья пробирок. Аэроб лучше растет при пониженном содержании кислорода.
            Рис. 8. Образование нитей                       Материал  для  исследования: па-
              на клапанах сердца при                   ренхиматозные  органы  (печень, 
          хронической форме болезни.                 селезенка, почки), трубчатые  кос-

                                                                        ти, кровь из сердца, соскобы с по-раженных участков кожи.
   Для микроскопии готовят препараты из исходного материала и чистой культуры. Окрашивают по Граму и микроскопируют в обычном световом микроскопе с использованием иммерсионной системы.

   Материал засевают на МПА, МПБ, бульоне Хотингера при рН 7,4 – 7,6. Культивируют в аэробных условиях при температуре 36 – 37 °С. Характерный рост проявляется через 24 – 48 ч. Полученную чистую культуру пересевают на полужидкий агар, МПЖ, пептонную воду (проба на сероводород), среды с углеводами.

   Для биопробы используют голубей и белых мышей, которых за​ражают суспензией патологического материала (1:5). Мышей за​ражают подкожно дозой 0,1 – 0,2 мл, голубей – внутримышечно дозой 0,2 – 0,3 мл. Мыши погибают через 2 – 4 суток, голуби через 2 – 5 суток. Для выделения чистой культуры трупы павших животных исследуют бактериологически. Полученную культуру идентифицируют серологически в капельной реакции агглютинации со специфической рожистой сывороткой в разведении 1:50. При определении вида возбудителя в патологическом материале можно использовать прямой метод иммунофлуоресценции.

Т е м а  19. ВОЗБУДИТЕЛИ БОЛЕЗНЕЙ МОЛОДНЯКА 

СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ ЖИВОТНЫХ – ЭШЕРИХИОЗОВ, САЛЬМОНЕЛЛЕЗОВ, ПНЕВМОНИИ (СЕПТИЦЕМИИ)

   Цель занятия: ознакомиться с морфологическими и культуральными свойствами возбудителей эшерихиозов, сальмонеллезов и пневмонии; усвоить микробиологические методы диагностики этих инфекций.

   Материалы и оборудование: культуры микроорганизмов на МПА и МПБ, на средах с углеводами (средах Гисса), Эндо, Левина, Вильсона; окрашенные препараты возбудителей указанных инфекций; таблицы возбудителей инфекционных заболеваний и биохимической дифференциации эшерихий и сальмонелл.

   Задания. 

   1. Изучить морфологические, культуральные и биохимические свойства возбудителей.

   2. Ознакомиться с основами серологической типизации патогенных видов возбудителей.

Методические указания

   Эшерихиоз (колибактериоз) – острая инфекционная болезнь молодняка сельскохозяйственных  животных  в  первые  дни жизни,  вызываемая Е. coli. Ее разновидности у поросят вызывают отечную болезнь.

   Сальмонеллез (паратиф) – острая инфекционная болезнь молодняка сельскохозяйственных животных в возрасте 10 – 40 дней, обусловленная разными видами сальмонелл:

   1) Salmonella enteritidis – вызывает сальмонеллез телят;
   2) S. dublin – вызывает сальмонеллез телят;
   3) S. typhimurium – сальмонелла мышиного тифа, вызывает сальмонеллез у разных животных, в том числе и птиц;
   4) S. choleraesuis – вызывает сальмонеллез поросят;
   5) S. typhisuis – вызывает сальмонеллез (тиф) свиней;
   6) S. abortusequi – вызывает паратифозный аборт лошадей и сальмонеллез жеребят;
   7) S. abortusovis – вызывает паратифозный аборт у овец и сальмонеллез ягнят;
   8) S. pullorum-gallinarum – вызывает пуллороз (белый понос) цыплят, тиф кур.
   Возбудители колибактериоза и сальмонеллеза относятся к одному и тому же семейству Enterobacteriaceae и имеют много общих признаков.

   Все бактерии родов Escherichia и Salmonella представляют собой небольшие палочки с закругленными концами, от 0,5 до 4 мкм длиной и от 0,3 до 1,0 мкм шириной (рис. 9).
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   Спор и капсул не образуют, подвижны, за исключением возбудителя пуллороза, тифа кур и отдельных вариантов эшерихия-коли. По Граму окрашиваются отрицательно. Факультативные анаэробы хорошо растут на обычных питательных средах. На МПБ дают обильную муть и сероватый аморфный осадок на  дне пробирки. На  МПА  растут 

       Рис. 9. Возбудитель колибактериоза.        в виде круглых, влажных, серовато-

                                                                            белых гладких колоний.
   При бактериологической диагностике колибактериоза материалом для исследования служат: фекалии (прижизненно), паренхиматозные органы, трубчатые кости, брыжеечные лимфоузлы (посмертно), трупы птиц. Проводят микроскопическое исследование мазков, окрашенных по Граму, посев на МПА и МПБ, плотные дифференциальные среды (агары Эндо, Левина, бактоагар Ж). С помощью РА с моноспецифическими сыворотками определяется принадлежность выделенной культуры к определенной серогруппе. Заражают белых мышей.
   При исследованиях на сальмонеллезы материалом служат: паренхиматозные органы, кровь, трубчатые кости, брыжеечные лимфоузлы, абортированный плод, прижизненно – фекалии. Выполняют гигроскопическое исследование окрашенных по Граму препаратов; посев на накопительные среды (особенно при посеве фекалий), на МПА, МПБ и жидкие, полужидкие и плотные дифференциальные среды.

   Дифференциацию различных видов сальмонелл друг от друга, а также от представителей группы кишечной палочки проводят при помощи ряда специальных сред, в которых содержится тот или иной углевод и определенный индикатор. Из моно- и дисахаридов используют глюкозу, мальтозу, лактозу, сахарозу и другие; из полисахаридов – крахмал, гликоген, инсулин; из высших спиртов – глицерин, маннит, дульцит, сорбит, инозит. Благодаря наличию индикатора разложение фиксируется до изменения цвета среды и по газообразованию. Для собирания газа в пробирки с жидкой средой опускают поплавки (небольшие пробирки, перевернутые вверх дном). При применении полужидких сред поплавки не используются, газ задерживается в виде пузырьков. В момент стерилизации текучим паром эти поплавки заполняются средой, которая имеет соломенно-желтый цвет при использовании индикатора бромтимол-бляу или красный, если используется индикатор Андредэ. Эти среды называются пестрыми, цветными или дифференциальными, так как при посеве бактерий в них получается пестрая картина. В дифференциальный ряд входят и другие среды – молоко простое и лакмусовое, проба на индол и сероводород, образование ацетилметилкарбинола (реакция Фогес-Проскауэра). В зависимости от количества входящих сред различают короткий и длинный цветной ряд. В короткий входят углеводы: глюкоза, сахароза, лактоза и трехатомный спирт – маннит, в длинный – все указанные среды.

   Для определения родовой принадлежности посев из исследуемого материала или выделенной культуры делается на плотные дифференциальные среды (МПА) с лактозой и индикатором (среда Эндо, бактоагар Ж, среда Левина и др.). На среде Эндо, содержащей в качестве индикатора фуксин, обесцвеченный сульфитом натрия, колонии кишечной палочки, вследствие ферментации лактозы и образования молочной кислоты и альдегида, имеют темно-красный цвет с металлическим блеском, в то время как сальмонеллы, не разлагающие лактозу, образуют бледно-розовые колонии. На среде Левина кишечная палочка образует темно-фиолетовые или черные колонии, а сальмонеллы – прозрачные колонии, иногда с фиолетовым оттенком. Дальнейшая групповая дифференциация проводится на средах короткого пестрого ряда. При посеве на короткий пестрый ряд наблюдается следующая картина (табл. 9).

                   Таблица 9. Биохимическая дифференциация кишечной

и сальмонеллезной палочек

	Группа бактерий
	Пестрый ряд

	
	Глюкоза
	Лактоза
	Сахароза
	Маннит

	Кишечная палочка
	к, г
	к, г
	–
	к, г

	Сальмонелла
	к, г
	–
	–
	к, г


   Примечание. Ферментация углевода с образованием кислоты и газа обозначается буквами «к, г», только кислоты – буквой «к».

   Сахарозу не ферментируют бактерии всех групп, за исключением некоторых штаммов кишечной палочки.

   Окончательная дифференциация видов осуществляется на средах длинного цветного ряда. На этих средах кишечная палочка, кроме указанных разновидностей, дает положительную реакцию с метилротом (покраснение), отрицательную реакцию Фогес-Проскауэра, не растет в нитратно-аммонийной среде, не разлагает адонит, инозит, мочевину. Не разжижает желатин, образует индол, но не образует сероводород, вызывает свертывание молока. Лакмусовое молоко свертывается и краснеет.

   Для определения вида сальмонелл пользуются специальной таблицей, в которой указывается, какие изменения в длинном цветном ряду вызывает тот или иной представитель этого рода. Биохимическую дифференциацию сальмонелл дополняют серологической, которая основана на различиях антигенной структуры этих бактерий. У сальмонелл антигенная структура представлена соматическим О-антигеном, находящимся в клеточной стенке, и жгутиковым Н-антигеном. О-антиген имеется у всех сальмонеллезных бактерий, а Н-антиген – только у подвижных. По общему О-антигену все бактерии подразделяются на ряд серологических групп, обозначаемых заглавными буквами латинского алфавита (А, В, С, ...). О-антигены обозначаются арабскими цифрами (1, 2, 3, ...). Н-антиген чаще состоит из двух фаз – специфической, которая дает РА со своими специфическими монорецепторными Н-агглютинирующими сыворотками, и неспецифической, когда выделенная культура дает РА с Н-агглютинирующими сыворотками для других видов сальмонелл. Специфическая фаза обозначается строчными буквами латинского алфавита (а, b, с, ...), а неспецифическая фаза – арабскими цифрами или прописными буквами. Для дифференциации паратифозных (сальмонеллезных) бактерий применяются поливалентные и монорецепторные О- и Н-агглютинирующие сыворотки в двух наборах – № 1 и № 2.

   Поливалентная агглютинирующая сыворотка применяется для дифференциации культур рода сальмонелл от других родов энтеробактерий. Монорецепторные О-агглютинирующие сыворотки применяются для определения серологической группы, а монорецепторные Н-сыворотки – для определения вида – серотипа (серовара). Каждая серогруппа представлена большим количеством серотипов.

   Техника постановки РА следующая. На предметное стекло наносят каплю неразведенной сыворотки, затем платиновой бактериологической петлей берут 24-часовую агаровую культуру, вносят в каплю сыворотки и тщательно размешивают. В положительном случае О-агглютинация наступает медленно, с образованием комочков и зерен. Н-агглютинация наступает быстрее, и агглютинат имеет вид крупных рыхлых комочков или хлопьев. При отрицательной реакции агглютинаген распределяется в сыворотке равномерно, компоненты составляют однородную гомогенную взвесь.

   Реакция агглютинации, как и серологический метод диагностики, применяется при паратифозном аборте лошадей и пуллорозе цыплят.
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   Пневмококковая инфекция (диплококковая септицемия) – инфекционная болезнь молодняка (телят, ягнят, козлят, поросят, реже жеребят) протекает в острой форме и сопровождается поражением легких и желудочно-кишечного тракта. Она вызывается Streptococcus pneumonia (Dipl. septicum, D. lanceolatus). Это кокки. В мазках, окрашенных по Граму и Романовскому – Гимзе, они имеют форму парных кокков, наружные концы слегка ланцетовидно заострены и окрашиваются грамположительно (рис. 10).

                                                               В мазках из пораженных тканей хорошо
 Рис. 10. Возбудитель пневмонии     заметна  капсула, покрывающая оба кок- 

      (сентицемин) молодняка            ка (рис. 11).   Спор не образуют. В культу-
         в крови мыши (× 2000).               рах капсула не образуется. В  мазках из
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культуры возбудитель часто располагается цепочками. Размер кокка – 0,5 – 1,5 мкм. Неподвижен. Лучше растет с добавлением сыворотки крови, глюкозы, асцитной жидкости. Может расти в аэробных и анаэробных условиях. На плотных средах образует мелкие прозрачные гладкие колонии в виде росинок; на жидких – незначительное помутнение и пылевидный осадок. На кровяном агаре развиваются мелкие сочные колонии с зоной гемолиза. Ферментируют глюкозу, лактозу, мальтозу, инсулин. Основными факторами патогенности являются капсулы, а также патогенные ферменты и токсины  (гиалуронидаза,
                                                      лейкоцидин, некротоксин).
   Материалы для бактериологического исследования: при жизни – выделения больных животных, посмертно – кровь, пораженные участки легких, селезенки, гной или трупы животных. При микроскопическом исследовании мазки из патологического материала окрашивают по Граму на выявление капсулы. Посев делается на среды с сывороткой и кровью. Выделениями животных или бульонной культурой заражают белых мышей (вводят 0,5 мл внутрибрюшинно). Мыши гибнут на 2 – 3-й день.

   Идентификация культур, выделенных из исследуемого материала и трупов белых мышей, проводится на основании изучения морфологических, культуральных и биохимических свойств. Основными дифференциальными тестами является обнаружение капсулы, ферментация инсулина, лизис желчью или солями желчных кислот.
   При постановке бактериологического диагноза решение осно​вывается на выделении чистой культуры возбудителя из патмате-риала, установлении ее типичных видовых свойств и патогенности для лабораторных животных.

Т е м а  20. ПАТОГЕННЫЕ АНАЭРОБЫ – ВОЗБУДИТЕЛИ БОТУЛИЗМА, СТОЛБНЯКА, ЗЛОКАЧЕСТВЕННОГО ОТЕКА, ФУЗАРИОБАКТЕРИОЗА

   Цель занятия: ознакомиться с возбудителями указанных инфекций, их биологическими свойствами и методами лабораторной диагностики.

   Материалы и оборудование: оборудованное рабочее место бактериолога; посевы возбудителей на жидких и плотных питательных средах; рисунки с изображением возбудителей.

   Задания: 
   1. Провести микроскопию возбудителей в демонстрационных препаратах-мазках.

   2. Изучить культуральные свойства возбудителей.

Методические указания

   Ботулизм – отравление, сопровождающееся параличами глотки,  языка
и нижней челюсти, обусловлено токсином, который образуется в кормах (силосе, фураже) при соответствующих условиях. При употреблении недоброкачественных продуктов (консервы, рыба, грибы) токсины вызывает тяжелое отравление и у человека.
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   Токсин образует сапрофитная анаэробная грамположительная подвижная палочка Clostridium botulinum длиной 4 – 6 мкм и шириной 1 мкм, образующая овальные споры, расположенные субтерминально, реже центрально и терминально, и напоминающая теннисную ракетку (рис. 12). Место обитания бациллы – почва. Споры выдерживают кипячение в течение 6 – 8 ч. На среде Китта-Тароцци образует равномерную муть с газообразованием; на сахарном агаре столбиком – ватообразные компактные колонии; на кровяном сахарном агаре – колонии неправильной формы в виде спутанного клубка ниток с наличием гемолиза; молоко свертывается и пептонизируется; мозговая среда чернеет; разжижает желатин и свернутую сыворотку.

   Материал для исследования: подозреваемые в отравлении корма, кровь и моча (прижизненно); содержимое желудка и кишечника, печень, селезенка, слизь (посмертно). 

   Проводят микроскопию и посевы на среды для культивирования анаэробов, но основное внимание направлено на обнаружение токсина и определение его типа (варианта). Различают следующие серологические варианты (серотипы): А, В, С, D, Е и F. Для определения токсина применяются поливалентные и типоспецифические антитоксические сыворотки.

   Биопробу ставят на белых мышах. Им вводят внутрибрюшинно по 0,5 – 1 мл суспензии исследуемого материала на физрастворе. В качестве контроля одновременно заражают белых мышей смесью исследуемого материала с поливалентной антитоксической сывороткой. Для определения типа токсина ставят реакцию нейтрализации с различными типоспецифическими сыворотками. Исследование проводится также на белых мышах.

   Столбняк – это спорадическая раневая анаэробная токсикоинфекция, обусловленная экзотоксином, продуцируемым Clostridium tetani, проявляющаяся тоническими судорогами мускулатуры. Болеют человек и различные виды животных.

   Возбудитель столбняка – столбнячная (или барабанная) палочка, тонкая, стройная, 3 – 6 мкм длиной и до 0,3 – 0,6 мкм шириной, подвижная. Образует круглую спору на конце клетки, грамположительная. Капсул она не образует. Располагаются палочки в мазке беспорядочно, иногда цепочками. Строгий анаэроб, растет при температуре 37 °С. Вызывает слабое помутнение среды Китта-Тароцци. На глюкозо-кровяном агаре Цейслера растет в виде нежного ажурного налета из переплетающихся нитей, по ходу которых происходит гемолиз. Отдельные колонии напоминают паучков, а в столбике сахарного агара – чечевичные зерна или пушинки.  Молоко  свертывается с образованием мелких хлопьев; мозговая среда чернеет.

   Материалом для бактериологического исследования служит раневоесодержимое из глубоких пораженных тканей.  Микроскопия ввиду  ма-

лого количества палочек не всегда дает положительные результаты.

   Делают посев на среду Китта-Тароцци и через 3 – 4 дня выросшую смешанную культуру прогревают в течение 20 мин при температуре 80 °С. После этого ее пересевают на плотные питательные среды с глюкозо-кровяным агаром и сахарный агар высоким столбиком. Типичный рост и характерные колонии служат основанием для идентификации.

   Ввиду исключительной типичности клиники болезни бакте​риологическое исследование с целью обнаружения столбнячного токсина проводят редко. Испытуемый материал или выделенную на МПБ культуру вводят подкожно белым мышам в дозе 0,3 – 0,4 мл, в результате наблюдают характерную для столбняка клиническую картину.

   Злокачественный отек – анаэробная инфекция. Это травматическая раневая инфекция, которая проявляется массовым омертвлением тканей и газообразованием в них (газовая гангрена). Возникает у человека и животных при загрязнении раны почвой, содержащей споры токсигенных штаммов клостридий. Поражаются чаще лошади, реже крупный рогатый скот, олени, свиньи. В развитии патологического процесса участвуют Clostridium perfringens, Cl. oedematiens (синоним Cl. novyi), Cl. septicum и Cl. hystolyticum.

   Кроме патогенных анаэробов выделяются непатогенные клостридии.
Одновременно с ними в ране обнаруживаются стафилококки, стрепто-
кокки, синегнойная палочка, протей и др.
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   Cl. perfringens – толстая, неподвижная, грамположительная палочка длиной 2 – 6 мкм и шириной 1 – 1,5 мкм (рис. 13). Образует споры и капсулы. На питательных средах развивается быстро. На МКБ дает обильное помутнение с газообразованием; в сахарном агаре столбиком – колонии в виде чечевицы; на кровяном сахарном агаре – круглые, крупные колонии с ровным краем и грязно-бурой зоной гемолиза; молоко свертывается с образованием губчатого сгустка; мозговая среда чернеет.

   На среде Вильсона-Блера через 3 – 4 ч появляются черные колонии и почернение среды. Разлагают с обильным газообразованием глюкозу, лактозу, мальтозу, сахарозу и другие углеводы, не ферментируют маннит, разжижают желатин и не разжижают свернутую сыворотку. Различают шесть типов (вариантов) экзотоксинов: A, B, C, D, E, F. А является патогеном для человека.

   Cl. novyi – крупная толстая палочка длиной 5 – 10 мкм, шириной 1 – 1,5 мкм, подвижная, грамположительная. Иногда образует цепочки, капсул не образует, а только споры. На МПБ дает обильное помутнение с газообразованием; на сахарном агаре – колонии в виде спутанного клубка нитей; вызывает гемолиз эритроцитов, Сахаролитические свойства слабо выражены; разлагает глюкозу и лактозу. 

   Cl. septicum – крупная палочка длиной 10 мкм, шириной 0,8 – 1 мкм, подвижная, грамположительная, образует споры. В препаратах-отпечатках с поверхности печени образует нити длиной до 500 мкм, что имеет диагностическое значение. В МПБ через 16 – 24 ч появляется равномерное помутнение с газообразованием.

   В сахарном агаре растет столбиком в виде хлопьевидных колоний; на кровяном агаре – колонии в виде сплошной нежной пленки; образует зону гемолиза; молоко свертывает без пептонизации; не вызывает почернение мозговой среды. Ферментирует с образованием кислоты и газа глюкозу, мальтозу, галактозу, салицин, не разлагает сахарозу и маннит. Разжижает желатин. 
   Cl. hystolyticum – сравнительно небольшая, тонкая, с закругленными концами палочка длиной 3 – 5 мкм, шириной 0,2 – 0,5 мкм, подвижная, грамположительная, образует споры. В МПБ растет в виде умеренного помутнения. На полужидком сахарном агаре столбиком образует точечные колонии; на кровяном сахарном агаре в чашках Петри – колонии в виде росинок без гемолиза. Обладает выраженной протеолитической активностью; мозговая среда чернеет; молоко пептонизирует без образования сгустка; желатин и свернутая сыворотка разжижаются. Гликолитические свойства не выражены.

   Материалом для бактериологического исследования служат кусочки пораженной мышцы, экссудат, выделения раны. Готовят препараты и окрашивают по Граму простым методом и на споры. Исследуют на подвижность.

   Аэробные посевы делают на обычные питательные среды для выявления сопутствующей микрофлоры. Анаэробными посевами предполагают выделение чистой культуры из спорового материала, учитывая различную устойчивость спор патогенных анаэробов к высокой температуре. Исследуемый материал в виде суспензии на физрастворе перед посевом прогревают в водяной бане при температуре 100 °С в течение 5, 10, 20, 40 мин. Затем делают высев пастеровской пипеткой в МПБ, сахарный агар столбиком, на кровяной сахарный агар и в молоко.

   Биопробу ставят на морских свинках. Животных суспензией патологического материала заражают внутримышечно или подкожно в области паха. Морские свинки погибают через 16 – 48 часов. Тогда проводят вскрытие: изучают патологическую картину, делают посевы и препараты, которые окрашивают простым методом и по Граму, изучают микроскопическую картину.

   Фузариобактериоз (некробактериоз) – хроническое заболевание домашних и диких животных, проявляющееся некрозом кожи межкопытной щели и подлежащих тканей, слизистой ротовой полости и пищеварительного тракта.
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   Возбудитель – полиморфная бактерия Fusobacterium necrophorum. Окрашивается неравномерно, грамотрицательная, спор и капсул не образует, неподвижная (рис. 14). В свежевыделенных культурах – палочки нитевидной формы. При дальнейших пересевах образует короткие палочки и принимает кокковидную форму. Может быть в виде нитей, иногда очень длинных. Обнаруживают возбудителя в патологическом материале. Это строгий анаэроб. В МПБ на 3 – 4-й день дает мелкохлопчатое помутнение с небольшим газовыделением. Позже образуется ватообразный осадок; в сывороточном агаре – нежные ватообразные колонии белого или коричневого цвета; на кровяном сахарном агаре растет в виде росинчатых колоний с неровными краями, образуя зеленоватую зону гемолиза; в молоке отмечаются слабые рост и пептонизация; мозговая среда чернеет. Желатина свернутую сыворотку не разжижает. Образует индол и сероводород. Обладает достаточно выраженной сахаролитической активностью. Ферментирует глюкозу, сахарозу, фруктозу, мальтозу, галактозу, не постоянно – маннит и глицерин; не разлагает дульцит.

   Основной метод диагностики – бактериологический. Для исследования после механической очистки пораженного участка берут ткань на границе больной и здоровой, отделяемое некротических язв, свищевых ходов; посмертно – пораженные участки внутренних органов. Из патологического материала готовят препараты, окрашивают их метиленовой синькой и по Граму, микроскопируют и делают посевы в МПБ.

   При биопробе суспензию из патологического материала или бульонную культуру вводят кроликам подкожно в области ушной раковины, белым мышам – в спинную область. Через 2 – 4 суток, иногда позднее, на месте инъекции развивается воспалительная реакция, сопровождающаяся некрозом, затем начинается генерализация процесса, заканчивающаяся гибелью животных. Из пораженных участков приготавливают препараты, окрашивают их метиленовой синькой и по Граму и микроскопируют. Делают посевы в МПБ.

Контрольные вопросы

   1. Латинское название возбудителей болезней и краткая их характеристика.

   2. Морфологическая и культуральная характеристика возбудителей.

   3. Схема бактериологического исследования.

Т е м а  21. ВОЗБУДИТЕЛИ МИКОЗОВ – ДЕРМАТОМИКОЗОВ, ПЛЕСНЕВЫХ МИКОЗОВ

   Цель занятия: ознакомиться с возбудителями микозов; изучить методы лабораторной диагностики.

   Материалы и оборудование: культуры грибов на среде Сабуро, патологический материал от животных, больных трихофитией, микроспорией; плакаты и таблицы; препаровальные иглы; оборудованное рабочее место бактериолога; таблицы по морфологии грибов.

   Задание: изучить морфологию плесневых грибов в препаратах «раздавленная капля» и на плотных питательных средах в пробирках и бактериологических чашках.

Методические указания
   Микозы – инфекционные болезни сельскохозяйственных животных и человека, вызываемые патогенными микроскопическими грибами. К микозам относятся дерматомикозы (трихофития, микроспория, парша или фавус), бластомикозы, кандидамикозы, различные виды микроскопических плесневых грибов родов Aspergillus, Penicillium, Mucor и др.

   Возбудителями дерматомикозов являются несовершенные грибы родов Trichophyton, Microsporum, Achorion (Favus). Они имеют септированный мицелий и  размножаются разными  типами спор (артро-споры, алейрии, хламидоспоры) и микроконидиями.

   Наиболее распространенными дерматомикозами являются трихофития и микроспория (стригущий лишай). Трихофитию вызывают различные  виды трихофитона – Т. faviforme, T. verrucosum, T. equinum, T. gipseum, Т. mentagrophytes. Ею болеют крупный и мелкий рогатый скот, лошади, пушные звери, собаки, кошки, кролики. Восприимчивы к ней мыши, крысы, морские свинки.

   Микроспорию вызывают грибы рода Microsporum (M. lanosum, M. gipseum, M. equinum).
   Возбудители трихофитии и микроспории поражают кожу (эпидермис), волосы, рога. Пораженный эпидермис отторгается чешуйками, а волосы обламываются, причем при микроспории – ближе к поверхности кожи.

   Для микологического исследования посылают соскоб пораженного эпидермиса с захватом волос на границе пораженной и здоровой тканей. Патологический материал помещают на 15 – 20 мин в 10 %-ный раствор едкого натрия в часовое стекло и подогревают. Затем несколько волосков препаровальной иглой или глазной пипеткой переносят на предметное стекло, покрывают предметным стеклом и микроскопируют (объектив ×8 и ×40). 

   Выделение чистой культуры возбудителей производят путем посева на агар Сабуро (пептонный агар с глюкозой). Перед посевом исследуемый материал отмывают от щелочи стерильным физраствором и культивируют при температуре 25 – 30 °С. Для подавления роста бактериальной флоры в среду добавляют антибиотики (пенициллин, стрептомицин по 100 – 200 ЕД/мл). Выросшие культуры изучают макроскопически и под микроскопом, используя объектив ×8.

   Микроскопическая картина грибов в препаратах, приготовленных из исследуемых культуры и материала, неодинакова. Как при трихофитии, так и при микроспории грибы могут находиться внутри волоса (эндотрикс), на его поверхности (эктотрикс) или там и тут (перендотрикс). При трихофитии мицелий не разветвлен, гифы и споры лежат правильными рядами вдоль волоса. При микроспории гифы и споры по отношению к волосу располагаются беспорядочно.

   В препаратах из культур возбудителей трихофитии и микроспории мицелий разветвлен, септирован. У трихофитонов на концах гифов имеются своеобразные образования в виде рогов оленя, а у некоторых видов микроспорона концы гифов имеют спиралевидную или ракетообразную форму. Тот и другой род образует разного вида споры и микроконидии, имеющие веретенообразную форму и разделенные перегородками. Макроконидии располагаются на концах гифов.
   Возбудители микроспории под действием ультрафиолетовых лучей дают зеленоватое свечение, возбудители трихофитии не флуоресцируют, что можно использовать для их дифференциации. Для этих целей учитывают и характер расположения спор в пораженном волосе.

   Парша (фавус) – дерматомикоз, клинически сходный с трихофитией и микроспорией. Болеют чаще птицы, реже – млекопитающие. Возбудитель парши Асhоriоп galliпае, у человека – A. schoenleini. Поражает кожу, перья, когти, волосы. Поражения более глубокие, чем при стригущем лишае.
   Материал и схема исследования такие же, как и при стригущем лишае. В патологическом материале мицелий тонкий, септированный, состоит из прямоугольных двухконтурных клеток. Споры разных типов располагаются вдоль волоса беспорядочно, группами, реже цепочками.

   Колонии на среде Сабуро вначале гладкие, бархатистые, белые, затем становятся складчатыми, мучнистыми, иногда окрашены в розовый цвет. Мицелий в колониях разветвленный, септированный; микроконидии разных типов; веретенообразные, разделенные перегородками.
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   Возбудитель бластомикоза (эпизоотический лимфангит, африканский сап) – Histoplasma farciminosus (Cryptococcus farciminosus). Болеют им цельнокопытные. Поражаются лимфатические узлы и сосуды кожи и подкожной клетчатки.

   Для микологического исследования посылают гнойный экссудат язв. Проводят микроскопическое исследование и посевы на среду Сабуро. Культивируется с трудом. Из исследуемого материала готовят препарат по типу «раздавленной капли» – не окрашивают.  В  патологическом  материале  ми-

                                                                     целий  быстро  распадается на участки,
                  Рис. 15. Возбудитель               которые имеют яйцевидную, эллипсовид-
                  бластомикоза в гное.               ную форму с выраженной двухконтурной
                                                               оболочной (криптококки) (рис. 15). 

   В питательной среде рост появляется через 10 – 12 дней; колонии сначала рыхлые, затем складчатые, кремового цвета, позднее становятся коричневыми.
   В препаратах, приготовленных из культур, гриб имеет вид септированного мицелия. Размножается хламидоспорами. Лабораторные животные невосприимчивы.

   Кроме микологического исследования применяется аллергическая проба с гистоплазмином (аллергеном), РСК с сапным антигеном.
   Кандидамикоз (кандидоз, молочница) – заболевание животных и человека, вызываемое дрожжевыми грибами рода Candida, чаще видом С. albicans, реже С. tropicalis. Болеют птицы, поросята, телята и жеребята.

   Возбудитель поражает слизистую оболочку желудочно-кишечного тракта и, особенно, ротовую полость с образованием налета в виде пленок. У взрослого крупного рогатого скота поражаются легкие и вымя. 
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Для микологического исследования посылают пленки (соскобы) со слизистой оболочки ротовой полости. От коров – молоко из пораженной доли вымени. Трупы птиц и мелких животных посылают целиком. Схема исследования примерно такая же, как и на дерматомикозы: делают посевы на среду Сабуро и производят микроскопию материала и выделенной культуры. Для подавления роста бактериальной флоры материал перед посевом обрабатывают 0,5 %-ным раствором фенола или формалина, а к питательной среде добавляют пенициллин и стрептомицин. Рост появляется на 2 – 4-е сутки и заканчивается через две недели. Колонии могут быть гладкие и шероховатые, полупрозрачные белые или кремовые, сметанообразные (рис. 16). Для микроскопического исследования на предметное стекло наносят каплю раствора Люголя или 1 %-ного раствора метиленовой синьки и вносят небольшое количество исследуемого материала или культуры. Каплю накрывают покровным стеклом и микроскопируют, используя объективы ×40 и ×80. Можно изготовить и фиксированные препараты с окраской их по Граму. Все микроскопические грибы грамположительные.
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   В патологическом материале возбудитель кандидоза представляет дрожжеподобные клетки, почкующиеся и непочкующиеся, которые в культуре образуют псевдомицелий и бластоспоры (рис. 17).

   Биопробу ставят на кроликах и белых мышах. Заражают культурой кроликов внутривенно, а мышей – внутрибрюшинно. При положительной пробе гриб развивается во всех внутренних органах подопытных животных.

   Аспергиллез – незаразное заболевание домашних и диких птиц, реже млекопитающих (крупный и, чаще, мелкий рогатый скот, свиньи, лошади), пчел,  обусловленное  грибом   Aspergil-

                                         lus fumigatus и характеризующееся  гра-
      нулематозным поражением органов ды-
      хания, в основном легких.
         Патологическим материалом для исследования служат трупы мелких животных, пораженные органы или их кусочки, наслоения, узелки, яйца, соскобы с трупов.

   Лабораторный диагноз устанавливается на основании микроскопического исследования препаратов из патологического материала и выделения чистой культуры возбудителя. Для посева используют агары Чапека, Сабуро, кровяной, мозговой и кукурузный агар, МПА (рН 5,5 – 6,5). Гранулематозную ткань обжигают над пламенем, вырезают стерильные кусочки из середины и раскладывают их на агар в чашке Петри, а экссудат засевают в пробирки со средой. Инкубируют при температуре 25 и 37 °С. На 3 – 5-й день на плотной среде проявляются бархатистые голубовато-зеленые колонии гриба, которые затем становятся зеленовато-серыми (рис. 18, 19).
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        Рис. 18. Колония A. Flavus
                                         Рис. 19. Рост гриба A. Flavus
                   на агаре Чапека.
       на початке кукурузы.
   При микроскопировании спороносящих колоний небольшую частицу гриба переносят прокаленной иглой на предметное стекло в каплю воды или 50 %-ного водного раствора глицерина, накрывают покровным стеклом и рассматривают под микроскопом. При исследовании узелка или ткани маленький кусочек материала измельчают скальпелем и помещают на предметное стекло в каплю 10 – 20 %-ного едкого натрия. Препарат подогревают до отхождения паров, накрывают покровным стеклом и микроскопируют.
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   Мицелий возбудителя аспергиллеза бесцветный, септированный. От него отходят многочисленные одноклеточные конидиеносцы с шаровидным вздутием на конце. На верхней части вздутия радиально расположены стеригмы, несущие споры. Верхняя часть конидиеносцев окрашивается в зеленоватый цвет, споры темно-зеленые, 2,5 – 3 мкм

  Рис. 20. Аспергилл – леечная плесень  в диаметре. Размеры, окраска, интенсив-
          (конидиеносцы и стеригмы).         ность прорастания  в питательную сре-
ду у разных видов аспергилл разнообразны (рис. 20).
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   Мукоромикоз – хроническое заболевание, характеризующееся развитием гранулематозного процесса в лимфатических узлах и легких, реже в других органах и тканях, вызываемое различными представителями рода Mucor, относящимися к низшим совершенным грибам.

   К возбудителю восприимчивы свиньи, лошади, мелкий и крупный рогатый скот, пушные звери, из лабораторных животных – морские свинки, мыши. Описаны случаи заболевания и человека.

   Материалами для лабораторного исследования являются гной, некротическая ткань, экссудат, гранулематозная ткань. Диагноз ставят на основании микроскопического исследования и выделения чистой культуры. При микроскопии препаратов в положительных случаях обнаруживают несептированный мицелий, в крупных спорангиях на спороносном гифе – развивающиеся споры (рис. 21). 

   Для выделения чистой культуры с материалом поступают так же, как и при исследовании на аспергиллез. Культуры гриба вырастают на третьи сутки после икубирования при температуре 25 – 30 °С в виде войлочных серовато-белых колоний.

Контрольные вопросы

   1. Латинские (международные) названия возбудителей.

   2. Признаки болезней, морфология возбудителей.

   3. Схема лабораторных исследований микозов.

Т е м а  22. ВОЗБУДИТЕЛИ МИКОТОКСИКОЗОВ – 

СТАХИБОТРИОТОКСИКОЗА, ФУЗАРИОТОКСИКОЗА, 

ДЕНДРОДОХИОТОКСИКОЗА

   Цель занятия: ознакомиться с возбудителями микотоксикозов и изучить методы их лабораторной диагностики.

   Материалы и оборудование: культуры грибов родов стахиботрис, фузариум, дендродохиум на агаре Чапека в чашках Петри; препаровальные иглы; предметные и покровные стекла; таблицы и плакаты.

   Задание: изучить морфологию возбудителей микотоксикозов.

Методические указания

   Микотоксикозы – алиментарные токсикозы,  возникающие  у  животных после скармливания им кормов, содержащих токсины, вырабатываемые микроскопическими грибами.

   Стахиботриотоксикоз – остро- или подостропротекающий микотоксикоз, возникающий при поедании кормов, пораженных сапрофитным грибом Stachybotris alternans, растущем на сене и соломе. Чувствительны к нему лошади, крупный рогатый скот, овцы, птицы, свиньи. Болезнь характеризуется некрозом слизистых оболочек, расстройством желудочно-кишечного тракта.

   Фузариотоксикоз – ряд микотоксикозов, развивающихся при скармливании кормов, содержащих микотоксины, продуцируемые грибами из рода Fusarium. Чувствительны к данному микотоксикозу свиньи, крупный рогатый скот, птицы, которым скармливали токсическое зерно. Чувствителен к отравлению и человек при употреблении так называемого «пьяного хлеба», выпеченного из зерна, пораженного токсигенным грибом. У животных и человека отмечают поражение центральной нервной системы, желудочно-кищечного тракта, развитие токсической алейкии, аборты.

   Дендродохиотоксикоз – микотоксикоз, возникающий у животных после скармливания грубых кормов, пораженных грибом Dendrodochium toxicum. Это заболевание характеризуется расстройствами центральной нервной, сосудистой и пищеварительной систем, кровоизлияниями во внутренних органах, некрозами губ и слизистых оболочек. Из лабораторных животных наиболее чувствительны к токсину кролики, морские свинки, мыши и крысы.

   При диагностике этих болезней наибольшее внимание уделяют обнаружению токсина, так как к моменту исследования гриб-продуцент может погибнуть.

   Лабораторная диагностика микотоксикозов включает токсико-биологическое, микологическое и физико-химическое исследования. Материалом для исследования на микотоксикозы служат пробы всех кормов, входивших в суточный рацион животного в течение одного месяца до проявления болезни, а также остатки кормов из кормушки, желудочное содержимое павших животных.

   При токсико-биологическом исследовании определяют наличие токсина в корме кролика, аквариумных рыбках гуппи, белых мышей или сельскохозяйственных животных. Чаще всего для этих целей используют кроликов, которым в кожу втирают выпаренный эфирный или ацетоновый экстракт корма. По проявлению воспалительной реакции на месте апликации экстракта судят о наличии токсина или токсичности корма.

   Оценку результатов проводят на следующий день после второго нанесения экстракта. Если корм нетоксичный – отсутствуют воспалительная реакция и изменения на коже; слаботоксичный – появляется шелушение кожи, отечность, болезненность, незначительное утолщение кожи с образованием отдельных корочек; токсичный – резкая гиперемия, отек, утолщение кожи, болезненность, появление язвы и струпа.

   Микологический анализ включает выделение и идентификацию грибов – продуцентов микотоксинов. С этой целью делают посевы из кормов в чашки Петри с агаром Чапека, сусло-агаром или в жидкую среду Билай. Посевы культивируют 3 – 10 дней при температуре 22 – 25 °С до появления характерного спороношения, после чего проводят макро- и микроскопические исследования культур с целью идентификации. При микроскопическом исследовании учитывают различные признаки выросших колоний: цвет, форму, консистенцию, характер роста, наличие склероциев, пигмента, степень развития воздушного мицелия. Затем готовят препараты «раздавленная капля», которые микроскопируют с помощью малого объектива. Токсичность культур определяют методом кожной пробы на кроликах или другим методом, физико-химический анализ (люминесцентный метод, хроматография и др.) проводят с целью качественного и количественного определения микотоксинов в кормах и других материалах.
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   Лабораторное исследование на стахиботриотоксикоз проводят путем
    микроскопии материала, получения чис-

    тых культур гриба на питательных средах

    и испытания токсичности корма, соломы 
    и выделенной культуры.  Для  микроско-

    пии отбирают соломинки, покрытые  чер-

    ным налетом, соскабливают  небольшое
    его количество на  предметное  стекло  в 
    каплю  50 %-ного водного  раствора гли-

    церина, накрывают покровным стеклом,
    после чего исследуют  на  микроскопе.

    При  этом  обнаруживают   бесцветные

    нити мицелия с  перегородками.  От  ми-

    целия  отходят  плодоносящие   гифы-

    конидиеносцы с 5 – 7 стеригмами на кон-

    цах, расположенными в виде  розетки. На
    стеригмах  находятся   легко   опадающие

               споры – конидии.   Верхняя  часть  кони-
 диеносцев, стеригмы и  конидии  окра-
 шены  от  светло-зеленовато-оливкового
 до  буро-коричневого или почти черного

 цвета (рис. 22).

   При культивировании на твердых питательных средах вокруг соломинок появляются черные непросвечивающиеся колонии овальной формы. Среда также постепенно окрашивается в черно-коричневый цвет. Выращивание проводят при температуре 22 – 25 °С. Рост появляется на 7 – 12-й день.

   Методика проведения токсикобиологического анализа приведена выше.

   Лабораторное исследование на фузариотоксикоз в основном направлено на проведение микотоксилогического анализа, позволяющего определить дерматонекротическое действие токсических веществ грибов рода фузариум. Положительный результат кожной пробы на кролике является показателем к специальному исследованию на наличие токсинов Т-2 или Ф-2.

   Можно получать и культуру гриба. При этом из средней пробы зерна отбирают 100 – 200 явно пораженных зерен и раскладывают их в бактериологические чашки на фильтровальную бумагу, увлажненную жидкой средой Чапека или другой. Выдерживают в термостате при температуре 20 – 24 °С в течение 3 – 5 суток. При этом пораженные [image: image25.png]


зерна покрываются пушком белого или розоватого налета (рис. 23). Для определения вида гриба его отсевают на картофельный агар. На этой среде гриб имеет распространенно-хлопьевидный мицелий белого или розоватого цвета. Нити мицелия довольно толстые, разветвленные, разделенные перегородками (исследование кусочка мицелия проводится в капле воды под объективом ×40), микроконидии – удлиненной формы, серповидно изогнутые, с несколькими поперечными перегородками. 

[image: image26.png]


   Возбудитель дендродохиотоксикоза также состоит из септированного мицелия, конидиеносцы разветвленные, конидии удлиненные с заостренными концами на агаре Чапека (рис. 24). Колонии в виде плотного сплетения гиф темно-зеленого цвета с белыми пушистыми ободками (воздушный мицелий). На соломе (рис. 25) колонии гриба белого цвета с пушистым ободком.

   Диагноз ставят на основании клинических симптомов и патологоанатомической картины, но главным основанием служит микотоксилогический анализ кормов.

   К группе микотоксикозов относят и клавицепстоксикоз, возбудителем которого является гриб Claviceps paspali, относящийся к спораньевым грибам, паразитирующим на растениях (рис. 26). Образует склероции (плотные сплетения гифов) в виде темных рожков или другой формы (рис. 27). Размножается конидиями и аскоспорами. 

   Возбудителями аспергиллотоксикозов являются грибы рода Aspergillus, виды: A. fumigatus, A. flavus, A. niger.
   Аспергиллы имеют септированные и несептированные конидиеносцы, заканчивающиеся утолщениями, на которых находятся стеригмы и отделяющиеся от них конидии. Микотоксикозы могут вызываться кормом, пораженным грибами из родов Penicillium и Мисоr. Кроме описанного выше, возможен следующий вариант токсикобиологического исследования. Для определения токсичности готовят вытяжку (экстракт) из пораженного корма или полученной культуры. Экстрагируют эфиром, ацетоном или хлороформом в аппарате Сокслета или в стеклянной бане с притертой крышкой. Вытяжку выпаривают в водяной бане при температуре 45 – 50 °С. Токсичность определяется алиментарно или постановкой кожной пробы.

   Алиментарная проба проводится на белых мышах, морских свинках, кроликах, цыплятах, утятах путем скармливания корма или вытяжки в течение трех дней. Каждая проба ставится на кроликах.

   Для этого на свежевыбритый участок размером 4×5 см2 втирают экстракт. В положительном случае через 1 – 3 дня отмечаются гиперемия, отечность, иногда некроз. Биопробу можно ставить и на куриных 
                                               эмбрионах.

Контрольные вопросы

   1. Названия микотоксикозов и их возбудителей.

   2. Морфологическая и культуральная характеристики возбудителей микотоксикозов.

   3. Методы лабораторного исследования на микотоксикозы.

Т е м а  23. ВИРУСЫ БЕШЕНСТВА, ЯЩУРА. МЕТОДЫ 

ИХ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ

   Цель занятия: ознакомиться с вирусологической лабораторией, возбудителями бешенства, ящура, биологическими свойствами и методами их лабораторной диагностики.

   Материалы и оборудование: таблицы; слайды; препараты возбудителей вирусных инфекций; микроскопы.

   Задание: ознакомиться с морфологией вируса и тельцами Бабеша-Негри, культурами клеток, вирусологической лабораторией, аппаратурой.

Методические указания

   Бешенство – острая инфекционная болезнь животных и человека, вызываемая вирусом, обладающим нейротропными свойствами, содержащимся в большом количестве в головном мозге и слюне заболевших животных. Может быть выявлен в отпечатках роговицы глаза. Размеры вируса составляют 100 – 150 нм. При размножении его в инфицированных клетках нервной ткани развиваются своеобразные включения, специфические для бешенства, – тельца Бабеша-Негри.

   Лабораторная диагностика бешенства основывается: на обнаружении в мозге телец Бабеша-Негри; при жизни в отпечатках роговицы глаза специфического антигена методом флуоресцирующих антител; индикации вируса методом биопробы на лабораторных животных (интрацеребральное или субдуральное введение вирулентной мозговой взвеси кроликам). Для биологической пробы берут кусочки размером 0,5 – 1 см из разных отделов мозга: коры больших полушарий, мозжечка, продолговатого мозга и аммонова рога.

   Тельца Бабеша-Негри при лабораторной диагностике могут быть обнаружены в окрашенных мазках и отпечатках из нефиксированной мозговой ткани, а также в гистологических срезах. Предложено много методов окраски телец Бабеша-Негри, но чаще для мазков и отпечатков используют окраску по Муромцеву – Селлерсу, а для гистосрезов – окраску по Туревичу – Муромцеву.

   Тельца Бабеша-Негри, представляющие собой цитоплазматические включения размером 1 – 40 мкм округлой, овальной или продолговатой форм. По Туревичу они окрашиваются в красный цвет, а по Муромцему – в фиолетовый. Более точный метод – метод флуоресцирующих антител, с помощью которого можно выявить внутриклеточные тельца.

   Биологический метод используют при отрицательных результатах вирусоскопии. При этом можно использовать не только кроликов, но и мышат (лучше 1 – 4-дневных сосунков). Эмульсию мозга вводят интрацеребрально. Патматериал от павших животных подвергают вирусоскопическому исследованию.
Ящур

   Ящур – остро протекающая инфекционная болезнь вирусной этиологии, в основном парнокопытных, характеризующаяся лихорадкой и развитием афт на слизистой оболочке ротовой полости, иногда на вымени и конечностях. Заражаются от животных и люди.

   Возбудитель – сферической формы вирус, размером 20 – 30 нм. Выращивается на культуре тканей и эмбрионах кур. Эпителиотропен, атотропен и дермотропен. Существуют 8 серотипов, обозначаемых заглавными буквами алфавита. Каждый серотип имеет серовары – их обнаружено 59. Перекрестный иммунитет выражен частично.

   Диагностика основывается на клинических и эпизоотологических данных. Лабораторные методы (РДСК и другие) используются реже. Вирус ящура можно выделять на лабораторных животных (морских свинках и мышах), на культуре клеток почки телят или поросят.

   Серологическую идентификацию вируса ящура проводят с афтозным материалом, полученным от больного животного, или с материалом от зараженных животных, или с инфицированной культурой клеток при использовании РСК, РДП с заведомо известными сыворотками.

Контрольные вопросы

   1. Методы выделения вирусов.

   2. Культивирование вирусов.

   3. Методы окраски микропрепаратов для выделения вирусов и их антигенов.
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Рис. 2. Споры сибиреязвенных бацилл (окраска по способу Ожешко).





Рис. 4. Кордообразование у 


микобактерий.





     Рис. 5. Бруцеллы.





        Рис. 7. Маститный 


    (агалактийный) стрептококк.





 Рис. 11. Пневмококки,


окруженные капсулой.





Рис. 12. Клостридии ботулизма: 1 – 


в чистой культуре; 2 – со жгутиками;


 3 – колонии в пробирке со средой; 


4 – суточная культура.





Рис. 13. Возбудители злокачественного отека: 1 – Cl. perfringens;


2 – Cl. novyi (Cl. oedematiens); 3 – Cl. septicum; 


4 – Cl. hystolyticum





Рис. 14. Fusobacterium 


        necrophorum.





Рис. 16. Возбудитель кандидамикоза (кандидоза): колонии гладкой (а) и шероховатой 


(б) форм.





Рис. 17. Дрожжеподобный гриб: 


а – псевдомицелий; 


б, в – бластоспоры.





Рис. 21. Мукор: а – спорангии и спорангиеносцы; б – раздавленный спорангий с эндоспорами внутри.





Рис. 22. Конидиеносец (1) St. alternans, заканчивающийся булавовидными стеригмами (2), и свободнолежащие конидии (3).








          Рис. 23. Рост гриба Fusarium                             Рис. 24. Колония Dendrodochium 


    graminearum на пораженных зернах.                             toxicum на агаре Чапека.





Рис. 25. Рост гриба Dendrodochium toxicum на соломе во влажной камере.





Рис. 26. Колосья ржи, 


  пораженные Claviceps paspali.





Рис. 27. Склероции гриба Claviceps paspali (×3,5).








3

_1390207733.unknown

