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Практикум состоит из двух разделов. Раздел «Общая микробиология» содержит сведения о правилах работы в бактериологической лаборатории, описание основных микробиологических, генетических и иммунологичес​ких методов изучения микроорганизмов. В разделе «Возбудители инфек​ционных болезней» перечислены методы лабораторной диагностики, диф​ференциации возбудителей и дан перечень применяемых биопрепаратов.
Приведены методические указания к проведению практических заня​тий для преподавателей.
Прилагаются комплекты тестов на электронном носителе (CD-диске) по общей и частной микробиологии, иммунологии, а также по теоритичес​кому курсу.
Для студентов высших учебных заведений по специальности «Ветери​нария».
ВВЕДЕНИЕ

Ветеринарные лаборатории — это учреждения государственной ветеринарной службы, деятельность которых направлена на обес​печение благополучия в животноводстве, предупреждение и лик​видацию болезней и гибели животных, а также на охрану населе​ния от болезней, общих для животных и человека. По назначению ветеринарные лаборатории бывают районные, межрайонные (зо​нальные), областные (краевые) и республиканские.
Основная задача ветеринарных лабораторий — установление точного диагноза болезней сельскохозяйственных животных, включая птиц, пушных зверей, рыб и пчел, а также проведение экспертизы мяса, молока и других пищевых продуктов животного и растительного происхождения. В лабораториях также выполня​ют научные работы, осуществляют производство некоторых био​стимуляторов, антибиотиков и др.
Материалом для лабораторных исследований служат кровь, моча, мокрота, молоко, фекалии, содержимое абсцессов (гной), полученные при жизни животного; кусочки паренхиматозных ор​ганов или других тканей после их гибели, пробы объектов окружа​ющей среды (вода, воздух, почва, корма, растения, смывы с пред​метов ухода). Материал в лаборатории исследуют бактериологи​ческими, серологическими, гистологическими, биохимическими, микологическими и токсикологическими методами, для чего дол​жны быть созданы необходимые условия (специально отведенные помещения, оборудование, микроклимат и др.).
Лаборатория занимает отдельное здание, расположение вдали от проезжих дорог. В ней должны быть приемное отделение, пато-логоанатомический, бактериологический, серологический, биохи​мический и вирусологический отделы, а также специальные по​мещения для термостатов, мытья посуды, автоклавная. В комнате для мытья посуды находятся столы, раковины, горячее и холодное водоснабжение, газовая или электрическая плита, стеллажи для вымытой посуды, вытяжной шкаф, эмалированные ванны, тазы и другие емкости, раствор кислоты в стеклянных сосудах для обезза​раживания пипеток, предметных стекол и другой посуды. Отдель​ное помещение отводят под бактериологическую кухню (средова-рочная),  где  готовят питательные среды для культивирования микроорганизмов, подготавливают посуду для стерилизации. Здесь же в шкафах хранят стерильную посуду и хорошо упакован​ные химические вещества, компоненты питательных сред.
Для выполнения работы в асептических условиях оборудуют специальные изолированные помещения — боксы (англ. box — ко​робка), состоящие из собственно бокса и предбоксника. Исполь​зуют также настольные боксы, предметы и воздух в которых обез​зараживают лампами УФИ, и ламинарные шкафы, где кроме это​го применяют активное удаление воздуха.
Лабораторных животных (белых мышей, морских свинок, бе​лых крыс, кроликов и др.) размещают в виварии. Как правило, в виварии содержат также здоровых баранов-доноров, кровь кото​рых используют для реакции связывания комплемента (РСК) и приготовления питательных сред. Зараженных лабораторных жи​вотных содержат в изолированном помещении.
Кроме того, в здании есть комнаты для специалистов, обслужи​вающего персонала, кабинет заведующего, библиотека, весовая, раздевалка, склад и др.
Чтобы поддерживать надлежащую чистоту, пол в комнатах по​крывают линолеумом или кафельной плиткой. Стены и потолки, как правило, гладкие (без карнизов и лепных украшений), с зак​ругленными углами, окрашенные в светлые тона масляной крас​кой. Потолки можно белить известью. Желательно стены облице​вать пластиком или плиткой от пола до потолка.
В лаборатории должны быть горячая и холодная вода, канализация, педальные ведра для мусора, которые ежедневно освобождают, моют и дезинфицируют, полотенца, мыло и дезинфицирующий раствор. В комнатах находится только самое необходимое оборудование: столы, шкаф для хранения мелкой аппаратуры, красок, реактивов, посуды, инструментов и т. п. Столы обычно устанавливают перед окнами. Они должны быть устойчивыми, удобными, высотой 80 см, с закраинкой. Поверхность столов покрывают пластиком или линолеумом, стеклом или белой специальной краской. На столе размещают микроскоп, а также необходимые предметы для бактериологической работы.
Бактериологический метод исследования, как правило, вклю​чает микроскопию, выделение и изучение свойств чистой культу​ры возбудителя болезни и заражение лабораторных животных (биологическую пробу). Результаты бактериологического анализа за подписью заведующего отделением или директора лаборатории сообщают только официальным лицам: ветеринарному врачу, зоо-инженеру, руководителю предприятия.
Оборудование микробиологической лаборатории. 
Для работы в лаборатории необходимы следующие приборы и аппараты: биоло​гические иммерсионные микроскопы с дополнительными при​способлениями (осветитель, фазово-контрастное устройство, тем-нопольный конденсор и др.), люминесцентные микроскопы, тер​мостаты, аппаратура для стерилизации, рН-метры, аппараты для
получения дистиллированной воды (дистиллятор), центрифуги, технические и аналитические весы, аппаратура для фильтрования (фильтр Зейтца и др.), водяные бани, холодильники, аппарат для изготовления ватно-марлевых пробок, набор инструментов (бак​териологические петли, шпатели, иглы, пинцеты и др.), лабора​торная посуда (пробирки, колбы, чашки Петри, матрацы, флако​ны, ампулы, пастеровские и градуированные пипетки) и др.
В лаборатории выделено специальное место для окраски мик​роскопических препаратов, где находятся растворы специальных красителей, спирт, кислоты, фильтровальная бумага и др. Каждое рабочее место снабжено газовой горелкой или спиртовкой, бан​кой с дезинфицирующим раствором. Для повседневной работы лаборатория должна располагать необходимыми питательными средами, химическими реактивами, диагностическими препарата​ми и другими лабораторными материалами. В крупных лаборато​риях имеются термостатные комнаты для массового выращивания микроорганизмов, постановки серологических реакций.
Для выращивания, хранения культур, стерилизации лаборатор​ной посуды и других целей предназначена следующая аппаратура:
1. Термостат. Аппарат, в котором поддерживается постоянная температура. Оптимальная температура для размножения многих микроорганизмов составляет 37 "С. Термостаты бывают воздушшными и водяными.
2. Микроанаэростат. Аппарат для выращивания микроорганизмов в анаэробных условиях.
3. Холодильники. Используют в микробиологических лабора​ториях для  хранения   культур   микроорганизмов,   питательных сред, крови, сывороток, вакцин и прочих биологических препара​тов при температуре около 4 °С. Для хранения препаратов ниже 0°С предназначены низкотемпературные холодильники, в которых поддерживается температура —20 "С и ниже.
4. Центрифуги. Применяют для осаждения микроорганизмов, эритроцитов и других клеток, разделения неоднородных жидкостей (эмульсии, суспензии). В лабораториях используют центрифуги с различными режимами работы.
5. Сушильно-стерилизационный шкаф (печь Пастера). Пред​назначен для воздушной стерилизации лабораторной посуды и других материалов.
6. Стерилизатор паровой (автоклав). Предназначен для стери​лизации паром под давлением. В микробиологических лаборато​риях используются автоклавы разных моделей (вертикальные, го​ризонтальные, стационарные, переносные).
Правила работы в микробиологической лаборатории. 
Микробио​лог имеет дело преимущественно с чистыми культурами микроор​ганизмов, которые являются потомством одной клетки. Посколь​ку в воздухе и на поверхности предметов в лаборатории (на столах, приборах, инструментах, а также на одежде, руках и др.) всегда присутствует множество разнообразных микроорганизмов, следу​ет постоянно заботиться о сохранении чистоты изучаемых куль​тур. Поэтому при работе в микробиологической лаборатории не​обходимо строго соблюдать определенные правила, одно из кото​рых — поддержание чистоты, включая ежедневную гигиеническую уборку всех помещений.
Для уничтожения микроорганизмов в воздухе и на поверхнос​тях существуют различные способы дезинфекции.
Воздух в лаборатории частично очищают проветриванием. Вентиляция резко снижает численность микроорганизмов в воз​духе, особенно при значительной разнице температур снаружи и внутри помещения. Продолжительность проветривания не менее 30...60 мин.
Более эффективный и наиболее часто применяемый способ обеззараживания воздуха — воздействие ультрафиолетовым излу​чением (УФИ), обладающим высоким антимикробным действием и вызывающим гибель не только вегетативных клеток, но и спор микроорганизмов. Из-за слабой проникающей способности ульт​рафиолетовое излучение не проходит через обычное стекло и лег​ко поглощается частицами пыли. Поэтому для стерилизации вре​мя облучения составляет от 30 мин до нескольких часов в зависи​мости от степени загрязненности воздуха.
В качестве источника УФИ используют бактерицидные лампы (УФЛ). Излучателем в них служит электрическая дуга, возникаю​щая в парах ртути низкого давления и испускающая линейный спектр в ультрафиолетовой области, более 80 % энергии которого приходится на длину волны 2,5 нм.
Бактерицидная лампа представляет собой стеклянную трубку, вмонтированную между двумя электрическими контактами и включаемую в сеть через дроссель. Трубка изготовлена из специ​ального стекла, пропускающего все лучи с длиной волны 2,5 нм и задерживающего излучение с длиной волны короче 2 нм. Следует помнить, что УФИ вызывает острое воспаление роговицы глаз с характерным слезотечением и светобоязнью вскоре после облуче​ния. Поэтому для того чтобы прямые или отраженные ультрафио​летовые лучи не воздействовали на глаза, применяют защитные очки. В небольших помещениях при включенной бактерицидной лампе находиться нельзя.
Пол, стены и мебель в микробиологической лаборатории про​тирают растворами различных дезинфицирующих веществ. Обра​ботка пылесосом удаляет с предметов пыль и значительную часть микрофлоры. В качестве дезинфицирующих растворов чаще всего используют 0,5...3%-й водный раствор хлорамина. Особенно тща​тельно следует дезинфицировать поверхность стола, на котором проводится работа с микроорганизмами. Ее необходимо проти​рать дезинфицирующим раствором как перед началом работы, так и после окончания. На рабочем столе недопустимы лишние предметы. Все реактивы и растворы должны быть снабжены этикетка​ми и стоять на строго определенных местах. В лаборатории нельзя есть, пить, курить. Работать следует в халатах.

В лабораторных условиях микроорганизмы выращивают на плотных и в жидких питательных средах, которые разливают в пробирки, колбы или чашки Петри. Посуду и питательные среды предварительно стерилизуют. Внесение клеток микроорганизмов в стерильную среду называют посевом, или инокуляцией. Посев (или пересев) микроорганизмов требует четкого соблюдения оп​ределенных правил, чтобы предохранить исследуемую культуру от загрязнения посторонними микроорганизмами.

Посевы микроорганизмов в стерильные среды лучше всего осу​ществлять в особых помещениях — боксах. Бокс представляет со​бой небольшую изолированную комнату, разделенную перегород​кой на две части. В основное рабочее помещение бокса входят че​рез тамбур, имеющий раздвижную дверь, что исключает резкое перемещение воздуха и, следовательно, занесение извне посто​ронней микрофлоры. Оборудование бокса включает стол с легко-моющейся поверхностью, стул, газовую или спиртовую горелки, бактерицидную лампу, укрепленную в специальном штативе или смонтированную на потолке бокса. В боксе удобно иметь подсоб​ный стол, на котором размешают необходимые во время работы предметы. Все оборудование бокса, его стены, пол и потолок пе​риодически моют и протирают дезинфицирующими растворами. Перед работой бокс облучают бактерицидной лампой в течение 40...60 мин.

После посева пробирки или другие сосуды, в которых выращи​вают микроорганизмы, помещают в термостаты, где с помощью терморегуляторов поддерживается постоянная температура. Посу​ду с культурами микроорганизмов, подлежащими утилизации, подвергают автоклавированию, чтобы убить клетки, и только пос​ле этого моют. В посуду с плотными средами заливают дезинфи​цирующий раствор, который через сутки удаляют, а посуду моют. Неаккуратное обращение с культурами микроорганизмов приво​дит к возникновению бактериального аэрозоля, представляющего опасность для здоровья сотрудников.

Все сотрудники лабораторий, а также кафедр микробиологии, аспиранты, студенты, приходящие на занятия и работающие в на​учно-студенческих кружках, прежде чем приступить к работе с за​разным материалом (культуры патогенных микробов, трупы экс​периментально зараженных животных, выделения больных жи​вотных, кровь и др.) обязаны ознакомиться и строго соблюдать следующие правила работы и техники безопасности в ветеринар​ных бактериологических лабораториях:

в помещение лаборатории входят только в специальной одеж​де: в халате, белой шапочке или косынке. Халат должен быть на​глухо застегнут, волосы убраны под шапочку;

в лабораторию нельзя проносить посторонние веши, продукты питания. Портфели и сумки складывают в специально выделен​ном месте;

в помещении лаборатории категорически запрещается прини​мать пищу, пить и курить;

каждому работнику (студенту) под определенным номером вы​деляют рабочее место, микроскоп и другие принадлежности;

на рабочем месте должно находиться оборудование только для выполнения конкретного задания. Обычно это набор красок, кол​ба с дистиллированной водой, сливная чашка, банки с чистыми и отработанными стеклами, бактериологическая петля, штатив, банка с дезинфицирующим раствором;

перед началом работы необходимо проверить наличие и ис​правность приборов, посуды, газовых горелок (спиртовок) и пр. О замеченных недостатках и неисправностях следует сообщить от​ветственному, а на учебных занятиях — преподавателю;

во избежание взрыва нельзя зажигать одну спиртовку (или га​зовую горелку) от другой; пользуются только спичками;

нельзя касаться проводов и контактных частей электросети ме​таллическими и другими предметами;

студенты без ведома преподавателя или обслуживающего пер​сонала не должны включать электроприборы и аппаратуру;

студенты приступают к выполнению задания только с разреше​ния преподавателя; ход работы должен строго соответствовать изучаемой методике;

каждый: сотрудник и студент должен соблюдать опрятность в работе, содержать в чистоте рабочее место и оборудование;

материал, используемый на учебных занятиях, принимают за особо опасный;

при распаковке материала, присланного для исследования, необ​ходимо соблюдать осторожность: банки снаружи обтирают дезинфи​цирующим раствором и ставят только на подносы или кюветы;

при исследовании поступившего материала и при работе с бак​териальными культурами соблюдают общепринятые в бактерио​логической практике технические приемы, исключающие воз​можность инфицирования работника;

в процессе изучения возбудителей инфекционных болезней студенты должны усвоить особенности правил техники безопас​ности при работе с конкретными возбудителями;

вскрытие трупов экспериментальных (лабораторных) живот​ных производят в специальной одежде на оборудованном столе с помощью необходимых инструментов, используя для этих целей кювету, залитую воском (или парафином). Инструменты после вскрытия на стол класть запрещается: их помещают в стакан с дез-раствором или обжигают над пламенем горелки;

при работе с жидким инфицированным материалом использу​ют резиновые баллоны, соединенные с пипеткой;

жидкости, содержащие патогенных микробов, переливают над сосудом с дезинфицирующим раствором;
если в процессе работы патологический материал случайно по​пал на стол, его немедленно удаляют тампоном, смоченным де​зинфицирующим раствором. При попадании зараженного мате​риала на кожу, конъюнктиву, в ротовую полость принимают экст​ренные меры к обеззараживанию;
по окончании работы патологический материал, использован​ные культуры микроорганизмов, инструменты и поверхность сто​ла обеззараживают;
в конце занятия бактериальные культуры и другой материал студенты должны сдать преподавателю, а рабочее место привести в порядок. Выносить из лаборатории пробирки с культурами, пре​параты (мазки) и другие предметы категорически запрещается;
патологический материал и бактериальные культуры, необхо​димые для дальнейшей работы, оставляют на хранение в закрытом рефрижераторе или сейфе;
перед уходом из лаборатории необходимо снять халат, руки тщательно вымыть и обработать йодированным спиртом. Выхо​дить за пределы лаборатории в халатах запрещается;
соблюдение правил работы и техники безопасности на учебных занятиях по микробиологии контролируют дежурные. С техникой безопасности при работе на кафедре микробиологии студенты знакомятся на первом занятии, о чем расписываются в журнале.
Соблюдая перечисленные правила, сотрудник в лаборатории обеспечивает стерильность манипуляций и предупреждает воз​никновение внутри- и внелабораторного заражения.
Ведение лабораторных записей. Тетрадь для лабораторных работ служит документом, позволяющим контролиро​вать правильность полученных данных. В нее должны быть занесены сведения, имеющие отношение к выполнению данной работы. За​пись необходимо вести аккуратно, четко и в определенном порядке, например: 1) название опыта, дата его постановки и окончания; 2) объект исследования; 3) условия проведения опыта; 4) основной принцип используемого метода анализа; 5) результаты опыта.
Полученные результаты подробно описывают, цифровой мате​риал сводят в таблицы, если необходимо, в графики, диаграммы, рисунки. Каждая лабораторная работа должна заканчиваться соб​ственными наблюдениями и выводами, занесенными в рабочую тетрадь.
В процессе работы студенты овладевают техникой и методами микроскопирования, знакомятся с морфологией представителей различных групп микроорганизмов, осваивают подход к выделе​нию чистых культур и их идентификации, изучают влияние усло​вий и факторов среды обитания на рост и образование разнообраз​ных продуктов жизнедеятельности микроорганизмов и знакомятся с некоторыми методами генетических исследований бактерий.
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ОБЩАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ
Тема 1. МИКРОСКОПИЧЕСКИЙ МЕТОД ИССЛЕДОВАНИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ
При выполнении любых микробиологических исследований необходимо точно знать особенности строения микроорганизмов. Эти сведения могут быть получены только путем изучения данно​го организма с помощью микроскопа. Первый простейшего уст​ройства оптический микроскоп был сконструирован Антони ван Левенгуком (рис. 1).
В настоящее время многие вопросы цитологии микробов реша​ются на уровне электронной микроскопии. Это, однако, не зна​чит, что традиционная микроскопия в видимом свете потеряла свое значение. Первоначальный подсчет количества микроорга​низмов, первичная их идентификация, изучение роста и отдель​ных элементов структуры производят с помощью светового мик​роскопа. Микробиологические лаборатории оснащены микроско​пами различных моделей: МБР-1, МБИ-1, МБИ-2, МБИ-3, МБИ-6, «Биолам», Р-1 и др. Микроскопированием определяют морфологические особенности микроорганизмов, их тинктори-альные (способность окрашиваться теми или иными красителями) свойства, подвижность, наличие специальных структурных эле​ментов (спора, капсула).
Современный микроскоп со​стоит из оптической и механичес​кой частей. К механичес​кой части относятся шта​тив, тубус (труба) с револьверным устройством, предметный столик, механизм тонкой и грубой навод​ки (рис. 2).Штатив состоит из двух час​тей: держателя трубы микроскопа
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Рис 1. Микроскоп Левенгука:
1— линза; 2—- булавка, к которой крепится объект; З, 4— фокусирующие винты
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Рис. 2. Устройство  оптического микроскопа;
/ — основание микроскопа; 2 — рукоятка мак-рометрнческого винта; 3 — тубусодержатсль; 4 — тубус; 5—окуляр; й—револьвер объекти​вов; 7— объектив; 8— предметный столик; 9—конденсор; 10 — осветитель;11-рукоят​ка микрометрического винта
и массивной ножки, которая служит опорой микроскопа. На штативе укреплен подвижный столик, который приводится в движение двумя винтами, рас​положенными по его бокам. При помощи этих винтов пре​парат вместе со столиком вра​щается и перемешается в разных
направлениях, что облегчает его рассмотрение. Для этой цели предназначены крестообразные устройства, которые позволяют двигать препарат в двух взаимно перпендикулярных направлени​ях. С помощью двух шкал, имеющихся на таком столике, можно отмечать участки препарата, интересующие исследователя, и отыскивать их при повторных наблюдениях.
В тубусе находится оптическая система. Он перемешается вверх и вниз при помощи двух винтов. Для более грубого переме​щения служит зубчатка, или кремальера. Точная установка дости​гается движением микровинта с мелкой нарезкой: полный оборот микровинта передвигает тубус на 0,1 мм.
В нижней части тубуса имеется револьверное устройство, в ко​торое можно ввинчивать 4 объектива (на некоторых микроскопах 5) и переключать их во время работы. В верхнее отверстие тубуса вставляется окуляр.
Оптическая часть микроскопа состоит из окуляров, объективов, конденсора и зеркала.
Зеркало отражает падающий на него свет и направляет его в конденсор для освещения препарата. Одна сторона зеркала плос​кая; ею пользуются при любом источнике света и при любом уве​личении. Другая, вогнутая, сторона зеркала предназначена для ра​боты без конденсора при малых увеличениях.
Конденсор состоит из нескольких линз, собирающих отражен​ный зеркалом свет в пучок и направляющих его па плоскость пре​парата. В нижней части конденсора расположена ирисовая диаф​рагма, посредством которой можно менять угол лучей и количе​ство пропускаемого конденсором света. Фокусировку конденсора осуществляют специальным микровинтом.
Наиболее важная часть микроскопа — объектив. Он представ​ляет собой систему линз, строящих действительное увеличенное и перевернутое изображение объекта. Наружная, или передняя, линза носит название фронтальной. Даваемое ею изображение объекта страдает рядом аберраций, свойственных каждой простой линзе. Эти аберрации устраняются вышележащими коррекцион-ными линзами.
Объективы по способности устранять аберрации бывают следу​ющие: ахроматы, апохроматы и с плоским изображением. Ахрома​ты более распространены вследствие простоты и дешевизны. В них 6 линз из оптического стекла, изображение наиболее резкое в центре. Апохроматы более совершенно устраняют хроматическую погрешность, их резкость и величина изображения более равно​мерная в лучах разной длины волн: их используют совместно со специальными компенсационными окулярами.
Каждый объектив характеризуется свойственным ему собствен​ным увеличением, фокусным расстоянием, численной апертурой и некоторыми другими константами. Увеличение объектива и зна​чение его апертуры обычно обозначены на оправе.
Под численной апертурой (А) объектива понимают произведе​ние синуса половины угла лучей, входящих в объектив (и), и пока​зателя преломления среды (п), находящейся между покровным стеклом препарата и фронтальной линзой объектива:
А = sin« ■ п.
Если этой средой является воздух, то ввиду того, что показатель преломления воздуха равен единице (1), численная апертура «су​хих» объективов практически не может быть выше 0,95. Чтобы ее повысить, объектив иммерсируют, т. е. погружают в специальную среду (воду, глицерин, иммерсионное масло), показатель прелом​ления которой больше такового воздуха.
Работа с иммерсионным объективом состоит в следующем. Предварительно наносят сверху на препарат каплю иммерсионно​го масла, а затем, опуская осторожно тубус, погружают в него объектив. Так как показатели преломления стекла и масла близки между собой, то таким образом устраняется возможность слишком большого рассеивания лучей (рис. 3 и 4).
Окуляр микроскопа — это увеличивающая оптическая система, через которую рассматривается действительное изображение объекта, которое дает объектив. Окуляр состоит из двух линз: соби​рающей, обращенной к объективу, и глазной, обращенной к глазу. Между ними находится диафрагма, которая задерживает боковые лучи и пропускает лучи, близкие к оптической оси и дающие более контрастное изображение. Окуляр еще раз увеличивает построен​ное объективом изображение объекта, но не раскрывает новых де​талей его строения. Собственное увеличение окуляра (F0K) равно расстоянию наилучшего видения для нормального глаза (250 мм), деленному на фокусное расстояние (/) линз:
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Рис. 3. Объектив оптического микроскопа;
/—фронтальная линза;  d — предметное стекло;  п = 1 — показатель преломления воздуха; п= 1,33 —показатель преломления воды; л = 1,515 —показатель преломле​ния иммерсионного (кедрового) масла
Оптическая мощность микроскопа включает в себя возможное увеличение, разрешающую силу и способность точного изображе​ния, зависящую от устранения аберраций.
Общее увеличение микроскопа равно произведению уве​личения объектива и увеличения окуляра .
Под разрешающей способностью микроскопа (а) понимают наименьшее расстояние между двумя точками объекта, которые воспринимаются глазом раздельно и не сливаются в одну: чем меньше размер частицы, видимой в микроскоп, тем больше его разрешающая способность. 
Чем меньше длина волны света и чем больше числовая апертура, тем меньшие детали объекта можно рассмотреть в микроскопе.
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Разрешающая способность микроскопов увеличилась благода​ря усовершенствованию оптики, применению иммерсионных объективов и конденсоров с апертурой, равной апертуре объекти​ва. Повышение разрешающей способности микроскопа ограничи​вается длиной волны света. При встрече с объектом меньше ее длины световая волна «обтекает» объект и предмет остается неви​димым.
Рис. 4. Ход  лучей в иммерсионной системе:
I — иммерсионное масло (п- 1,515); 2 — фронталь​ная линза иммерсионного объектива; 3— предмет​ное стекло (я = 1,52); 4— воздух
Наименьшие частицы, которые удается рассмотреть в совре​менных световых микроскопах, должны иметь величину больше '/з длины волны света. Следовательно, при пользовании видимой ча​стью дневного света, включающей волны от 400 до 700 нм, в мик​роскопе могут быть обнаружены частицы величиной не менее 200 нм. Чтобы довести эту величину до размеров, видимых глазом, разрешающая способность которого составляет 0,2 мм, необходи​мо увеличить объект в 1000 раз. Это увеличение принято считать полезным.
Определение размеров микроорганизмов. Размеры бактерий варьируют в широких пределах — от 0,2 мкм до 125 мкм; у большинства патогенных бактерий — от десятых долей микрометра до нескольких микрометров.
При характеристике размеров бактерий обычно указывают длину и ширину клетки в микрометрах {10~3 мм). В качестве инст​рументов измерения используют окуляр- и объект-микрометры.
Окуляр-микрометр — стеклянная пластинка, на которой линия в 5 мм разделена на 10 или 20 делений {размещают в окуляре).
Объект-микрометр — предметное стекло с линией длиной 0,5 или 1,0 мм, разделенной на сотые доли (рис. 5 и 6).
Объект-микрометр помещают на предметный столик и, глядя в окуляр с окуляр-микрометром, совмещают начальную черту в объект- и окуляр-микрометрах. Затем определяют цену деления окуляр-микрометра при данных окуляре и объективе.
Пример. Шкала объект-микрометра составляет 1 мм, и одно ее деление равно 10~2 мм, т. е. 10 мкм. При совмещении шка​лы объект-микрометра три его деления (т. е. 30 мкм) соответству​ют 14 делениям окуляр-микрометра, отсюда одно деление окуляр-микрометра составляет 30: 14 =2,14 мкм. После того как опреде​лена цена одного деления окуляр-микрометра, вместо объект-микрометра помещают препарат с исследуемым объектом. Например, палочковидный микроб по длине занимает 3, а по ши​рине—0,5 деления окуляр-микрометра: если одно деление оку​ляр-микрометра составляет 2 мкм, то длина бактериальной клетки будет 3-2 = 6 мкм, а ширина — 0,5 -2=1 мкм.
При микроскопировании существенное значение имеет освещение исследу​емого объекта. Освещение чаще устанавливают по методу Келера:
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1. Осветитель   (желательно
использовать стандартные ос​
ветители ОИ-7 и ОИ-19, у ко​
торых микролампу с неболь​
шой плотно скрученной спира​
лью можно передвигать вдоль
оси осветителя) располагают на
расстоянии 30...40 см от мик​
роскопа.
2. На   предметный   столик

кладут препарат; объектив х8

переводят в рабочее положение.
                                                                   Рис. 5. Микрометры:
а — общий ввд; б— объект-микрометр; в-окуляр-микрометрггрр
3. Конденсор поднимают до упора; ирисовую диафрагму пол​ностью открывают.
4. Зеркало устанавливают плоской поверхностью и почти полстью закрывают диафрагму осветителя.
5. На зеркало помещают лист белой бумаги и, передвигая пат​рон осветителя, добиваются четкого изображения на бумаге его нити накала лампы.
6. Глядя в окуляр, при помощи зеркала получают в центре поля зрения изображение краев диафрагмы осветителя — светлое пятно с нерезко очерченными краями.
7. Используя объектив х8, фокусируют объект в области свет​ лого пятна.
8. Опуская конденсор, в плоскости препарата фокусируют изображение краев диафрагмы осветителя и движением зеркала переводят светлое пятно в центр поля зрения.
9. Диафрагму осветителя открывают до тех пор, пока светлое пятно не закроет все поле зрения.
10.
В дальнейшем положение зеркала, конденсора и диафрагмы осветителя больше не меняют.
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- Окуляр-микрометр • Объект-микрометр
Рис. 6. Определение цены деления окуляр-микрометра.       
При  работе  с учебным микроскопом       освещение нередко устанавливают уп​рощенным способом. При​ступая   к   работе,   следует проверить   состояние   кон​денсора:   он   должен   быть приподнят, диафрагма открыта.
Приподняв   тубус микроскопа, устанавливают объектив с наименьшим увеличением (х8, хЮ) и, глядя в окуляр, при помощи зеркала добиваются полно​го освещения поля зрения. На исследуемый препарат наносят кап​лю кедрового масла (или его заменителя), помещают препарат на предметный столик и поворотом револьвера устанавливают иммер​сионный объектив. (Чтобы избежать соприкосновения объектива со столиком, тубус следует держать приподнятым.) Под контролем глаза (смотреть сбоку) фронтальную линзу объектива легким пово​ротом макрометрического винта погружают в каплю иммерсионно​го масла и, наблюдая в окуляр, осторожно поднимают тубус до ви​димости препарата. Затем легкими поворотами микрометрического винта (вперед-назад) регулируют четкость изображения.
Световая микроскопия. 
Существует несколько модификаций светового микроскопа, позволяющих изучать детали строения микроскопических объектов.
Бактериальные и другие биологические препараты в большин​стве своем прозрачны в видимом свете. Лучи света, прошедшие через подобные объекты, почти неотличимы от лучей, прошедших через окружающую их среду. Поэтому при микроскопировании важное значение имеет освещение исследуемого объекта.
Чтобы исследовать под микроскопом живые нефиксированные неокрашенные микроорганизмы, используют особые оптические си​стемы: фазово-контрастное устройство и темнопольный конденсор.
Фазово-контрастное устройство
 (рис. 7)обеспечивает четкое изображение объектов. В основе этого метода ле​жит изменение фазы световых лучей при прохождении их через прозрачные объекты. Как известно, человеческий глаз выявляет только различия в длине (цвет) и амплитуде (интенсивности) све​товой волны, но не в состоянии выявить различия в фазе. С помо​щью фазово-контрастного устройства различия в фазе превраща​ются в изменение амплитуды, в результате чего прозрачные объекты становятся видимыми человеческим глазом.
Другое полезное приспособление в микроскопии — специ​альный конденсор, создающий эффект так называемого темного поля. Темнопольный конденсор отличается от обычного тем, что пропускает только косые краевые лучи источника света, которые ввиду их сильного наклона не попадают в объектив, в ре​зультате чего поле зрения микроскопа остается темным.
Косые лучи, пропускаемые конденсором, проходят через пре​парат, содержащий частицы разной оптической плотности, огиба​ют их, образуя волны дифрагированного света. В результате этого получается чрезвычайно контрастный препарат, на темном фоне которого видны окруженные сиянием плотные частички, напри​мер клетки бактерий (рис. 8).
Фазово-контрастное устройство включает в себя фазовую плас​тинку— расположенный в задней фокальной плоскости объекти​ва прозрачный диск, на поверхность которого напылено кольцо из
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. 7. Схема фазово-контрастного устройства:
I — кольцевая диафрагма; 2 — конденсор; 3 — объект; ^—объектив; 5 —фазовая пластинка
металла (фазовое кольцо); кольцевую диафрагму — помещенную под конден​сором светонепроницаемую пластину с прозрачным кольцевидным участком.
Световая волна при прохождении через живую клетку отстает по фазе Приблизительно на '/4 Длины волны и дополнительно сдвигается еще на 'Д после прохождения через фазовую пла​стинку (см. рис. 7). Сдвинутые по фазе после прохождения через фазовую пла​стинку лучи либо совпадают и сливают​ся с прямыми лучами, идущими мимо объекта, либо оказываются в противо-фазе. В первом случае исследуемый объект виден как светлый на темном фоне, а во втором — как темный на светлом фоне. В мик​робиологии широко применяют фазово-контрастное устройство КФ-4 (см. рис. 7) (объект виден темным на светлом фоне).
Работа с фазово-контрастным устройством:
1. Обычный конденсор заменяют на фазово-контрастный, а объектив х40 — на аналогичный фазовый объектив.
2. Диск револьвера конденсора поворачивают до появления в окошечке цифры 0; диафрагму конденсора полностью открывают.
3. Используя объектив х8, устанавливают освещение по Келеру.
4. Обычный окуляр заменяют на вспомогательный и с помо​щью тубуса добиваются четкого изображения фазовой пластинки в виде темного кольца.
5.
Устанавливают  кольцевую диафрагму,   соответствующую объективу х40. В этом случае наряду с темным кольцом фазовой ластинки можно видеть свет​лое кольцо диафрагмы.
6. При помощи центрировоч-ных винтов совмещают фазовое кольцо и кольцо диафрагмы.
                                   Рис. 8. Ход лучей в темнолольных конденсорах:
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а — параболоид- конденсор;      6~ кардиоид-конденсор; / — объектив; 2—иммерсионное масло; 3 — пренарат; ^ — зеркальная поверх​ность; 5 —диафрагма
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Рис. 9. Оптическая схема люминесцентного микроскопа:
/ —ртутно-кварцевая лампа;  2— коллектор;  3 — кювета;  4—сменные светофильтры;  5— апергурная диафрагма; 6, 8— собирательные линзы; 7— полевая диафрагма; 9— светоотдели-тельная пластинка; 10— объектив; 11 — объект; 12— запирающий светофильтр (сменный); О —зеркало; 14— окуляр; /5— фотоокуляр (гомал); 16— фотопленка; 17— тепловые лучи лампы; i#— УФ-лучи; 19 — сине-фиолетовые лучи; 20—лучи люминесценции.
7. Вспомогательный окуляр заменяют обычным и микроско-пируют препарат. При работе с другими объективами устанавли​вают соответствующие диафрагмы.
Темнопольный конденсор.
 При темнопольной микроскопии используют специальный конденсор с затемненной центральной частью, поэтому в плоскость объекта попадают толь​ко боковые лучи, отраженные от внутренних зеркальных поверх​ностей конденсора. Лучи направлены под таким углом, что не по​падают в линзу объектива, и поэтому поле зрения выглядит тем​ным (см. рис. 8). Та часть лучей, которая попадает на объект, отра​жается в линзу объектива, что позволяет видеть светлое изображение объекта на темном фоне.
Метод темнопольной микроскопии:
1. Вынимают окуляр, светлопольный конденсор и вывинчивают один из объективов (х8).
2. Прикрывают диафрагму осветителя и фокусируют нить накала лампы осветителя на листе белой бумаги, помещенном на зеркало (см. п. 5 установки освещения по Келеру).
3. Раскрывают диафрагму осветителя,  закрывают матовым стеклом конец тубуса и с помощью зеркала добиваются равномерого освещения поля зрения.
4. Ставят на место окуляр, объектив х8, темнопольный конденсор, положение зеркала при этом не изменяют.
5. На линзу конденсора наносят каплю дистиллированной воды, на столик помещают препарат «раздавленная капля» таким образом, чтобы вода на линзе конденсора контактировала с нижней поверхностью предметного стекла.
6. Глядя в окуляр, при помощи центрировочных винтов переводят в центр поля зрения светлое кольцо с темным пятном в центре. Далее регулируют видимость объекта в поле зрения.
Люминесцентная микроскопия. 
Люминесценцией (lumen — свет, escent — слабое действие) называется свечение объекта, возбуждае​мое поглощенной им световой энергией. Возбуждать люминесцен​цию можно как ультрафиолетовым излучением, так и коротковол​новым излучением видимой части спектра — сине-фиолетовым. При этом может возникать люминесценция в цветовой гамме види​мого спектра, что дает цветное светящееся изображение. Если объект сам не дает явления люминесценции, его подкрашивают специальными красителями — флуорохромами (акридин оранже​вый, корифосфин, тиофлавин и др.).
Установка для люминесцентной микроскопии в видимых лучах состоит из яркого источника света и биологического микроскопа (рис. 9). Непосредственно между источником света и зеркалом микроскопа устанавливают сине-фиолетовый светофильтр, а на окуляр микроскопа — желтый светофильтр. Сине-фиолетовый свет, попав на препарат, возбуждает в последнем люминесцен​цию. Для того чтобы ее увидеть, необходимо убрать все сине-фиолетовые лучи, что и осуществляет желтый фильтр на окуляре, от​секающий коротковолновую часть спектра и пропускающий в глаз наблюдателя длинноволновый свет флуоресценции.
Ветеринарно-бактериологические лаборатории снабжены лю​минесцентными микроскопами серий МЛ и «Люмам» (Р-1, Р-2, Р-3 — модели рабочего типа; И-1, И-2, И-3 — модели исследова​тельского типа).
Атомы некоторых веществ, называемых люминофорами (люми-ногены, флуорохромы), поглощая энергию, переходят на более высокий энергетический уровень (возбуждаются). Возбужденное состояние слабоустойчивое, атомы возвращаются на стабильный низкоэнергетический уровень, отдавая избыток энергии в виде свечения — люминесценции. В зависимости от источника энергии возбуждения различают фото-, электро-, радио-, хемо- и рентге-нолюми несценцию.
В лабораторной практике в основном используют фотолюми​несценцию — свечение, возбуждаемое энергией световых лучей. По длительности свечения различают люминесценцию кратковре​менную — флуоресценцию, быстро затухающую после прекращения воздействия возбуждающих лучей, и длительную — фосфоресцен​цию, продолжающуюся и после окончания возбуждения вещества. По правилу Стокса свет флуоресценции отличается от света воз​буждения большей длиной волны, поэтому при освещении объек​та невидимыми ультрафиолетовыми или короткими сине-фиоле​товыми лучами получают длинноволновые свечения объектов, хо​рошо видимые простым глазом.
Различают первичную и вторичную люминесценцию. Первич​ная люминесценция присуща практически всем веществам, однако интенсивность свечения большинства из них невелика. Флуорох-ромы, связываясь с определенными химическими структурами клетки, придают им способность ярко люминесцировать при ос​вещении объекта (препарата) сине-фиолетовыми лучами — вто​ричная люминесценция.
В люминесцентных микроскопах источником возбуждения служит ртутно-кварцевая лампа ДРТ-250. Для успешной люми​несцентной микроскопии необходимо: 1) из светового потока, идущего от ртутно-кварцевой лампы, с помощью специальных светофильтров выделить коротковолновую (сине-фиолетовую) часть спектра для возбуждения свечения изучаемого объекта и от​сечь лучи той же длины, что и лучи люминесценции (в противном случае все поле зрения будет интенсивно светиться). Для этого между источником света и исследуемым объектом ставят свето​фильтры (возбуждающие) УФС-3, ФС-1, СС-4 и др.; 2) из свето-воТо потока, идущего от изучаемого объекта в окуляр, пропустить длинноволновое свечение (люминесценцию) и одновременно за​щитить глаз наблюдателя от коротковолновых (возбуждающих) лучей. С этой целью между объектом и глазом наблюдателя по​мешают окулярные (запирающие) светофильтры: ЖС-3, ЖС-18, Т-1НиТ-2Н.
Сочетанное применение в оптической системе люминесцентного микроскола фильтров целевого назначения (возбуждающие, запира​ющие) называют принципом скрещенных фильтров. Эффект скрещен​ных светофильтров обеспечивает цветную (зелено-желтую) флуорес​ценцию объектов на темном фоне поля зрения. Ход лучей в люми​несцентном микроскопе показан на рисунке 9. Лучи от лампы ДРТ попадают на светоделительную пластинку между объективом и оку​ляром. Ненужные длинноволновые лучи проходят через светодели​тельную пластинку и гаснут в кожухе микроскопа. Возбуждающие коротковолновые лучи пластинка отражает на изучаемый объект. Часть возбуждающих лучей трансформируется на объекте в длинно​волновые лучи люминесценции, которые проходят через объектив, светоделительную пластинку, запирающие фильтры и попадают в глаз наблюдателя. Другую часть возбуждающих лучей, не претерпев​ших изменений, светоделительная пластинка отражает в сторону ис​точника света. Такое дифференцирующее свойство светоделитель-ной пластинки обусловлено тем, что она покрыта несколькими слоя​ми диэлектриков и расположена под углом 45° по отношению к па​дающим на нее лучам.
Существенное отличие микроскопов серии «Люам» т МЛ — наличие у «Люмам» сменных светоделительных пластин с разны​ми параметрами возбуждающего спектра и спектра люминесцен​ции, комбинируемых с соответствующими запирающими фильт​рами и фильтрами возбуждающего света. При люминесцентной мик​роскопии в качестве иммерси​онной жидкости используют специальное нефлуоресцирую-щее масло (обычное иммерси​онное масло для этих целей не​пригодно из-за собственной люминесценции).
Преимущество      люминесцентной микроскопии заклю​чается В ТОМ, ЧТО она дает цветное изображение, высокую сте-пень контрастности,  возможность обнаруживать в исследуемом материале бактерии в небольших количествах (цв. рис. I; рис.10).  В микробиологии нашли  применение такие виды исследований, как люминесцентная микроскопия флюорохромированных объектов и метод флуоресциру-ющих-антител (МФА) в экспресс-диагностике инфекционных болезней.
Люминесцентная микроскопия позволяет обнаружить ряд важ​ных клеточных структур, изучить их изменения при разных функ​циональных состояниях организма, различать мертвые и живые клетки, облегчает количественный подсчет микроорганизмов.
Для люминесцентной микроскопии применяют осветитель ОИ-18 с ртутно-кварцевой лампой РК или СВДШ-120А в комби​нации с обычными биологическими микроскопами, или специ​альный люминесцентный микроскоп МЛ-2.
Рис.10 Вид препарата в люминесцентном микроскопе.
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Рис. 11. Схема электронного микроскопа:
/ — к вакууму; 2— вакуумная трубка; J—к ис​точнику питания нити накала; 4— нить (катод); 5—анод; 6 — заземление; 7— электронный луч; 8— конденсорная линза; 9— объект; 10— объек​тивная линза; 11 — увеличенное изображение объекта; 12 — проекционная линза; 13 — люми​несцентный экран; 14 — фотографическая плас​тинка; /5— к источнику питания линз. То​чечной линией изображен ход электрон​ных лучей
Электронная микроскопия. 
Появление электронного микроско​па стало новым этапом в развитии микроскопии благодаря повы​шению разрешающей способности по меньшей мере в 100 раз из-за использования вместо света потока движущихся электронов.
Электронный микроскоп (рис. 11) является своеобразной ко​пией светового микроскопа (по принципу устройства). Как и в световом микроскопе, в электронном микроскопе освещение обеспечивает источник света, формирующий изображение. Ин​тенсивность и собирание лучей осуществляются с помошью кон-денсорной линзы. Конечное изображение производит проекцион​ная линза в электронном микроскопе или окуляр в световом мик​роскопе. Основное различие между световым и электронным мик​роскопами заключается в том, что в качестве источника освещения для получения изображения в электронном микроско​пе1, служит электронный пучок, а вместо стеклянных линз —маг​нитные или электростатические поля. В световом микроскопе изображение воспринимается глазом непосредственно, а в элект​ронном оно видимо только на флуоресцирующем экране. Изобра​жения в электронном микроскопе можно получить на фотоплас​тинке, помещаемой под экраном.
Электронный микроскоп обес​печивает возможность эффектив​ного визуального наблюдения и анализа структуры твердых тел неоднородного характера от 0,01 нм и менее до 10 нм.
Длина волн видимой области спектра лежит в пределах 0,4...0,7 мкм, следовательно, мак​симальное разрешение (половина длины волны), которое можно получить при помощи светового микроскопа, — около 0,2 мкм (200 нм). Волновые свойства также присущи электронам. При на​пряжениях 50... 100 тыс. В длина волны электрона составляет 0,0055... 0,0039 нм. По чисто техническим причинам получить тео​ретически максимальное разрешение, равное 0,002 нм, невозмож​но, и на практике оно не превышает 1...2 нм.
Основная часть электронного микроскопа включает в себя ряд магнитных линз, люминесцентный экран и фотографическую пластинку. Электрический ток проходит через вольфрамовую нить и вызывает эмиссию электронов. К нити приложено высокое отрицательное напряжение, что обеспечивает большую разницу потенциалов между нитью и заземленной пластиной анода. В этом поле электроны движутся к аноду, часть из них проходит че​рез отверстие в центре анода (центральная апертура) и формирует электронный луч, который фокусируется первой магнитной лин​зой (конденсорной) и освещает объект. Большая часть электронов проходит через объект без отклонения, часть электронов после столкновения с тяжелыми атомами выбивается из общего элект​ронного луча. В итоге образуется такая структура электронного луча, которая при дополнительной фокусировке дает изображение объекта.
Электроны, прошедшие через объект, фокусируются объектив​ной магнитной линзой, которая дает увеличенное изображение; третья магнитная линза (проекционная), в свою очередь, также увеличивает изображение, которое и попадает на экран. Если лю​минесцентный экран убрать, то луч попадает на фотопластинку.
Электронный микроскоп, создающий изображение при прохож​дении электронов через тонкопленочный образец, называют транс​миссионным или просвечивающим. В сканирующем электронном микроскопе первичный электронный луч, попадая на поверхность фиксированного, высушенного и покрытого тонким слоем металла объекта, вызывает различные вторичные излучения, интенсивность которых зависит от характеристик рельефа, электропроводности и химического состава. Полезное увеличение сканирующей элект​ронной микроскопии обычно не превышает 50 тыс. раз. С ее помо​щью получают трехмерное изображение изучаемого объекта.
Тема 2. МОРФОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ
2.1. ФОРМА БАКТЕРИЙ

Морфология бактерий. Микроорганизмы имеют разнообразную форму и довольно сложную структуру, определяющую многообра​зие их функциональной деятельности. Для бактерий характерны четыре основные формы: сферическая (кокковая шаровидная), цилиндрическая (палочковидная), извитая и нитевидная (рис. 12).
Шаровидные бактерии — кокки — в зависимости от плоскости делений и расположения относительно друг друга от​дельных особей подразделяют на монококки (отдельно лежащие кокки), диплококки (парные кокки), стрептококки (цепочки кок​ков), стафилококки (скопления в виде виноградных гроздьев), тетракокки (образования из четырех кокков) и сарцины (скопле​ния в виде пакетов из 8 или 16 кокков).
Палочковидные бактерии располагаются в виде оди​ночных клеток, дишто- или стрептобактерий. Ряд бактерий обра​зуют споры, которые располагаются терминально, субтерминаль​но или центрально; превышая поперечный размер клетки, споры придают ей веретенообразную форму. В зависимости от наличия и расположения в теле бактерии спор различают: бактерии, бацил​лы, клостридии и плектридии.
Извитые формы бактерий — вибрионы, спириллы и спи​рохеты. Вибрионы имеют вид слегка изогнутых палочек, спирил​лы — извитую форму с крупными и мелкими завитками.
Размеры бактерий колеблются от 0,1 до 1 мкм. В состав бакте​риальной клетки входят капсула, клеточная стенка, цитоплазма-тическая мембрана и цитоплазма, в которой находятся нуклеоид, рибосомы и включения (цв. рис. II).
Некоторые бактерии снабжены жгутиками и ворсинками. По типу расположения жгутиков бактерии делят на монотрихи, лофотрихи, амфотрихи и перитрихи (рис. 13)
Морфология спирохет. Спирохеты — извитые подвижные бактерии.   Патогенные спирохеты принадлежат к трем родам:
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Рис. 12. Основные формы бактерий:
/—монококки; 2 — диплококки; 3 — тет-ракокки; 4— стрептококки; 5 —стафило​кокки; 6— сариины; 7 — бактерии и стреитобактерш; S— плектрщши; д — клострияии; 10— вибрионы; 11 — спи​риллы; 12 — спирохеты.

Borrelia,    Treponema,    Leptospira.
Клетка спирохеты имеет цилиндрическую извитую форму, содержит цитоплаз​му, ограниченную цитоплаз-матической мембраной, сна​ружи которой расположена клеточная стенка со слабо-выраженным пептидоглика-новым слоем. Длина пато​генных спирохет 3...20 мкм, толщина 0,1—0,5 мкм. Пред​ставители отдельных родов
отличаются по длине и толщине, числу и характеру завитков. Спирохеты грамотрицательны. Боррелии в отличие оттрепонем и лептоспир хорошо окрашиваются анилиновыми красителями. Морфологию трепонем и лептоспир изучают путем микроскопии живых микроорганизмов в препаратах «раздавленная» или «вися​чая» капля с помощью темнопольного или фазово-контрастного метода, а также в мазках, окрашенных по Романовскому—Гимза или другими специальными методами.
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Морфология риккетсий, хламидий и микоплазм. Риккетсии и хламидии являются облигатными внутриклеточными паразитами и представляют собой мелкие грамотрицательные микроорганиз-
Рис. 13. Типы бактерий в зависимости от расположе​ния жгутиков:
/ — монополярные монотрихи;
2— монополярные лофотрихи;
J—биполярные  моно-  и ло-
фотри)(и; 4— перитрмхи
мы, характеризующиеся выраженным полиморфизмом: образуют кокковидные, палочковидные и нитевидные формы. Размеры рик-кетсий варьируют от 0,5 до 3...4 мкм, длина нитевидных форм дос​тигает 10...40 мкм. Спор и капсул не образуют, окрашиваются по методу Здродовского в красный цвет.
Хламидии имеют шаровидную, овоидную или палочко​видную формы. Их размеры колеблются в пределах 0,1 ...2,5 мкм. Морфология хламидии зависит от стадии их внут​риклеточного цикла развития, который характеризуется пре​вращением небольшого шаровидного элементарного образова​ния в крупное инициальное тельце с бинарным делением. Пе​ред делением частицы хламидии обволакиваются особой струк​турой, напоминающей бактериальную капсулу. Хламидии окрашиваются по методу Романовского—Гимза, грамотрица-тельны, хорошо видны в прижизненных препаратах при фазо-во-контрастной микроскопии.
Микоплазм ы отличаются от бактерий отсутствием кле​точной стенки: вместо нее у них трехслойная липопротеидная ци-топлазматическая мембрана. Размеры микоплазм колеблются в пределах 125...250 мкм. Они имеют форму круглых, овальных или нитевидных образований, грамотрицательны.
Определение подвижности микроорганизмов. 
Для определения подвижности бактерий применяют методы «висячая капля» и «раздавленная капля».
Метод «висячая капля». Каплю 18...20-часовой бу​льонной культуры или каплю конденсата агаровой культуры нано​сят на покровное стекло. Специальным предметным стеклом с уг​лублением (луночкой), края которого слегка смазывают вазели​ном, накрывают каплю культуры так, чтобы покровное стекло прилипло к предметному стеклу. Препарат перевертывают по​кровным стеклом вверх, и капля «висит» над луночкой (рис. 14).
Микроскопируют препарат в сухой системе объективов при слегка затемненном поле зрения (пользуются диафрагмой и опущенным конденсором). Под малым увеличением находят край капли, затем, приподняв тубус, переводят в рабочее со​стояние объектив среднего увеличения (40...60), осторожно,
под контролем глаза (смотреть сбоку) опускают тубус до со​прикосновения фронтальной линзы объектива с покровным
стеклом. Затем, глядя в оку​ляр, осторожно поднимают
макрометрическим винтом тубус и находят в поле зрения
каплю. Далее микрометрическим винтом настраивают мик​роскоп до оптимальной види​мости микробов.
Рис. 14. Препарат «висячая капля.
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Метод «раздавленная капля». На обычное пред​метное стекло наносят каплю суточной бактериальной культуры, осторожно накрывают покровным стеклом так, чтобы между стек​лами не образовались пузырьки воздуха, а капля культуры не рас​теклась за края покровного стекла. Осторожно опускают объектив среднего увеличения и микроскопируют.
В обоих случаях на сероватом фоне поля зрения хорошо замет​но движение микробных клеток.
Приготовление красителей и окраска мазков-препаратов. Методы пересева мик​роорганизмов. 
Микроскопируют микробы в живом и нежи​вом состоянии. Для изучения морфологических и тинкториаль-ных свойств микроорганизмов готовят специально окрашенный препарат, применяя для этого различные анилиновые красители.
Краски и красящие растворы. Наиболее часто в микробиологи​ческой практике используются следующие анилиновые краски: фуксин (основной), метиловый красный, нейтральный красный — в растворе имеют красный цвет; карболовый кристаллвиолет, ме-тилвиолет, генцианвиолет, готовая жидкая краска Гимза (азур-эозин) фиолетового цвета; метиленовая синь, бриллиантовая и малахитовая зелень.
Из сухих кристаллических или порошкообразных красителей гото​вят водные или спиртовые растворы красок. Последние обычно гото​вят впрок, так как они хорошо сохраняются в темноте (посуда из тем​ного стекла, темное помещение). Для усиления действия красящих растворов на микробную клетку используют различные протравители, которые добавляют в раствор красителя (фенол, едкий калий) или ими обрабатывают препарат перед окрашиванием (слабые растворы соля​ной, серной или хромовой кислот). Также с целью протравливания препарат с налитой на него краской прогревают или заливают предва​рительно подогретым раствором краски. Краски, нестойкие в раство​ре, не сохраняющиеся длительное время, готовят только непосред​ственно перед употреблением в виде 1 ...2%-го раствора.
Спиртоводные растворы. Карболовый фуксин (фук​син Циля). Кристаллы основного фуксина предварительно раство​ряют в 96%-м этиловом спирте. Сначала готовят насыщенный спиртовой раствор (на 5...10 г краски 100 мл спирта). Для лучшего и более быстрого растворения кристаллы краски предварительно растирают в фарфоровой ступке в небольшом количестве спирта с добавлением нескольких капель глицерина. Чисто спиртовой ра​створ для окраски непригоден, поэтому готовят спиртоводный ра​створ: к 10...20 мл насыщенного спиртового раствора фуксина до​бавляют 100 мл дистиллированной воды с 5 % фенола (протрава). Полученный раствор фуксина фильтруют через фильтровальную бумагу. В ряде случаев фуксин Циля перед использованием раз​бавляют еще раз дистиллированной водой (1:10) и получают его рабочий раствор (фуксин Пфейффера).
Карболовый кристаллвиолет, метипвиолет, генцианвиолет. Пер​вые два красителя в растворе очень быстро выпадают в осадок и при окрашивании могут исказить микроскопическую картину. Чаще используют генцианвиолет, который получают смешением метил- и кристаллвиолета с добавлением декстрина; он дает более ровное окрашивание. Для приготовления спиртоводного раствора 1 г сухого генцианвиолета растворяют в 10 мл спирта, растирая в ступке с глицерином и кристалликами фенола (2 %), затем добав​ляют дистиллированную воду. Чтобы избежать образования осад​ка при хранении раствора, листы фильтровальной бумаги пропи​тывают насыщенным спиртовым раствором краски, высушивают их на воздухе, нарезают мелкими полосками или квадратиками и сохраняют в темной банке с притертой пробкой.
При окраске препарата на него накладывают высушенную по​лоску с генцианвиолетом, сверху наливают несколько капель воды, выдерживая 2...3 мин.
Раствор метиленовой сини (щелочная синь Леффлера). Для приготовления раствора 3 г краски настаивают длительное время (3...4 мес) в 100 мл 96%-го спирта, затем 30 мл насыщенного ра​створа разбавляют в 100 мл дистиллированной воды, содержащей 1 мл !%-го раствора едкого калия (протрава). Фильтруют.
Водные растворы. 2%-й сафранин: 2 г сухого красителя заливают 100 мл горячей дистиллированной воды, фильтруют че​рез бумажный фильтр и сразу используют свежий раствор для ок​рашивания.
1%-й раствор малахитовой зелени: 1 г кристаллической краски растворяют в 100 мл горячей дистиллированной воды, фильтруют ее, остужают и используют для окрашивания.
Готовую жидкую краску азур-эозин (краска Гимза) применяют при специальных методах окрашивания бактерийных препаратов. Перед употреблением ее необходимо разбавить дистиллированной водой (1:10), но при этом сразу образуется осадок. Чтобы последний не влиял на препарат, окрашивание проводят, по рекомендации Романовского, следующим образом: на дно чашки Петри кладут стеклянные палочки или спички с обломанными головками, на них помещают препарат мазком вниз, раствор краски подливают под препарат (метод Романовского—Гимза).
Приготовление микроскопических препаратов. 
Для микроскопи​ческого исследования с целью выявления форм микробов, их структурных и биохимических особенностей препарат готовят на предметном стекле. В качестве материала применяют взвеси бак​терий; непосредственно бактериальную культуру, выросшую на жидкой или плотной среде; молоко, кровь, гной (препарат-ма​зок); ткани печени, селезенки или других органов (препарат-отпе​чаток, кляч-препарат).
Для приготовления препарата на рабочем столе должны быть: исследуемый материал (взвесь бактерий, микробные культуры, гной и др.), обезжиренные предметные стекла, бактериологичес​кая петля, газовая (или спиртовая) горелка, бутыль с сифоном ди​стиллированной воды, сливная чашка с «мостиком», красители, фиксирующие и протравливающие жидкости.
Для приготовления препарата-мазка из жидкой микробной куль​туры (или гноя) в левую руку берут пробирку с материалом, в пра​вую — бактериологическую петлю (как пишущее перо). Петлю тщательно прожигают на пламени горелки, не выпуская из рук, осторожно около пламени открывают пробирку свободными пальцами (мизинцем и безымянным) правой руки, петлей захва​тывают каплю материала, пробирку закрывают и ставят в штатив. Свободной левой рукой берут предметное стекло, наносят на его поверхность каплю и легкими круговыми движениями растирают по стеклу, затем препарат высушивают на воздухе (рис. 15), петлю прожигают.
Высохший препарат фиксируют (закрепляют) на стекле. Для этого чаще используют физический способ: препарат (обратной стороной мазка) 2—3 раза быстро проводят над пламенем горелки. Из фиксирующих химических средств применяют эфир, этиловый или метиловый спирт, формалин, смеси формалин-спирт и спирт-эфир. Для фиксации высушенный препарат помещают в стакан​чик с фиксирующей жидкостью (или 1...2 капли жидкости нано​сят на препарат) и выдерживают 3...5 мин. Затем мазок промыва​ют водой, высушивают фильтровальной бумагой. С обратной сто​роны стекла препарата восковым цветным карандашом обводят границу (зону) мазка, чтобы после окраски точно знать место его нахождения.
Для приготовления препарата из бактериальной культуры, вы​росшей на плотной среде, на предметное стекло петлей наносят каплю стерильного физиологического раствора, затем, прокалив петлю на огне, берут ею небольшое количество микробной массы из пробирки с поверхностного слоя (рис. 16) и аккуратно растира​ют в капле физиологического раствора на предметном стекле тон​ким равномерным слоем. В остальном поступают, как описано выше.
Пересев культур. При пересеве микробных культур из одной пробирки в другую обе пробирки удерживают в одной руке, как показано на рисунке 17. Последовательность действий изображе​на на рисунке 18. Посев уколом делают с использованием бакте​риологической петли, которую вводят в столбик плотной пита​тельной среды (рис. 19).
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Методы окрашивания микроорганизмов. Простой метод окраски. При данном методе используют только один краси​тель. На фиксированный препарат, помещенный на мостике над сливной чашкой, наливают раствор либо метиленовой сини (окра​шивают 4...5 мин), либо карболовый фуксин Пфейффера <1...2мин), либо карболовый генцианвиолет (1...2мин). Краску
Рис. 15. Этапы приготовления мазка-препарата из микробной культуры (1...
S)

смывают водой из бутыли, препарат высушивают фильтровальной бумагой и наносят каплю иммерсионного масла. Готовый препа​рат помешают на предметный столик и микроскопируют.
Сложные (дифференцирующие) методы окраски. Отличаются от простых методов тем, что препарат окрашивают несколькими красками, а в отдельных случаях ис​пользуют еще специальные реактивы (раствор Люголя, кислоты и др.). Сложные методы позволяют выявить наличие (или отсут​ствие) отдельных структурных элементов и некоторых органичес​ких соединений клетки, чем и определяют тинкториальные свой​ства каждого вида микроба.
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Рис. 16. Отбор микробной массы с
поверхности плотной питательной
среды
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Рис. 17. Пересев культур в пробирки с питательной средой

' Этапы пересева микробной культуры (/...6)
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Рнс. 19. Посев уколом
Метод окраски по Граму. Фик​сированный препарат окрашива​ют карболовым генцианвиоле-том в течение 2...3 мин. Не смы​вая водой, краску сливают и на 2...3 мин на препарат наносят ра​створ Люголя (йода кристалли​ческого — 1 г; йодистого калия как растворителя йода — 2 г; дис​тиллированной воды — 300 мл). Раствор Люголя сливают; препа​рат, не промывая водой, обраба​тывают 96%-м спиртом в течение ЗОс, затем хорошо промывают водой. После этого препарат до​полнительно окрашивают рабочим раствором фуксина (до 1 мин), вновь промывают водой, сушат фильтровальной бумагой и микро-скопируют.
При окраске по Граму одни виды бактерий не обесцвечиваются спиртом после первичного окрашивания и сохраняют фиолетовый цвет; их называют грамположительными. Другие виды обесцвечи​ваются спиртом, а затем воспринимают дополнительную окраску фуксином и приобретают розово-красный цвет; их называют грамотрицательными (цв. рис. III). Окрашивание по Граму обус​ловлено структурными особенностями клеточной стенки у грам-положительных и грамотрицательных групп микробов, длиной и формой ее пор, неодинаковым химическим составом и строением пептндогликанового слоя клеточной стенки микроорганизмов. Генцианвиолет (или кристаллвиолет) и нуклеиновые кислоты ци​топлазмы в присутствии йода (раствор Люголя) образуют прочный комплекс, нерастворимый в воде и слаборастворимый в спирте. Поэтому при действии спиртом в течение 30 с бактерии с много​слойным пептидогликановым каркасом (грамположителъные) не обесцвечиваются. У грамотрицательных бактерий пептидоглика-новый слой имеет более крупные поры, что облегчает прохожде​ние спирта; образовавшийся комплекс разрушается, клетка обес​цвечивается.
Методы окраски кислота-, спирте-, щеяочеустойчивых бакте​рий. Микробы данной группы (микобактерии туберкулеза, парату-беркулезного энтерита крупного рогатого скота, проказы человека и др.) принадлежат к грамположительным бактериям. Для их диф​ференциации применяют специальные методы окрашивания, ос​нованные на различной химической структуре цитоплазмы и кле​точной оболочки. В состав этих бактерии входит значительное ко​личество жировосковых веществ, в частности стеариновых кислот (в том числе фтионовой кислоты до 40%), поэтому они трудно воспринимают краски. Но если они окрасились при воздействии протравителя, то трудно уже обесцвечиваются кислотами, спирта​ми и щелочами.
Наиболее распространенным метолом окраски бактерий дан​ной группы является метод Циля—Нильсена. На фиксированный препарат кладут кусок белой фильтровальной бумаги (для предо​хранения от осадка), на него наливают раствор карболового фук​сина, снизу препарат подогревают над пламенем до появления па​ров и оставляют на «мостике» (5...7 мин). Затем краску с бумажкой сливают (не промывая) и обесцвечивают 3...5%-м раствором сер​ной кислоты (5...7 с), хорошо промывают водой и дополнительно окрашивают метиленовой синью Леффлера (4...5 мин). Далее пре​парат промывают водой и высушивают фильтровальной бумагой. Кислотоустойчивые (спирто-щелочеустойчивые) бактерии окра​шиваются в красный цвет (не обесцвечиваются кислотой), а не​кислотоустойчивые — в синий, так как легко окрасившись фукси​ном, они легко обесцвечиваются кислотой и воспринимают вто​ричную окраску синью.
Методы окраски непостоянных элементов микробной клетки. В структуре микробной клетки различают постоянные и непостоян​ные элементы. Постоянные — это цитоплазма, оболочка, ядерное вещество; непостоянные — спора, капсула, жгутики, которые при определенных условиях формируются лишь у бактерий отдельных видов, поэтому служат видовым признаком.
Окраска спор. Палочковидные микробы, образующие во внешней среде (почве, воде, кормах, на питательных средах) стойкую форму существования — спору, называют бациллами. При спорообразовании в клетке происходят процессы, обусловливаю​щие сгущение цитоплазмы, уменьшение свободной воды (до 40 %). Цитоплазматическое содержимое покрывается многослой​ными оболочками, химический состав которых обеспечивает вы​сокую стойкость споры к нагреванию, высушиванию, действию многих кислот, шелочей, красителей. При законченном спорооб​разовании спора лежит свободно, без остатков вегетативной клет​ки; при незаконченном процессе спора, в зависимости от вида микроба, располагается либо в центре клетки, либо на конце (тер​минально), либо между концом и центром клетки (субтерминаль​но). При микроскопировании препаратов, окрашенных простым методом или по Граму, видна окрашенная вегетативная часть клетки и неокрашенные, хорошо преломляющие свет споры.
Метод Ауески. Высушенный на воздухе препарат, не фиксируя, протравливают 0,5%-й соляной кислотой с подогреванием (2...3 мин), охлаждают, промывают водой и фиксируют над пламе​нем. Затем на препарат кладут кусочек фильтровальной бумаги, наливают на него карболовый фуксин Циля, окрашивают с подо​греванием до паров (7...8 мин), краску сливают, препарат обраба​тывают 5%-м раствором серной кислоты (5...7с), хорошо промы​вают  водой.  Дополнительно  окрашивают  метиленовой   синью  (4...5 мин), опять промывают водой и просушивают фильтроваль​ной бумагой. Микроскоп ируют под иммерсией: вегетативная часть клетки — синяя, споры — красные (цв. рис. IV).
Метод Меллера. Фиксированный на пламени препарат про​травливают 5%-й хромовой кислотой (2...3мин), промывают во​дой, просушивают фильтровальной бумагой. Далее поступают, как в предыдущем методе. Результат окраски тот же: вегетативная часть клетки — синяя, споры — красные.
Метод Златогорова. Процесс окраски, как в предыдущих двух методах, только без протравы. После окрашивания вегетативная часть клетки — синяя, споры — красные.
Метод Пешкова. Мазок фиксируют, красят метиленовой синью с подогреванием до кипения, смывают. Докрашивают 1%-м вод​ным раствором нейтральрота (10 с), смывают, просушивают. Спо​ры окрашиваются в синий цвет, вегетативные клетки — в крас​ный.
Окраска капсул. Капсула — производное наружного слоя оболочки. Представляет собой мупиноподобное вещество, высокомолекулярный полисахарид. У патогенных капсулообразу-юших бактерий наличие капсулы наблюдают только в инфициро​ванном организме как защитное приспособление против фагоци​тоза (на искусственных питательных средах капсулы образуются лишь при добавлении кровяной сыворотки или дефибринирован-ной крови). Капсулообразование отмечают у возбудителей сибир​ской язвы, злокачественного отека, диплококковой септицемии. Капсульное вещество плохо окрашивается, поэтому для его выяв​ления применяют специальные методы окраски, основанные на явлении метахромазии.
Метод Михина. Фиксированный мазок из крови или препарат-отпечаток из ткани органа (печени, селезенки, почки) окрашива​ют метиленовой синью с подогреванием до появления паров (5...7 мин). Краску сливают, быстро промывают водой (можно не промывать), просушивают фильтровальной бумагой. Микробная клетка окрашивается в синий цвет, капсула — в светло-розовый.
Метод Романовского—Гимза. Фиксированный препарат окра​шивают, как было указано выше: мазок-препарат помещают в чашку Петри на стеклянные или деревянные палочки отпечатком вниз, под препарат подливают краску, окрашивают 40...50 мин. Результат тот же, что и при окраске по Михину: микробная клетка окрашивается в синий цвет, капсула — в светло-розовый.
Метод Ольта. Свежий водный 2%-й раствор сафранина нали​вают на препарат и выдерживают 5...7 мин. Затем слегка промыва​ют водой и высушивают. Вегетативная клетка — кирпично-крас​ного цвета, капсула — желто-оранжевого.
Приготовление мазков из крови и окраска спирохет. На чистое обезжиренное стекло, ближе к одному из его концов, нанести кап​лю крови. Другое предметное стекло со шлифованным краем прижать под углом 45° к капле крови, а затем скользящим движением передвинуть его к другому концу нижнего стекла. При этом кровь распределится по предметному стеклу тонким слоем. Высушить препарат на воздухе, зафиксировать в жидком фиксаторе (метило​вый спирт или смесь этилового спирта и эфира).
Окрасить препарат по методу Романовского— Гимза (смесь ме-тиленового синего, эозина и азура). На мазок нанести рабочий ра​створ красителя (2 капли красителя на 1 мл дистиллированной воды) на 10...20 мин. Затем препарат промыть водой и высушить на воздухе.
Лептоспиры окрашены в розово-сиреневатый, эритроциты крови — в розовый, ядра лейкоцитов — в фиолетовый цвет.
Окраска ршкетсий по методу Здродовского. Окрашивать мазок разведенным фуксином Циля (10...15 капель на 10 мл дистилли​рованной воды) в течение 5 мин, промыть водой. Обработать мазок 0,5%-м раствором лимонной кислоты или 0,01%-м раствором хлоро​водородной кислоты, промыть водой. Окрасить метиленовой си​нью в течение 1 мин, промыть водой и высушить препарат.
Риккетсии, окрашенные по методу Здродовского, — красного цвета, цитоплазма клеток, в которых они паразитируют, — голу​бая, ядра — синие.
Жгутики имеются только у подвижных видов бактерий. Они очень тонкие (менее разрешающей способности микроско​па), окрашиваются плохо, поэтому при световой микроскопии к окраске жгутиков прибегают редко. Чаще бактерий исследуют в живом состоянии (без окраски), определяя их подвижность. У разных видов число и расположение жгутиков неодинаковое (см. рис. 13).
Тема 3. МОРФОЛОГИЯ ГРИБОВ
Плесневые грибы. Грибы — бесхлорофилльные микроорганиз​мы, обитающие на поверхности различных субстратов. Клетки грибов имеют дифференцированное ядро, поэтому их относят к эукариотам. Плесневые грибы не требовательны к питательным средам, но большинство из них нуждаются в кислороде воздуха. Они легко выдерживают низкие температуры, могут жить и раз​множаться в холодильных камерах. Среди грибов встречаются как сапрофиты, так и паразиты.
Все грибы делят на высшие и низшие и относят к четырем классам. Фикомицеты (Phycomycetes) принадлежат к низшим гри​бам, аскомицеты (Ascomycetes), базидиомицеты (Basidiomycetes) и несовершенные (Fungi imperfect^ Deuteromycetes) — к высшим.
Грибы не имеют хлорофилла, поэтому они используют для сво​его питания углерод только из готовых органических соединений, то есть они являются гете
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Рис. 20. Вегетативные гифы грибов:
4 — одноклеточные; Б — с перегородками; В--с перетяжками
ротрофами. Все грибы, кроме примитивных низших и некоторых высших (дрожжей), имеют вегетативное тело — мицелий, или грибницу, состоящую из тонких етвящихся гиф. Мицелий может быть погруженный (субстратный),
развивающийся внутри среды и поверхностный (воздушный), развивающийся
на поверхности среды. У низ​ших грибов он одноклеточный (рис.20, А), у высших — много​ клеточный септированный, разделенный перегородками или
перетяжками (рис. 20, Б, В).
Гифы размножаются разно​образными способами: споро​образованием (хламидоспоры, артроспоры, бластоспоры, конидиеспоры) (рис.21), половым (рис. 22) и бесполым путем (почкованием, распадом гиф, образо​ванием хламидоспор) (рис. 23).
Рост грибов на сусло-агаре. Мукор — предста​витель класса фикомицетов. Растет в виде пушистого серого нале​та. Рост на средах появляется в течение первых суток.
Аспергилл (леечная плесень) — представитель несовершенных грибов. Растет более медленно. Рост появляется на вторые сутки. Конидии могут быть черного (Aspergillus niger) и зеленовато-желто​го цвета (Aspergillus oryzae).
Пеницилл (кистевик) — представитель несовершенных грибов. Образует на среде нежный налет в виде пушка серо-зеленого цвета или ярко-зеленого с белым ободком до периферии. Хорошо выра​женные кисточки появляются на вторые-третьи сутки.
Приготовление препаратов. Плесневые грибы рассматривают в препарате «раздавленная капля», для чего мате​риал препаровальными иглами распределяют на предметном стек​ле в капле физиологического раствора или стерильной воды.
Препарат мукора готовят из односуточной культуры, аспергил-ла и пеницилла — из двухсуточных. В культурах мукора и аспер-гилла лучше брать серые головки, пеницилла — на границе серого и зеленого по периферии. У аспергилла с серыми, но не черными конидиями хорошо видны стеригмы в виде лепестков подсолнуха. Мукор рассматривают под малым увеличением (объектив х8), ас​пергилл — вначале под малым увеличением (находят расширение конидиеносца), затем под средним. Пеницилл рассматривают под средним увеличением (объектив х40). Необходимо помнить, что плесневые грибы размножаются спорами. Поэтому готовить пре​парат надо вблизи предметного стекла, не допуская рассеивания [image: image19.jpg]



Рис. 21. Формы спорообразования у грибов:
I — алейрии; 2 — артроспоры; 3 — яламидоспоры; 4 — бяаетоспоры; 5 —конидии разных ти​пов; 6— спорангиоспоры
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Рис. 22. Сиорангни Мисог rasemosus:
1 — мицелий со спорангионос-цами; 2— спорангий; 3— об​разование зигоспоры; ^—зи​госпора; 5—прорастание зи​госпоры
спор. Препаровальные иглы по окончании работы тщательно про​каливают.
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Фузариум (несовершенные грибы). Мицелий белый, розовый или желтый. От него отходят короткие ветвящиеся конидиенос-цы, на концах которых располагаются конидии. Они могут быть серповидные с несколькими перегородками (макроконидии) и овальные {микроконидии), чаще без перегородок. Хламидоспоры бывают шаровидными, грушевидными; располагаются в виде скоплений или цепочкой. Об​разуются в старых конидиенос-цах, строме и конидиях. Воз​душный мицелий хорошо раз​вит (рис. 24).
Рис. 23. Бесполое размножение некото​рых видов грибов:
.4 — почкование (дрожжи); Б — распад гиф на отдельные клетки (оидии или артроспоры) и ведущие себя как споры (Cillybia sp.); В — об​разование толстостенных хламидоспор (Fu-sarium)
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Иногда мицелий грибов образует ри​зоиды — корешкообразные выросты, при помощи которых крепится к суб​страту и получает питательные веще​ства.
Рис. 24. Конидии рода Fusarium:
а- - ко! [иди сносе и; 6 — конидии
Склероции — сплетения гиф округ​лой или  продолговатой формы.  Они имеют большие размеры, уплотнены, устойчивы к неблагоприятным воздей​ствиям среды, содержат мало воды и много питательных веществ. У некото​рых высших грибов склероции пред​ставляют покоящуюся стадию мицелия. Многие   грибы  образуют хламидо-споры — разросты мицелия с утолщен​ной оболочкой, внутри которых содер​жатся питательные вещества. Они мо​гут быть одно- и многоклеточными и служат для сохранения вида, так как хорошо переносят неблагоприятные условия среды.
От мицелия отходят плодоносящие тела: спорангиеносцы у му-коровых и конидиеносцы у монилиевых. Спорангиеносцы закан​чиваются расширением — спорангием (см. рис. 21) с эндоспорами. При разрыве спорангия эндоспоры освобождаются и, попадая в благоприятные условия, дают начало новой плесени. На конидие-носцах образуются конидии, или экзоспоры, разной формы: ша​ровидной, булавовидной, продолговатой и др. Конидии могут быть одиночные, когда образуются по одной на каждом ответвле​нии конидиеносца, и множественные, если образуется несколько. Конидиеносцы бывают простые (неразветвленные) и разветвлен​ные. Разветвленные имеют на конце ветвления верхушечные клет​ки шиловидной или веретеновидной формы, называемые стериг-мами. У аспергилла стеригмы располагаются на расширении ко​нидиеносца, они бывают одно- и двухъярусные. Нижняя клетка стеригм несет несколько клеток второго яруса. Возбудитель эрго​тизма (С. ригригеа) проходит сложный цикл развития и в конечном итоге, попадая на зерновку злаков, формирует токсичные для жи​вотных и человека рожки (рис. 25).
Фузариумы широко распространены в природе. Многие из них вызывают порчу плодов, овощей. Фузариумы, особенно при низ​ких температурах, образуют токсины. При поедании животными и птицей пораженных растений и зерна наступает отравление. Кли​нически это проявляется нарушением координации движений, поражением слизистой ротовой полости, расстройством пищева​рения.
Актиномицеты (лучистые грибы). Это одноклеточные раститель​ные организмы, совмещающие в себе признаки бактерий и низ​ших грибов. Гифы мицелия актиномицетов лучезарно разрастают[image: image23.jpg]



Рис. 25. Цвкл раиитня возбудителя спорыньи Claviceps purpuretr.
/ — проросший склероций с головчатыми стропами; 2—перитеций; 3 —
аск; 4 — головчатая строма в разрезе; 5—гифы с конидиями; 6 —колос
ржи с рожками спорыньи
ся по субстрату (откуда и название лучистые), что сближает их с грибами. Толщина гиф не превышает толщину бактерий, поэтому их также рассматривают под иммерсионной системой микроско​па.

Мицелий субстратный и воздушный. Вначале образуется суб​стратный, а затем воздушный мицелий, придающий колонии бар​хатистый вид. Колонии актиномицетов плотной консистенции, прочно сросшиеся с питательной средой, поэтому извлекаются вместе с субстратом. Актйномицеты образуют пигмент и бывают окрашены в разные цвета: розовый, красный, бурый, черный и др. Вид актиномицетов определяют по строению воздушного мице​лия. От мицелия отходят спорангиеносцы со спорами на концах (органы плодоношения). Актйномицеты — аэробы, растут на крахмально-аммиачном агаре при 30...35 °С.

Приготовление препарата. Культуру гриба, выра​щенную на плотной питательной среде, извлекают препароваль​ной иглой или упругой петлей, наносят на предметное стекло и накрывают таким же стеклом. Раздавливают, разъединяют стекла вдоль поверхности, в результате чего получается два мазка. Куль​туру, выращенную на жидкой питательной среде, наносят на предметное стекло петлей. Фиксированный мазок окрашивают фуксином Пфейффера.

Микроскопическая картина: тонкие разветвленные нити (гифы), расположенные пучками или тяжами.

Дрожжи. Это безмицелиальные одноклеточные почкующиеся грибы, принадлежащие к классу аскомицетов. Форма клеток раз​ная, но чаще овальная, круглая или лимо но подобная.
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Рис. 26. Форма дрожжей, типы образования асков, мицелия и почкования:
I— Endomycopsis (эски, мицелии, почкование); 2 — Saccharomyces (аски, почкование); 3-Candida (мицелий, почкование); 4— Torutopsis (почкование)
Клетки дрожжей имеют оболочку, цитоплазму и, в отличие от прокариотов, оформленное ядро, которое хорошо видно в неокра​шенном препарате. Цитоплазма молодых клеток более однородна: с течением времени появляются вакуоли. Дрожжи крупнее бакте​риальных клеток, их диаметр колеблется от 10 до 15 мкм. Внутри клеток дрожжей образуются споры (от 4 до 12), после чего они становятся сумками (асками). Различают еще артроспоры, или по​коящиеся клетки дрожжей. Они отличаются от вегетативных форм наличием двухконтурной оболочки, большим количеством запасных питательных веществ (гликогена, жира) и отсутствием вакуолей. Размножение дрожжей происходит почкованием, спо​рами и половым путем (копуляцией) (рис. 26).
Приготовление препарата. Каплю культуры дрожжей, которую готовят заранее, наносят петлей на предметное стекло. Накрывают покровным стеклом и рассматривают под им​мерсионной системой микроскопа. Клетки дрожжей видны и при меньшем увеличении (х400), но для сравнения их величины с дру​гими микроорганизмами препарат лучше рассматривать под им​мерсионной системой.
Микроскопическая картина: округлые и вытянутые клетки, среди которых могут быть и почкующиеся.
Тема 4. МЕТОДЫ СТЕРИЛИЗАЦИИ
Стерилизация (от лат. sterilis — бесплодие) — обеспложивание, уничтожение патогенных и непатогенных микроорганизмов, их вегетативных и споровых форм в каком-либо объекте. В лаборато​риях стерилизуют питательные среды, стеклянную посуду (про​бирки, пипетки, колбы и др.), инструменты, перевязочный мате​риал, халаты. Для создания специальных условий работы стерили​зуют воздух и все предметы в боксах.
Для стерилизации используют физические, химические или биологические средства в зависимости от стерилизуемого матери​ала. Механизм действия при разных способах стерилизации нео​динаковый, но в основе каждого из них лежит способность нару​шения жизненных процессов микробной клетки: денатурация белков, угнетение функции ферментных систем и др.
В практике применяют полную и неполную стерилизацию. При полной стерилизации уничтожаются вегетативные и споро​вые формы микроорганизмов, при неполной (частичной) —толь​ко вегетативные формы бактерий и вирусы, но с сохранением спо​ровых форм бацилл. При этом обеспечиваются условия, предо​твращающие развитие спор (резкое охлаждение).
Физические методы стерилизации. Прокаливание (фламбирование). На огне пламени горелки (газовой или спирто​вой) стерилизуют бактериологические петли, пастеровские пипет​ки, стекла, инструменты (пипетки, иглы и др.).
Стерилизация сухим жаром. Стерилизация су​хим нагретым воздухом осуществляется в специальном сушиль​ном металлическом шкафу с двойными стенками (печь Пастера). Снаружи шкаф облицован теплонепроницаемым материалом. В верхней части вмонтирован термометр. Между теплонепроницае​мой обшивкой и внутренним металлическим шкафом на дне нахо​дится автоматический электронагревательный элемент. Внутри шкафа на металлических сетчатых полочках размещают стерили​зуемый материал.
В печи Пастера стерилизуют стеклянную чистую, хорошо про​мытую, предварительно высушенную посуду. Колбы закрывают ватными пробками, накрывают бумажными колпачками и завязы​вают. Пробирки, чашки Петри и пипетки завертывают в перга​ментную бумагу.
При включении шкафа в электросеть воздух внутри него на​гревается. По достижении заданной температуры отмечают вре​мя начала стерилизации. Режимы стерилизации: температура 155...ШГС, экспозиция 2 ч; 165...170Х - 1...1,5ч; 180'С—1ч. По истечении времени стерилизации прибор отключают; когда температура'понижается примерно до 45 °С, тогда шкаф откры​вают.
Воспламеняющиеся вещества, жидкости, питательные среды, резиновые предметы сухим жаром стерилизовать нельзя.
Стерилизация влажным жаром. Кипячение — простой, доступный способ стерилизации в специальных метал​лических стерилизаторах (или другой чистой посуде). Кипячени​ем стерилизуют иглы, шприцы, пинцеты, ножницы, скальпели и другие инструменты, резиновые и стеклянные предметы, которые раскладывают в стерилизаторах на металлические решетчатые вставки, покрытые 2...3 слоями марли или тонком слоем гигро​скопической ваты. Шприцы стерилизуют в разборном состоянии,
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Рис. 27. Текучепаровой аппарат Коха:
/— паровой котел; 2— крышка; 3 — электронагревательный блок
в иглы вставляют мандрены; режущие инстру​менты—лезвия скальпелей, ножниц следует обертывать марлей или ватой. В стерилизатор наливают воду (желательно дистиллирован​ную), чтобы она полностью покрывала инст​рументы. Для лучшей стерилизации в воду до​бавляют 2 % гидрокарбоната натрия (двуугле​кислой соды). Кипятят в течение 20...25 мин. После стерилизации воду осторожно сливают; инструменты используют только после их охлаждения.
Стерилизацию текучим паром проводят в аппарате Коха (теку​чепаровой аппарат) (рис. 27), который представляет собой сосуд цилиндрической формы, сверху неплотно закрытый крышкой с отверстием посредине для термометра.
На дне аппарата имеется решетчатая подставка на ножках, до уровня которой наливают воду. На подставку помещают специ​альное металлическое ведерко также с дном в виде решетки. В это ведерко ставят стерилизуемые питательные среды в пробирках (или маленьких колбочках). Ведерко закрывают неплотно крыш​кой. При нагревании образующиеся водяные пары, устремляясь вверх, проходят через отверстия в подставке и дне ведерка, обво​лакивают стерилизуемые пробирки со средами и нагревают их. Стерилизуют в течение 30...40 мин.
Учитывая, что однократная стерилизация данным способом уничтожает только вегетативные формы бактерий, а споры сохра​няются, стерилизацию текучим паром осуществляют дробно — три дня подряд. После первой стерилизации материал постепенно ос​тывает при комнатной температуре до следующего дня. Если в культурах имелись споры, они «прорастают» в вегетативную форму. В последующие дни стерилизацию текучим паром повторяют (пол​ная дробная стерилизация). Таким способом часто стерилизуют пи​тательные среды с углеводами, молоко, среды с желатиной, жел​чью, то есть субстраты, которые не выдерживают нагревания выше 100 °С, длительного действия пара или сухого жара.
Тиндализация — дробная стерилизация в водяной бане при 56..,58 "С в течение 5...6 сут: в первый день прогревают в течение 2 ч, в последующие дни — по 1 ч. Метод был предложен Тиндалем для стерилизации материалов, разрушающихся (денатурирующих​ся) при нагревании до температуры выше 58...60 °С (коллоидные растворы, сыворотки крови, асцитная жидкость и другие белоксо-держащие вещества).Тиндализацию можно проводить в водяной бане с регулируемой температурой (рис. 28).
Пастеризация— метод неполной стерилизации, предло​женный Пастером с целью сохранения питательной ценности пи​щевого продукта (молоко, мясные, рыбные и овощные консервы), которая снижается при кипячении (разрушаются витамины и дру​гие нестойкие к действию высокой температуры вещества). Про​дукт нагревают при 80 "С в течение 30 мин, затем резко охлаждают (до4...8°С).
На крупных предприятиях (молокозаводах) применяют специ​альные пастеризаторы с охладительной системой. Пастеризацией достигается частичная стерилизация, так как убиваются вегетатив​ные формы бактерий, а споры сохраняются. Резкое охлаждение препятствует «прорастанию» спор и последующему размножению бактерий.
Стерилизация паром под давлением 
(автоклавирование)~ самый эффективный метод стерилизации (тем​пература выше 100 X). Осуществляют его в специальном аппара​те—автоклаве. Принцип стерилизации основан на том, что чис​тый насыщенный водяной пар при высоком давлении, конденси​руясь, повышает температуру внутри котла (автоклава). Уменьшение объема пара после конденсации способствует про​никновению его во внутрь стерилизуемого предмета.'
Вертикальный автоклав (рис. 29, А) представляет собой ци​линдрической формы двустенный металлический котел, сверху закрываемый герметично крышкой. Через специальный кран с воронкой между стенками заливают воду до определенного уров​ня. Внутренняя стенка котла в верхней части имеет отверстия, в нижней части котла — кран, через который при нагревании воды пар вытесняет воздух из котла автоклава. Сверху на автоклав на​девают металлический защит​ный каркас, причем между ним и самим автоклавом дол​жно быть свободное простран​ство. Автоклав нагревают электричеством. После загруз​ки автоклава крышку и кран, через который наливают воду, закрывают, нижний кран вре​менно остается открытым. На​греваемая вода между стенка​ми автоклава [image: image56.jpg]


кипит, образую​щийся пар поднимается вверх
Рис. 28. Электрическая водяная баня:
I — корпус; 2 — термометр-регулятор; 3 — крышка; 4— панель управления
и через верхние отверстия внутренней стенки проходит во внутрь котла, толчками вытесняя воздух через нижний открытый кран. Когда воздух весь вытеснится и пар начнет выходить ровной струей, нижний кран закрывают. В результате давление пара внутри автоклава повышается. Началом стерилизации считают момент достижения показания манометра заданной величины. Нагрев регулируют на протяжении всей стерилизации, поддер​живая давление на одном уровне. При чрезмерном давлении в автоклаве предусмотрен предохранительный клапан, через кото​рый избыток пара выходит наружу. Современные автоклавы снабжены автоматическим устройством, регулирующим режим работы. При повышении давления пара соответственно повышается и температура в автоклаве; так, при давлении 50,6 кПа температура будет 110...И2Х, При 101,ЗкПа — 120...I21, при 151,9кПа-124...126, при 202,6 кПа - 132...133 X.
Манометры регистрируют давление пара без учета окружающе​го атмосферного давления {760 мм рт. ст.). По истечении времени стерилизации автоклав отключают. После охлаждения при нуле​вом показании манометра открывают ан для спуска пара. Крышку автоклава подают осторожно на себя, не заглядывая в ко​тел, оберегая лицо от возможного воздействия остаточного пара. До полного выхода пара открывать крышку автоклава нельзя, так как при быстром падении давления внутри автоклава стерилизуе​мые жидкие среды закипают, пробки из пробирок выталкиваются вместе с жидкостью.
В автоклаве стерилизуют питательные среды, выдерживающие нагревание выше 100 °С, стеклянную посуду, завернутую в бумагу, перевязочный материал, халаты, помещенные в металлические биксы. Кроме того, обеззараживают использованные бактериаль​ные культуры, посуду. В этих случаях давление пара и экспозиция стерилизации продолжительнее (151,9кПа— 1 ч), чем при стери​лизации чистого материала (50,6..Л01,ЗкПа — 30...40 мин).
Для проверки качества работы автоклава, соответствия показа​ний манометра и температуры пара используют различные веще​ства (бензонафтол, антипирин, сера), имеющие определенную точку плавления. Небольшое количество данного вещества сме​шивают с таким же количеством краски (фуксин, метиленовая синь), помешают в пробирку, запаивают ее и устанавливают в вер​тикальном положении между стерилизуемым материалом. При должной температуре вещество-индикатор плавится и окрашива​ется в цвет использованного красителя.
Рис. 29. (Внизу)Схема вертикального и горизонтального автоклава:
/( — вертикальный автоклав: /—подставка; 2 — водомерная трубка; 3— воройка; 4—предох​ранительный клапан; 5— манометр; й— крышка; 7—винтовые зажимы; S— котел; 9— кожух;
10— камера стерилизации; // — водопарокая камера; /2 —паровыпускной клапан. Я —горизонтальный автоклав: У —постамент; 2 — нагревательный элемент; 3 — крышка кот​ла; 4—предохранительный клапан; J—вентиль; 6— кожух; 7—паровая камера; 8— стерили-зационная камера; 9 — манометр паровой камеры;  10 — трехходовой кран;  // — сифонная трубка паровой камеры; 12 — опорное кольцо; 13 — крышка паровой камеры; 14— штурвал; /5—впускной кран; /6—манометр котелка; 17— трехходовой кран котелка; 18— сифонная трубка котелка; 19— патрубок; 20— воронка; 21 — водоуказательная колонка; 22— котелок
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При повышении давления пара соответственно повышается и температура в автоклаве; так, при давлении 50,6 кПа температура будет 110...И2Х, При 101,ЗкПа — 120...I21, при 151,9кПа-124...126, при 202,6 кПа - 132...133 X.
Манометры регистрируют давление пара без учета окружающе​го атмосферного давления {760 мм рт. ст.). По истечении времени стерилизации автоклав отключают. После охлаждения при нуле​вом показании манометра открывают кран для спуска пара. Крышку автоклава подают осторожно на себя, не заглядывая в ко​тел, оберегая лицо от возможного воздействия остаточного пара. До полного выхода пара открывать крышку автоклава нельзя, так как при быстром падении давления внутри автоклава стерилизуе​мые жидкие среды закипают, пробки из пробирок выталкиваются вместе с жидкостью.
В автоклаве стерилизуют питательные среды, выдерживающие нагревание выше 100 °С, стеклянную посуду, завернутую в бумагу, перевязочный материал, халаты, помещенные в металлические биксы. Кроме того, обеззараживают использованные бактериаль​ные культуры, посуду. В этих случаях давление пара и экспозиция стерилизации продолжительнее (151,9кПа— 1 ч), чем при стери​лизации чистого материала (50,6..Л01,ЗкПа — 30...40 мин).
Для проверки качества работы автоклава, соответствия показа​ний манометра и температуры пара используют различные веще​ства (бензонафтол, антипирин, сера), имеющие определенную точку плавления. Небольшое количество данного вещества сме​шивают с таким же количеством краски (фуксин, метиленовая синь), помешают в пробирку, запаивают ее и устанавливают в вер​тикальном положении между стерилизуемым материалом. При должной температуре вещество-индикатор плавится и окрашива​ется в цвет использованного красителя.
Устройство горизонтальных автоклавов конструктивно отлича​ется от вертикальных, но принцип действия остается таким же.
Стерилизация фильтрованием. Осуществляется пропусканием материала через бактериологические фильтры. Фильтрация связана не только с пропусканием или задержкой фильтром мельчайших частиц (бактерий) в зависимости от вели​чины пор фильтрующей пластинки, но и с адсорбционной спо​собностью материала, из которого сделан фильтр. Обычно фильтруют жидкости, не выдерживающие нагревания (сыворотки, растворы антибиотиков и др.). При фильтрации 
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Рис. 30. Фильтр Зейтца:
/ — стеклянная колба Бунэена; 2 — канюля для отсасывания воздуха; 3 — металлический держатель; 4 — фильтр
ные пластины из смеси асбеста с целлюло​зой. Отечественные асбестовые фильтры имеют марки Ф2 и СФ. Стерилизующими являются фильтры марки СФ.
Мембранные (ультра-) фильтры (колло-дийные мембраны) имеют вид тончайших листков белой бумаги. Готовят их из геми-целлюлозы, обработанной соответствую​щими реактивами, температурой и прессо​ванием. Эти фильтры различают по диа​метру и величине пор. Используют их для фильтрации, концентрации частиц, содер​жащихся в фильтруемой жидкости, а также для определения вели​чины вирусов.
Стерильность полученных фильтратов проверяют посевом на питательные среды с последующим выдерживанием в термостате несколько дней.
Стерилизация ультрафиолетовым излу​чением (УФИ). В лаборатории источником УФ-излучения обычно служат специальные бактерицидные лампы. УФ-облуче-ние используют для обеззараживания воздуха в помещениях (бок​сах, операционных). Бактерицидные лампы нашли также приме​нение в торговле и пищевой промышленности при хранении раз​личных продуктов при температуре выше 0 °С.
Ультразвук. Используют определенную частоту как фи​зический стерилизующий фактор, например для обеззараживания соды, стерилизации молока, некоторых консервированных про​дуктов, кожевенного сырья.
Химические методы. Для стерилизации питательных сред и ла​бораторной посуды непригодны. Их чаще используют для консер​вирования некоторых субстратов, так как они в бактерицидных концентрациях парализуют ферментативную способность бакте​рий.
В некоторых случаях для стерилизации применяют биологичес​кие МЕТОДЫ.
Тема 5. КУЛЬТИВИРОВАНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ
Микроорганизмы, выращенные в лабораторных условиях, на​зывают микробными культурами. Для получения культуры исследу​емый материал (кровь, эмульсия тканей, отечная жидкость, гной,  молоко и др.) высевают на стерильные питательные среды в про​бирках, колбах или чашках Петри и помещают на определенное время в специальные шкафы-термостаты, где постоянно поддер​живается необходимая для разных групп микробов температура (37...38°С;26...30оС;22...25°С).
Оборудование для культивирования. Лабораторный термостат (рис.31) представляет собой двустенный шкаф, снаружи покрытый теплоизоляционным материалом (пластиком). Термостаты могут быть водяные и суховоздушные. В водяном тер​мостате между двойными стенками заливают воду (обычно дис​тиллированную), в суховоздушном от нагретой внутренней метал​лической обшивки нагревается циркулирующий внутри воздух. Нагретые вода или воздух через внутреннюю металлическую стен​ку передают теплоту внутрь шкафа. Подключают термостат к электросети, так как в нижней части его между стенками вмонти​рованы электрообогреватели. Внутри термостата имеется несколь​ко сетчатых полочек, на которые помещают штативы или специ​альные, корзиночки с пробирками, колбы, чашки Петри, эксика​торы, микроанаэростаты с посевами.
Температура в термостате поддерживается при помощи термо​регулятора. При повышении температуры выше нужного уровня терморегулятор автоматически выключает обогреватель, а при по​нижении — включает его. Терморегуляторы могут быть биметал​лические, «подушечные» и контактные (ртутные).
Биметаллический терморегулятор состоит из двух спаянных между собой цинковой и латунной пластинок, изогнутых U-об-разно. Одна ветвь этой пластинки прикрепляется неподвижно к внутренней стенке термостата, вторая — свободная, подвижная, с электроконтактом находится на очень близком расстоянии от клеммы, соединенной с электросетью. При нагревании термостата в силу различного коэффициента расширения цинковой и латун​ной пластинок подвижная ветвь, отклоняясь в сторону, выключа​ет обогревание термостата. Температуру в термостате предварительно регулируют установлением клеммы на определенное расстояние от свободной пластинки тер​морегулятора.
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Принцип действия у «ло-душечных» терморегуляторов основан на том, что плоская
Рнс. 31. Термостат:
 контактный термометр; 2—дверцы термостата; 3— полки
латунная гофрированная коробочка с запаянной в ней жидкостью укрепляется таким образом со специальным устройством, что при нагревании выше заданной температуры жидкость в коробочке, расширяясь, оказывает давление на ее стенки и происходит от​ключение от сети. По мере охлаждения термостата жидкость в ко​робочке также охлаждается и не давит на ее стенки («подушеч​ки»), поэтому стержень с рычажком, к которому плотно подходит «подушечка», включаются в сеть обогревания.
В современных термостатах обычно применяют контактный терморегулятор — ртутный термометр с впаянными с двух сторон платиновыми проволоками. Один конец проволоки достигает ка​нала термометра, а другой заканчивается снаружи клеммой. Про​волоку с помощью наружного магнита располагают на различном уровне от столбика ртути в термометре, и температура автомати​чески поддерживается в термостате.
Для культивирования анаэробов и микроаэрофильных бакте​рий используют эксикатор и анаэростат.
Эксикатор представляет собой стеклянный сосуд с при​тертой крышкой. На его дно ставят часовое стекло или открытую чашку Петри с химическими веществами, которые активно связы​вают кислород воздуха [например, пирогаллол с гидроксидом (ед​ким натром)]. Сверху на специальный выступ эксикатора кладут фарфоровую подставку с отверстиями, а на нее пробирки или чашки с посевами и плотно закрывают крышку. Для герметичнос​ти края эксикатора смазывают вазелином; затем эксикатор поме​щают в термостат.
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Анаэростат (рис. 32) — металлический герметически зак​рывающийся цилиндрический сосуд, снабженный кранами для удаления воздуха или подачи нужного для работы газа (СО2, Ni, О2 и др.) и вакуум-манометром. Посевы помещают внутрь цилин​дра, закрывают крышкой и с помощью насоса из анаэростата уда​ляют воздух. Степень разрежения внутри прибора показывает ва​куум-манометр в миллиметрах ртутного столба (от 0 до 760). Анаэростат с посе​вами также ставят в термостат.
Питательные среды. Техника посева микроорганизмов. Любая микробиологи​ческая работа и, следовательно, выпол​нение любой практической задачи свя​заны с приготовлением питательных сред для выращивания микроорганиз-
Рис. 32. Анаэростат:
/ — манометр; 2— кран для отвода воздуха; 3 — крышка; 4— емкость для размещения посевов
мов. Среды необходимы для накопления, выделения и сохранения микроорганизмов, а также для выращивания культур с целью ис​следования их обмена веществ или получения биологических пре​паратов и ценных продуктов метаболизма.
Среда должна содержать все компоненты, необходимые для конструктивных и энергетических процессов клетки: источники углерода, азота, зольные элементы, микроэлементы. Синтетичес​кие возможности микроорганизмов и способы получения ими энергии разнообразны, поэтому очень разнятся их потребности в источниках питания. Следовательно, универсальных сред, одина​ково пригодных для роста всех без исключения микроорганизмов, не существует.
Разнообразие обмена веществ микроорганизмов обусловлено источниками углерода и азота; вот почему эти элементы представ​лены в средах различными веществами и именно они определяют специфичность сред.
Автотрофные микроорганизмы способны использовать в каче​стве единственного источника углерода диоксид углерода или кар​бонаты, тогда как потребность в углероде гетеротрофных микро​организмов данные соединения углерода не могут удовлетворить.
Для развития гетеротрофных микроорганизмов среда должна содержать более восстановленные соединения углерода, которые в зависимости от физиолога-биохимических особенностей организ​ма могут быть представлены различными органическими соеди​нениями, например кислотами, спиртами, углеводами, углеводо​родами.
Неодинаковы требования микроорганизмов и к источнику азо​та. В состав всех сред входят различные азотсодержащие соедине​ния. Это могут быть нитраты или соли аммония, одна или не​сколько аминокислот. Наконец, известны микроорганизмы, нуж​дающиеся в полном наборе аминокислот или белках.
Потребности разнообразных групп микроорганизмов в зольных элементах и микроэлементах удовлетворяются обычно за счет од​них и тех же минеральных солей. Поэтому так называемый «мине​ральный фон» сред для многих микроорганизмов может быть очень близким по составу.
Кроме элементов, необходимьтх для конструктивных процес​сов, среда должна содержать и энергетический материал. В средах для культивирования гетеротрофных организмов соединения уг​лерода в большинстве случаев служат и энергетическим материа​лом. В средах для хемоавтотрофных организмов эту роль выполня​ют минеральные соли.
Из вышесказанного ясно, что при составлении сред следует обязательно учитывать особенности обмена веществ микроорга​низмов. Кроме того, среды для одного и того же микроорганизма могут отличаться в зависимости от цели исследования. Например, среда для длительного сохранения микроорганизма в лабораторных условиях заметно отличается от сред, предназначенных для получения тех или иных продуктов обмена веществ.
Однако какой полноценной ни была бы среда, ее компоненты могут остаться недоступными, если активная кислотность среды (рН) не соответствует значениям, при которых возможно развитие изучаемых микроорганизмов. Поэтому в приготовленной среде проверяют значение рН и, если необходимо, доводят его до нуж​ной величины растворами кислот (HCi, H2SO4), щелочей (NaOH, КОН) или солей, имеющих щелочную реакцию (Na2CO3, >JaHCO5). В процессе стерилизации рН сред может изменяться, поэтому нередко требуется дополнительное определение его в сте​рильных средах и в случае надобности корректирование стериль​ными растворами кислоты или щелочи.
i Среды для культивирования в зависимости от состава составля​ют две группы; 1) естественные (натуральные) среды неопределен​ного или искусственного состава, 2) синтетические среды. Нату​ральные среды используют главным образом для поддержания культур микроорганизмов, накопления их биомассы и диагности​ческих целей. Примерами натуральных сред неопределенного со​става, которые широко применяют в лабораторной практике, слу​жат мясопептонный бульон, агар, неохмеленное пивное сусло, дрожжевая и картофельная среды.
(Необходимость культивирования микробов обусловлена не только выделением возбудителя болезни из исследуемого матери​ала и определением его вида, но и накоплением микробной массы для изготовления биологических препаратов: вакцин, антигенов и аллергенов. Для культивирования микроорганизмов в лаборатор​ных условиях применяют различные искусственные питательные
среды.
Питательные среды бывают: по консистенции — жидкие, плот​ные, полужидкие; по происхождению —животного, растительно​го происхождения и синтетические среды постоянного состава; по назначению —обычные, или простые, для выращивания боль​шинства микроорганизмов; специальные — для культивирования микробов, не растущих или плохо растущих на обычных питатель​ных средах; дифференциально-диагностические — употребляемые для определения родовых или видовых особенностей исследуемых бактериальных культур (гемолитических, сахаролитических, про-теолитических, редуцирующих и других свойств); селективные — для выделения микробов одного рода или вида из материала, со​держащего смесь разных видов микроорганизмов, на которых одни виды хорошо растут, а другие не растут; среды обогащения
(накопительные).
Основу многих питательных сред животного происхождения составляет мясная вода. Ее готовят из свежего нежирного говяжь​его мяса, не содержащего костей, фасций, сухожилий. Измель​ченное мясо (мелкие кусочки или фарш) заливают дистиллированной водой в соотношении 1 : 2 (на 1 кг мяса 2 л воды). Экстра​гируют 12...24 ч, кипятят 1,5...2 ч, фильтруют, добавляют дистил​лированную воду до первоначального объема, разливают в буты​ли, колбы, закрывают ватно-марлевыми пробками и стерилизуют в автоклаве.
Обычные (простые) среды. Мясопептонный бульон (МПБ) — жидкая питательная среда. Для его приготовления к I л мясной воды добавляют 1 % пептона, 0,5 % химически чистой по​варенной соли и кипятят. Мясная вода слабокислой реакции, по​этому МПБ подщелачивают — добавляют небольшое количество 10—15%-го раствора КОН или NaOH, кипятят 2...3 мин, проверя​ют рН электропотенциометром. Мясопептонный бульон фильтру​ют через бумажный фильтр, разливают по пробиркам, автоклави-руют.
Мясопептонный агар (МПА) — плотная питатель​ная среда. К МПБ добавляют 2 % агар-агара (безазотистое органи​ческое вещество, полученное из морских водорослей) и кипятят до его расплавления, в горячем виде определяют рН, кипятят еще 5... 10 мин, фильтруют в горячем виде через ватно-марлевый фильтр, разливают в пробирки или колбочки, автоклавируют. После стерилизации горячие пробирки с агаром укладывают на​клонно под углом 5...6 "С: при застывании образуется скошенная плотная поверхность. Для посева на агаровые пластинки его зали​вают в чашки Петри (рис. 33).
Мясопептонный полужидкий агар готовят так же, как и МПА; различие заключается в том, что агар-агара добавляют меньше — 0,15...0,25 %.
Специальные питательные среды. Бульон Мартена. Свиные желудки (или сычуги рогатого скота) очищают от жира, фасций, измельчают в мясорубке, заливают водой (1 : 4) и добав​ляют 1 % (к объему жидкости) соляной кислоты. Смесь выдержи​вают при 50 "С 24 ч, нейтрализуют 20%-м раствором NaOH до ще​лочной реакции по лакмусу, автоклавируют при 120 X 15 мин. Для приготовления бульона смешивают равные объемы мясной воды и полученной смеси, кипятят 10 мин, подщелачивают 20%-м раствором NaOH до рН 7,9, кипятят 30 мин, фильтруют, разлива​ют в пробирки, автоклавируют при 50,6 кПа (110 °С) 30 мин.
Агар Мартена. Добав​ление 2 % агара обеспечивает по​лучение плотной среды.
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Бульон     Хоттингера. Готовят из триптического гидро-лизата (перевара) мясных отхо​дов—фасций, жира, сухожилий:
1 кг мясных обрезков заливают
2 л кипящей воды, кипятят 5 мин,
охлаждают ДО 45 °С И добавляют      Рис. 33. Разлив агара в чашки Петри
5...10 г панкреатина, подщелачивают до рН 7,8...8,0 бикарбонатом натрия, встряхивают и доливают хлороформ ( 10 мл на 1 л), плот​но закрывают, выдерживают в теплом месте Юсут, ежедневно встряхивая. Полученный перевар подкисляют соляной кислотой до рН 5,5. Хранят в темном месте. Для приготовления питатель​ной среды к 1 л воды добавляют 100...200 мл полученного перева​ра, кипятят 1...2 мин, фильтруют, подщелачивают, стерилизуют. Агар Хоттингера готовят так же, как и обычный МПА.
Сахарный (глюкозный) бульон (или агар). Из​готавливают, как обычные среды, но добавляют 1...2 % глюкозы и стерилизуют текучим паром или автоклавируют при 50,6 кПа.
Мясопептонная желатина (МПЖ). К М ПБ добав​ляют 10...20 % желатины (продукт, получаемый из клейдающих тканей животных), расплавляют, устанавливают нужную реакцию горячей среды, пропускают через ватно-марлевый фильтр, разли​вают в пробирки, стерилизуют текучим паром дробно.
Мясопептонный печеночный бульон К и т т а-Т а р о ц ц и. Жидкая среда для культивирования анаэ​робов. Печень крупного рогатого скота нарезают мелкими кусоч​ками, заливают водой (1: 1), кипятят, фильтруют. Затем печеноч​ную воду добавляют в МП Б (2 : I) (на 2 л МПБ I л печеночного от​вара), кипятят, устанавливают рН, разливают по пробиркам высо​ким столбиком, в которые предварительно положены кусочки вареной печени. В пробирки поверх среды наливают 1...2 мл вазе​линового масла и стерилизуют в автоклаве при 4,9 Па 30 мин.
Сывороточный бульон и сывороточный мясопеп​тонный агар. В МПБ или расплавленный и охлажденный до 45...50Х МПА асептически добавляют 5...10% стерильной сыво​ротки крови лошади (или барана, кролика), затем сывороточный бульон разливают в стерильные пробирки. Сывороточный МПА разливают в пробирки (столбиком) или в чашки Петри.
Дифференциально-диагностические среды. Кровяной МПА. Применяют для выявления гемолитических свойств бак​терий. Предварительно в стерильную колбочку со стеклянными бусами асептично берут кровь (у барана, лошади или кролика) и встряхивают 15...20 мин, чтобы фибрин отделить от остальной массы крови (фибрин сгустками осаждается на бусах). Дефибри-нированную кровь (5...10 %) стерильно добавляют к расплавлен​ному и остуженному МПА, легким вращением колбочки равно​мерно смешивают и разливают в стерильные чашки Петри.
Среды Гисса. В пептонную воду (дистиллированная вода, 0,5 % натрия хлорида и 1 % пептона) добавляют 0,5%-й ра​створ углевода (сахар или многоатомный спирт) и 0,5%-й раствор индикатора Андрэдэ. Обычно готовят набор сред из разных угле​водов, каждую в отдельности. Используемый индикатор представ​ляет собой 0,5 г кислого фуксина, 16 мл 4%-го раствора NaOH, 100 мл дистиллированной воды. Среды с углеводами разливают в пробирки с поплавками, опущенными в пробирки вверх дном. Стерилизуют среды с углеводами текучим паром дробно.
Среды Гисса могут быть жидкими и полужидкими (без газов), содержащими 0,25 % агара. При ферментации того или иного уг​левода микробом, растущим в данной среде, образуется кислота, под действием которой восстанавливается цвет краски индикато​ра. Среда приобретает красный цвет. Образовавшиеся при фер​ментации углевода газообразные продукты скапливаются в по​плавках.
Среда Эндо. В расплавленный МПА (рН 7,4...7,6) вносят 0,5...1%-й раствор лактозы и 0,5 % насыщенного спиртового ра​створа основного фуксина, обесцвеченного добавлением по кап​лям 10 % сернокислого натрия. Среду кипятят и разливают в чаш​ки Петри. Бактерии, сбраживающие лактозу, растут в виде крас​ных колоний.
Среда Левина. Приготовленный 2%-й агар на бульоне Хоттингера (рН 7,2...7,4) стерилизуют в автоклаве. К 100 мл гото​вого расплавленного агара добавляют 2 мл 0,5%-го раствора мети-леновой сини, 1,5 мл 2%-го эозина (щелочного бактериологичес​кого), 2 г лактозы и 0,2 г двухосновного фосфорнокислого калия (К2НРО4). Растворы красителей готовят на дистиллированной воде и стерилизуют в аппарате Коха. Раствор метиленовой сини перед употреблением подогревают на водяной бане и добавляют в агар в теплом виде. После добавления этих компонентов среду тщательно перемешивают и разливают в чашки Петри. Среда фи​олетового цвета.
Висмут-сульфит агар (среда Вильсона—Блера). Представляет собой МПА (рН 7,5) с индикатором, содержащим цитрат висмута, сульфат натрия, соль Мора (серно-аммонийная соль железа), двухосновной фосфат натрия, глюкозу и бриллиан​товую зелень. В настоящее время висмут-сульфит агар (как и агар Эндо, среду Плоскирева) промышленность выпускает в сухом по​рошкообразном виде: 6 г сухого порошка растворяют в 100 мл дис​тиллированной воды, подогревают при непрерывном помешива​нии, разливают в стерильные пробирки и оставляют в наклонном положении.
Применяют также среды с химическими веществами, которые изменяют окраску в результате окислительно-восстановительных (редуцирующих) процессов, обусловленных ферментами бакте​рий. Для этого готовят молоко с метиленовой си​нью. Свежее обезжиренное коровье молоко подщелачивают би​карбонатом (NaHCO3) натрия до слабощелочной реакции по лак​мусовой бумаге, добавляют 1%-й водный раствор метиленовой сини до голубого окрашивания. Стерилизуют текучим паром дробно.
Среды накопления (обогащения) используют, если предполагает​ся, что в исследуемом материале присутствует небольшое число бактерий. Среда Шустовой: к МПА (рН 7,4) добавляют 10 % 50%-го водного раствора гипосульфита и 2 % раствора Л юго-ля. Применяют для накопления сальмонелл. Среда Раппо​порта: к МПБ добавляют 1 % глюкозы, 10 % желчи и 3 % инди​катора Андрэде. Стерилизуют текучим паром.
Синтетические среды. Применяют для изучения процессов ме​таболизма и других биологических особенностей бактерий. В их состав входят химически чистые растворимые в воде вещества в строго определенных количествах: фосфат (фосфорнокислый) ам​моний, фосфат калия, хлорид натрия, сульфат магния, глюкоза или другие углеводы, никотинамид и др. По мере необходимости готовят плотные синтетические среды путем добавления агара. Стерилизуют в автоклаве.
Для культивирования дрожжей и плесневых грибов используют следующие среды.
Синтетическая среда Ван-Итерсона: нитри​та аммония (NaH4NO3) 0,5 г, нитрата калия одноосновного {КН3РО4) 0,5 г, воды водопроводной 1 л; автоклавируют при 101,6 кПа 20 мин.
Глюкозный агар Сабур о: глюкозы 4,0 г, пептона 1,0 г, агара 1,8 г, воды 100 мл. Стерилизуют автоклавированием.
Агар Литмана с бычьей ж е л ч ь ю: пептона 10,0, глюкозы 10,0, обезвоженной бычьей желчи 15 мл, кристаллвиоле-та 0,01, воды I л, агара 20,0. Стерилизуют в автоклаве при 1 атм 15 мин. Разливают в чашки толстым слоем, чтобы предупредить обезвоживание среды.
Осветление сред. Осветленные агаризованные или желатиновые среды необходимы в диагностических исследованиях и для полу​чения хорошо видимых изолированных колоний анаэробных мик​роорганизмов. В ряде случаев прозрачную среду можно получить, отфильтровав ее от осадка через вату.
Когда этого бывает недостаточно, среды осветляют с помощью белков куриных яиц. Для осветления 500 мл среды достаточно белка одного яйца. Белок тщательно отделяют от желтка и встря​хивают с равным объемом воды до образования густой пены. Взбитый белок выливают в предварительно расплавленную и за​тем остуженную до 45...50 °С среду. Перед внесением белка прове​ряют значение рН среды и, если необходимо, среду подщелачива​ют до рН 7,0...7,3. Среду с белком тщательно перемешивают и прогревают в кипящей водяной бане в течение 1 ч. Белок сверты​вается и адсорбирует все взвешенные в среде частицы. Среду быс​тро отфильтровывают в горячем виде через вату. При этом лучше всего пользоваться специально подогреваемыми подставками для воронок, которые предотвращают застывание среды во время фильтрования.
Синтетические агаризованные среды, внесение белка в кото​рые нежелательно, осветляют следующим образом. Среду, налитую в химический стакан, автоклавируют и оставляют после сте​рилизации в закрытом автоклаве на 10...12 ч. При таком медлен​ном остывании среды все взвешенные частицы оседают на дно. Застывшую агаризованную среду извлекают из стакана. Верхнюю прозрачную часть среды срезают, помещают в колбу и вновь сте​рилизуют.
Определение активной кислотности среды. Активную кислот​ность среды (рН) обычно определяют электрометрически, кроме того, можно выборочно в 2...3 пробирках —колориметрически. Для электрометрического определения рН растворов широко ис​пользуют лабораторный потенциометр ЛПУ-01, в котором для из​мерения величины рН предназначена электродная система со стеклянным электродом. Стеклянный электрод представляет со​бой трубку с напаянным на конус полым шариком из литиевого электродного стекла. При погружении электрода в раствор между поверхностью шарика электрода и раствором происходит обмен ионами, в результате которого ионы лития в поверхностных слоях стекла замещаются ионами водорода и стеклянный электрод при​обретает свойства водородного электрода. Между поверхностью стекла и исследуемым раствором возникает разность потенциалов, величина которой определяется активностью ионов водорода в ра​створе.
Для создания электрической цепи используют внутренний электрод, осуществляющий электрический контакт с раствором, заполняющим внутреннюю часть стеклянного электрода, и вне​шний (вспомогательный) электрод, осуществляющий электричес​кий контакт с исследуемым раствором. Для защиты от воздей​ствия высоких температур вспомогательный электрод помещают вне исследуемого раствора и соединяют с ним при помощи элект​ролитического ключа —трубки, заполненной насыщенным ра​створом хлорида калия и заканчивающейся пористой перегород​кой. Раствор КС1 непрерывно просачивается через пористую пе​регородку, предотвращая проникновение из исследуемого раство​ра в систему электрода посторонних ионов, которые могут изменить электродвижущую силу (ЭДС) электрода. Суммарная ЭДС электродной системы линейно зависит от величины рН ра​створа. Определяют рН исследуемого раствора, измеряя ЭДС электродной системы с помощью электронного милливольтметра, шкала которого градуирована в единицах рН. Потенциометр ЛПУ-01 имеет устройство для ручной и автоматической коррек​ции показаний прибора при изменении температуры. При изме​рении рН растворов, температура которых отличается от комнат​ной, следует применять автоматическую температурную компен​сацию либо при каждом измерении устанавливать указатель руч​ного корректора на температуру исследуемого раствора. При работе с автоматическим термокомпенсатором последний должен быть погружен в исследуемый раствор не менее чем на 40 мм. Элементы измерительной схемы прибора и его электронный усили​тель размешены в металлическом корпусе, а элементы управления прибором выведены на переднюю панель.
Техника посева микробов. Для получения бактериальных куль​тур из молока, масла, сена, силоса, воды, гноя и тканей погибших животных делают посев на стерильные питательные среды. Мани​пуляцию проводят обязательно вблизи горящей газовой или спир​товой горелки, чтобы во время посева избежать бактериального загрязнения извне. Посев производят петлей или пастеровской пипеткой. Поступающий в лабораторию для исследования мате​риал регистрируют в специальном журнале.
Перед посевом необходимо тщательно сделать надпись на про​бирке (колбе или чашке Петри) с указанием номера экспертизы, названия микроорганизма и даты посева. Надпись делают черни​лами по стеклу или наклеивают этикетку. Бактериологический материал для посева или приготовления препаратов берут бакте​риологической петлей или иглой, если микроорганизмы выраще​ны на плотной среде; для взятия клеток из жидкой среды чаще используют стерильные пипетки.
Бактериологические петли иглы сделаны из тонкой платино​вой или нихромовой проволоки, которую закрепляют в металли​ческом держателе или впаивают в стеклянную палочку. Диаметр бактериологической петли составляет 2...4 мм. Бактериологичес​кую петлю (иглу) перед взятием клеток микроорганизмов стери​лизуют. Для этого проволоку прокаливают докрасна в пламени го​релки и одновременно обжигают примыкающую к петле часть держателя, которая будет вводиться внутрь сосуда, содержащего микроорганизмы. При прокаливании петлю держат в пламени по​чти вертикально, чтобы вся проволока была равномерно раскале​на. Сразу же после стерилизации петлю (иглу) вводят в сосуд с микроорганизмами.
Чтобы не повредить клетки микроорганизмов, петлю (иглу) вначале охлаждают, прикасаясь к внутренней поверхности сосуда или к питательной среде, где отсутствует рост, и только после это​го захватывают небольшое количество микробной массы.
Отбор клеток микроорганизмов, выращенных на плотной сре​де в пробирке, осуществляют следующим образом. Пробирку с культурой берут в левую руку таким образом, чтобы поверхность питательной среды с налетом выросших микроорганизмов была обращена кверху и хорошо видна. Пробирку держат в горизон​тальном или несколько наклонном положении. В правую руку бе​рут петлю и держат ее как карандаш, прокаливают в пламени го​релки. Затем, не выпуская петли, мизинцем и безымянным паль​цем правой руки прижимают наружный конец ватной пробки к ладони и вынимают пробку из пробирки. Края открытой пробир​ки слегка обжигают в пламени горелки, вводят в пробирку сте​рильную петлю и, отобрав небольшое количество микробной массы, вынимают петлю из пробирки. Горлышко пробирки снова об​жигают в пламени горелки, затем обжигают внутренний конец ватной пробки и закрывают ею пробирку, которую ставят в шта​тив, а извлеченный материал используют для приготовления пре​парата.
Клетки микроорганизмов, оставшиеся на петле после приго​товления препарата, сжигают в пламени горелки. В этом случае прокаливание петли начинают с участка проволоки, примыкаю​щего к кольцу, чтобы клетки, оставшиеся на петле, подсохли и не образовали аэрозоль, загрязняющий воздух. Затем петлю перево​дят в вертикальное положение, прокаливают докрасна и только после этого ставят на место.
Клетки микроорганизмов, выросшие в жидкой среде, отбирают стерильной пипеткой, реже — петлей. Для этого пипетку вынимают за верхний конец из бумаги, в которой она стерилизовалась, и берут средним и большим пальцами правой руки. В левую руку берут пробирку (колбу) с жидкой средой, открывают пробку, соблюдая все предосторожности, описанные выше, пипетку вводят в сосуд.
Отобрав часть среды, закрывают сосуд пробкой. Взятую пробу используют для приготовления препарата или посева в свежую питательную среду. После этого пипетку немедленно помещают в дезинфицирующий раствор (0,5...3%-й водный раствор хлорамина или 3...5%-й водный раствор фенола), не касаясь ею окружающих предметов.
При пересеве клеток микроорганизмов с одной среды на дру​гую в левую руку удобно взять две пробирки — одну со стерильной средой (дальше от себя), другую —с культурой микроорганизмов (ближе к себе), а в правую руку — бактериологическую петлю. Стерилизуют петлю в пламени горелки, затем, прижав пробки двух пробирок к ладони мизинцем и безымянным пальцами пра​вой руки, открывают пробирки. Бактериологической петлей отби​рают клетки микроорганизмов и вводят петлю в пробирку со сте​рильной скошенной средой почти до дна; петлю выводят вверх зигзагообразно или прямо (штрих). Посев иглой осуществляют в такой же последовательности, как и посев петлей, с той лишь раз​ницей, что в толщу плотной среды делают укол.
Если посев делают в жидкую среду, то пробирки держат почти вертикально, чтобы не замочить пробки. Петлю с клетками мик​роорганизмов погружают непосредственно в среду.
Все описанные выше манипуляции проводят около пламени горелки (но не в пламени!) по возможности быстро, чтобы не заг​рязнить культуру посторонними микроорганизмами. Не следует делать резких движений, ходить около проводящего посев микро​организмов, так как движение воздуха увеличивает вероятность случайного загрязнения культуры.
При посеве в жидкие среды (молоко, МПБ) в ле​вой руке держат пробирку в таком же положении, как и при изготовлении препарата-мазка; в правой руке находится петля (или пипетка) с засеваемым материалом и пробка пробирки. Около пламени горелки петлю с каплей материала (или пипетку) вносят в пробирку со средой, слегка погружая в нее. Закрыв пробирку пробкой, петлю прожигают на огне, а пастеровскую пипетку опус​кают в банку с дезраствором (карболовой кислотой, лизолом, фор​малином и др.). Во время работы следят, чтобы среда не касалась пробки и не вылилась. Засеянные питательные среды помещают в
термостат.
При посеве на плотную среду пробирки с засе​ваемой (пересеваемой) культурой и со стерильной питательной средой (МПА) берут в наклонном положении (скошенная поверх​ность агара сверху) в левую руку, пробками в сторону пламени го​релки. В открытую у пламени пробирку с культурой (или другим материалом) осторожно вводят петлю, слегка прикасаясь ею по​верхности исследуемого материала, и, взяв небольшое количество (одну каплю), переносят его в другую пробирку со стерильной средой. Петлю опускают до дна пробирки, погружают в конденса​ционную жидкость и зигзагообразными движениями петлей про​водят вверх по скошенной поверхности агаровой среды. При по​севе уколом в плотную среду пробирку удерживают в горизонталь​ном положении. Посевы (пробирки) ставят в термостат для куль​тивирования. Через 16...18, 24...48 ч учитывают результат и изучают культуральные свойства бактерий.
В жидкой среде рост микроорганизмов проявляется либо в виде равномерного помутнения за счет увеличения числа бакте​риальных клеток, либо осадка (в этом случае среда остается про​зрачной). Осадок может быть рыхлый, легко разбивающийся при встряхивании пробирки, или слизистый, поднимающийся в виде «косички», «смерчика*», а также в виде сплошной массы на дне пробирки или мелких крупинок, располагающихся на стекле пробирки. Некоторые виды микроорганизмов из-за повышенной потребности в кислороде воздуха растут на поверхности жидкой среды, образуя пленку и не вызывая помутнения бульона. Плен​ка может быть сухой и слизистой, гладкой и складчатой. В ряде случаев бактериальные культуры дают одновременно помутне​ние среды, обильный осадок и пристеночное кольцо на поверх​ности.
На плотной среде культуральные свойства определяют по ха​рактеру развивающихся колоний. При внесении на поверхность среды большого числа бактериальных клеток наблюдают сплош​ной рост микробной массы. При высеве небольшого числа клеток на среду с большой поверхностью из каждой бактериальной клет​ки в результате ее деления (размножения) формируется колония. В зависимости от диаметра колонии могут быть крупные (более 2 мм), мелкие (1...2 мм), или совсем маленькие в виде мельчайших росинок. Различают колонии сухие, влажные (сочные) или слизистые; гладкие, глянцевые, шероховатые с неровной поверхностью, с ровными или не ровными краями, выпуклые, плоские и с углуб​лением по середине, прозрачные и матовые, бесцветные или пиг​ментированные. Колонии многих видов бактерий, актиномице-тов, плесневых грибов, дрожжей при росте на различных пита​тельных субстратах могут принимать различную окраску, обуслов​ленную выделением красящих веществ —пигментов. (Если пигменты растворимые, окрашивается вся среда, а если не раство​римые, тогда окрашивается микробная масса колоний.) Для раз​личных видов микроорганизмов характерно образование пигмента определенного цвета — сине-зеленого, золотистого, белого, кре​мового, лимонно-желтого, пурпурно-красного и др. Пигментооб-разование ярче выражено на плотных средах (картофель, молоч​ный агар и др.). Для данного процесса имеет значение темпера​турный уровень; оптимум для многих видов составляет 25...3СГС. Определенное влияние оказывают кислород воздуха и рассеянный свет.
Особенности роста микроорганизмов на плотных и в жидких сре​дах (культуральные признаки). Рост на плотной среде. Микроорганизмы, развиваясь на поверхности плотных сред, об​разуют характерные для данного вида колонии. Поэтому вид ко​лоний — один из признаков, который необходим для идентифи​кации исследуемого микроорганизма. При описании учитывают следующие признаки колоний: форму — округлая, амебовидная, ризоидная, неправильная и др.; размеры, диаметр (мм); если раз​меры колонии не превышают I мм, то такие колонии называют точечными; оптические свойства — прозрачная, полупрозрачная (просвечивает), непрозрачная, блестящая, матовая, флуоресци​рующая; цвет — самой колонии и среды; поверхность — гладкая, шероховатая, складчатая, бугристая; профиль — плоский, выпук​лый, кратерообразный, врастающий в агар и др.; край — ровный, волнистый, лопастной, ризоидный и др,; структуру — однород​ная, мелко- или крупнозернистая, струйчатая; консистенцию — маслянистая, тестообразная, вязкая, пленчатая; способность к эмульгированию — равномерная или зернистая суспензия в воде, слабо или совсем не суспендируется в воде. Край и структуру ко​лонии определяют при малом увеличении микроскопа; чашку Петри в этом случае помещают на столик микроскопа крышкой вниз (рис. 34...36).
Консистенцию колонии устанавливают прикосновением к ее поверхности микробиологической петлей. При посеве клеток в толщу плотной питательной среды наряду с поверхностными ко​лониями образуются глубинные и донные колонии. Глубинные колонии довольно однообразны и чаще всего имеют вид сплю​щенных чечевичек, лишь у немногих видов бактерий они напоми​нают клочки ваты из-за нитевидных выростов в толщу среды. Если микроорганизмы в процессе развития выделяют газы, обра
Рис. 34. Формы колоний (вид сверху)
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зование глубинных колоний сопровождается разрывом плотной среды. Еще менее характерны донные колонии, образующиеся при соприкосновении агаризованной среды с дном чашки Петри. Эти колонии обычно имеют вид довольно крупных бесцветных прозрачных налетов.
Описание колонии часто дополняют характером роста микро​организмов по штриху на поверхности скошенной плотной пита​тельной среды. При этом отмечают его интенсивность — скудный, умеренный, обильный и особенности — налет сплошной с ровным или волнистым краем, четко видный в виде цепочки изолирован​ных колоний, диффузный, перистый, древовидный или ризоид
Рис. 35. Формы колоний (вид сбоку) [image: image39.jpg]



ный. Отмечают оптические свойства штриха, его цвет, поверх​ность и консистенцию. При описании колонии и роста микроор​ганизмов по штриху обязательно указывают состав среды и воз​раст культуры, так как колонии одного и того же микроорганизма на различных средах могут отличаться рядом признаков. В опреде​лителях обычно приведены описания колоний и роста микроорга​низмов по штриху только на мясопептонном агаре или на мясо-пептонном агаре и мясопептонной желатине.
Рост на картофеле. Многие микроорганизмы растут на ломтиках картофеля и образуют налеты, характерные для представителей данного вида. Особенность роста на картофеле является диагностическим признаком и играет определенную роль при идентификаций. Ломтики картофеля подготавливают в качестве среды следующим образом. Клубни тщательно моют во​дой, очищают от кожуры и пробочным сверлом вырезают кусоч​ки в форме цилиндра длиной 4...5 см. Цилиндры разрезают по диагонали (на клинья) и для нейтрализации клеточного сока по​гружают на 1 ч в 1%-й раствор гидрокарбоната натрия (NaHCO3) или скошенную поверхность картофеля натирают мелом. После этого кусочки картофеля помеща
ют в пробирки, на дно которых предварительно положена вата, смоченная водой. Стерилизуют картофель при 50кПа.
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Рис. 36. Края колоний (вид под микроскопом)
Посев делают петлей, втирая посевной материал в скошенную поверхность картофеля. Отмечают рост микроорганизмов или его отсутствие. Если рост есть, то указывают его интенсивность и ха​рактерные особенности, используя те же признаки, что и при опи​сании роста па плотных средах. Особое внимание обращают на образование пигмента.
Рост в жидкой среде. Рост микроорганизмов в жид​ких питательных средах при стационарных условиях культивиро​вания характеризуется большим единообразием по сравнению с ростом на плотных средах. Он сопровождается помутнением сре​ды, образованием пленки или осадка. Отмечая особенности роста в жидких средах, указывают прежде всего его интенсивность: скудный, умеренный или обильный. Помутнение среды может быть однородным, хлопьевидным или с шелковистой волнистос​тью.
Если образуется пленка, указывают ее особенности: кольцеоб​разная или сплошная, тонкая или толстая, плотная или рыхлая, гладкая или складчатая, сухая или слизистая, всползающая или опадающая.
При образовании осадка характеризуют его свойства: скудный или обильный, рыхлый, плотный, хлопьевидный, зернистый или слизистый. Обычно для того чтобы охарактеризовать рост в жид​кой среде, используют МПБ. Если изучаемый микроорганизм не растет в МПБ, то подбирают такую жидкую среду, которая под​ходит для него. Рост в МПБ и в жидких средах описывают, ис​пользуя 4...7-суточные культуры, выращенные в стационарных условиях.
Тема 6. МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ ЧИСТОЙ КУЛЬТУРЫ. ОПРЕДЕЛЕНИЕ БИОХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ МИКРОБОВ

Чистой культурой называют микроорганизмы одного вида, вы​росшие на питательной среде отдельно от других видов. Часто употребляемый термин разновидность применим к микроорганиз​мам определенного вида, но отличающегося от последнего каким-либо одним признаком. Штаммом называют культуру одного вида микробов, выделенную из конкретного источника (из органов жи​вотного, из корма, пробы почвы, воды и других объектов). Клон — культуры микробов, происходящие из одной клетки.
Выделение чистой культуры. Метод Дригальского. Берут несколько чашек Петри со стерильным МПА, в одну из них на поверхность агара наносят каплю смеси бактерий. Специаль​ным шпателем или пастеровской пипеткой, изогнутой на огне го​релки в виде шпателя, растирают каплю по поверхности агара, закрывают крышкой чашку. Этим же шпателем растирают поверх​ность другой чашки, затем третьей, четвертой и т.д. Чашки помещают в термостат, перевернув вверх дном, чтобы образующийся конденсат не смывал культуру. Самый густой рост будет в первой чашке, в последней чашке обычно получают изолированные друг от друга колонии. Колонии изучают по их внешнему виду, из них готовят бактериологический препарат, окрашивают и микроско-пируют. Отобрав колонию с характерными признаками и соот​ветствующими морфологическими, тинкториальными свойства​ми для искомого вида возбудителя, из нее бактериологической петлей производят посев в пробирки с МПБ и МПА (отвивка, пересев колонии) для получения чистой культуры одного вида микробов.
Для выделения чистой культуры бактерий часто используют метод, основанный на неодинаковом воздействии химических ве​ществ, антибиотиков, добавленных к питательным средам, на раз​витие разных видов микробов. Эти вещества, угнетая рост одних видов, не влияют на рост других. На этом принципе основано применение многих элективных сред с красками: яично-крах-мальные среды для выделения микобактерий туберкулеза, глюко-зо-печеночная среда с генцианвиолетом (или кристаллвиолетом) для получения роста бруцелл и подавления роста других видов микроорганизмов.
Метод Пастера. Основан на последовательном разведе: нии в 10 пробирках с жидкой средой капли смеси бактерий с рас​четом получить в последней пробирке чистую культуру. Кох, вве​дя в лабораторную практику использование плотных сред, приме​нил принцип Пастера, но разведения производил в плотной рас​плавленной среде и содержимое каждой пробирки с разным количеством исследуемого материала выливал в отдельную чашку Петри. После выдерживания в термостате в последних чашках с наибольшим разведением обнаруживают изолированные колонии. Пересеяв отдельную колонию в среды в пробирках, культивируя в термостате, получают чистую культуру. При исследовании воды, молока, фекалий и других материалов используют методы, пред​ложенные Пастером и Кохом.
При выделении спорообразующих микроорганизмов, учитывая стойкость спор при нагревании, исследуемый материал (или смесь выросших разных культур) прогревают в водяной бане при 80 °С в течение 30 мин, при этом все вегетативные формы погибают, а споры сохраняются. После прогревания производят пластинчатый посев по Дригальскому с последующей отвивкой колонии. Поми​мо этого метода при выделении культуры спорообразующего па​тогенного вида микроба прибегают к биопробе: после прогрева​ния смесь микробов вводят подкожно лабораторному животному (белая мышь, морская свинка); через 1...3сут животное гибнет. Труп вскрывают и из разных внутренних органов пастеровской пипеткой производят посев на питательные среды для получения чистой культуры возбудителя.
Нередко для выделения чистой культуры подвижных видов бактерий используют метод Мечникова и Шукеви-ч а. Каплю исследуемого материала помещают на дно пробирки со скошенным агаром (обязательно в конденсационную воду). Если в смеси с разными бактериями будет находиться подвижный вид микроба (протей, столбнячная палочка и др.), то через 12... 18 ч на поверхности агара появляется рост бактерий искомого вида, пересевом которого с самой верхней части агара достигается получение чистой культуры. Для выделения анаэробов посевы на средах в пробирках, чашках Петри помещают в эксикатор или анаэростат.
Биохимические свойства микробов. Для описания и идентифи​кации микроорганизмов широко используют некоторые особен​ности их обмена веществ, выявляемые по способности расти на диагностических средах и вызывать те или иные превращения ве​ществ, входящих в состав этих сред. К биохимическим признакам, которые, как правило, необходимы при определении системати​ческого положения различных представителей бактерий, относят способность использовать углеводы, сахара и спирты. Микроорга​низмы характеризуются неодинаковой способностью использо​вать различные углеводы и спирты в качестве единственных ис​точников углерода и энергии.
Для идентификации большинства гетеротоофных микроорга​низмов необходимо определить, какие углеводы и спирты обеспе​чивают рост изучаемого организма и какими изменениями среды он сопровождается. Как правило, для этих целей используют сле​дующие углеводы — арабинозу, ксилозу, глюкозу, фруктозу, га​лактозу, сахарозу, мальтозу, лактозу, а также спирты— глицерин и маннит. Рост на средах с этими соединениями может приводить к накоплению органических кислот, нейтральных продуктов, газов.
Образование кислот регистрируют по изменению активной кислотности (рН) среды, газа —по появлению на поверхности среды пены и вытеснению среды из поплавка. Углеводы или спир​ты составляют 1 % основного состава среды. Основой (фоном) среды является водопроводная вода; в нее входят 0,5 % пептона и 0,1 % КНРО4. Чтобы обнаружить изменение рН, к среде добавля​ют индикатор бромкрезолпурпур из расчета 2 мл 1,6%-го спирто​вого раствора на 1 л среды: при рН 6,8 индикатор имеет пурпур​ный, а при рН 5,2 —желтый цвет. Вместо бромкрезолпурпура можно использовать в такой же концентрации бромтимолблау, который при рН 6,0 дает желтый цвет, а при рН 7,6 — синий.
Чтобы обнаружить образование газа, в среду опускают поплав​ки (трубочки диаметром 5...7 мм и длиной 35...45 мм, запаянные с одного конца) запаянным концом вверх. Как правило, готовят ос​новной фон среды, добавляют к нему индикатор; при необходи​мости доводят рН среды до 6,8 и разливают в пробирки с поплав​ками (по 9 мл в каждую); стерилизуют при 98,06 кПа.
Углеводы и спирты следует стерилизовать отдельно в виде 10%-х водных растворов и Добавлять после стерилизации к стерильному фону среды. Растворы дисахаридов лучше стерилизовать фильтро​ванием, чтобы избежать их гидролиза при высокой температуре. Во все среды с углеводами и спиртами одновременно вносят по 0,1...02 мл суспензии клеток изучаемого микроорганизма и ставят в термостат.
Если изучаемый организм развивается быстро, то результаты можно учитывать через 48...96 ч, а если медленно — через 7...10сут. Визуально по помутнению среды, образованию пленки, осадка отмечают рост или его отсутствие во всех использованных средах. По изменению цвета индикатора делают заключение о том, чем сопровождается использование субстратов — подкисле-нием или подщелачиванием среды, или рН среды не изменяется (цв. рис. IV). О газообразовании свидетельствует накопление газа в поплавке. Результаты сравнивают с контрольной средой, т. е. с фоном, не содержащим ни углеводов, ни спиртов. Все данные на​блюдения вносят в таблицу. На основании полученных результа​тов делают заключение о том, какие углеводы и спирты использу​ет изучаемый микроорганизм и сопровождается ли этот процесс накоплением кислоты или образованием газа.
Аэробное окисление или сбраживание-углеводов. Это различие в метаболизме углеводов использу​ют при характеристике многих представителей гетеротрофных микроорганизмов. Среду (состав: пептон — 0,2 г, NaCl — 0,5 г, КНРО4 — 0,03 г, вода дистиллированная — 100 мл, агар-агар — О,3г, бромтимолблау — 0,3мл 1%-го водного раствора; рН 7,1) разливают в пробирки.
Углеводы готовят в виде 10%-х растворов, стерилизуют отдельно и вносят в среду после стерилизации так, чтобы их конечная кон​центрация соответствовала 1 %. Для каждого углевода используют две пробирки. После посева поверхность среды в одной пробирке заливают стерильным парафином или смесью вазелинового масла и парафина (1 : 1). Продолжительность культивирования составляет 8...10сут. Образование кислоты регистрируют по изменению цвета индикатора. Организмы, осуществляющие брожение, развиваются и подкисляют среду в двух пробирках, тогда как организмы, осуще​ствляющие аэробное окисление, — только в одной.
Гидролиз крахмала. Микроорганизмы, образующие амилазу, используют продукты гидролиза крахмала как источник углерода и энергии. Для выявления этой способности используют среду следующего состава (%): пептон—1,0, КНРО4 —0,5, ра​створимый крахмал —0,2, агар-агар—1,5; рН среды —6,8...7,0. Готовят 40 мл указанной среды, стерилизуют и разливают в две стерильные чашки Петри. Когда среда застынет, клетки изучаемо​го организма высевают штрихом по диаметру чашки. Продолжи​тельность культивирования 7...10 сут.
Гидролиз крахмала обнаруживают по зоне просветления среды вдоль штриха. Особенно четко она видна после обработки агаро​вой пластинки раствором Люголя. Так как йод — индикатор крах​мала, то вся среда окрашивается в синий цвет, за исключением зоны гидролиза крахмала, которая остается бесцветной или может приобрести красно-бурую окраску, если крахмал гидролизуется в основном до декстрина.
Разжижение желатины. Разжижать желатину спо​собны микроорганизмы, выделяющие в среду протеолитические ферменты (коллагеназы). Для выявления этой способности иссле​дуемый микроорганизм высевают на мясопептонную желатину (МПЖ), приготовленную следующим образом: к МПБ добавляют 10...15 % желатины и оставляют на 20...30 мин, чтобы желатина на​бухла, затем смесь нагревают на водяной бане до полного растворе​ния желатины и разливают в пробирки по 8...10 мл. Стерилизуют при 4,8 Па 15 мин. Посев осуществляют уколом. Продолжитель​ность культивирования 7... 10 сут при комнатной температуре. ■ Разжижение желатины или его отсутствие отмечают визуально. Если желатина разжижается, указывают интенсивность и форму разжижения. Разжижение бывает послойным, воронкообразным, мешковидным, пузырчатым {рис. 37).
Образование аммиака. Свойственно микроорганиз​мам, дезаминирующим аминокислоты. Эту способность микроор​ганизмов выявляют при их росте в -[image: image41.jpg]



Рис. 37. Типы разжнження желатины
МПБ. Для этого МПБ разливают в пробирки по 8...10мл в каждую, стерилизуют при 9,8 Па и засевают клетками изучаемого микроорганизма. Образование ам​миака обнаруживают по изменению окраски лакмусовой бумаги. Для этого после посева помещают в пробирку над средой стериль​ную полоску красного лакмуса, зажимая ее между пробкой и гор​лышком пробирки. Чтобы затруднить улетучивание аммиака, пробку пробирки заворачивают в целлофан.
При образовании аммиака полоска красного лакмуса синеет. Лакмусовые бумажки стерилизуют в чашке Петри автоклавирова-нием при 4,9 Па.
Образование индола. Многие микроорганизмы в процессе развития образуют из триптофана индол, что обусловле​но их триптофаназной активностью и служит важным диагности​ческим признаком. Индол обнаруживают по качественной реак​ции с реактивом Эрлиха. МПБ с 0,01 % триптофана разливают в пробирки по 8...10 мл, стерилизуют при 4,9 Па и засевают клетка​ми изучаемого организма.
Через 5...7 сут после посева проводят качественную реакцию на присутствие индола в культуре. Для этого на поверхность среды, не перемешивая, вносят 1 ...2 мл реактива Эрлиха: появление крас​ной окраски свидетельствует о наличии индола. Параллельно про​водят качественную реакцию на индол в стерильной среде.
Образование сероводорода (H2S). Свойственно микроорганизмам, использующим в процессах метаболизма серо​содержащие аминокислоты, например цистеин, цистин, метио-нин. Эту способность выявляют при выращивании микроорганиз​мов в МПБ, который разливают в пробирки по 8...10 мл в каждую, стерилизуют при 4,9 Па и засевают клетками изучаемого организ​ма. После посева над средой помещают полоску бумаги, пропи​танную раствором ацетата (уксуснокислого) свинца, зажав ее меж​ду пробкой и горлышком пробирки. Пробку пробирки заворачи​вают в целлофан, чтобы затруднить улетучивание сероводорода. Продолжительность культивирования 7...10 сут.
Выделение H2S. При развитии микроорганизмов H2S в МПБ обнаруживают по почернению бумаги вследствие образова​ния сульфида свинца.
При развитии микроорганизмов на среде с железоаммонийным цитратом о выделении сероводорода судят по почернению среды из-за образования сульфида железа (FeS). Образование сероводо​рода характерно и для микроорганизмов, осуществляющих про​цесс сульфатредукции.
Воздействие на молоко. Молоко содержит углево​ды (лактозу), белки (казеин), витамины, минеральные соли, по​этому многие микроорганизмы хорошо в нем растут. Рост микро​организмов в молоке может быть связан со сбраживанием лакто​зы, протеолизом казеина или с двумя этими процессами одновре​менно.
Для определения воздействия микроорганизмов на молоко поступают следующим образом. Молоко обезжиривают сепари​рованием или центрифугированием в течение 15 мин при 2...3тыс. мин"'. При центрифугировании жиры образуют на по​верхности молока достаточно плотную пленку. Обезжиренное мо​локо разводят водой (4 части молока на I часть воды), добавляют индикатор бромкрезолпурпур (2 мл 1,6%-го спиртового раствора на 1 л молока) или лакмус (10 мл 4%-го раствора на I л молока), разливают в пробирки по 8...10мл в каждую и стерилизуют при 4,9 Па.
Результаты учитывают спустя 6... 14 сут после посева. Исполь​зование лактозы с образованием кислот отмечают по изменению цвета индикатора. Если степень подкисления достаточно велика, наблюдается коагуляция казеина (образование сгустка, часто со​провождаемое отделением сыворотки). Образование диоксида углерода (углекислоты) микроорганизмами в процессе использо​вания лактозы хорошо видно по сгустку, который пронизан пу​зырьками.
Воздействие микроорганизмов на казеин молока тоже вызыва​ет коагуляцию, но она имеет место при нейтральной или слабоще​лочной реакции среды и является результатом образования мик​роорганизмами казеинолитических ферментов. При высокой ак​тивности этих ферментов отмечается «просветление» молока, на​зываемое пептонизацией, что связано с протеолизом казеина.
Отношение к кислороду. По отношению к кисло​роду различают четыре большие группы микроорганизмов: обли-гатные аэробы, микроаэрофилы, факультативные анаэробы (аэро​бы) и облигатные анаэробы.
Для описания микроорганизмов и дальнейшей идентификации ограничиваются наблюдением роста изучаемого организма после посева уколом в агаризованную среду или после посева в расплав​ленную агаризованную среду. Строгие аэробы растут на поверхно​сти среды и в самом верхнем ее слое, микроаэрофилы — на неко​тором расстоянии от поверхности среды, факультативные анаэро​бы развиваются по всей толще среды, облигатные анаэробы — только в глубине среды.
Чтобы определить принадлежность изучаемого микроорганиз​ма к одной из вышеуказанных групп, поступают следующим обра​зом. МПА (или другую, благоприятную для микроорганизма сре​ду) разливают в четыре пробирки на 1/2 ее высоты и стерилизуют при 30 Па. В две пробирки с МПА посев проводят уколом. В двух других пробирках МПА расплавляют в кипящей водяной бане и дают остыть до 48...50 X, а затем в среду вносят петлей исследуе​мый материал, тщательно перемешивают и дают агару застыть.
Отмечают рост и его интенсивность по уколу и в толще среды. В соответствии с этим характеризуют отношение исследуемого микроорганизма к кислороду.
Оксидазная активность. Этот тест используют обычно для дифференциации представителей семейства Pseudomonadaceae от других палочковидных бактерий, не окраши​вающихся по Граму. Для определения оксидазной активности на​носят несколько капель 1%-го водного раствора тетраметилфени-лендиамина на колонию в чашке Петри. Колонии организмов, об​ладающих оксидазной активностью, приобретают красную окрас​ку, которая через 10...30 мин переходит в черную.
Каталазная активность. Свойственна большинству аэробных микроорганизмов. Облигатные анаэробы и многие микроаэрофилы каталазу не образуют. Каталазную активность выявляют следующим образом. Исследуемый микроорганизм выращивают на поверхности плотной питательной среды. Нано​сят каплю 10%-го раствора Н2О3 на колонию или суспендируют клетки исследуемого микроорганизма в небольшом объеме этого раствора. Выделение О2, хорошо заметное по образованию пу​зырьков, свидетельствует о наличии в клетках каталазы. Можно выращивать бактерии и в жидкой среде. В этом случае к 1 мл жидкой культуры добавляют I мл раствора НгО^: значение рН должно быть около 7.
Отношение к температуре. Подавляющее боль​шинство микроорганизмов, с которыми имеют дело в лаборатор​ных условиях, принадлежат к мезофилам. Однако оптимальная температура для роста микроорганизмов этой группы имеет доста​точно широкий диапазон— от 20 до 45 °С. Поэтому необходимо определить температуру, обеспечивающую оптимальный рост изу​чаемого организма.
Для этого штрихом засевают скощенные плотные питательные среды в 10 пробирках. Пробирки затем по две помещают в термо​статы с температурой 20, 30, 37, 42 и 48 °С. Через 2...3 сут отмеча​ют интенсивность роста исследуемого макроорганизма визуально по 4-балльной шкале: 0 —отсутствие роста, «+» —слабый рост, «++» —хороший рост; «+++» — очень хороший рост.
После первого пассажа проводят второй пассаж с той лишь раз​ницей, что для каждой температуры посевным материалом служат клетки соответствующего первого пассажа. Пробирки вновь поме​щают в термостаты с различной температурой; через 2...3 сут отме​чают рост и его интенсивность.
Чаще используют следующие методы регистрации фермента​тивной активности микроорганизмов.
Выявление сахаролитической активнос​ти микроорганизмов. В состав дифференциально-ди​агностических углеводных сред (среды Гисса) входят различные со​единения, которые можно условно назвать сахарами: моносахари​ды, полисахариды, многоатомные спирты. При утилизации углево​дов в качестве конечных продуктов образуются кислоты и газообразные продукты. Соответственно расщепление углевода регистрируют по изменению рН среды и выделению газообразных продуктов. Закисление питательной среды улавливают при помощи различных индикаторов. Индикатор ВР, входящий в состав сухих сред Гисса, меняет цвет от розового в щелочной среде через серый при нейтральном рН до голубого или ярко-синего в кислой среде.
Индикатор Андрэдэ (кислый фуксин— 0,5 г, 1%-й раствор гид-роксида натрия — 16 мл, дистиллированная вода — 84 мл) при за-кислении дает покраснение среды. В жидких средах Гисса образо​вание газов при утилизации субстрата улавливают при помощи поплавков («газовок») — стеклянных трубочек, запаянных в верх​нем конце и помещенных в пробирки. В «газовках» скапливаются газы, вытесняющие жидкую питательную среду; в полужидких средах Гисса газообразные продукты остаются в толше среды в виде пузырьков.
Ферментация углеводов иногда происходит медленно, поэтому предварительный учет результатов проводят через 24...48 ч, а окончательный — через 1О...14сут инкубирования посевов.
Тест с метиловым красным показывает степень закисления сре​ды при расщеплении глюкозы. Метилрот как индикатор срабаты​вает в диапазоне рН 4,4...6,0. Исследуемую культуру выращивают 2...5сут в жидкой среде Кларка с глюкозой. Затем на 5 мл среды добавляют 5...6 капель раствора метилрота. Положительный ре​зультат — покраснение среды после внесения индикатора (рН 4,0...5,0).
Среда Кларка: пептон —5 г, гидрофосфат калия —5 г, глюко​за — 5 г, вода дистиллированная — 1000 мл. Ингредиенты раство​ряют в воде, кипятят 2...3 мин, фильтруют через бумажный фильтр, доводят рН до 6,9...7,0, разливают по пробиркам и стери​лизуют при 112 °С 20 мин.
Тест Фогеса — Проскауера выявляет промежуточный продукт расщепления глюкозы — ацетоин (ацетилметилкарбинол, диметил-кетон). Исследуемую культуру выращивают на среде Кларка. К 1 мл культуры добавляют 0,6 мл 5%-го раствора анафтола, перемешива​ют, вносят 0,2 мл 40%-го раствора гидроксида калия и инкубируют 1 ч. Положительная реакция — красное окрашивание среды.
Выявление протеолитических и других ферментов микроорганизмов. Протеолитические ферменты расщепляют белки питательной среды до промежуточ​ных (пептоны, полипептиды, аминокислоты) или конечных (се​роводород, индол, аммиак) продуктов.
Характер роста микроорганизма на молоке. При посеве исследу​емой культуры бактерий на стерильное обезжиренное молоко можно выявить фермент, расщепляющий молочный сахар (лакто​зу), и протеолитические ферменты, действующие на молочный белок (казеин). Расщепление лактозы приводит к закислению и свертыванию молока, при выделении протеолитических фермен​тов казеин постепенно растворяется — пептонизируется, в результате чего молоко просветляется, приобретает легкий кремовый от​тенок, а на дне пробирки формируется осадок. Свертывание мо​лока может также происходить под влиянием выделяемого неко​торыми бактериями «сычужного» фермента, в этом случае реак​ция молока бывает щелочной. Иногда возможна пептонизация ка​зеина без свертывания молока.
Тест на гидролиз казеина в плотных питательных средах. Обез​жиренное молоко диализуют для удаления лактозы, которая инги-бирует гидролиз казеина. В расплавленный питательный агар с двойной концентрацией агар-агара добавляют равный объем сте​рилизованного автоклавированием диал изо ванного молока. Ис​следуемую культуру бактерий засевают «штрихом» на поверхность питательной среды, разлитой в чашки Петри. Посевы инкубируют до 14сут. Перед учетом результатов поверхность среды заливают 10%-м раствором соляной кислоты. Положительный результат — просветление среды вокруг колоний.
Тест на уреазу. Исследуемую культуру микроорганизма засева​ют на среду Кристенсена (пептон — 1 г, хлорид натрия — 5 г, ди-гидрофосфат калия —2 г, агар —20г, глюкоза— 1 г, 0,2%-й ра​створ фенолрота —6мл, 20%-й раствор мочевины— 100мл, вода дистиллированная —1000 мл) и выращивают 1...4сут. Положи​тельный результат — покраснение среды в результате ее защелачи-вания.
Тест на редукцию нитратов. Выявляет восстановление нитра​тов до нитритов. Культуру микроорганизма засевают в МПБ, со​держащий 0,2% нитрата калия, инкубируют 48...12 ч. Затем в опытную и контрольную пробирки добавляют по 1 мл реактива с крахмалом (растворимый крахмал — I г, вода дистиллированная— 100 мл, йодид калия — 0,5 г). К этому раствору перед постановкой реакции добавляют несколько капель 10%-го раствора соляной кислоты. Положительный результат-—темно-синее окрашивание.
Тест на общую фосфатазу. Исследуемую культуру микроорга​низма засевают «штрихом» на поверхность питательного агара с натриевой солью дифосфата фенолфталеина, инкубируют 4...5 сут. Чашки переворачивают вниз крышкой, на внутреннюю поверх​ность которой наносят каплю 28...30%-го раствора нашатырного спирта. При наличии фосфатазы колонии приобретают красный цвет.
Тест на оксидазу. Фильтровальную бумагу пропитывают 1%-м раствором тетраметилпарафенилендиамина дигидрохлорида. Бак​териальную массу петлей наносят на поверхность бумажной по​лоски. Положительный результат — фиолетовое или пурпурное окрашивание через 10...60 с.
Определение гемолитических свойств. Некоторые виды бактерий в процессе своей жизнедеятельности вырабатывают особые веще​ства белковой природы —гемотоксины, обладающие лизирую-щим действием на эритроциты. Для определения гемолитической способности производят посевы на питательные среды, содержа​щие 5 % дефибринированной крови. Чаще используют кровяной МГЛА. При росте на кровяной среде микроорганизмов, обладаю​щих гемолитическими свойствами, вокруг колонии в результате лизиса эритроцитов образуется прозрачная зона (бесцветная или окрашенная). В жидких питательных средах при гемолизе среда делается прозрачной (красная лаковая кровь).
Тест на редуцирующую способность бак​терий (в метиленовом молоке) основан на следующей особен​ности: при окислительно-восстановительных реакциях у бактерий акцептором водорода может быть кроме молекулярного кислорода ряд органических красителей, которые, присоединяя водород, восстанавливаются и обесцвечиваются. Такие свойства отмечены у лакмусовой настойки, метиленовой сини, малахитового зелено​го и др. Например, молоко с метиленовой синью готовят так: мо​локо подщелачивают 10%-м раствором карбоната натрия до рН 7,2 и добавляют 20 мл 1%-го водного раствора метиленовой сини на 1000 мл. Готовая среда голубого цвета. Результат учитывают че​рез сутки инкубирования посевов. В случае редукции красителя среда окрашена в кремовый цвет.
Тест-системы для быстрой идентифика​ции бактерий по группе специально отобранных биохи​мических признаков обычно представляют собой пластмассовые пластины с лунками (микропробирками), заполненными различ​ными сухими средами (субстратами). В эти среды вносят суспен​зию исследуемой культуры и после инкубирования учитывают ре​зультат. К тест-системам прилагают таблицы для учета результатов и идентификации микроорганизмов в зависимости от спектра вы​явленных ферментов.
Разработаны тест-системы для идентификации энтеробакте-рий, анаэробов, несбраживающих бактерий и т. д. Нижегородский институт микробиологии и эпидемиологии выпускает тест-систе​му подобного типа — биохимические пластины для идентифика​ции энтеробактерий (ПБДЭ), кроме того, разработаны тест-систе​мы для санитарно-микробиологических целей.
Принципы идентификации микроорганизмов. Основная задача бактериологического диагностического исследования — это опре​деление таксономического положения выделенного микроорганиз​ма путем сравнения его свойств со свойствами известных видов.
В рутинной бактериологической практике микроорганизм идентифицируют, изучая его фенотипические признаки (мор​фологические, тинкториальные, культуральные, биохимичес​кие, патогенные). Стали получать распространение некоторые методы идентификации по генотипическим признакам, кото​рые ранее в основном применяли в научной работе для класси​фикации микроорганизмов с неясным таксономическим поло​жением. 

В бактериологии для идентификации используют определите​ли микроорганизмов. Наиболее популярный — определитель бак​терий Берджи — включает в себя описание свойств известных ви​дов микроорганизмов. Бактерии в этом руководстве по ограни​ченному числу морфологических и физиологических признаков объединены в большие группы. В пределах этих групп при помо​щи нескольких дифференцирующих признаков бактерии подраз​делены на семейства, роды и виды. Распределение микроорганиз​мов в этом определителе не отражает иерархической классифика​ции, а преследует сугубо практическую цель — как можно быстрее и экономичнее установить таксономическое положение изучаемо​го микроорганизма.
Идентификация неизвестного микроорганизма представляет собой процесс последовательного его отождествления с той или иной большой группой микробов, характеризующихся общими свойствами, затем с семейством в пределах группы, далее с тем нечном этапе исследуемый микроорганизм отождествляют (иден​тифицируют) по совокупности морфологических, тинкториаль-ных, культуральных, биохимических, патогенных свойств с ка​ким-либо видом в пределах рода. В случае необходимости внутри вида устанавливают принадлежность культуры к био-, серо-, фа-говару. Работа с определителем Берджи предполагает использова​ние достаточно большого количества тестов, характеризующих различные свойства микроорганизма. В практических диагности​ческих лабораториях, исходя из эпизоотологических, клинических и патологоанатомических данных, обычно проводят бактериоло​гические исследования, заранее ориентированные на обнаруже​ние возбудителя определенной инфекционной болезни, по схеме, предусмотренной официальной инструкцией.
Тема 7. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ МИКРООРГАНИЗМОВ К АНТИБИОТИКАМ. БАКТЕРИОФАГИ
По происхождению различают антибиотики, продуцируемые грибами и лишайниками (пенициллин, гризеофульвин и др.), акта-номицетами (стрептомицин, неомицин, тетрациклин, эритроми​цин и др.), бактериями (грамицидин, полимиксин, тиротрицин, субтилин и др.), высшими растениями (аллицин, фитоалексин, препараты алоэ, фитонциды лука, чеснока и др.) и антибиотики животного происхождения (лизоцим, эритрин, экмолин и др.).
В лечебной практике антибиотики делят по их спектру дей​ствия: действующие преимущественно на какую-то одну группу микроорганизмов (например, на грамположительные или грамот-рицательные) или на разные группы микробов. Антибиотики из​готавливают промышленным путем в виде солей калия, натрия, кальция и выпускают в специальных упаковках. Во всех случаях перед выпуском препарата определяют его активность. Нередко приходится определять и концентрацию антибиотиков в исследу​емом материале.
Биологическую активность антибиотиков выражают в услов​ных единицах (ЕД), содержащихся в I мл раствора (ЕД/мл) или в 1 мг препарата (ЕД/мг). За единицу антибиотической активности принимают минимальное количество антибиотика, которое по​давляет рост стандартного тест-микроба в определенном объеме питательной среды. Для установления активности каждого анти​биотика используют свойственный для него тест-микроб: для пе​нициллина—золотистый стафилококк 209-Р, для стрептомицина и тетрациклина — штаммы Вас. subtilis, для биомицина, левомице-тина — Е. сой. Установлено, что 1 мг чистого основания стрепто​мицина эквивалентен 1000 ЕД, следовательно, 1 ЕД эквивалентна 1 мкг данного антибиотика.
Единица биологической активности не у всех антибиотиков одинаковая: 1 ЕД неомицина эквивалентна 3,3 мкг, пеницилли​на — 0,6 мкг, бацитрацина — 20 мкг чистого вещества. Весовое ко​личество антибиотика, эквивалентное одной единице биологичес​кого действия его, называют международной единицей действия (ME).
Активность антибиотиков определяют химическим, но чаше биологическим методом, в основе которого лежит установление интенсивности прямого воздействия препарата на живую микроб​ную клетку. Для этих целей применяют метод серийных разведений в жидких и плотных питательных средах. В штатив ставят 20 пробирок в два ряда и в каждую вносят по 1 мл среды. В пробирках первого ряда готовят последовательные разве​дения стандартного антибиотика, для чего в пробирку добавляют 1 мл антибиотика, раствор перемешивают и 1 мл его переносят в следующую пробирку и т. д. В две последние пробирки антибио​тик не вносят, они служат контролем. В пробирках второго ряда по той же методике разводят испытуемый антибиотик. Затем во все пробирки обоих рядов добавляют тест-микроб в соответствую​щей концентрации. Пробирки выдерживают в термостате при 37 "С 18..,24 ч. Наименьшее количество (наибольшее разведение) препарата, в котором отсутствует рост тест-микроба, сопоставля​ют с таким же разведением стандартного антибиотика и определя​ют содержание его в 1 мл арифметическим подсчетом, принимая во внимание степень разведения.
В лабораторных условиях применяют чашечный (или кольцевой) метод с использованием бумажных дисков, про​питанных растворами различных концентраций испытуемого ан​тибиотика.
Техника выполнения. Готовят серию последовательных разведе​ний испытуемого препарата в пробирках на физиологическом растворе (1:10, 1:100, 1:1000, 1 :10000 и т.д.). В несколько ча​шек Петри со стерильным агаром сплошь по всей поверхности вы​севают культуры тест-микроба.
Дно чашки карандашом по рж-38- Посев культуры шпателем стеклу разделяют на четыре секто​ра. В центр каждого сектора на засеянный агар кладут стерильный бумажный диск (диаметр 0,6 см), пропитанный раствором антиби​отика соответствующей концентрации. Чашки Петри выдержива​ют в термостате при 37 °С 16...18ч. Вокруг дисков в зависимости от активности и концентрации антибиотика в растворе образуют​ся разной ширины зоны задержки роста тест-микроба (см цв. рис. V). Наименьшие зоны точно измеряют с помощью циркуля и линейки. Параллельно исследуют стандартные антиби​отики с известной активностью.
Для каждой концентрации стандартного и испытуемого анти​биотика вычисляют среднее арифметическое число. Активность рассчитывают по стандартной кривой или по специальным табли​цам. Для выбора наиболее эффективного антибиотика определяют чувствительность (антибиотикорезистентность) возбудителя бо​лезни к нескольким антибиотикам.
В стерильные чашки Петри с ровным дном наливают по 20 мл МПА или агара на переваре Хоттингера с содержанием 120— 140 мг% аминного азота; рН среды 7,2...7,4. Исследуемую культуру возбудителя, выделенного из патологического материала, смыва​ют с агара физиологическим раствором, готовят 1-миллиардную взвесь и 1 мл ее засевают сплошным слоем по всей поверхности агара. Излишек жидкости отсасывают пипеткой. Засеянные чаш​ки подсушивают в термостате 15...30 мин при 37 °С. Бумажные диски, пропитанные разными антибиотиками (лучше фабричного производства), раскладывают на засеянный агар стерильным пин​цетом на расстоянии 2 см от края, слегка прижимая к среде. В од​ной чашке можно испытать 4...5 антибиотиков. Чашки с дисками выдерживают при комнатной температуре (не выше 20 °С) 2...3 ч, затем 14...15 ч в термостате при 37 °С. Учет результатов производят по величине зоны задержки роста микробов вокруг бумажных дисков, включая их диаметр. Если зона задержки роста составляет 15...25 мм, то считают, что микробы чувствительны к антибиоти​ку, до 15 мм — малочувствительны; отсутствие такой зоны указы​вает на резистентность бактериальной культуры к данному анти​биотику (чувствительность отсутствует).
Для выявления антибиотикоустойчивых штаммов бактерий ис​пользуют метод диффузии в агаре с применением дисков. Более точное исследование проводят методом серийных разведений в соответствии с «Указаниями по определению чувствительности к антибиотикам возбудителей инфекционных болезней сельскохо​зяйственных животных».
Бактериофаги. Это вирусы бактерий, характеризующиеся обли-гатным паразитизмом, малой величиной (10...350 нм), специфи​ческими антигенными свойствами. Паразитизм бактериофагов проявляется только в молодой бактериальной культуре, гомо​логичной (специфичной) фагу. Бактериофаги можно выделить из различных материалов, где содержатся живые микробы (из сточ​ных вод, раневых секретов, фекалий животных и человека, по​чвы). Называют фаги по виду лизируемого ими микроба (фаги ки​шечной палочки, сальмонелл).
Для выделения фага исследуемый материал пропускают через бактерийные фильтры. Фильтрат вносят в колбу с МПБ и засева​ют определенным видом бактерий. Ставят в термостат при 37 X на 16,.Л 8 ч, а затем культуру вновь фильтруют и проверяют на на​личие фага. С этой целью в 10 мл МПБ засевают 0,05 мл густой взвеси бактерий, добавляют 0,1 мл исследуемого фильтрата и по​мещают в термостат. Каждые два часа проверяют степень роста культуры (по образующейся мутности среды), сравнивая с конт​рольной пробиркой МПБ (та же культура, но без фильтрата). В первые часы инкубирования в опытных контрольных пробирках отмечают рост культуры, но в последующем в растущей культуре развившийся фаг лизирует молодую культуру и в пробирках с до​бавленным фильтратом наступает просветление, мутность исчеза​ет; в контрольных пробирках мутность увеличивается из-за обиль​ного роста культуры.
Наличие фага можно определить и на плотных средах. На по​верхность скошенного в пробирке МПА засевают микробную культуру так, чтобы она покрывала всю поверхность среды; подсу​шивают и наносят 1...2 капли фильтрата, давая им стечь сверху вниз по поверхности засеянной среды. Культуру ставят в термо​стат на 18...20 ч. При наличии фага, гомологичного засеянной культуре, по следу протекавшей капли фильтрата (фага) бактерии не растут, образуется своего рода «дорожка», вокруг которой отме​чают обильный рост бактерий.
Учитывая специфичность фагов, их используют для диагности​ческих целей, идентификации бактериальных культур, выделяе​мых из исследуемого материала. При необходимости для опреде​ления активности фага применяют специальные методы.
Репродукция многих бактериофагов в клетке приводит к ее ли​зису. На специфической адаптации фагов к строго определенным видам (штаммам) бактерий и внешнем проявлении поражения бактериальных клеток (лизис) основано практическое использо​вание бактериофагов: при помощи известного (диагностического) фага можно обнаружить и идентифицировать бактерии. Кроме того, биологическая промышленность выпускает лечебно-профи​лактические бактериофаги.
Идентификация бактерий с помощью фагов. Фаги применяют для видовой (возбудитель сибирской язвы, листериоза и др.) или внутривидовой идентификации бак​терий — установление фаговара конкретного бактериального штамма.
Для идентификации неизвестной культуры бактерий при по​мощи диагностического бактериофага обычно используют плотную питательную среду. Например, исследуемую 18-часо​вую культуру, предположительно листерий, засевают в МПБ с глюкозой, инкубируют при 37 °С 4 ч до легкой опалесценции среды и затем засевают газоном (0,1 мл) на подсушенный 2%-й МПА в чашку Петри. Через 1...1,5ч инкубирования посевов при 37 "С при слегка приоткрытой крышке на одну половину газона наносят каплю листериозного бактериофага 2А и на вто​рую половину помешают каплю фага 4А. Посевы инкубируют при 22...25°С 16...24 ч. Учет результатов: если культура листери-озная, то на месте нанесения хотя бы одного фага видна про​зрачная зона лизиса.
Для установления фаговара исследуемую культуру проверяют с набором типовых фагов, охватывающих все фаговарианты данно​го вида бактерий, определяют, к какому фагу чувствителен дан​ный штамм, что и служит его маркером.
Для идентификации микробов в объектах окружающей среды и диагностики инфекционных болезней используют метод нара​стания титра фага, который позволяет обнаружить возбудителя непосредственно в исследуемом материале в присутствии посто​ронней микрофлоры. Для этого навеску исследуемого материала без консерванта заливают МПБ в 10-кратном объеме (рН 6,8...7,0), встряхивают со стеклянными бусами 5 мин в шуттель-аппарате и разливают в две пробирки по 9 мл. В первую пробир​ку добавляют 1 мл индикаторного фага известного титра в разве​дении 1 : 100, в другую — 1 мл бульона (контроль на наличие сво​бодного фага), в третью пробирку (контроль титра фага) — 9 мл стерильного МПБ и 1 мл фага. Пробирки помещают в термостат при 37 "С на 4...5 ч. При наличии в материале микроорганизмов гомологичного фага происходит нарастание титра фага. Затем содержимое каждой пробирки разводят бульоном в 100, 1000 и 10 000 раз при 58 "С, 30 мин прогревают в водяной бане и иссле​дуют по методу агаровых слоев с индикаторной культурой. Ре​зультат учитывают через 4...5 ч по колониям фага («пятнам»). Положительным результатом считают тот, при котором титр фага в опытной пробирке увеличивается более чем в 5 раз по сравнению с контролем.
Методика рекомендуется при исследовании воды, почвы, мо​лока и другого материала.
Тема 8. ОПРЕДЕЛЕНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ МИКРООРГАНИЗМОВ
В результате проникновения патогенных микробов в воспри​имчивый организм животного возникает инфекционный процесс, который в зависимости от состояния макроорганизма и условий среды может иметь разное течение: острое, подострое и хроничес​кое. Встречаются и стертые формы.
Специфической причиной инфекционного процесса служит возбудитель — микроб, но проявление болезни во многом зависит от состояния макроорганизма. Бывает и так, что при внедрении микроба в организм болезнь не развивается вследствие большой сопротивляемости макроорганизма. Окружающая среда может из​менить эти соотношения, понизить резистентность (сопротивляе​мость) макроорганизма, обусловливая благоприятные условия для микроба. Куры, например, обычно не болеют сибирской язвой, так как температура тела у них доходит до 42 °С — условие, небла​гоприятное для развития возбудителя. Если охладить организм ку​рицы опусканием ее в воду (при наличии в организме сибиреяз​венного микроба), то возникает болезнь.
Большинство болезней имеют свойственные им клинические признаки, определенное течение и сопровождаются характерны​ми изменениями в органах и тканях. В результате взаимодействия возбудителя с организмом вырабатываются антитела. Это дало возможность разрешить многие вопросы серологической и аллергической диагностики инфекционных болезней.
Для того чтобы доказать специфичность возбудителя, его необ​ходимо выделить из больного организма или трупа, воспроизвести подобную картину болезни после введения подопытному живот​ному и затем из трупа выделить культуру микроба, идентичную введенной.
Одни микробы, проникая в организм, размножаясь в крови и органах, вызывают его гибель, другие подобное действие оказыва​ют, выделяя на месте внедрения токсин.
Возбудителей сибирской язвы (В. anthracis), рожи свиней (Erysipelothrix insidiosa), бруцеллеза (Brucella) и других инфекцион​ных болезней выделяют из органов и тканей трупа. Возбудителя же столбняка (С. tetani) можно обнаружить только на месте вне​дрения; размножаясь, он выделяет токсин, который по нервным путям проникает в центральную нервную систему и вызывает су​дорожные сокращения мышц. Все многообразие проявления ин​фекционного процесса требует глубокого и детального знания особенностей возбудителя и клинического течения болезни.
Взятие патологического материала для лабораторного исследования. Для установления диагноза и выяснения причины гибели животных в лабораторию направляют измененные органы, ткани. Материал должен быть свежим, взят по возможности стерильно в чистую, стеклянную или другую водонепроницаемую посуду. Необходимо помнить, что органы и ткани, предназначенные для микробиоло​гического исследования, нельзя консервировать химическими ве​ществами, губительно действующими на микробов. Из такого ма​териала невозможно будет выделить возбудителя, а следовательно, установить причину смерти животного. Если нет возможности быстро доставить материал в лабораторию, то его помешают в банку с 30...40%-м стерильным водным раствором глицерина.
Для микроскопического исследования по​сылают мазки, приготовленные из органов, тканей, гноя и различ​ных выделений животного. Для гистологического ис​следования материал консервируют в 10%-м растворе фор​малина или 96%-м спирте.
Правильный отбор материала и его транспортировка в значи​тельной мере определяют успех исследований. При взятии мате​риала ориентируются на клинические признаки болезни, которые указывают на поражение той или иной системы, патологоанато-мическую картину вскрытия (изменения в различных органах — печени, легких, кишечнике и др.), а также на предварительный диагноз, поскольку для каждой инфекции характерна определен​ная локализация возбудителя в организме.
Материал для исследования берут прижизненно или посмертно (от павших или убитых с диагностической целью животных), но во всех случаях желательно от животных, не подвергавшихся лече​нию антимикробными препаратами. Патологический материал отбирают в максимально короткие после гибели сроки, так как уже через 2..,3 ч после смерти нормальная микрофлора начинает проникать в органы и ткани, что затрудняет выделение возбудите​ля в виде чистой культуры.
Чтобы избежать контаминации посторонней микрофлорой, ис​следуемый материал берут стерильно, с использованием стериль​ного инструмента и посуды для транспортировки.
Трупы мелких животных направляют в лабораторию цели​ком.
Паренхиматозные органы и их фрагменты (у крупных животных) берут, соблюдая правила асептики. Каждый орган (фрагмент) помещают в стерильную посуду, транспортиру​ют в нативном виде или консервируют одним из способов.
Трубчатые кости очищают от мышц, сухожилий, за​ворачивают в ткань, смоченную 5%-м раствором фенола, или пе​ресыпают поваренной солью и затем заворачивают в ткань.
Гной, пунктаты органов, экссудат берут при помощи стерильного ватного тампона, шприца.
Кровь (15...20 мл) следует брать при лихорадочных состоя​ниях стерильным шприцем. Кровь, а также другие жидкие мате​риалы можно отбирать стерильной пастеровской пипеткой с пос​ледующим запаиванием ее кончика. 
Перед взятием мочи наружные половые органы обмывают, ополаскивают стерильным физиологическим раствором, осушают стерильным марлевым тампоном. Первую порцию мочи не берут, последующую в необходимом объеме набирают в стерильную по​суду.
Мокроту собирают до приема корма. Из трахеи ее берут при помощи стерильного трахеотубуса и стерильного ватного там​пона на проволоке. При глубоком (до бифуркации) введении там​пона возникает кашель и удается получить бронхиальную слизь. Тампон с материалом помещают в пробирку со стерильным физи​ологическим раствором. При взятии материала из носоглотки ис​пользуют специальные приборы, носоглоточные тампоны на изогнутой проволоке, носовые ватно-марлевые тампоны.
Для взятия секрета молочной железы сосок об​мывают водой, обрабатывают этанолом, ополаскивают стериль​ным физиологическим раствором, сцеживают и удаляют первую порцию; для микробиологического исследования берут последую​щие порции молока.
С п и н н о-м озговую жидкость обычно берут путем пункции при наличии менингоэнцефалитического синдрома.
При исследовании кишечника и его содержимого пере​сылают отдельные отрезки (сегменты) кишечника, перевязанные на концах лигатурами. В некоторых случаях представляющие ин​терес отрезки кишечника освобождают от содержимого, промыва​ют стерильной водой и помещают в банку со стерильным 30%-м водным раствором глицерина или насыщенным раствором хлори​да натрия. Кишечник отправляют в лабораторию вместе с регио​нарными лимфатическими узлами.
Фекалии берут стерильными ватными или ватно-марле-выми ректальными тампонами, которые вводят на 8...10 см в пря​мую кишку, а затем помещают в стерильную пробирку. Если нет возможности сразу сделать посев, используют консервирующие смеси. В противном случае нарушается исходное количественное соотношение микробных видов и размножение некоторых бакте​рий может привести к инактивации искомого возбудителя.
Консервирование, Транспортировка и хранение материала. Мате​риал помещают в стерильную стеклянную посуду (пробирки, фла​коны, банки и др.), закупоривают. При подозрении на особо опас​ные инфекции сосуды помешают в герметичный металлический пенал (ящик), который опечатывают.
Транспортировку и хранение материала до исследования про​водят таким образом, чтобы предотвратить размножение сопут​ствующей микрофлоры и инактивацию искомого возбудителя. С этой целью исследуемый материал (кусочки органов) помещают в стерильную смесь из равных объемов глицерина и физиологичес​кого раствора или помещают в термос, содержащий: 1) снег (лед) и поваренную соль (в соотношении 3 : 1), температура смеси —15...—20 °С; 2) равные части сухого льда и этанола, темпе​ратура смеси около —70 "С.
Для консервирования материала, содержащего энтеробакте-рии, используют смеси, в которых исследуемый материал должен составлять 1/3 общего объема:
глицериновая смесь: глицерин — 500 мл, физиологи​ческий раствор—1000мл; рН доводят до 7,8...8,0 добавлением 20%-го раствора гидрофосфата калия. Стерилизация дробная, те​кучим паром.
Фосфатная буферная смесь: дистиллированная вода—1000мл, дигидрофосфат калия — 0,45 г, гидрофосфат ка​лия — 5,34 г. Стерилизация 20 мин при 121 °С.
Для энтеробактерий используют также накопительные среды (селенитовая, магниевая, желчный бульон), которые должны со​ставлять 4/5 общего объема. Независимо от способа консервиро​вания фекалии транспортируют и сохраняют до посева при 2...6'С.
Упаковка и пересылка патологического материала.
 Патологический материал доставляется нароч​ным. Органы или их части помешают в стеклянные банки, кото​рые плотно закрывают и опечатывают. Трупы животных перевозят в плотных деревянных ящиках с опилками, которые впитывают выделяемую жидкость. Патологический материал при особо опас​ных инфекциях (сибирская язва, сап, туберкулез, бруцеллез, эм-^ар) кладут в стеклянную или плотную металлическую посуду, закрывают и опечатывают, а затем помещают в деревянный ящик.
Вместе с патологическим материалом направляют сопроводи​тельную, в которой указывают: название хозяйства (адрес); сведе​ния о признаках болезни, применяемых средствах лечения, корм​лении животных и уходе за ними; данные об эпизоотической об​становке в прошлом и настоящее время; какие и когда проводи​лись прививки, а также вид и возраст павшего животного; перечень материала, направляемого для исследования; основные патологические изменения в трупе; предполагаемая причина па​дежа; на какое заболевание необходимо провести исследование.
Поступивший в лабораторию неконсервированный материал можно хранить при 4°С в течение 1...2сут; консервированный в 50%-м растворе глицерина (кусочки органов) — несколько недель; для длительного хранения материал замораживают при —15...—20 С.
Кровь для серологических исследований у крупного рогатого скота, овец, лошадей берут из яремной вены в стерильные бакте​риологические пробирки в объеме 10... 15 мл, у свиней — из хвос​товой, передней краниальной вен или глазного синуса, у птиц — из подкрылковых вен, у кроликов — из краевой ушной вены. Про​бирки с кровью выдерживают до формирования сгустка в тепле (1,5...2 ч), затем для отделения от стенок пробирки обводят сгус​ток стеклянной чистой палочкой или спицей. Для отстаивания
сыворотки пробирки с кровью помещают в холодильник (4...6Х) на 18...20ч. После ретракции сгустка сыворотку крови переливают в серологические пробирки с резиновыми пробками. При необхо​димости сыворотку крови консервируют, добавляя в пробирку не​сколько крупинок борной кислоты, тиомерсал (конечное разведе​ние 1 : 10 000), или замораживают.
Принципиальная схема микробиологического исследования. 
Диаг​ностика инфекционных болезней включает в себя комплекс ис​следований: эпизоотологические, клинические, патологоанатоми-ческие, микробиологические. При важности каждого из них и ценности именно комплексного подхода микробиологическое ис​следование особенно важно, поскольку с его помощью либо не​посредственно обнаруживают этиологический (причинный) агент болезни, либо косвенными специфическими иммунологическими методами доказывают его присутствие.
Микробиологическое исследование состоит из следующих этапов;
1.
Обнаружение возбудителя непосредственно в исследуемом
материале без изоляции в виде чистой культуры на питательных
средах с помощью разных методов:
неиммунологические методы: а) выявление возбудителя путем микроскопического исследования окрашенных (по Граму и др.) мазков-отпечатков из органов и тканей; б) обнаружение при по​мощи генетических методов (генные зонды, ПЦР) нуклеиновых кислот возбудителя;
иммунологические методы: выявление антигенов возбудителя с помощью различных серологических реакций (РП, РДП, МФА, ИФА, РИГА и др.).
2.
Обнаружение возбудителя (его токсинов) с помощью био​
пробы: заражение исследуемым материалом чувствительных лабо​
раторных животных.
3. Выделение культуры возбудителя из исследуемого материа​
ла путем посева на питательные среды.
4. Идентификация выделенной культуры микроорганизмов по
совокупности морфологических, тинкториальных, культуральных,
ферментативных и патогенных свойств. При этом широко исполь​
зуют серологические (РА, РП, РДП, ИФА и др.), а в случае необ​
ходимости генетические методы идентификации изолированных
микроорганизмов.
5.
Серологическая (ретроспективная) диагностика. Обнаруже​
ние специфических следов пребывания возбудителя — антител в
сыворотке крови исследуемых животных при помощи различных
серологических реакций (РА, РСК, ИФА и др.). Серологические
реакции наиболее широко применяют при диагностике хроничес​
ки протекающих бактериозов.
Аллергические исследования в отличие от перечисленных выше методов проводят непосредственно на животных в хозяй​стве: при помощи диагностических аллергенов выявляют состоя-
ние гиперчувствительности замедленного типа. Аллергическую пробу в основном применяют для иммунологической диагностики хронических бактериозов.
Изложенная схема отражает возможные, но не обязательные направления микробиологических исследований. При каждой конкретной инфекции схему исследования строят с учетом осо​бенности биологии возбудителя и инфекционного процесса.
Определение патогенности. 
Патогенность микроорганизма, вы​деленного при исследовании патологического материала, опреде​ляют с помощью биологической пробы (биопробы), т. е. зараже​нием лабораторных животных: белых мышей и крыс, морских свинок, кроликов, голубей, кошек, а также собак (чаще щенков), кур, мелкого и крупного рогатого скота (телят), обезьян, лошадей и др. Выбор вида животного для биопробы основывается на его восприимчивости к исследуемому объекту. Для биопробы берут не только выделенную микробную культуру, но и непосредственно патологический материал, из которого для этой цели готовят взвесь растертой в стерильной ступке ткани органов, гной, слизь, разбавленные физиологическим раствором. Биологическая проба необходима также при установлении безвредности биологических препаратов (вакцин, сывороток).
Помещение для содержания лабораторных животных (вива​рий) должно иметь несколько отделений: карантинное, клиничес​кое для выполнения определенных работ (взятие крови, зараже​ние, вскрытие и др.), кладовую, кухню и др. Перед заражением животных метят: кроликов и морских свинок — металлическими сережками с номерами, белых мышей и крыс — раствором краски (фуксина, метиленовой сини и др.) (рис. 39).
Для удобства и безопас​ности работы животных фиксируют (рис. 40 и 41). Морских свинок помощник держит брюшком вверх так, чтобы средний палец левой руки находился на шее, а большой и 'указательный — под передними конечнос​тями, правой рукой при​
Рис 39. ключ к мечению зараженных животных
держивают задние конечно​сти. Мышь берут одной ру​кой за кончик хвоста, дру​гой — за кожную складку затылка, ближе к ушам, и повертывают в удобное для манипуляции    положение.
Крыс фиксируют корнцан гами,     захватив     складку
Рис. 40. Фиксация и заражение мышей
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Рис. 41. Фиксация и заражение морских свинок
кожи затылка, плотно прижимают голову к поверхности стола, другой рукой держат за хвост и поворачивают в удобное положе​ние, оттягивая корнцангом голову.
Животных заражают следующими методами: накожным (ска​рификация), внутрикожным, подкожным, внутримышечным, внутривенным, внутрибрюшинным, оральным, интраназальным, интрацеребральным и в переднюю камеру глаза. Используемые при этом инструменты (шприцы, иглы и др.) должны быть сте​рильными.
При скарификации скальпелем делают небольшой надрез кожи — насечку и в нее апплицируют исследуемый матери​ал или бактериальную культуру. Испытуемый материал можно также втирать жесткой щеточкой. Место заражения выстригают и дезинфицируют.
При внутрикожном способе пальцами левой руки от​тягивают кожу и в образующуюся между ними кожную складку вводят кончик иглы. Вводимая доза материала не должна превы​шать 0,2 мл. Показатель правильного введения — небольшая при​пухлость величиной с горошину.
При подкожном инфицировании пальцами левой руки оттягивают кожу; у кроликов — со стороны спины несколько сбо​ку, у белых мышей и крыс — со спины ближе к основанию хвоста. В образовавшийся «кармашек»-складку вводят иглу шприца, затем его содержимое. Объем вводимого вещества не должен превышать для мышей 1 мл, для крыс, морских свинок— 10 мл, кроликов — 20...25 мл.
При внутримышечном заражении инъецируемый ма​териал чаше вводят с внутренней поверхности бедра. Голубей и
кур можно заражать также и в грудную мышцу. Доза введения мышам составляет 0,5 мл, морским свинкам и крысам — 3...5 мл, кроликам — 5...8 мл. Большой объем лучше вводить дробно в 2...3 места.
При внутрибрюши ином заражении животное фик​сируют головой вниз, иглу шприца вводят в нижнюю треть живо​та, чуть отступя от белой линии.
Внутривенно исследуемый материал кроликам вводят в краевую вену уха, мышам и крысам — в вену хвоста. Перед зара​жением место инъекции протирают тампоном, смоченным ксило​лом или теплой водой, чтобы вызвать наполнение сосудов кровью.
При интрацеребральном заражении животных фиксируют в спинном положении. У кроликов для этой цели тре​панируют череп в участке между надбровным углом и черепным гребнем. Поле операции выстригают, дезинфицируют, пальцами левой руки растягивают кожу над глазницей параллельно череп​ному гребню и рассекают ее (раздвигают ее края), крестообразно разрезают надкостницу, маленьким трепаном прокалывают череп​ную кость и извлекают небольшой кусочек ее; из шприца вводят 0,2 мл исследуемого материала. После этого соединяют края над​костницы, края кожной раны заливают коллодием.
У мышей и крыс трепанацию не делают, а легким проколом костной ткани вводят кончик иглы и инъецируют материал.
Интраназально заражение осуществляют капельным способом, используя глазную пипетку. Предварительно животное слегка наркотизируют — к носу прикладывают вату, смоченную эфиром.
При оральном заражении исследуемый материал добав​ляют в корм, воду или вводят через небольшой зонд.
В случае гибели зараженного животного труп вскрывают, со​блюдая правила асептики, и производят бактериологическое ис​следование.
Для вскрытия труп фиксируют в спинном положении (брюш​ком вверх) на деревянной доске или лотке с застывшим парафи​ном; конечности растягивают и закрепляют мелкими гвоздиками. Кожно-шерстный покров дезинфицируют 5%-м раствором фено​ла или лизола. Разрезают кожу вдоль белой линии от промежности до грудино-ключичного сочленения, а затем делают поперечные надрезы (рис. 42). Отпрепарированные кожные лоскуты отводят в сторону. Так же надрезают брюшину, вскрывают брюшную по​лость, подрезают ребра, диафрагму, вскрывают грудную полость. При вскрытии обращают внимание на патологоанатомическую картину.
После этого прижигают поверхность сердца, печени, почки и других органов, пипеткой прокалывают нужный участок, насасы​вают небольшое количество крови и высевают ее на питательные среды, соблюдая стерильность. Если в органах имеются очаги поражения, то из них пастеровской пипеткой также производят по​сев на питательные среды. Наряду с посевами готовят и препара​ты-отпечатки из тканей органов: отрезают кусочек печени, селе​зенки, почки, лимфатических узлов и к поверхности разреза при​кладывают предметное стекло; препарат высушивают, фиксируют, окрашивают и микроскоп ируют.
После окончания работы трупы утилизируют: помещают в ме​таллические бачки, заливают хлорноизвестковым молоком или 5...10%-м раствором хлорной взвеси, затем сжигают.
Вирулентность (токсигенность) микроба изме​ряют в специальных условных единицах: абсолютная летальная доза {Del — dosis certae letalis) вызывает гибель 100 % зараженных животных; 50%-я летальная доза (LD50) — 50 % зараженных жи​вотных; 50%-я инфицирующая доза (Ш50) вызывает заболевание у 50 % зараженных животных. LD5q и Ш5о — наиболее точные пока​затели, поскольку отражают чувствительность к возбудителю (ток​сину) большинства взятых в опыт животных, a Del показывает чувствительность наиболее устойчивых особей.
Для расчета LD50 исследуемой культуры микроорганизма используют один из приведенных методов. Готовят суспензию бактерий с известным содержанием микробных клеток в едини​це объема. Затем делают последовательные (2, 5, 10-кратные) разведения суспензии на стерильном физиологическом раство​ре и равные объемы каждого разведения вводят (подкожно, внутрибрюшинно и т. д.) чувствительным лабораторным живот​ным. Если определяют летальный эффект, то учитывают число погибших животных и рассчитывают LD5o ■ Поскольку обычно ни одна из доз возбудителя не приводит к гибели строго 50 % зараженных животных, то LD5o определяют статистическими методами.
Тест на плазмокоагулазу. Коагулаза — фермент бактерий (стафилококков), который в сочетании с некоторыми компонентами сыворотки коагулирует плазму. Благодаря коагула-зе вокруг стафилококковых поражений образуется фибринозный барьер, облегчающий персистенцию бактерий в тканях, кроме того, отложения фибрина на поверхности бактериальных клеток затрудняют их фагоцитоз.
Бактериальную массу исследуемой культуры, снятой петлей с поверхности агаровой среды, смешивают с 0,5 мл плазмы крови кролика (человека), не разведенной или разведенной стерильным физиологическим раствором в соотношении 1: 4, инкубируют при 37 °С; результаты учитывают через 4 и 24 ч. Положительная реак​ция — образование сгустка.
Тест на гиалуронидазу. Гиалуронидаза — фермент, расщепляющий гиалуроновую кислоту и, как следствие, деполиме-ризуюший межклеточное вещество. Рассматривают как фактор инва-зивности бактерий. Получение гиалуронового субстрата (из пупоч​ных канатиков)—довольно сложная процедура. На практике удоб​нее использовать тест декапсуляции бактерий. В качестве субстрата в этом случае берут культуры бактерий, в капсульном веществе кото​рых есть гиалуроновая кислота (P. multocida серовар A, S. equi).
На поверхность агара в чашке Петри дробно засевают культуру P. multocida или S. equi. Затем в виде линии высевают на поверх​ность среды культуру микроорганизма, у которого выявляют спо​собность к синтезу гиалуронидазы. Чашки с посевами инкубируют 16...24ч при 37 °С. Если исследуемый микроорганизм выделяет гиалуронидазу, то она диффундирует в толщу питательной среды и разрушает капсулу тест-микроба. При анализе посевов в косо-проходящем пучке света колонии S. equi (P. multocida) вблизи «штриха» исследуемой культуры мелкие, серого или голубого цве​та в отличие от флуоресцирующих отдаленных колоний.
Тест на гемолизин. Бактериальные гемолизины — обширная группа веществ-мембранотоксинов, которые вызывают нарушение целостности мембраны эритроцитов и их лизис.
Исследуемую культуру уколом или дробно засевают в чашки Петри с 5%-м кровяным агаром; посевы инкубируют 24 ч при 37 "С. Гемолизин, выделяемый растущей культурой бактерий, диффундирует в толщу агара и вызывает лизис эритроцитов, что проявляется в виде светлой (бета-гемолиз) или полупрозрачной (альфа-гемолиз) зоны вокруг колоний. Гемолитическую актив​ность микроорганизма можно также определять при посеве в 1...5%-й кровяной бульон, который после культивирования выде​ляющего гемолизин микроба становится прозрачным за счет ли​зиса эритроцитов.
Тест на фибринолизин (стрептокиназу). Многие гемолитические стрептококки образуют стрептокиназу, которая активирует протеолитический фермент плазмы (плазминоген — плазмин), этот фермент —фибринолизин растворяет коагулиро​ванную плазму.
Исследуемую культуру микроорганизма засевают в виде «бляш​ки» на агар с 12% цитрированной плазмы. Посевы инкубируют 23...24ч при 37 °С. Положительный результат —появление зоны просветления вокруг колонии.
Тест на лецитиназу. Лецитиназа расщепляет при гидролизе лецитин. Состав желточного агара: пептон — 20 г, гид​рофосфат натрия —2,5г, натрий—1 г, 0,5%-й раствор сульфата магния —0,1 мл, глюкоза— 1 г, агар— 12,5 г, вода дистиллирован​ная — 500 мл. Устанавливают рН 7,2...7,4, стерилизуют 15 мин при 121 °С, охлаждают до 55 X, добавляют один стерильный желток на 500 мл среды, компоненты перемешивают и смесь разливают в чашки Петри.
Исследуемую культуру засевают дробно; культивируют 24...48 ч при 37...38 "С. Положительный результат —появление зоны по​мутнения вокруг колоний.
Тест на ДНК-азу. Исследуемую культуру бактерий засе​вают «штрихом» на питательный агар с ДНК и культивируют 24 ч при 37 "С. Затем на поверхность среды с бактериальной культу​рой наливают 1н. раствор соляной кислоты. Положительный ре​зультат — при гидролизе ДНК светлая зона вдоль «штриха» куль​туры.
Питательная среда с ДНК: в расплавленный МПА добавляют 10%-й раствор ДНК до конечной 0,2%-й концентрации, переме​шивают компоненты, автоклавируют 15 мин при i 20 "С и разлива​ют в чашки Петри.
Тесты на другие ферменты. Как факторы пато-генности можно рассматривать ферменты, катализирующие реакции с образованием токсических продуктов, например: уреаза гидролизует мочевину с образованием аммиака; декар-
боксилаза декарбоксилирует аминокислоты с образованием аминов и др.
Тест на адгезии ы. В адгезии бактерий принимают участие различные компоненты оболочки. Это свойство выявляют по способности исследуемого микроорганизма сорбироваться на различных эукариотических клетках (эритроциты, энтероциты) или других частицах (латекс). Еще один метод обнаружения адге-зинов связан с их использованием в качестве антигенов в сероло​гических реакциях.
У эшерихий адгезивные свойства часто определяют по их спо​собности агглютинировать эритроциты. В лунки планшетов вно​сят по 50 мкл 4%-й суспензии отмытых эритроцитов морской свинки, 1%-й раствор О-маннозы, суспензию исследуемых бакте​рий с концентрацией клеток 109/мл. Параллельно ставят реакцию в отсутствие маннозы. Результат учитывают через 30...60 мин. По​ложительная реакция— склеивание и оседание эритроцитов в виде «зонтика». Торможение агглютинации маннозой обозначают как маннозочувствительную ГА (гемагглютинация), отсутствие ингибирования — как маннозорезистентную ГА.
Тема 9. МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ ГЕНЕТИКИ БАКТЕРИЙ

Генетические механизмы изменчивости бактерий обусловле​ны модификациями, мутациями, рекомбинациями, а также плаз-мидами и умеренными фагами, ДНК которых встраивается в клеточный геном. При этом изменяется один или несколько признаков одновременно в зависимости от числа мутировавших (при мутациях) или приобретенных (при рекомбинациях) генов. Так, например, при S -) R мутации, как правило, изменяются морфология колонии, антигенные и вирулентные свойства бак​терий.
Плазмиды контролируют разнообразные признаки у бактерий: образование бактериоцинов — колицинов (Col-плазмиды), резис-тентность к антибиотикам (R-плазмиды) и многие другие. Коли-цины, образуемые разными сероварами Е. coli, могут отличаться друг от друга по спектру чувствительных к ним бактерий. Метод определения спектра чувствительных к определенному колицину бактерий называется колицинотипированием, а метод определе​ния типа самой Col-плазмиды (Col A, Col В и др.) — колициноге-нотипированием. Данные методы позволяют маркировать бакте​рии одного и того же вида или биовара, что имеет эпизоотическое значение для установления источника инфекции.
R-плазмиды контролируют образование ферментов, разрушаю​щих или модифицирующих разные антибиотики, например бета-лактамаз, разрушающих пенициллины. R-плазмиды благодаря своей трансмиссивности передаются от одних бактерий другим, способствуя тем самым формированию антибиотикорезистентных популяций бактерий.
Индукции мутаций под действием ультрафиолетового излучения

(УФИ). Воздействие УФИ индуцирует у бактерий, в частности Е. coli, предмутационные повреждения и широкий спектр мута​ций, включая замены оснований, образование делений и др.
В качестве источника УФИ используют бактерицидную лампу ВУФ-15, которую устанавливают на расстоянии 60 см от центра облучаемого объекта. Поскольку Е. coli обладает эффективными механизмами световой репарации УФ-поврсждений ДНК, то об​лучение желательно проводить в темноте или при красном свете. Предварительно определяют бактерицидную дозу УФ-облучения, на основании которой устанавливают оптимальную мутагенную дозу, равную 0,1... 1 % от числа выживших бактерий.
Для получения lac-мутантов Е. coli испытуемую культуру пред​варительно выращивают в питательном бульоне в течение 14...18 ч. При этом концентрация бактериальных клеток в 1 мл среды составляет примерно 2 ■ 108. Клетки осаждают центрифуги​рованием, ресуспендируют в 40 мл 0,1 М раствора MgSO4 и охлаж​дают во льду для прекращения деления клеток. Суспензию в объе​ме 50 мл помещают в стерильную чашку Петри и облучают в тече​ние 15... 150 с, после чего клетки осаждают центрифугированием, ресуспендируют в таком же объеме питательного бульона. Про​бирку с бульонной культурой инкубируют при 37 "С в течение 14...18ч. Затем из разведений 10~3...10~5 по 0,1мл высевают на плотную селективную питательную среду (среда Эндо) в чашки Петри и растирают шпателем.
Для выделения антибиотикорезистентных мутантов использу​ют штамм Е. coli В или К 12, который высевают после облучения на минимальный агар с определенной концентрацией антибиоти​ка. Например, ампициллин—10мкг/мл, левомицетин — 5мкг/мл, пенициллин — 100 мкг/мл.
На среде Эндо lac-мутанты Е. coli образуют бесцветные коло​нии. Клетки Е. coli, выросшие на среде с указанной концентраци​ей антибиотика, резистентны к нему. Параллельно ставят конт​рольные посевы.
Постановка опыта трансформации. 
Реципиент —- штамм Bacillus subtilis Strs (сенная палочка, чувствительная к стрептомицину). До​нор — ДНК, выделенная из штамма В. subtilis Strr (устойчивого к стрептомицину). Селективная среда для отбора рекомбинантов (трансформантов) — питательный агар, содержащий 100 ЕД/мл стрептомицина.
К 1 мл бульонной культуры В. subtilis добавляют 1 мкг/мл ДНК донора. Смесь инкубируют при 37 °С в течение 30 мин. Затем в пробирку вносят смесь 0,1 мг/мл раствора ДНКазы в 0,5 мл хлори​да магния для разрушения ДНК, не проникшей в бактериальные клетки реципиентного штамма, и выдерживают в течение 5 мин.
Для определения количества образовавшихся стрептомицинус-тойчивых рекомбинантов (трансформантов) 0,1 мл неразведенной смеси высевают на селективную среду в чашку Петри. Для опреде​ления числа клеток реципиентной культуры готовят ее десяти​кратные разведения в изотоническом растворе хлорида натрия до 10~5...10~° (для получения сосчитываемого числа колоний), высе​вают по 0,1 мл на питательный агар без стрептомицина и для кон​троля—на агар со стрептомицином (реципиентная культура не должна расти, поскольку она чувствительна к стрептомицину). Посев инкубируют при 37 "С. На следующий день учитывают ре​зультаты опыта и определяют частоту трансформации по отноше​нию количества выросших рекомбинантных клеток к числу кле​ток реципиентного штамма.
Пример. Допустим, что при высеве 0,1 мл культуры реци​пиентного штамма в разведении 10~s выросло 170 колоний, а при высеве 0,1 мл неразведенной смеси — 68 колоний рекомбинантно-го штамма. Поскольку каждая колония образовалась в результате размножений только одной бактериальной клетки то в 0,1 мл за​сеянной культуры реципиента содержится 170 ■ 10s жизнеспособ​ных клеток, а в 1 мл — 170 ■ 106 , или 1,7 ■ 108. В то же время в 0,1 мл смеси находится 68 рекомбинантных клеток, а в 1 мл — 680, или     6,8 ■ 102.     
Постановка опыта специфической трансдукции.
 Реципиент — штамм Е. coli 1ас~, лишенный 3-галактозидазного оперона, конт​ролирующего ферментацию лактозы. Трансдуцирующий фаг — фаг X dgal, в геноме которого часть генов замещена р-галактози-дазным опероном Е. coli. Он является дефектным, т. е. неспособен вызывать продуктивную инфекцию, заканчивающуюся лизисом кишечной палочки, и обозначается буквой d (фаг X dgal) с назва​нием содержащегося в его геноме бактериального оперона gal. Се​лективная среда — среда Эндо, на которой лактозоотрицательные колонии бактерий реципиентного штамма образуют бесцветные колонии, а лактозоположительные колонии рекомбинантного штамма приобретают красный цвет с металлическим оттенком.
К 1 мл 3-часовой бульонной культуры реципиентного штамма добавляют 1 мл трансдуцирующего фага X dgal в концентрации 10й... 107 частиц в 1мл. Смесь инкубируют при 37 "С в течение 60 мин, после чего готовят ряд 10-кратных разведений (в зависи​мости от предполагаемой концентрации бактерий) для получения сосчитываемого числа колоний. Из пробирки с разведением 10~6 делают высев по 0,1 мл культуры на три чашки Петри со средой Эндо и равномерно распределяют жидкость шпателем по поверх​ности среды. Посевы инкубируют в течение суток, после чего от​мечают результаты опыта и вычисляют величину трансдукции по отношению числа клеток рекомбинантов (транедуктантов), об​наруженных на всех чашках, к числу клеток реципиентного штам​ма. Так, например, после посева 0,1 мл смешанной культуры в разведении 10~6 на трех чашках со средой Эндо выросло соответ​ственно 138, 170 и 160 бесцветных колоний реципиентного штам​ма, на первой и последних чашках — 5 и 1 колоний транедуктан​тов красного цвета. 

Постановка опыта конъюгации с целью передачи фрагмента хромо​сомы, содержащего ген leu, контролирующего синтез лейцина. До​нор—штамм E.coli К12 Hfr leu Str1. Реципиент — штамм E.coli K12F leir Sir1". Селективная среда для выделения рекомбинантов — минимальная глюкозосолевая: КН2РО4 — 6,5 г, MgSO4 — 0,1 г, 9(NH4);.Sa,-lr, Ca(NO3)2-0,001r, FeSO4-0,0005 г, глюкоза-2 г, стрептомицин — 200 ЁД/мл, дистиллированная вода — 1 л.

К 2 мл 3-часовой культуры реципиента добавляют 1 мл бульон​ной культуры донора. Посевы инкубируют при 37 °С в течение 30 мин. Затем смесь разводят до 10~2... 10~3 и высевают по 0,1 мл на селективную агаровую среду в чашки Петри: должны вырасти только колонии рекомбинантов. В качестве контроля на ту же сре​ду высевают донорный и реципиентный штаммы, которые не бу​дут расти на ней, так как первый штамм чувствителен к стрепто​мицину, а второй ауксотрофен по лейцину. Кроме того, культуру донорного штамма высевают на селективную среду без стрептоми​цина, а культуру реципиентного штамма —на полную среду (пи​тательный агар) с антибиотиками для определения числа жизне​способных клеток. Посевы инкубируют до следующего дня при 37 °С. После подсчета числа выросших колоний определяют час​тоту рекомбинаций по отношению числа рекомбинантных клеток к реципиептным. Так, например, после посева 0,! мл смеси до-норных и реципиентных культур в разведении 10~2 выросло 150 колоний рекомбинантов, а после посева 0,1 мл культуры реципи​ента из разведения 10""6 —75 колоний. 
Постановка опыта конъюгации с целью передачи R-плазмнды, контролирующей   множественную   устойчивость   к   антибиотикам
(стрептомицину (Sir1), тетрациклину (Тс1) и хлорамфениколу (Cm1)- Донор штамм Е. coli K12 R+leirStrrTcrCms. Реципиент — штамм E.coli K12 Rrleu+StrrTcsCms. Селективная среда —мини​мальная глюкозосолевая среда, содержащая упомянутые антибио​тики в концентрации 50 мкг/мл каждый.
В стерильную пробирку вносят по 1 мл 3~часовой бульонной культуры донора и реципиента. Смесь инкубируют при 37 °С в те-
чение 2 ч и высевают в объеме 0,1 мл на чашки с селективной сре​дой, содержащей 3 антибиотика. На данной среде вырастут только колонии рекомбинантов (трансконъюгантов), которые приобрели резистентность к данным антибиотикам. Отсутствие роста донор-ного и реципиентного штаммов на этой среде объясняется тем, что донорный штамм нуждается в лейцине, а второй чувствителен к антибиотикам.
Частоту формирования трансконъюгантов определяют по отноше​нию числа клеток трансконъюгантов к числу клеток реципиентного штамма. Так, например, при высеве 0,1 мл культуры реципиентного штамма в разведении 10"4 на глюкозосолевую среду с лейцином полу​чено 20 колоний, а при высеве 0,1 мл неразведенной смеси — 60 коло​ний трансконъюгантов. 
Определение Col-плазмид (колицикогенных факторов). 
Исследуе​мые культуры Е. coli засевают методом укола в питательный агар в чашке Петри (7...8 уколов на 1 чашку). Посевы инкубируют при 37 °С в течение суток, после чего на внутреннюю поверхность чашки помещают кусочек ваты, смоченный хлороформом, в парах которого погибают бактерии. Затем по поверхности агара равно​мерно распределяют 3 мл расплавленного и остуженного до 45 °С полужидкого (0,7 %) питательного агара, смешанного с 0,1 мл 4-часовой бульонной индикаторной культуры. В качестве таковой подбирается наиболее чувствительная к данному типу колицина культура Е. coli. Через 18...24ч инкубации посевов при 37 °С учи​тывают результаты опыта. Вокруг посевов исследуемых культур, продуцирующих колицины, появляются прозрачные зоны подав​ления роста индикаторного штамма.
Определение колицинотипа. В питательный агар в чашке Петри методом укола засевают эталонные штаммы бактерий с известным колициногенотипом. Посевы инкубируют при 37 °С в течение суток, после чего бактерии убивают в парах хлороформа. Затем по поверх​ности агара равномерно распределяют Змл расплавленного и осту​женного полужидкого агара, смешанного с 0,1 мл 4-часовой бульон​ной культуры Е. coli неизвестного колициногенотипа (например, Col A, Col В и др.). Через 18...24ч отмечают результаты опыта по нали​чию или отсутствию роста. Исследуемая и индикаторная культуры имеют один и тот же колициногенотип, т. е. содержат идентичные Col-плазмиды. В противном случае вокруг эталонных штаммов по​являются прозрачные зоны подавления роста бактерий.
Метод генных зондов. 
Используют достаточно часто для иден​тификации бактерий. От обычной ДНК —ДНК гибридизации этот способ отличается использованием не тотальной ДНК, а оп​ределенного ее фрагмента (зонда), содержащего известный ген (генетический маркер).
Предварительно создают «банк генов» изучаемой бактерии. С этой целью бактериальную ДНК расщепляют эндонуклеазами, фрагменты ДНК разделяют с помощью электрофореза, методом трансформации определяют их генетические характеристики, от​бирают нужный фрагмент ДНК и при помощи лигазы включают в плазмиду, которая служит вектором. Плазмиду с интегрирован​ным известным геном вводят в какой-либо бактериальный штамм, обычно достаточно легко культивируемый. Получают большое ко​личество биомассы, содержащей ДНК-зонд. Выделяют плазмид-ную ДНК, метят ее радиоактивным изотопом, затем эту меченую ДНК гибридизируют с ДНК изучаемой бактерии. Методом ауто-радиографии выявляют относительную частоту гибридизации маркера с изучаемой ДНК и по этому показателю судят о генети​ческом родстве известной бактерии — донора ДНК и исследуемой бактерии.
Полимеразная цепная реакция — ПЦР (polymerase chain reaction — VCR). Принцип реакции состоит в том, что при помощи ДНК-полимеразы in vitro многократно син​тезируют копии определенного участка ДНК (амплификация — накопление).
ПЦР — циклический процесс, каждый цикл которого включает в себя три стадии.
1. Тепловая денатурация (95 °С) исследуемой ДНК. При этом
разрушаются водородные связи, соединяющие парные основания,
и цепи ДНК расходятся, т. е. образуются одноцепочечные ДНК,
которые доступны для праймерон (затравок) и ДНК-полимеразы.
Длительность процесса 1 мин.
2. Посадка (отжиг) праймеров на комплементарные участки
двух антипараллельных цепей ДНК. Праймеры представляют собой
два синтетических олигонуклеотида из 20...30 нуклеотидов, каждый
из которых комплементарен противоположной цепи ДНК в участ​
ках, о!"раничивающих выбранный сегмент ДНК возбудителя. Таким
образом праймеры ограничивают специфический для возбудителя
участок ДНК. Праймеры добавляют в реакционную смесь в избыт​
ке, что позволяет им занять свои комплементарные участки до того,
как произойдет соединение (ренатурация) одноцепочечных ДНК в
двухцепочечную. Длительность стадии 1...2 мин.
3. Процесс достройки (элонгации) праймера из внесенных в
реакционную смесь дезоксинуклеозидтрифосфатов при участии
ДНК-полимеразы. Используют обычно термостабильную ДНК-
полимеразу термофильной бактерии Thermos aquaticus (Taq-поли-
мераза), что позволяет вести полимеризацию при оптимальной
температуре 70...75 °С. При синтезе ДНК праймеры включаются в
ее молекулу. Синтез ДНК с помощью полимеразы протекает толь​
ко между праймерами; при этом удваивается число копий именно
этого участка ДНК. Молекула ДНК, синтезированная при помо​
щи одного праймера, может служить матрицей для синтеза комп-
лементарной ДНК при помощи другого праймера. Длительность этой стадии 1...2мин.
По завершении 1-го цикла реакцию тормозят и ДНК вновь подвергают температурной денатурации. При охлаждении избы​точные праймеры опять гибридизируются с цепями исходной и вновь синтезированной ДНК. Добавление ДНК-полимеразы обес​печивает 2-й цикл полимеризации. Таким образом можно провес​ти несколько десятков циклов ферментативного удлинения прай-меров, в результате число сегментов ДНК, ограниченных с обеих сторон праймерами, с каждым циклом увеличивается экспонен​циально. Следовательно, используя метод ПЦР, можно in vitro из​бирательно обогащать препарат ДНК фрагментом с определенной последовательностью в миллион раз и более. Факт увеличения числа фрагментов ДНК служит доказательством присутствия в ис​следуемом образце гомологичной ДНК, т. е. возбудителя инфек​ционной болезни.
Для практического использования ПЦР необходимо синтези​ровать праймеры, комплементарные 3'-концам цепей копируемой ДНК-матрицы и ограничивающие копируемый фрагмент ДНК. Их выбирают на основе участков генома возбудителя с расшифро​ванной нуклеотидной последовательностью и устойчивых к гене​тическим перестройкам. Например, для идентификации C.psittaci были предложены праймеры, выбранные на основе гена, кодиру​ющего белок наружной мембраны, или на основе гена, кодирую​щего 16s pPHK; для идентификации бруцелл был выбран праймер на основе гена, кодирующего белок внешней мембраны 31 КДа, и т.д.
Для проведения ПЦР-диагностик и необходимы следующие компоненты: водные растворы дезоксинуклеозидтрифосфатов че​тырех типов (gATO, gTTO, glTO, gUTO, 10 мМ, рН 7,0); первый праймер (5 мМ); второй праймер (5 мМ); фермент Taq-полимера-за (5 ЕД/мкл); амплифицируемая ДНК (-1 мкг); ионы Mg2f для обеспечения работы полимеразы (25 мМ); буферный раствор (10-кратный концентрат), например трис-соляная кислота (рН 6,8...7,8) с добавлением бычьего альбумина и неионных детерген​тов.
Указанные компоненты вносят в пробирку, например, в следу​ющих количественных соотношениях: раствор дезоксинуклеозид​трифосфатов — 8 мкл, буфер — 10 мкл, амплифицируемая ДНК — ~1 мкг, праймеры —по 1„.5мкл, полимераза — 0,5 мкл, дистил​лированная вода — до 100 мкл. Для предотвращения испарения на жидкость в пробирке наслаивают минеральное масло. На первом этапе проведения ПЦР денатурируют ДНК, затем в реакционную смесь, содержащую дезоксинуклеозидтрифосфаты, вносят поли-меразу, помещают в амплификатор или термоциклер (программи​руемый термостат). Амплификацию проводят в термоциклере по заданной программе, например: 90 °С — 1  мин, 60 °С— 1  мин, 72 °С — 1мин (5 циклов), 93 °С — 1 мин, 57 "С - 1 мин, 92 °С — I мин (5 циклов); 93 "С — 1 мин, 55 °С — I мин, 72 °С — 3 мин (25 циклов).
После завершения амплификации следует этап обнаружения продуктов ПЦР — амплификонов. Молекулы ДНК и их фрагмен​ты разделяют электрофорезом в агаровом геле. ДНК в геле окра​шивают бромидом этидия с последующим анализом и фотографи​рованием фореграмм под УФИ. Специфичность полосы ампли-фицированной ДНК подтверждают сравнением с маркерными фрагментами и ДНК-стандартом. Дополнительно специфичность амплификона можно подтвердить путем гибридизации со специ​фическим радиоактивным зондом.
Объектом исследования в ПЦР могут служить как ткани, со​держащие возбудитель, так и культуры возбудителя. Из материала обычно тем или иным способом извлекают ДНК. В зависимости от характера материала методы его обработки варьируют.
Ценность ПЦР-диагностики возрастает, когда необходимо об​наружить возбудителей инфекционных болезней или труднокуль-тивируемых, или находящихся в нетипичной форме (L-формы бактерий), а также выявить гены, контролирующие тот или иной фактор патогенности микроорганизма. В повседневной диагнос​тической практике обычно ограничиваются установлением факта патогенности микроорганизма; при оценке биопрепаратов необ​ходимы количественные характеристики вирулентности микроор​ганизма, взятого для заражения животного.
Тема 10. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ ОБЪЕКТОВ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

Для оценки санитарно-гигиенического состояния различных объектов окружающей среды предназначены санитарно-бактерио-логические исследования, целевое назначение которых состоит в определении эпизоотической безопасности. Выявление патоген​ных микроорганизмов служит показателем эпизоотической опас​ности. Однако прямое обнаружение их сопряжено с рядом труд​ностей, связанных прежде всего с низкой концентрацией данных микроорганизмов, которые, как правило, медленно размножаются в воде, почве. Поэтому в санитарно-микробиологической практи​ке применяют косвенные методы, основанные на определении микробной обсемененности того или другого объекта и на обнару​жении в нем так называемых санитарно-показательных бактерий.
О микробной обсемененности судят по микробному числу — общему количеству микроорганизмов, содержащихся в единице объема или массы исследуемого объекта (1 см3 воды, 1 г почвы, 1 м3 воздуха). Содержание санитарно-показательных бактерий оценивают по двум показателям — титру и индексу. Титром называется тот минимальный объем или масса, в которых обнаружива​ются данные бактерии; индексом — число санитарно-показатель-ных бактерий, содержащихся в 1 л жидкости, 1 г плотных веществ, 1 м3 воздуха.
К санитарно-показательным бактериям принадлежат представи​тели облигатной микрофлоры организма животных, для которых средой обитания служат кишечник или дыхательные пути. Они об​ладают следующими свойствами: 1) постоянно выделяются в боль​шом количестве с калом или капельками слизи из дыхательных пу​тей; 2) не имеют других мест обитания; 3) способны сохраняться в окружающей среде в течение тех же сроков, что и патогенные бак​терии, паразитирующие в кишечнике или дыхательных путях; 4) неспособны интенсивно размножаться на каких-либо объектах вне организма хозяина и изменять свои свойства. Все перечисленные признаки присущи ряду бактерий, которые признаны санитарно-показательными для различных объектов окружающей среды.
Санитарно-показательные бактерии группы кишечных палочек (БГКП) принадлежат к разным родам семейства энтеробактерий. Их дифференцируют по различным признакам.
Обнаружение Е. coli в разных объектах окружающей среды, пи​щевых продуктах считается наиболее достоверным показателем свежего фекального загрязнения. Наличие в этих же объектах бак​терий родов Citrobacter и Enterobacter указывает на относительно давнее фекальное загрязнение.
Присутствие С. perfringens, С. sporogenes и других клостридий в почве свидетельствует о ее загрязнении фекалиями, причем как свежем, так и давнем, поскольку эти бактерии образуют споры, что позволяет им длительно сохраняться в окружающей среде (в частности, в почве).
Обнаружение в объектах окружающей среды Streptococcus faecalis также свидетельствует о фекальном загрязнении.
Термофильные бактерии включают группу разных бактерий (Lactobacillus lactis, Streptococcus thermophilus и др.), размножаю​щихся при температуре 60 X и выше. Они не являются постоян​ными обитателями кишечника животных и не служат критериями фекального загрязнения окружающей среды. Резкое увеличение числа этих бактерий в самосогревающемся навозе и компостах может свидетельствовать о загрязнении почвы разлагающимися отбросами.
Бактерии, принадлежащие к роду Proteus (P. vulgaris и др.) се​мейства Enterobacteriaceae, широко распространены в природе. Эти гнилостные бактерии в большом количестве встречаются на разлагающихся останках животных и растений. Обнаружение этих бактерий в каких-либо пищевых продуктах свидетельствует о гни​лостном распаде.
Микрофлора воды. Водопроводную воду засевают в объеме 1 мл, из открытых водоемов — в объемах 1,0; 0,1; 0,01 мл. Все пробы вносят в стерильные чашки Петри, после чего их заливают 10... 12 мл расплавленного и остуженного до 45...50°С питательно​го агара, который тщательно перемешивают с водой. Посевы ин​кубируют при 37 °С в течение 1...2 сут. Воду из открытых водоемов засевают параллельно на две серии чашек, одну из которых инку​бируют при 37 "С в течение суток, а другую — 2 сут при 20 °С. За​тем подсчитывают количество выросших на поверхности и в глу​бине среды колоний и вычисляют микробное число воды — количе​ство микроорганизмов в I мл.
Определение коли-титра и коли-индекса воды. Коли-mump воды измеряется минимальным количеством воды (мл), в котором обнаруживаются БГКП, коли-индекс —- коли​чеством БГКП, содержащихся в 1 л исследуемой воды. Эти пока​затели определяют титрационным (бродильным) методом или ме​тодом мембранных фильтров.
Титрационный метод. Производят посев различных объемов воды в глюкозопептонную среду (1%-я пептонная вода, 0,5%-й раствор глюкозы, 0,5 % раствор хлорида натрия, индикатор Анд-рэдз и поплавок), причем для посевов больших объемов (100 и 10 мл) используют концентрированную среду, содержащую 10-кратные количества указанных веществ.
Воду из открытых поверхностных водоемов исследуют в объе​мах 100, 10, 1 и 0,1 мл. Для исследования водопроводной воды де​лают посевы из трех объемов по 100 мл, трех объемов по 10 мл и трех объемов по 1 мл. Посевы инкубируют в течение суток при 37 "С. О брожении судят по наличию пузырьков газа в поплавке. Из забродивших или помутневших проб производят посевы на среду Эндо. Из выросших колоний делают мазки, окрашивают по Граму и ставят оксидазный тест, позволяющий дифференцировать бактерии родов Escherichia, Citrobacter и Enterobacter от грамотри-цательных бактерий семейства Psendomonadaceae и других оксида-зоположительных бактерий, обитающих в воде. С этой целью стеклянной палочкой снимают 2...3 изолированные колонии с по​верхности среды, наносят штрихом на фильтровальную бумагу, смоченную диметил-л-фенилендиамином. При отрицательном оксидазном тесте цвет бумаги не изменяется, при положитель​ном — она окрашивается в синий цвет в течение 1 мин.
Грамотрицательные палочки, не образующие оксидазу, вновь исследуют в бродильном тесте — вносят в полужидкий питатель​ный агар с 0,5%-м раствором глюкозы и инкубируют при 37 °С в течение суток. При положительном результате определяют коли-титр и коли-индекс по статистической таблице 2.
Метод мембранных фильтров. Мембранный фильтр № 3 поме​щают в воронку ЗеЙтца, вмонтированную в колбу Бунзена, кото​рая присоединяется к вакуум~насосу. Мембранные фильтры пред​варительно стерилизуют кипячением в дистиллированной воде. Воду из водопроводной сети и воду артезианских скважин фильтруют в объеме 333 мл. Чистую воду открытого водоема фильтруют в объеме 100, 10, 1,0 и 0,1 мл; более загрязненную перед фильтро​ванием разводят стерильной водой. Затем фильтры помещают на поверхность среды Эндо в чашки Петри и после инкубации при 37 °С в течение суток подсчитывают число выросших колоний, ти​пичных для БГКП.
Из двух-трех колоний красного цвета готовят мазки, окрашива​ют по Граму и ставят оксидазный тест. Для этого фильтр с вырос​шими на нем колониями бактерий переносят пинцетом, не пере​ворачивая, на кружок фильтровальной бумаги, смоченной диме-тил-я-фенилендиамином. При наличии оксидазы индикатор ок​рашивает колонию в синий цвет. Колонии (2...3), не изменившие первоначальную окраску, засевают в полужидкую среду с 0,5%-м раствором глюкозы. Посевы инкубируют в течение суток при 37 °С. При наличии газообразования подсчитывают число красных колоний на фильтре и определяют коли-индекс.
Микрофлора воздуха. Количественные микробиологические методы исследования воздуха основаны на принципах осаждения (седиментации), аспирации или фильтрации.
Седиментационный метод. Две чашки Петри с пи​тательным агаром оставляют в помещении открытыми в течение 5...10 мин, после чего посевы инкубируют в термостате при 37 °С. Ре​зультаты оценивают по суммарному числу колоний, выросших на обе​их чашках: менее 250 колоний — воздух считается чистым; 250...500 — загрязненным в средней степени; более 500 колоний — загрязненным.
Аспирационный метод. Наиболее точный количе​ственный метод определения микробного числа воздуха. Посев воздуха осуществляется с помощью приборов.
Аппарат Кротова (рис. 43) устроен таким образом, что воздух с заданной скоростью засасывается через узкую щель плексигласо​вой пластины, закрывающей чашку Петри с питательным агаром. При этом частицы аэрозоля с содержащимися на них микроорга​низмами равномерно оседают на всю поверхность среды благода​ря постоянному вращению чашки под входной щелью.
Для определения микробного числа воздуха используют питательный агар, для выделения гемолитических стрептокок​ков — кровяной агар с добавлением генци-анового фиолетового с последующим кон​трольным микроскопированием и выбо​рочным пересевом подозрительных коло​ний на кровяной агар.
Состав сред. Кровяной агар с ген-циановым фиолетовым: 2 % питательного агара, 5...10% дефибринированной крови (лошади, кролика или барана) и генциано-вый фиолетовый (1:50 000). Желточно-солевой агар: 2% пита​тельного агара, 10 % хлорида натрия, 20 % (по объему) желточной взвеси (1 желток куриного яйца на 200 мл изотонического раство​ра хлорида натрия).
Для исследования воздуха служат и другие приборы (Дьякова, Речменского, Киктенко, ПАЕ-1 — пробоотборник аэрозольный бактериологический, ПОВ-1 — прибор для отбора воздуха), в ко​торых определенный объем воздуха пропускается через жидкости или фильтры, а затем делают мерные посевы на питательные сре​ды. Приборами ПАБ-1 и ПОВ-I можно исследовать большие объемы воздуха и обнаруживать патогенные бактерии и вирусы. Воздух микробиологических боксов, хирургических, акушерско-гинекологических и других помещений исследуют с целью обна​ружения патогенных и условно-патогенных бактерий — возбуди​телей инфекций (стафилококки, синегнойные палочки и другие грамотрицательные бактерии).
Микрофлора почвы. При санитарно-микробиологическом ана​лизе почвы определяют микробное число, коли-титр, перфрин-генс-титр и титр термофильных бактерий. В необходимых случаях исследуют состав нитрифицирующих и аммонифицирующих бак​терий, актиномицетов, грибов, целлюлозных и других микроорга​низмов.
Почву для исследования берут на глубине 10...15 см стериль​ным ножом (из разных мест исследуемой территории не менее 10 проб) и помещают в стерильную банку. Из проб готовят навеску (30 г), которую вносят в колбу с водой (270 мл) и тщательно встряхивают. Из полученной суспензии готовят разведения 101, 104, 10s. Из двух последних разведений берут 0,1 мл и смешивают с 40 мл 0,7%-го расплавленного и остуженного до 45 °С питательного ага​ра, после чего выливают вторым слоем в чашки Петри с 2%-м пи​тательным агаром. Посевы инкубируют при 37 X. Затем подсчи​тывают число выросших колоний и определяют микробное число.
Определение коли-титра, перфрингенс-титра и титра термофильных бактерий п о -ч в ы. Различные разведения почвенной суспензии засевают по 1 мл в пробирки со средой Кесслера и инкубируют при 43 °С в те​чение 48 ч. В дальнейшем анализ проводят по схеме, применяемой при определении коли-титра воды.
Для определения перфрингенс-титра различные разведения почвенной суспензии (1 мл) засевают в пробирки со стерильным обезжиренным молоком или железосульфитной средой Вильсо​на—Блера, приготовленной ex tempore. Посевы инкубируют при 43 °С в течение 24...48 ч, после чего учитывают результаты по свер​тыванию молока или по образованию черных колоний Clostridium peifringens в агаровом столбике среды Вильсона—Блера. Из коло​ний делают мазки, окрашивают по Граму, микроскопируют и вы​числяют перфрингенс-титр.
Для определения титра термофильных бактерий разведения по​чвенной суспензии {1 мл) вносят в чашки Петри, заливают рас​плавленным и охлажденным питательным агаром. Посевы инку​бируют в течение суток при 60 °С, а затем подсчитывают число выросших колоний и пересчитывают на 1 г почвы.
Санитарно-микробиологическую оценку почвы производят по комплексу показателей, из которых наиболее важным является ус​тановление степени фекального загрязнения.
Состав сред. Среда Кесслера: 1 % пептона, 5 % желчи, 0,25 % лактозы, генциановый фиолетовый для подавления роста грам положительных бактерий. Железосульфитная среда Вильсона — Блера: 3 % питательного агара, 1 % глюкозы, 2 % сульфита натрия, 0,08 % хлорида железа.
Санитарно-бактериологическое исследование молока и молочных продуктов.
 Санитарно-бактериологическое состояние молока и молочных продуктов оценивают по микробному числу и коли-титру.
Для определения микробного числа молоко разводят стериль​ным изотоническим раствором хлорида натрия (1 : 10; 1 : 100; 1: 1000); каждое разведение (1 мл) выливают на дно стерильных чашек Петри, заливают расплавленным и остуженным агаром. Посевы инкубируют при 37 °С в течение суток, после чего подсчи​тывают число выросших колоний.
Для определения коли-титра молоко засевают в 6 пробирок со средой Кесслера: в 3 пробирки вносят по 1 мл молока, а в осталь​ные 3 — по 0,1 мл молока (1 мл молока разводят в 10 раз стерильной водой). Посевы инкубируют при 43 °С в течение суток, после чего из забродивших проб делают посевы на среду Эндо и инкуби​руют при 37 °С. Из выросших колоний красного цвета готовят мазки (окрашивают по Граму, микроскопируют) и делают посев на среду Козера, а также в пептонную воду с 1 % глюкозы. Про​бирки с посевами на среде Козера инкубируют при 37 X, а на сре​де с глюкозой — при 43 °С в течение суток. При оценке результа​тов учитывают только бактерии, вызывающие брожение глюкозы с образованием кислоты и газа, но не дающие роста на нитратной среде Козера.
Среда Козера: дистиллированная вода, 0,15% фосфата натрий аммония, 0,1 % фосфата калия однозамещенного, 0,02 % сульфата магния, 0,25 % цитрата натрия.
Аналогичным образом исследуют сливки, молочнокислые про​дукты. Определяют величину коли-титра и проводят оценку про​дукта в соответствии с нормативами.
Для обнаружения в молоке патогенных бактерий делают посе​вы на соответствующие элективные и дифференциально-диагнос​тические среды с последующим выделением чистых культур и их идентификацией.
Санитарно-бактернологическое исследование мяса, колбасных изделий к мясных продуктов. 
При микроскопическом исследова​нии мяса определяют число бактерий в мазках-отпечатках, кото​рые готовят из кусочков мяса размером 2 х 1,5 х 2,5 см. Мазки ок​рашивают по Граму и микроскопируют. Мясо считается свежим, если в поле зрения обнаружено не более 10 бактериальных клеток.
Бактериологическое исследование колбасных изделий и мяс​ных продуктов согласно ГОСТам включает в себя определение микробного числа, а также БГКП, сальмонелл, бактерий рода Proteus, коагулазоположительных стафилококков, листерий и сульфитредуцирующих клостридий.
Анализ проводят не позднее чем через 4 ч с момента отбора проб, которые берут с поверхностных и глубинных участков про​дукта. При исследовании глубинных участков образцы продукта предварительно обрабатывают спиртом и обжигают. К навескам продукта массой 20 г добавляют 80 мл стерильного изотоническо​го раствора хлорида натрия и гомогенизируют в электрическом смесителе.
Для определения общего количества микроорганизмов в 1 г продукта делают посев 0,1 и 0,01 г пробы на питательный агар ме​тодом пластинчатых разводок Коха, инкубируют 48 ч и подсчиты​вают число колоний.
Для определения БГКП в 1 г продукта производят посев 5 мл взвеси на среду Кода (питательный бульон, сульфанол, лактоза и бромтимоловый синий), которая является элективно-дифферен​циальной средой для БГКП, и инкубируют 18...20 ч. При росте лактозоположительных БГКП первоначальный синий цвет изменяется на темно-зеленый или ярко-желтый. Специфические изме​нения на среде Кода не требуют дальнейшего подтверждения.
Для определения наличия сальмонелл берут навеску продукта массой не менее 25 г. Делают посев разведения навески в 100 мл среды обогащения (Мюллера, Кауфмана), инкубируют 24 ч. В по​ложительном случае выделяют и идентифицируют чистые культу​ры бактерий.
Бактерии рода Proteus выявляют по методу Шукевича. С этой целью 0,5 мл взвеси продукта вносят на скошенный питательный агар в конденсационную воду, инкубируют 24 ч. При наличии протея наблюдается ползучий рост. В мазках выявляют грамотри-цательные палочки, определяют подвижность и идентифицируют культуру бактерий.
Для определения коагулазоположительных стафилококков 0,2 мл взвеси продукта высевают на желточно-солевой агар, инку​бируют посевы при 37 °С и при комнатной температуре. При об​наружении стафилококков проводят их идентификацию.
Для обнаружения анаэробных спорообразующих бактерий рода Clostridium делают посев 10-кратных разведений взвеси в сульфитциклосериновую среду (СЦС) и Вильсона—Блера. Посе​вы инкубируют при 46 °С в течение 12 ч; при наличии клостри-дий наблюдается почернение среды. При положительном резуль​тате посева разведения 101 считается, что в 1 г продукта содер​жится 10 клеток соответствующих бактерий; разведения Ю3—100 клеток и т. д.
Колбасные изделия и продукты из мяса в соответствии с дей​ствующими нормативами не должны содержать БГКП (в 1 г про​дукта), сальмонелл (в 25 г), бактерий рода Proteus и сульфитреду-цирующих клостридий (в 0,1 г); микробное число не должно пре​вышать 103.
Тема 11. ИЗУЧЕНИЕ НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ РЕЗИСТЕНТНОСТИ ОРГАНИЗМА И СЕРОЛОГИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ

Неспецифические реакции организма. Защи​ту макроорганизма от возбудителей инфекционных болезней обеспечивает не только иммунная система, но и неспецифические механизмы — непроницаемость слизистых и кожных покровов, фагоцитоз, бактерицидное действие лизоцима, а также гумораль​ные факторы — комплемент, пропердин и др.
Количественное определение лизоцима в сыворотке крови. 
Лизо-цим — гидролитический фермент, расщепляющий высокомолеку​лярные полисахариды бактерий (пептидогликан), находится в тка​нях, секретах, экскретах (за исключением пота и мочи), действуя бактерицидно на многие бактерии. Присутствие и активность ли-
зоцима определяют по его способности вызывать лизис бактерии Micrococcus lysodeicticus.
Готовят 1%-й агаровый гель (Дифко) на 1/15 М фосфатно-со-левом буферном растворе (ФСБР). В расплавленный агар при тем​пературе 6О...7О°С вносят ацетоновый порошок биомассы М. lysodeicticus из расчета 10 мг на 100 мл геля. Компоненты переме​шивают и разливают в чашки Петри (толщина слоя 4 мм). В зас​тывшем агаре делают лунки диаметром 5 мм.
Параллельно определяют активность стандартного лизоцима, кристаллизованного из яичного белка. Для этого лизоцим разво​дят в 1/15 М ФСБР, чтобы получить разведения с концентрацией 0,5, 1, 3, 5, 10, 20, 40 и 70 мг/мл. Затем по 0,05 мл каждого разведе​ния лизоцима вносят в лунки. Чашки Петри выдерживают 48 ч во влажной камере при 37 "С и измеряют диаметр зоны лизиса М. lysodeicticus вокруг лунок.
Далее на основании полученных данных строят калибровочную кривую, откладывая на осях координат значения концентрации лизоцима и диаметра зоны лизиса. Сыворотку крови разводят в ФСБР в соотношении 1: 5, вносят по 0,03 мл в лунки и далее по​ступают, как при определении активности стандартного лизоци​ма. Измерив диаметр зоны лизиса, по калибровочной кривой вы​числяют содержание лизоцима в исследуемой пробе.
Количественное определение комплемента в сыворотке крови. 
Комплемент (С) представляет собой сложную систему главным образом неактивных белков крови. Процесс их активации (по классическому пути) запускается образованием комплекса анти​ген—антитело (АГ—AT) и происходит в виде цепной реакции: комплекс Ar + AT + Ci+C4 + C2 + C3 + C5 + C6 + C7 + C8 + C9. В
процессе активации образуется литический комплекс, который делает мембрану клетки проницаемой; внутрь клетки осмотически поступает вода, в результате клетка набухает и лопается. Такое разрушение клеток (антигенов) под влиянием антител и компле​мента получило название иммунного лизиса. Наиболее эффективно комплемент действует на бактериальные клетки в сочетании с ли-зоцимом. Кроме того, бактериальные клетки (антигены) после взаимодействия с антителами и комплементом легче поглощаются фагоцитами.
Количество комплемента в крови (сыворотке крови) определя​ют в реакции иммунного лизиса с использованием эритроцитов барана и гемолизина в качестве антител к эритроцитам барана. Эритроциты барана, обработанные гомологичными антителами и чувствительные в таком состоянии к литическому действию комп​лемента, называют гемолитической системой. Количество компле​мента измеряют в 50%-х гемолитических единицах (СН50). За еди​ницу комплемента принимают такое его количество в объеме 0,5 мл, которое за 30 мин при 37 °С обусловливает лизис 50 % эритроцитов в 0,5 мл гемолитической системы (5%-я суспензия эритроцитов барана в веронал-мединаловом буферном растворе с рН 7,3...7,4+ гемолизин в тройном титре).
Исследуемую сыворотку в возрастающих дозах разливают по пробиркам (например, 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,08; 0,1мл), добавляют ФСБР до 0,5 мл и вносят во все пробирки по 0,5 мл стандартизированной гемсистемы. Одновременно ставят конт​роль на резистентность эритроцитов (0,5 мл ФСБР + 0,5 мл ге-мосистемы). Пробирки встряхивают и выдерживают 30 мин при 37 °С, охлаждают 10 мин при 2...4 X, центрифугируют 15...20 мин при оборотах 3000 мин"1. Насадочную жидкость колориметрируют и по коэффициенту экстинкции определяют процент гемолиза при помощи заранее построенной калибро​вочной кривой.
Калибровочную кривую строят следующим образом: к 1 мл 5%-й суспензии эритроцитов добавляют 3 мл дистиллированной воды, эритроциты при этом полностью лизируются (100%-й гемолиз). Из полученного лизата путем добавления буферного раствора го​товят пробы с 10-, 20-, 30-, 40-, 50-, 60-, 70-, 80-, 90%-м гемоли​зом. На фотоэлектроколориметре определяют оптическую плот​ность каждой пробы (кювета шириной 1 мм, синий светофильтр), затем на оси абсцисс откладывают процент гемолиза, а на оси ор​динат—коэффициент экстинкции. СН50 вычисляют по дозе сы​воротки, дающей гемолиз, наиболее близкий к 50 %. Для этого ис​пользуют специальную формулу (Крога) или, что проще, коэффи​циенты, рассчитанные по этой формуле. Например, если исследу​емая сыворотка в разведении 1:25 дает 30%-й лизис, то СН5о в 1 мл составит 25 — 0,844 = 21,1 ед.
Демонстрация фагоцитоза бактерии. 
К фагоцитирующим клет​кам относят полиморфноядерные лейкоциты крови. Поглощение микробной клетки фагоцитом может не сопровождаться гибелью микроорганизма (незавершенный фагоцитоз) или приводить к внутриклеточному перевариванию захваченных бактерий (завер​шенный фагоцитоз).
Белой мыши внутрибрюшинно вводят 2 мл стерильного МПБ, затем через 2...3 ч — 0,5 мл культуры эшерихий. Спустя 20...40 мин шприцем из брюшной полости отбирают экссудат, делают мазки на предметном стекле, фиксируют спирт-эфиром и окрашивают метиленовой синью (экспозиция 2...3 мин). При микроскопирова-нии можно наблюдать различные стадии фагоцитоза: поглощение, деструкцию (переваривание) клеток (цв. рис. VI).
Методы оценки активности фагоцитиру​ющих клеток. Для оценки активности фагоцитов использу​ют следующие показатели: фагоцитарный показатель — процент фагоцитирующих клеток от общего числа учтенных нейтрофиль-ных лейкоцитов; фагоцитарное число — среднее число микробных клеток, поглощенных одним лейкоцитом (характеризует интен​сивность фагоцитоза). 

Определение фагоцитарного показателя. В чистую стерильную центрифужную пробирку вносят 0,2 мл 2%-го раствора цитрата натрия, 0,1 мл крови морской свинки или кролика и 0,05 мл суспензии убитых нагреванием бактерий S. epidermidis, Е. сок или других (концентрация 0,5 ■ 109 клеток по оптическому стандарту мутности). Компоненты перемешивают и выдерживают при 37...38°С в течение 30 мин, затем центрифугируют 15,..20мин при 2500...3000 мин"1 до разделения на прозрачный слой плазмы, слой эритроцитов и тонкий сероватый средний слой лейкоцитов. Осторожно отсасывают плазму, пипеткой берут средний слой, дела​ют 3...5 мазков и окрашивают по методу Романовского—Гимза. Пре​парат микроскопируют, подсчитывают не менее 100 нейтрофильных лейкоцитов и определяют среди них число (%) фагоцитирующих.

Методы оценки иммунного статуса макроорганизма.
 Работа им​мунной системы, как и любой другой системы организма, может нарушаться, что неизбежно повысит восприимчивость животного к инфекционным заболеваниям.
Методы оценки Т-системы иммунитета (клеточный иммунитет). Из числа существующих методов оценки Т-иммунитета наиболее известны следующие.
Метод «спонтанных розеток» (Е—РОК). Т-лим-фоциты несут на своей поверхности рецепторы, реагирующие с мем​бранными структурами эритроцитов барана. После сорбции эритро​цитов Т-клетки приобретают форму «розетки», что позволяет выяв​лять их в популяции лимфоцитов. Реакцию проводят в 3 этапа.
Выделение лимфоцитов барана: в центрифужную пробирку на​ливают 2 мл разделяющего раствора, состоящего из 9%-го водного раствора фиколла и визотраста-370, доведенного до плотности 1,077 г/мл (соотношение 8 : 2). Затем на разделяющий раствор ос​торожно наслаивают 2...4 мл крови с гепарином (100 МЕ/мл), раз​веденной средой Игла в соотношении 1 : 2...1:4. Смесь центрифу​гируют при 600 мин~1 и температуре 20 °С. Лимфоциты, сконцент​рированные в виде беловатого слоя над разделяющим раствором, отсасывают пастеровской пипеткой и отмывают средой Игла (при 600 мин""1 — 10 мин два раза, 200 мин"1 — 10 мин один раз).
Инкубация средой Игла: концентрацию лимфоцитов доводят до 3 ■ 106/мл. Готовят суспензию эритроцитов барана: эритроциты отмывают 0,15 М раствором хлорида натрия (три раза), затем из них готовят 0,5%-ю суспензию в среде Игла. Далее смешивают по 0,5 мл суспензии лимфоцитов и эритроцитов, смесь центрифуги​руют при 200 мин"1 в течение 5 мин и оставляют при 4 °С на 18 ч.
Учет реакции: осторожно покачивая пробирку, ресуспендиру-ют осадок (не перемешивая), каплю суспензии вносят в счетную камеру и исследуют методом фазою-контрастной микроскопии. Просматривают не менее 200 лимфоцитов и подсчитывают те клетки, к поверхности которых прикреплено более трех эритро​цитов — естественные розеткообразующие клетки (Е—РОК).
Технология выращивания животных отражается на их физио​логическом состоянии и на количестве Т- и В-клеток в частно​сти.
Выявление Т-хелперов и Т-супрессоров. Т-хелперы и Т-супрессоры несут на своей поверхности специфи​ческие антигены, которые можно обнаружить при помощи мыши​ных моноклональных антител в реакции непрямой иммунофлуо-ресценции. Лимфоциты, связавшие моноклональные антитела, светятся по периферии клеток, что позволяет определить их коли​чество при микроскопическом исследовании.
Методы оценки В-системы иммунитета (гуморальный иммуни​тет/ Включают в себя оценку В-лимфоцитов (общее содержание в крови, анализ антигенных детерминант) и вырабатываемых ими антител.
Количественное определение иммуно​глобулинов разных классов методом радиальной иммунодиффузии (по Манчини). Количество и соотношение им​муноглобулинов отдельных классов в биологических жидкостях отражают состояние В-системы. Иммунную сыворотку против ан​тител определенного класса (IgG, IgM, IgA) вносят в расплавлен​ный агаровый гель. После застывания агара антитела в нем равно​мерно распределены. Внесенный в лунку исследуемый материал (антиген) радиально диффундирует в толщу геля. Поскольку кон​центрация антител везде одинакова, то в результате реакции анти​ген — антитело в зоне эквивалентности образуются не полосы преципитации, а кольцо преципитации вокруг лунки с антигеном. Диаметр кольца преципитации прямо пропорционален концент​рации антигена в исследуемой жидкости.
В предварительных опытах определяют оптимальное (рабочее разведение) антисывороток к иммуноглобулинам каждого класса. В каждом опыте устанавливают количество иммуноглобулинов в стандартной сыворотке и по отношению к ней определяют коли​чество иммуноглобулинов в исследуемом материале.
Используют 3%-й агар Дифко на веронал-мединаловом буфере с рН 7,3...7,4 (мединал — 35,4г, веронал — 5,25 г, дистиллирован​ная вода —до 1000 мл). В бактериологической пробирке смешива​ют по 5 мл расплавленного агара и антисыворотки. Берут два стек​ла размером 9 х 12 см, на одно из них помещают П-образную рам​ку, сверху кладут второе стекло. Толщина рамки составляет 1 мм. В щель между стеклами заливают смесь агара и антисыворотки, оставляют в вертикальном положении для застывания агара на 15...20 мин. Затем удаляют одно из стекол и рамку.
В агаре пробойником вырезают лунки диаметром 2 мм (5 рядов по 7 лунок в каждом). В лунки первого ряда вносят разведения стандартной сыворотки, в остальные — исследуемые пробы по 1 мкл. Пластинку выдерживают во влажной камере 24 ч (igG, IgA) или 48 ч (IgM).
Строят калибровочную кривую. На оси абсцисс откладывают значения диаметров колец преципитации разведенной стандарт​ной сыворотки, на оси ординат —значения концентраций имму​ноглобулинов ( % или мг/мл). Измеряют диаметр колец преципи​тации в пробах и по калибровочной кривой устанавливают кон​центрацию соответствующего иммуноглобулина.
Все методы определения В-лимфоцитов в крови основаны на вы​явлении на поверхности В-лимфоцита структур, специфических только для В-клеток: рецепторы к (^-фрагменту иммуноглобули​нов, рецепторы к Сз-фракции комплемента, иммуноглобулиновые рецепторы, а также специфические В-антигены.
Метод розеткообразования (ЕАС—РОК). Эрит​роциты барана обрабатывают антителами гемолизина, затем ком​плементом. Образуется комплекс АГ—AT—С, содержащий компо​нент комплемента С3-фракции. Далее смешивают лимфоциты жи​вотного и обработанные эритроциты барана. Эритроциты за счет присутствующих на их поверхности молекул С3 избирательно сор​бируются на В-лимфоцитах, образуя «розетки».
Другие методы основаны на выявлении рецепторов к Рс-фрагментам иммуноглобулинов и иммуноглобулиновых детер​минант на поверхности В-клеток. Рецептор к Рс-фрагменту имму​ноглобулинов способен связывать агрегированный у-глобулин, меченный флуорохромом, что можно в последующем установить при помощи флуоресцентного анализа.
Используют меченные флуорохромом антиглобулиновые сыво​ротки или антисыворотки против иммуноглобулинов отдельных классов, например моноклональные антитела.
Серологические методы исследования.
 В основе всех серологических исследований лежит специфическая реакция между антигенами и антителами.
Антигены — генетически чужеродные вещества, которые при па-рэнтеральном введении в организм животного вызывают ответную ре​акцию в виде сенсибилизации, толерантности и продуцирования ан​тител, взаимодействующих специфически с антителами как in vivo, так и in vitro. Различают антигены корпускулярные, клеточные (бакте​рии, эритроциты) и растворимые (молекулярно-дисперсные). Антиге​ны поливалентны— имеют несколько детерминантных рецепторов для связи с антителами, способны вступать в реакцию с антителами как в организме животного (in vivo), так и вне организма — в пробирке (in vitro). Антигенной функцией обладают не только полноценные ан​тигены, но и неполноценные (гаптены), то есть вещества небелковой природы (полисахариды, липидо-полисахаридный комплекс сомати​ческого антигена микробной клетки и другие вещества).
Антитела — высокомолекулярные специфические белки глобу-линовой фракции сыворотки крови (иммуноглобулины).
По проявлению феномена взаимодействия между антигеном и антителом in vitro различают осадочные реакции, лизирующие и нейтрализующие. Антитела, участвующие в осадочных реакциях, получили названия по типу взаимодействия с антигеном: агглюти​нины — вызывают склеивание корпускулярного антигена и осаж​дение комплекса антиген—антитело (агглютината) и преципити-ны — образуют преципитат с растворимым антигеном. В реакциях лизиса участвуют бактериолизины и гемолизины, обусловливаю​щие лизис, распад корпускулярного антигена. Нейтрализующие антитела обезвреживают, нейтрализуют токсическое действие ан​тигена.
В серологических реакциях, применяемых для диагностичес​ких целей, один из компонентов должен быть известен, по кото​рому ввиду специфичности определяют наличие другого компо​нента. Например, если взять заведомо известный антиген (сапной, бруцеллезный, сальмонеллезный) и с ним исследовать сыворотки крови от животных, то положительный результат реакции с дан​ным антигеном указывает на наличие в сыворотке соответствую​щих антител — то есть сыворотка получена от больного животно​го. И, наоборот, при наличии специфической сыворотки (гиперим​мунная сибиреязвенная, колибактериозная и др.) определяют ви​довую принадлежность (идентифицируют) возбудителя болезни, выделенного из исследуемого материала.
Серологические реакции ставят на физиологическом растворе потому, что реакция между антигенами и антителами происходит в слабоэлектролитной среде.
Реакция агглютинации (РА). 
Сущность РА заключается в том, что при добавлении сыворотки крови, содержащей специфичес​кие антигену антитела, в равномерной взвеси клеток происходит их склеивание, образование глыбок, комочков, хлопьев, которые постепенно оседают на дно пробирки, формируя характерный осадок — агглютинат; жидкость над ним просветляется. Характер агглютината зависит от антигенного строения микробной клетки (антигена). Если антигеном является взвесь неподвижных бакте​рий (без жгутиков), имеющих только соматический О-антиген, образуется мелкозернистый осадок в течение 16...22 ч. Если анти​геном служит взвесь бактерий, имеющих жгутики (подвижные виды), и в агглютинации участвует наряду с соматическим еще жгутиковый Н-антиген, формируется крупнохлопчатый, крупно​зернистый агглютинат.
В ветеринарной практике РА используют для диагностики бру​целлеза, сальмонеллезов, колибактериоза, листериоза, вибриоза, лептоспирозов и других заболеваний. Существует несколько методов постановки РА: пробирочный (объемный), капельный (пластинча​тый), кровяно-капельный, гемагглютинации, торможения гемагглю-тинации, антиглобулиновый Кумбса, РА по Кастеллани (метод ад​сорбции агглютининов), кольцевая проба (реакция) с молоком.
Для определения антител (по известному антигену) берут 5... 10 мл крови из яремной вены животного (у свиней из хвостовой) в стерильные пробирки и помещают их в теплое место. Пос​ле образования сгустка осторожно (стерильно!) отделяют его от стенок пробирки, обводя металлической проволокой (вязальной спицей), и ставят в холодное место для ретракции (отделения) сгустка. Сыворотку отсасывают в стерильные пробирки, нумеру​ют их, с нарочным и сопроводительным письмом отсылают в ла​бораторию.
Сыворотки для РА (как и вообще при серологических исследо​ваниях) используют свежие без гемолиза или консервированные фенолом, мертиолатом натрия или борной кислотой. Антиген для РА представляет собой взвесь в физиологическом растворе убитых или живых бактерий. Для диагностических целей рекомендуется стандартный антиген биофабричного производства.
Для идентифицикации бактериальной культуры, выделенной из патологического материала, применяют стандартные сыворот​ки, а антиген готовят из суточной культуры — смыва с МПА. Спе​цифические стандартные агглютинирующие сыворотки получают на биофабриках путем гипериммунизации животных соответству​ющим антигеном (специально подготовленной взвесью живых или убитых микробов, эритроцитами и др.). Готовую сыворотку консервируют, разливают в ампулы и запаивают. Нередко диагно​стические сыворотки подвергают лиофильному высушиванию. Перед употреблением такие сыворотки разводят дистиллирован​ной водой. Но для постановки реакции (и промывания пипеток) ее разводят физиологическим раствором.
Постановка РА классическим (проби​рочным) методом. Исследуемые сыворотки разводят в чистых сухих пробирках с ровным сферическим дном. Для каждой сыворотки берут отдельную пипетку. В зависимости от инфекции производят соответствующие степени разведения сывороток (со​гласно инструкции). Например, для диагностики бруцеллеза сы​воротки разводят 1: 25; 1: 50; 1:100; 1 : 200; 1: 400.
Разведения удобно производить следующим образом. В отдель​ной пробирке готовят основное (исходное) разведение сыворот​ки — 1: 25, смешивая 0,1 мл испытуемой сыворотки с добавлени​ем 2,4 мл физиологического раствора. В опытные пробирки разли​вают по 1 мл физиологического раствора. Затем из исходного раз​ведения 1 мл жидкости переносят в первую опытную пробирку, смешивают с физраствором (разведение 1: 50) и 1 мл переносят во вторую пробирку (1: 100), из второй 1 мл — в третью и т. д. Из последней пробирки 1 мл выливают в сливную чашку, чтобы в каждой пробирке осталось по 1 мл разведенной сыворотки (рис. 44).
Во все пробирки добавляют по две капли стандартного антиге​на (концентрация 10 млрд микробных тел в 1мл), смешивают встряхиванием и выдерживают в термостате 4...6 ч при 37 °С, а за​тем при комнатной температуре 14...16 ч.
При постановке РА (как при каждой серологической реакции) обязательны контроли: в тех же разведениях испытывают сыво​ротку нормальную (от здорового животного) и позитивную (от за​ведомо больного животного или стандартную биофабричного про​изводства) с тем же антигеном.
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Компоненты при постановке реакции вносят в пробирки индивидуальными мерными пипетками с резиновыми груша​ми или дозаторами, групповыми дозаторами (рис. 45...47) и автоматическими пипетками с изменяющимися объемами (5...25Омкл).
Рис. 45. Многоканальные пипетки для мнкротнтровання:
/ —оБший вид; 2. а, б, в, г — последовательность работы
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Рис. 46. Одиночная автоматическая пипетка:
/ — стеклянный патрубок; 7—расшире​ние для сбора избыточной жидкости; J — резиновая груша; 4 — пипетка-мерник

Рис. 47. Групповая автоматическая пипетка:
/ — стеклянный цилиндр; 2 — отверстие для слива избыточной жидкости; 3— приемник для избыточной жидкости; 4 —отверстия нижней части цилиндра; 5— пипетки-мерни​ки; 6— резиновая груша
Для контроля антигена в 1 мл физиологического раствора до​бавляют две капли антигена для исключения самоагглютинации.
Учет РА осуществляют невооруженным глазом или с помощью агглюти носко па, начиная с контрольных пробирок. Результат РА принято выражать количеством крестов:
++++ (#) —полное просветление жидкости; образовавшийся агглютинат имеет вид перевернутого зонтика, при встряхивании разбивается в глыбки, хлопья разной величины, жидкость остается прозрачной;
+ + +(///) — неполное просветление жидкости; агглютинат, как и в предыдущем опыте, в виде зонтика, при встряхивании раз​бивается на более мелкие глыбки, комочки;
++(++) — неполное просветление жидкости; агглютинат в виде зонтика, но при встряхивании разбивается на хлопья разной величины, жидкость мутная;
+ — наличие небольшого нехарактерного осадка в виде «пугов​ки», жидкость над ним мутная. При встряхивании такой осадок легко разбивается, увеличивая мутность;
— (минус) — вся жидкость мутная, на дне пробирки небольшой осадок антигена с ровными краями в виде «пуговки» и при встря​хивании разбивается в равномерную муть.
РА в 3...4 креста учитывается как положительная степень прояв​ления агглютинации, в два креста — сомнительная, один крест или отсутствие агтлютината — выражает отрицательный результат. Ре​акцию оценивают не только по степени выраженности (++ + +, + + + или + +), но и по высоте титров, то есть степени разведения сывороток, давших положительный результат РА. Например, для ди​агностики бруцеллеза крупных животных диагностическим титром считают положительный результат РА с сывороткой в разведении не ниже 1:100, при сальмонеллезном аборте кобыл — выше 1 : 500.
Капельный (пластинчатый) метод РА. Ис​пользуют для быстрого обследования поголовья животных в лабо​ратории и в условиях хозяйства. На чистую стеклянную пластинку наносят микропипеткой исследуемую сыворотку по 0,04; 0,02; 0,01 и 0,005 мл. К каждой сыворотке добавляют по одной капле антигена определенной концентрации, постепенно смешивают чистой стеклянной палочкой, начиная с наименьшего объема сы​воротки. Условно считают, что сыворотка в первой капле соответ​ствует разведению 1: 50, во второй — 1:100, в третьей — 1: 200, в четвертой — 1: 400. Через 2...3 мин производят учет. Для ускоре​ния реакции стекло слегка подогревают, держа высоко над пламе​нем горелки.
Положительный результат проявляется образованием в капле сыворотки комплекса антиген — антитело в виде крупинок, хло​пьев и просветлением жидкости. При отрицательном результате капля смеси сыворотки и антигена остается равномерно мутной (отсутствие в сыворотке антител).
Пластинчатым методом РА пользуются также для ориентиро​вочного определения вида микроба или его идентификации (ти​пизации). На предметное стекло наносят каплю известной специ​фической сыворотки и отдельно каплю физраствора (для контро​ля). В каждую каплю добавляют культуру испытуемого микроба в количестве, взятом бактериологической петлей, и равномерно размешивают. Положительная реакция указывает на гомологич-ность антигена с известным антителом.
Кровяно-капельный метод РА. Реакцию чаще применяют для диагностики пуллороза (сальмонеллеза птиц) и бруцеллеза. На обезжиренное предметное стекло наносят каплю цельной крови (взятой у птиц из гребешка или сережки), в нее добавляют каплю соответствующего антигена и смешивают стек​лянной палочкой. Для лучшей видимости феномена агглютина​ции биопромышленность выпускает антиген, подкрашенный ге​матоксилином.
В положительных случаях РА (когда в крови присутствуют спе​цифические антигену антитела) через 30...60 с в капле смеси появ​ляются глыбки, хлопья склеенного антигена (агглютинат).
Кольцевая проба (реакция) с молоком. В основном используют при обследовании крупного рогатого скота на бруцеллез и при контроле сборного молока. В агглютинацион-ные пробирки наливают по 2...3 мл свежего цельного молока и до​бавляют антиген (окрашенный гематоксилином) по 0,2 мл (2 кап​ли). Пробирки встряхивают до равномерного окрашивания моло​ка, выдерживают в водяной бане (или термостате) при 37 °С в те​чение 45.60 мин. При наличии в молоке антител образуется комплекс антиген—антитело, который адсорбируется на капель​ках жира и при отстаивании всплывает наверх, образуя синее кольцо в нижнем слое сливок; столбик молока обесцвечивается.
Отрицательная реакция характеризуется синей окраской всего мо​лока в пробирке и слегка желтоватым слоем сливок.
РА методом адсорбции антител (по Кас​те л л а н и). У некоторых микробов наряду со специфическими видовыми антигенами имеются еще групповые, общие с другими видами одного рода или семейства бактерий. При введении в орга​низм животного (и человека) таких бактерий (например, сальмо​нелл) образуются антитела как против видоспецифических, так и групповых (общих для разных видов) антигенов. Если в реакции участвует микроб, обладающий групповым и типовым антигенами, то происходит полная агглютинация общих (групповых) и тииоспе-цифических антигенов, при этом из сыворотки все антитела адсор​бируются. Если антиген не типоспецифичен антителам, происхо​дит реакция агглютинации за счет групповых антигенов и группо​вых антител, типоспецифические антитела в сыворотке остаются.
Адсорбированные групповые антитела удаляют; сыворотки с групповым агглютинатом центрифугируют, а надосадочную жид​кость (сыворотку с оставшимися типоспецифическими антитела​ми) отсасывают и вновь используют в РА. Так как сыворотка, ис​тощенная групповыми антигенами, содержит только специфичес​кие антитела, она будет реагировать положительно лишь со спе​цифическим антигеном. На этом принципе основан метод' получения монорецепторных сывороток.
Реакция Кумбса. В ряде случаев при постановке РА выпадения агглютината не происходит. Одной из причин этого является наличие в сыворотке больных животных наряду с полны​ми антителами так называемых неполных или блокирующих анти​тел, которые тормозят образование агглютината (выпадение комп​лекса антиген—антитело в виде осадка). Методика выявления не​полных антител в организме больного разработана Кумбсом.
Прямая реакция Кумбса (рис. 48) заключается в том, что к эрит​роцитам больного животного добавляют специфическую антигло-булиновую сыворотку (содержащую антитела против глобулинов сыворотки). Эритроциты агглютинируют. При непрямой реакции исследуют сыворотку больного, которую соединяют с эритроцита​ми здорового животного, затем, как и при прямом методе, добав​ляют антиглобулиновую сыворотку. Блокирующие (неполные) ан​титела соединяются с эритроцитами, и добавленная антиглобули-новая сыворотка, вступая в реакцию с неполными антителами, приводит к агглютинации эритроцитов, нагруженных неполными антителами.
Для диагностических целей в ветеринарии разработана удобная модификация методики реакции Кумбса — бактерийный вариант, в котором вместо эритроцитов применяют специфический бакте​рийный антиген.
Бактерийный вариант реакции Кумбса. С исследуемыми сыво​ротками ставят обычную РА. После учета результата реакции в пробирки, в которых отсутствует агглютинация, добавляют по 2 мл физраствора и центрифугируют при 4000 мин~' в течение 15 мин. Надосадочную жидкость удаляют, к осадку добавляют 1 мл антиглобулиновой сыворотки в рабочем титре (установлен пред​варительно). Центрифужные пробирки встряхивают, содержимое переносят в агглютинационные пробирки, ставят их в термостат при 37...38 °С на 16...48 ч, а затем выдерживают еще 1 ч при ком​натной температуре. Учет производят по характеру агглютината, как при обычном методе РА. Реакция Кумбса очень чувствитель​ная и позволяет более точно выявлять больных.
Реакция гемагглютинации (РГ А). Основана на том, что некоторые виды бактерий и вирусов обладают способнос​тью адсорбироваться на поверхности эритроцитов разных видов животных (и птиц), вызывая их склеивание и образование агглю​тината (прямая РГА).
Адсорбция антигена (бактерий, вирусов) на поверхности эрит​роцитов не всегда проявляется образованием видимого осадка; кроме того, РГА неспецифична, потому что эритроциты одного и того же вида животного могут адсорбировать различные антигены.
Специфической является реакция пассивной (непрямой) гемаг​глютинации (РПГА) (рис. 49). Для ее постановки предварительно готовят эритроцитарный диагностикум (эритроциты, на которых адсорбирован антиген). С этой целью стерильно получают кровь
барана (или петуха), дефибринируют ее и несколько раз отмывают в фосфатно-буферном растворе (рН 7,2) при 3...5-кратном цент​рифугировании. Надосадочную жидкость сливают, концентрацию эритроцитов доводят до 2,5 % (1 : 40). К 2,5%-й взвеси эритроци​тов добавляют в равном объеме (по 1 мл или по 0,5 мл) взвесь ис​следуемого вида микроба в концентрации 5...10 млрд клеток в 1 мл. Эритроциты легко адсорбируют антиген полисахаридной природы. Для адсорбции антигена белковой природы эритроциты предварительно обрабатывают танином в разведении 1:20 000. Эритроциты в комплексе с добавленным антигеном оставляют для сенсибилизирования (адсорбции) на 2 ч в термостате (37 °С), за​тем вновь центрифугируют при оборотах З...4тыс. мин""' в течение 5 мин с фосфатно-буферным раствором.
Полученный эритроцитарный диагностикум вносят в пробир​ки (или лунки в плексигласовой доске) и добавляют к нему стан​дартную иммунную сыворотку.
В положительных случаях произойдет РГА — выпадение эрит​роцитов в характерный хлопьевидный или зернистый осадок, рас​пределенный по всей поверхности дна пробирки (гемагглютинат). Значит, исследуемый вид микроба (антиген) специфичен антите​лам иммуносыворотки. В отрицательных случаях несклеенные эритроциты осядут на дно в виде небольшого ровного кружочка.
Для подтверждения достоверности результатов РПГА ставят ре​акцию задержки (торможения) феномена гемагглютинации (РЗГА) или ее модификацию — реакцию нейтрализации антител (РИА).
Рис. 49. Реакция пассивной гемагглютинации (схема):
Эр — эритроциты; АГ— антиген; AT— антитело
Методика постановки РЗГА. Сущность заключается в том, что реакцию агглютинации ставят со специфической диагностической сывороткой и испытуемым антигеном (исследуемый вид микроба используют как антиген). Эту смесь выдерживают 1 ...2 ч при 37 °С,
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затем добавляют эритроциты. Если испытуемый антиген гомоло​гичен антителам диагностической сыворотки, они взаимодейству​ют друг с другом и добавленные эритроциты не агглютинируют — результат реакции положительный. Если испытуемый антиген не гомологичен антителам сыворотки или отсутствует в исследуемом материале, добавленные эритроциты адсорбируют антиген и про​исходит РГА —результат РЗГА отрицательный, вид испытуемого микроба (антигена) не установлен,
Методика постановки РНА. Сущность заключается в том, что в равных объемах смешивают диагностическую иммунную сыворот​ку с различными разведениями исследуемого материала (искомого антигена), оставляют для контакта на 1...2ч, затем добавляют эритроциты, сенсибилизированные определенным (известным) антигеном, специфическим по отношению к антителам сыворот​ки (эритроцитарный диагноста кум). Когда искомый антиген всту​пает в реакцию с антителами сыворотки, происходит их нейтрали​зация и добавленные эритроциты не агглютинируют, РГА не про​исходит — результат РНА положительный. Если в исследуемом материале не содержится антиген, специфический к антителам используемой сыворотки, нейтрализации антител не будет; поэто​му при добавлении эритроцитарного диагностикума проявляется агглютинация эритроцитов (гемагглютинация), а результат РНА отрицательный.
Реакция нейтрализации антител — высокочувствительный ме​тод обнаружения антигена не только во взвеси живых (или уби​тых) бактерий, но и во взвеси растертой ткани различных органов, нативных и гретых секретах и экскретах больного организма.
Реакция преципитации (РП). 
Основана на том, что при соедине​нии антигена (преципитиногена) со специфическими антителами (преципитинами), находящимися в соответствующей сыворотке, образуется осадок — преципитат. В РП используют растворимые антигены, получаемые путем экстракции из разрушенных бакте​рий или извлеченные из тканей. Преципитиногены резистентны к воздействию высокой температуры (кипячению, автоклавирова-нию) и гниению. Постановка РП может осуществляться в пробир​ках в жидкой среде и в чашках Петри (или на предметном стекле) в плотной агаровой среде (диффузионная преципитация).
Для диагностики сибирской язвы в ветеринарии наиболее рас​пространена реакция кольцепреципитации по Асколи (1910). Для постановки реакции кольцепрецилитации не нужна специфичес​кая преципитирующая сыворотка биофабричного производства. Антигеном в РП служит фильтрат живой или убитой нагреванием микробной культуры или экстракт из исследуемого материала. Экстрагирование производят либо кипячением, либо длительным (18...24 ч) воздействием физиологического раствора NaCl при комнатной температуре. Экстракт фильтруют через асбестовую вату до полной прозрачности.
В узкие пробирки Уленгута диаметром 4 мм пастеровской пи​петкой вносят 0,3...0,4 мл сыворотки. Одновременно ставят в 6 пробирках контрольные реакции. Антиген (другой пи​петкой) осторожно добавляют (наслаивают) по стенке пробирки, не касаясь пипеткой сыворотки. Пробирку держат вертикально. Если же в пробирку сначала внести антиген, то сыворотку нужно подслаивать под антиген. Для того чтобы предотвратить смешение компонентов, пипетку с сывороткой опускают на дно пробирки и осторожно выпускают сыворотку в том же объеме, что и антиген (сыворотка имеет большую плотность). В том и другом случае при положительном результате на границе двух жидкостей почти сразу или в течение 1...2мин образуется резко ограниченное беловатое кольцо или диск — преципитат.
Реакция диффузионной преципитации. Осуществляют путем наслаивания антигена на поверхность агара, содержащего специфическую сыворотку, или путем внесения сы​воротки в специальные лунки в агаре, содержащем антиген (по Аухтерлони, 1948) (рис. 51).
Широкое использование получил метод диффузионной преци​питации. В застывшем в чашках Петри или на предметном стек​ле агаровом геле делают углубления (луночки) на некотором расстоянии друг от друга. В одну из них вносят специфическую сыворотку, в другие, расположенные вокруг первой, — разные пробы антигена (исследуемый материал). Оба компонента в лу​ночках (сыворотка и исследуемый материал) диффундируют во встречном направлении в слое агарового геля. На месте встречи специфических антиген — антитело выпадает сероватый преци​питат.
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Рнс. 51. P1I в геле по Аухтерлони:
/ — лунки со сравниваемыми антигена​ми (периферические); 2— полосы пре​ципитации; 5 —пластинка агарового геля; 4 — лунка с иммунной сывороткой
Полосы преципитации образуются только в зоне эквивалентности, т. е. там, где все антитела связаны с антигеном. (Если в жидкой среде соединить эквивален​тные количества реагентов,
то в надосадочной жидкости после формирования преципитата не будет свободных антигена и антител.)
При изучении в РДП различных антигенов возможны три ва​рианта результата (рис. 52...54).
1.
Реакция идентичности: слияние линий преципитации, относящихся к двум соседним антигенам (у сравниваемых антигенов гомологичные детерминанты — антигены оценивают как идентич​
ные).
2. Реакция не идентичности: пересечение линий преципитации (у сравниваемых антигенов гомологичные антигенные детерми​нанты отсутствуют).
3. Реакция неполной идентичности: неполное пересечение лиий преципитации с формированием так называемой «шпоры» (у одного из антигенов помимо гомологичных есть и специфические детерминанты, которые второй антиген в составе своей молекулы не несет).
[image: image48.jpg]



Рис. 54. РДП (3-й вариант). Линии преципита​ции частично сливаются; сравниваемые антиге​ны имеют гомологичные (общие и гетерологич-ные) детерминанты:
АГ-ав, АГ-в — сравниваемые антигены; в —гомоло​гичная (обшая) антигенная детерминанта в сравни​ваемых антигенах; а — специфическая антигенная детерминанта антигена АГ-ав; А Т-ав — антитела к антигенам АГ-ав, АГ-в; ЛП-в — линия преципитации гомологичных антигенов в; ЛП-а — линия пре​ципитации антигена
С помощью реакции диффузионной преципитации можно об​наруживать антитела в сыворотке крови и определять их титр. В этом случае в центральную лунку вносят известный растворимый антиген (бактериальный, вирусный), а в периферические — раз​личные разведения исследуемой сыворотки крови {рис. 55).
Для того чтобы полосы преципитации были более выраженны​ми, пластины обрабатывают солями кадмия: пластины с готовым гелем отмывают в физиологическом растворе и заливают 0,65%-м раствором сульфата кадмия. В результате через несколько минут полосы преципитации становятся ярче в несколько раз.
Для постановки РП среда должна быть нейтральной. В кислой среде образуется неспецифический осадок; щелочная среда тор​мозит проявление специфической РП.
Реакция флокуляции. Используют для выявления токсинов и определения активности антитоксических сывороток. В пробир​ки, содержащие по 10 мл определенного токсина, добавляют убы​вающие количества специфической токсину антитоксической сы​воротки (1,0; 0,9; 0,8... 0,3 и т.д.), полученной от гипер-иммунизированного живот​ного (например, лошади). Пробирки встряхивают, ос​тавляют при комнатной температуре, а через неко​торое время в них наблюда​ют опалесценцию, перехо-
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Рис. 55. РДП. Обнаружение анти​тел и исследуемой сыворотке крови: С — разведения исследуемой сыворотки крови    (1: 2...1: 256);   АГ— известный микробный антиген; ЛП— линия пре​ципитации
дящую в четко выраженное помутнение, затем образуются хлопья и выпадает осадок. Это инициальная флокуляция, появляющаяся первоначально в отдельных пробирках, а затем и в соседних с ними, служит показателем эквивалентности антигена (токсина) и антитела (антитоксина), при котором происходит полное взаимо​связывание антигена и антитела (токсина и антитоксина), полная нейтрализация токсина. В пробирках, где нет полного насыще​ния, флокуляция наступает позднее.
Реакция нейтрализации (РН). Используют только для определе​ния видовой принадлежности бактерийных токсинов в исследуе​мом материале и для установления активности антитоксических сывороток. В пробирки с равным количеством антигена (в 1 мл, например, 1000 смертельных доз столбнячного токсина) добавля​ют равный объем убывающего количества (убывающей концент​рации) специфической гипериммунной антитоксической сыво​ротки; пробирки помещают в термостат на 1...2 ч. Затем из каждой пробирки смесь токсин—антитоксин вводят лабораторным живот​ным (по два животных на каждую дозу антитоксина). Животные, которым ввели смесь, где произошла нейтрализация токсина, ос​таются живыми. Наименьшее количество сыворотки, нейтрализо​вавшее токсин, принимается за единицу активности антитокси​ческой сыворотки (АЕ).
Реакция связывания комплемента (РСК). 
В основе реакции ле​жат два явления — бактериолизис и гемолиз. В их проявлении уча​ствует комплемент. Поэтому в РСК применяют две системы ком​понентов: 1) обеспечивает феномен бактериолизиса и использует​ся для диагностических целей; 2) гемолитическая, индикаторная, вспомогательная; позволяет установить, связался или не связался комплемент в первой системе (см. схему цв. рис. I). Ранее в каче​стве антигена использовали взвесь бактерий, поэтому первая сис​тема была названа бактериолитической (в положительных случаях происходил лизис бактерий).
Постановку РСК осуществляют в два этапа. На первом этапе готовят бактериолитическую систему: в пробирках смешивают по 0,5 мл исследуемой сыворотки с антигеном, добавляют комп​лемент в строго определенной дозе (титре). Смесь антиген — сы​воротка—комплемент (бактериолитическая система) выдержи​вают в водяной бане (или термостате) 20...40 мин при 37...38 "С. Результат взаимодействия компонентов в пробирке невидим, жидкость остается прозрачной и бесцветной. Чтобы определить, связался ли комплемент в бактериолитической системе, осуще​ствляют второй этап реакции: в пробирки добавляют компонен​ты гемолитической системы — отмытые эритроциты барана и инактивированную гемолитическую сыворотку, как показано в схеме. Все компоненты бактериолитической системы встряхива​ют для перемешивания в пробирке, помещают в водяную баню при 37...38 "С на 20...40 мин. Затем добавляют компоненты гемологической системы, вторично все встряхивают и вновь помеща​ют в водяную баню на 10...15 мин.
Предварительный учет результата. Если сы​воротка получена от больного животного, то в ней содержатся ан​титела, которые соединяются со специфическим антигеном. С этим комплексом (антиген — антитело) связывается компле​мент — гемолиз не происходит, результат положительный.
В сыворотке от здорового животного антитела отсутствуют: комплекс антиген — антитело не образуется, комплемент в бакте​риологической системе не связывается. При добавлении эритро​цитов и гемолизина (это между собой антиген и антитело) комп​лемент реагирует с этим комплексом — произойдет гемолиз, ре​зультат отрицательный (см. цв. рис. II).
Окончательный учет результата. Пробирки оставляют при комнатной температуре на 15...20 ч. Если в бакте-риолитической системе сыворотка была от больного животного, в пробирке образуется специфический комплекс антиген — антите​ло, который адсорбирует (связывает) весь добавленный компле​мент. Следовательно, во второй, гемолитической, системе гемоли​за не произойдет, эритроциты осядут на дно пробирки, надоса-дочная жидкость прозрачная. Результат РСК положительный.
Если в исследуемой сыворотке нет специфических антител к используемому антигену (в случаях, когда сыворотка от здорового животного), в бактериолитической системе комплекс антиген — антитело не образуется и, следовательно, комплемент в данной системе не адсорбируется, а остается свободным. При добавлении компонентов гемолитической системы (во второй фазе реакции) комплемент вступает во взаимодействие со вторым комплексом (гемолизин —эритроциты), происходит гемолиз эритроцитов — осадок не образуется, жидкость в пробирке лаково-красного цве​та. Результат РСК отрицательный.
РСК. используют: 1) для обнаружения в сыворотке больного животного специфических антител (при диагностике бруцеллеза, перипневмонии, сапа, лептоспироза, трипанозомоза и др.); 2) для выявления в исследуемом материале специфического антигена (бактериального или вирусного) при наличии специфической им​мунной сыворотки.
Для постановки РСК необходимо иметь: пробы сывороток, по​ступившие для исследования; две сыворотки, заведомо позитив​ные (стандартные, обеспечивающие положительный результат), и две нормальные сыворотки. Все сыворотки в разведении 1: 10 инактивируют при 56...58 °С 30 мин; антиген в разведении соглас​но титру; комплемент, разведенный в соответствии с установлен​ным титром при титровании в бактериолитической системе; гемо​лизин в рабочем титре; эритроциты барана (I : 40); физиологичес​кий раствор, градуированные пипетки, пробирки, штативы, водя​ную баню на 37...38 °С.
Перед постановкой РСК кровь барана дефибринируют, эрит​роциты отмывают физиологическим раствором путем центрифу​гирования до полной прозрачности надосадочной жидкости, ко​торую удаляют отсасыванием, а осажденные эритроциты разводят в физиологическом растворе 1 :40 (2,5 %). Антиген разводят со​гласно титру, указанному на этикетке биофабрикой. Гемолизин и комплемент перед постановкой РСК титруют.
Антиген для РСК готовят на биофабриках. Обычно это экстракты разрушенных микробных взвесей {или вируссодержа-гдей ткани). Антигены не должны обладать гемолизирующим дей​ствием, что контролируется в процессе постановки реакции (в пробирку наливают 1...2 дозы антигена и 0,5 мл взвеси эритроци​тов: гемолиза не должно быть). На ампуле с антигеном биофабри​ка указывает, что он предназначен для РСК (сапной, бруцеллез​ный или другой). На упаковочной коробке указаны номер серии, дата изготовления, срок годности, активность антигена, то есть в каком разведении его надлежит использовать при постановке РСК (1:100, 1:150 и др.). При некоторых заболеваниях антигеном слу​жат другие материалы; например, для диагностики перипневмо-нии крупного рогатого скота антигеном для РСК служит лимфа теленка, экспериментально зараженного подкожно или интра-плеврально. При длительном хранении антигенов их титр вновь проверяют в лаборатории по специальной схеме титрования.
Испытуемые сыворотки, поступившие для иссле​дования, разводят физиологическим раствором 1 : 5 или 1 : 10, инактивируют прогреванием в водяной бане для разрушения соб​ственного комплемента 30 мин при 56...58 "С (сыворотки ослов, мулов, лошаков — при 61 °С).
Гемолизин готовят на биофабриках путем гипериммуни​зации кроликов отмытыми эритроцитами барана. Для этого кро​ликам внутривенно вводят 4...5 раз с 2...3-дневными интервалами 40...50%-ю взвесь эритроцитов. Через неделю после последней инъекции у кроликов берут кровь, стерильно отсасывают сыворот​ку, инактивируют ее, консервируют глицерином 1:1 или 0,5%-м фенолом, титруют, разливают по ампулам. В лабораториях перед постановкой РСК вновь титруют.
Схема титрования гемолизина. Необходимо подготовить: i) раз​ведение комплемента 1 : 20; 2) гемолизин 1:100 (0,2 мл гемолизи​на+9,8 мл физраствора); 3) взвесь эритроцитов барана 1:40; 4) физиологический раствор NaCl.
Для постановки реакции титрования в штативе размещают два ряда пробирок — один вспомогательный только для приго​товления разведений гемолизина, второй — собственно для тит​рования. В первую пробирку каждого ряда вносят исходное раз​ведение гемолизина 1 : 100, а затем производят последователь​ное разведение. Все пробирки встряхивают и помеща​ют   в   водяную   баню   при    37...38°С   на    10...15 мин.   Учет результата: в данном примере наименьшее количество (или его наибольшее разведение), давшее полный гемолиз, составляет 1 : 2000, т. е. это его фактический титр. Рабочий титр в 2 раза кон​центрированнее — 1:1000.
По 0,5 мл (указано стрелками) каждого разведения из пробирок первого ряда переносят в отдельные пробирки второго ряда. Во все пробирки второго ряда добавляют по 0,5 мл комплемента (1: 20), по 0,5 мл эритроцитов барана (2,5%-я взвесь, или 1 : 40) и по 1 мл физраствора, чтобы объем жидкости в каждой пробирке составлял 2,5 мл.
Примечание. Исходя из того что в окончательной постановке РСК будут участвовать 5 компонентов по 0,5 мл, которые составят объем 2,5 мл, на протяже​нии всей работы этот объем соблюдается.
Пробирки встряхивают и помещают в водяную баню на 10...15 мин. Гемолиз прежде всего произойдет в пробирках с боль​шим содержанием гемолизина (наименьшим его разведением — 1: 500, 1:1000...). Наименьшее количество гемолизина (наиболь​шее его разведение), вызвавшее полный гемолиз эритроцитов в данных условиях, называется предельным (фактическим) титром гемолизина. Для дальнейшей работы гемолизин используют в 2 раза концентрированнее, то есть в удвоенном количестве, удвоенном титре, который называют рабочим титром. Например, если фактический титр I : 2500 (или 1 : 2000), то рабочий титр соответ​ствует разведению 1 :1250 (или 1: Ш00).
К о м п л е м е н т —это составная часть свежей сыворотки, лимфы, тканевых жидкостей разных видов животных (и челове​ка); открыт Бухнером (1889). У насекомых комплемент отсутству​ет. Комплемент — вещество белковой природы, сложной структу​ры, быстро инактивируется при нагревании, длительном хране​нии, воздействии ультрафиолетового излучения, сильном встря​хивании, фильтрации через керамические фильтры, добавлении каолина, кислот, щелочей, алкоголя, ацетона, хлороформа, дис​тиллированной воды, взвеси бактерий и др. Комплемент можно консервировать добавлением на 100 мл сыворотки морской свин​ки 5 г сульфата натрия, 4 г борной кислоты. Активность компле​мента при этом сохраняется до полугода. Лучший способ консер​вирования — высушивание в условиях вакуума при низкой темпе​ратуре (лиофилизация). В запаянных ампулах в таком состоянии он сохраняется два года. Перед каждой постановкой РСК актив​ность комплемента проверяют титрованием, то есть определяют его титр — оптимальное количество, необходимое для данной ре​акции. Комплемент титруют дважды: в гемолитической и бактери-олитической системах.
Для титрования комплемента в гемолитической системе готовят компоненты: комплемент в разведении 1 : 20 (1 мл комплемента + 19 мл физраствора); гемолизин, разведенный соответственно ра​бочему титру; взвесь отмытых эритроцитов барана (1: 40), физио​логический раствор. В штатив ставят пробирки и разливают в них градуированной пипеткой разное количество комплемента с ин​тервалом 0,03 мл (0,13; 0,16; 0,19; 0,22..: до 0,43 мл). Затем добав​ляют остальные компоненты (рис. 57). Все пробирки встряхивают и помещают в водяную баню при 37...38 "С на 10...15 мин и прово​дят учет результата.
Учет результата: наименьшее количество комплемента, обеспе​чившее полный гемолиз (в данном примере — 0,25 мл), принима​ют за титр комплемента.
Результат титрования начинают учитывать в пробирках с наи​большим содержанием комплемента, где прежде всего ожидается гемолиз. Наименьшее количество комплемента, обеспечившее полный гемолиз эритроцитов при данных условиях, называют титром комплемента в гемолитической системе.
Для титрования комплемента в бактериолитической системе необходимо иметь все компоненты реакции: комплемент (1:20), эритроциты (1: 40), гемолизин в рабочем титре, две позитивные и две нормальные сыворотки, специфический антиген. Сыворотки разводят физраствором 1 : 10, инактивируют 30 мин при 56...58 X. Каждую сыворотку разливают в два ряда пробирок по 0,5 мл. В пробирки каждого ряда добавляют комплемент в возрастающих количествах, как при титровании в гемолитической системе; на​чинают с количества, принятого за титр в гемолитической систе​ме, затем в каждой последующей пробирке дозу увеличивают на 0,03 мл, выравнивая объем до 0,5 мл физиологическим раствором.
После этого в один ряд пробирок с позитивной и нормальной сы​воротками добавляют по 0,5 мл антигена, во второй ряд каждой сы​воротки—по 0,5 мл физиологического раствора. Все пробирки встряхивают и ставят в водяную баню на 30...40мин. Затем во все пробирки вносят по 0,5 мл гемолизина и по 0,5 мл эритроцитов, встряхивают и вторично помещают в водяную баню на 10...15 мин. Наименьшее количество комплемента, обеспечившее полный лизис эритроцитов в обоих рядах пробирок (с антигеном и без антигена) двух нормальных сывороток, в одном ряду (без антигена) каждой по​зитивной сыворотки и с полной задержкой (отсутствием) гемолиза в рядах позитивных сывороток с антигеном (в тех же дозах комплемен​та), называют титром комплемента, который используют в поста​новке главного опыта РСК при диагностических исследованиях.
Главный опыт РСК (собственно диагностическое исследование). В штативы ставят два ряда пробирок по количеству исследуемых проб сывороток. По 0,5 мл каждой инактивирован-ной сыворотки наливают в две пробирки: в одну добавляют анти​ген — 0,5 мл, в другую (без антигена) 0,5 мл физраствора и, доба​вив комплемент, составляют бактернолитическую систему, а затем добавляют гемолитическую.
. Необходимые компоненты: 1) исследуемая сыворотка, инактивированная, разве​денная физиологическим раствором 1: 10; 2) специфический ан​тиген, разведенный согласно титру, указанному биофабрикой на этикетке упаковки; 3) комплемент в установленном титре; 4) ге​молизин в рабочем титре; 5) взвесь отмытых эритроцитов барана 1: 40; 6) физиологический раствор NaCI. Исследуемые сыворотки разливают в два ряда пробирок. Для любого количества исследуе​мых сывороток в качестве контроля используют заведомо пози​тивную сыворотку (дающую положительный результат) и нор​мальную (от здорового животного, дающую отрицательный ре​зультат).
Пробирки с компонентами бактериолитической системы встряхивают, помещают в водяную баню на 20...40 мин при 37...38°С. Пробирки бактериолитической системы второго ряда без антигена встряхивают, помещают в водяную баню при тех же условиях.
Затем во все пробирки первого и второго ряда добавляют ком​поненты гемолитической системы, вторично помещают в водяную баню на 10..15 мин. Во всех пробирках второго ряда без антигена наступает полный гемолиз.
До получения оконча​тельного результата пробир​ки оставляют при комнат​ной температуре на 18...24 ч. Во всех пробирках без анти​гена, независимо, от боль​ного или от здорового жи​вотного получена сыворотка, должен наступить гемолиз, в пробирках первого ряда с антиге​ном более четкий результат выражен при отстаивании .
Показания реакции в пробирках с испытуемыми сыворотками считают достоверными, если в пробирках с позитивными сыво​ротками и антигеном гемолиз отсутствует при полном гемолизе в пробирках с позитивной сывороткой без антигена и во всех про​бирках с заведомо нормальной сывороткой (рис. 61).
Данная реакция должна сопровождаться контролями антигена, комплемента, гемолизина, эритроцитов. Для этого в отдельные пробирки наливают антиген с эритроцитами барана; комплемент с эритроцитами без гемолизина; гемолизин с эритроцитами без комплемента; эритроциты и физиологический раствор. Объем в каждой пробирке доводят физраствором до 2,5 мл. Пробирки встряхивают, помещают в водяную баню при 37 °С на 20 мин. Во всех контрольных пробирках гемолиз должен отсутствовать.
Результат РСК принято выражать в «крестах». Показатели по​ложительного результата реакции: + + + + (///) — полное осаж​дение эритроцитов (нет гемолиза), жидкость над осадком бесцвет​ная, + + + (///) — жидкость над осадком едва заметно окрашена в желтоватый цвет. Сомнительный результат реакции: наличие осевших на дне эритроцитов и частичное окрашивание надосадоч-ной жидкости за счет лизиса некоторой части эритроцитов обо​значают + + — (++ ), то есть два и два с половиной креста. Резко выраженный гемолиз (без осадка) или с небольшим осадком (+) — отрицательный результат.
Реакция длительного связывания комплемента (РДСК). Более эффективная по чувствительности в отличие от обычной класси​ческой РСК. Суть реакции заключается в том, что бактериолити-ческую систему выдерживают при трех различных температурных режимах: после смешения компонентов при комнатной темпера​туре 15 мин, затем при низкой температуре (4 °С) в рефрижераторе 18...20 ч и в водяной бане 15 мин. После этого добавляют гемоли​тическую систему, встряхивают, вновь помешают в водяную баню и производят учет реакции, как при РСК. Подтверждена эффек​тивность РДСК при диагностике ряда инфекционных болезней (туберкулез, вибриоз, бруцеллез идр,).
Реакция подавления связывания комплемента (РПСК), или реак​ция торможения, непрямая РСК. В данной реакции участвует еще один компонент — стандартная иммунная сыворотка, содержащая антитела к антигену, используемому обычно для диагностики и, следовательно, положительно реагирующая в классической РСК.
Исследуемую сыворотку смешивают с антигеном и некоторое время выдерживают без комплемента. Затем добавляют компле​мент и стандартную сыворотку, пробирки встряхивают и помеща​ют в водяную баню на 20...30 мин, после чего добавляют гемоли​тическую систему и вновь ставят в водяную баню. Если нет гемо​лиза—результат отрицательный, потому что испытуемая сыво​ротка не реагировала с антигеном и последний вступил в реакцию со стандартной сывороткой, связав комплемент. Если исследуемая сыворотка от больного животного, она содержит специфические антитела по отношению к антигену, т. е. происходит реакция меж​ду антигеном и антителами, не связывая комплемент. Антиген, взаимодействуя с антителами исследуемой сыворотки, не вступает в реакцию (подавляется) со стандартной (заведомо известной спе​цифической) сывороткой, комплемент остается свободным и вступает в реакцию в гемолитической системе — происходит гемо​лиз, результат реакции положительный по отношению к исследуе​мой сыворотке.
Метод флуоресцирующих антител (МФА). Возможности данно​го метода обусловлены специфичностью первой фазы серологи​ческих реакций с высокой чувствительностью люминесцентного анализа. Для осуществления МФА необходимо иметь высокоспе​цифические иммунные люминесцирующие сыворотки. Известно, что в различных серологических реакциях, используемых в мик​робиологической практике, участвуют преимущественно три ком​понента: бактерийный антиген, антитело и комплемент. Все три компонента, по сути, являются антигенами, и против каждого из них могут быть получены иммунные сыворотки и, соответствен​но, люминесцирующие антитела. В зависимости от того, какого типа люминесцируюшую сыворотку используют (против бакте​рийного антигена, антибактериальных антител, комплемента), различают три основных варианта метода флуоресцирующих ан​тител: прямой (1) и непрямой (2) варианты и модификация непря​мого варианта с использованием комплемента. Иммунологичес​кая реакция между антигеном и антителом осуществляется в этих модификациях непосредственно на предметном стекле. Для фик​сации микроорганизмов применяют органические растворители: ацетон, этанол, метанол, диоксан, а также обычные фиксаторы, используемые в микробиологической практике: формалин, смесь Никифорова, жидкость Карнуа и др.
Прямой вариант. На готовый препарат наносят специ​фическую люминесцирующую сыворотку на определенное время, затем излишек сыворотки сливают, препарат промывают и про​сматривают в люминесцентном микроскопе. Этот метод применя​ют для обнаружения бактерий в патологическом материале, объектах внешней среды, а также для идентификации возбудите​лей заболеваний в культурах.
Непрямой (двухступенчатый) вариант. На первом этапе происходит специфическое соединение антигена с соответствующим антителом немеченой сыворотки. На втором этапе специфическое немеченое антитело связывается с антивидо-вым люминесцирующим антителом, содержащимся в сыворотке животного, иммунизированного глобулинами (или цельной сыво​роткой крови) того вида животных, от которых была использована иммунная сыворотка.
Непрямой антикомплементарный (трех​ступенчатый) вариант. Первый этап: образование ком​плекса антиген — немеченое антитело. Второй этап: наслаивание нормальной сыворотки, содержащей комплемент. Третий этап: комплекс антиген — антитело — комплемент обрабатывают люми-несцируюшей антикомплементарной сывороткой, приготовлен​ной при иммунизации кроликов сывороткой того вида животного, которое служило источником комплемента.
Непрямые варианты МФА можно использовать как для выяв​ления антигенов, так и для определения антител. Кроме того, для постановки двухступенчатого варианта нужно иметь ограничен​ный набор антивидовых люминесцирующих сывороток (против глобулинов быка, барана, лошади, свиньи и др.), а для антикомп​лементарного варианта достаточно иметь всего одну люминесци​рующую сыворотку против глобулинов морской свинки.
Методика и м м у н о л ю м и н е с u e н т н о и мик​роскопии. В практике ветеринарных бактериологических ла​бораторий используют люминесцирующие сыворотки биофабрич​ного производства. В зависимости от типа флуорохрома люминес​цирующие сыворотки обеспечивают либо зеленое свечение объек​та (краситель на основе флуоресценна), либо красное (краситель на основе родамина).
Для проведения иммунолюминесцентной микроскопии следу​ет на обезжиренное тонкое без царапин предметное стекло нанес​ти исследуемый материал. При исследовании органов и тканей животных готовят препараты-отпечатки тонким слоем. Препара​ты подсушивают на воздухе и помещают в фиксирующую жид​кость (этанол — 15 мин, метанол — 5 мин, ацетон — 5 мин). Если необходимо, после фиксации препараты некоторое время можно сохранять в холодильнике. Последовательность и дальнейшие процедуры зависят от применяемого варианта МФА (одноступен​чатый, двухступенчатый, трехступенчатый). Обработку препаратов люминесцирующими сыворотками, а также немечеными сы​воротками первой ступени и комплементом проводят при 37 X в условиях влажной камеры {чашки Петри с увлажненной фильтро​вальной бумагой) .
Одноступенчатый вариант. На предметное стекло с фиксиро​ванным исследуемым материалом наносят люминесцирующую сыворотку (в разведении, указанном на ампуле). Препарат поме​щают во влажную камеру на 15...20 мин при 37 "С. Затем его про​мывают забуференным физиологическим раствором (рН 7,4) в со​суде, меняя раствор через 5...10 мин несколько раз, или под струей водопроводной воды в течение 3...5 мин. Вода должна быть нейт​ральной и не содержать железа. Затем препарат (на одном стекле может быть несколько мазков) подсушивают на воздухе или филь​тровальной бумагой, после чего наносят каплю забуференного глицерина с рН 8,0 и покрывают покровным стеклом. На покров​ное стекло наносят иммерсионную нефлуоресцирующую жид​кость и микроскопируют.
Двухступенчатый вариант. На предметное стекло с исследуе​мым материалом наносят каплю иммунной немеченой сыворотки первой ступени. Препарат помещают в термостат в условиях влаж​ной камеры на 15...20 мин. Затем его промывают, как описано выше, подсушивают и наносят каплю люминесцирующей антиви-довой сыворотки. Препарат снова помещают в термостат в усло​виях влажной камеры на 15...20 мин. Повторяют процедуру про​мывания и высушивают фильтровальной бумагой. Наносят забу-ференный глицерин, покрывают покровным стеклом, наносят не​флуоресцирующую иммерсионную жидкость и микроскопируют.
Трехступенчатый вариант (антикомплементарный). На пред​метное стекло с исследуемым материалом наносят каплю иммун​ной немеченой сыворотки первой ступени. Препарат помещают в термостат, как описано выше, подсушивают и на мазок наносят каплю комплемента. Препарат вновь помещают во влажную каме​ру и в термостат на 15...20 мин, после чего промывают и наносят люминесцирующую антикомплементарную сыворотку. Последу​ющие процедуры аналогичны одноступенчатому варианту.
Приготовление и обработка конт​рольных препаратов. 1. Для прямого варианта с целью определения специфичности реакции между антигеном с люминес​цирующей сывороткой следует этой же сывороткой обработать пре​параты-мазки из гетерологичных видов микробов. Эти виды долж​ны быть близкие в антигенном отношении, но отличающиеся по морфологии от исследуемых микроорганизмов; далекие в антиген​ном отношении к исследуемым микроорганизмам, но сходные по морфологии и распространению с ними. Препараты-отпечатки об​рабатывают люминесцирующей нормальной сывороткой.
2. Для непрямого варианта необходимо иметь три контрольных препарата, обработанных нормальной сывороткой, люминесцирующей антивидовой сывороткой без иммунной немеченой сыво​ротки и люминесцирующей антивидовой сывороткой с заведомо иммунной сывороткой первой ступени.
3. Для непрямого варианта с комплементом необходимы конт​рольные препараты, при обработке которых иммунная сыворотка заменена нормальной сывороткой того же вида и в тех же разведе​ниях, а также препараты, обработанные всеми ингредиентами, кроме иммунной сыворотки.
Оценка результатов. Учитывают яркость, цвет, ло​кализацию и структуру свечения. Бактерии, окрашенные люми​несцирующей сывороткой, меченной изотиоцианатом флуоресце-ина, имеют яркое зеленое свечение по периферии в виде ободка или ореола, центральная часть светится слабо. Такое свечение на​зывается специфическим в отличие от неспецифического, когда все тело клетки светится равномерно. Чем более выпукло лежит бактерийная клетка в препарате, тем резче ободок. Объяснить та​кое свечение можно тем, что с единицы площади «периферии» клетки на сетчатку глаза наблюдателя проецируется в несколько раз больше антител, чем с центральной части клетки микроба. Следует иметь в виду, что у пластичных клеток (лептоспиры, виб​рионы) нет контура или он заметен слабо. У клеток, погруженных в тканевую жидкость, и у молодых бацилл сибирской язвы контур обычно выражен нерезко.
Интенсивность свечения оценивают по четырехкрестовой сис​теме: + + + + — очень яркая флуоресценция по периферии мик​робной клетки, четко контрастирующая с темным телом клетки; + + + — яркая флуоресценция периферии клетки; + + — слабое све​чение периферии клетки; + — нет контрастного свечения перифе​рии тела микробной клетки. Отсутствие специфического свечения обозначают «—» (видны тени микроорганизмов). При диагностике различных возбудителей положительным результатом чаще всего считают специфическое свечение бактерийных клеток не ниже чем на четыре или на три креста.
Иммуноферментный метод. 
Предназначен для выявления и идентификации микрорганизмов и антител к ним. Различают две разновидности иммуноферментного метода: гомогенный и гетеро​генный.
Гетерогенный метод (иммуносорбентный ELISA-тест) и РЭМА —реакция энзиммеченых антител (или антигенов), адсор​бированных на поверхности водонерастворимых полимеразных материалов. При гомогенном иммуноферментном методе не ис​пользуется твердая фаза; предназначен в основном для определе​ния низкомолекулярных антигенов (гормонов, лекарственных препаратов).
Основные компоненты для твердофазного иммуноферментно​го метода:
1. Специфические иммуноглобулины (выделяют из гипериммунной сыворотки осаждением сульфатом аммония с последую​щей очисткой).
2. Антивидовые глобулины (выделяют из гипериммунной сыворотки осаждением сульфатом аммония с последующей очистой).
3. Белок А (выделяют из золотистого стафилококка) или бычий
сывороточный альбумин.
4. Антиген (готовят из органов зараженных животных). Заведомо положительные или отрицательные антигены.
5. Фермент пероксидаза (выделяют из хрена).
6. Конъюгаты (пероксидаза, связанная с антителом или антигеном методом периодатного окисления).
7. Субстратная смесь (5-аминосалициловая кислота и пероксид водорода или ортофенилендиамин и пероксид водорода).
8. Детергент (поверхностно-активные вещества: твин-20, -80, тритон Х-100, сорбитальс-20).
9. Иммунологический планшет (планшет из прозрачного полистирола).
10.
Шприц-дозатор (для внесения ингредиентов реакции).
Существуют прямой и непрямой методы постановки реакции.
На практике в основном используют непрямой метод.
Определение антигена иммуноферментным методом. Перед по​становкой реакции лиофилизированные компоненты растворяют в объеме, указанном на этикетке, 0,01 М раствором фосфатного буфера или дистиллированной водой и доводят до объема рабочих разведений. Объем компонентов, вносимых поэтапно в лунки планшета, равен между собой и составляет 0,1 мл.Этапы постановки реакции:
1. Сенсибилизация планшета. В лунки планшета вносят специфические антитела (иммуноглобулины) в рабочем разведении, указанном на этикетке. Планшет с антителами инкубируют в термостате 3 ч при 37 "С или 18 ч при 4 °С. По окончании инкубации планшеты промывают раствором фосфатного буфера с твином (ФБТ) 3...4 раза, предварительно встряхнув содержимое
лунок. Остатки раствора удаляют постукиванием о фильтроваль​ную бумагу.
2. Внесение антигенов. В лунки планшета, сенсибилизированные специфическими антителами, вносят контрольные положи​тельный и отрицательный антигены и исследуемую пробу в разве​дениях от 1:10 до 1:1280 и инкубируют в термостате 1 ч при 37 °С. По истечении срока инкубации проводят трехкратную от​мывку лунок планшета от несвязавшихся с антителом антигенов и
подсушивают на фильтровальной бумаге.
3. Внесение пероксидазного антивидового конъюгата в разведеия с целью выявления комплекса антиген + антитело. Залитые планшеты помещают на 1 ч в термостат при 37 "С. Затем лунки трехкратно отмывают раствором ФБТ и подсушивают.
4.
Внесение субстратной смеси. Для проявления реакции в лун​ки планшета вносят раствор субстрата (индикатора пероксидазы) — ортофенилдиамина, к раствору которого добавляют 3%-й раствор пероксида водорода для выявления комплекса антиген + + антитело + конъюгат. Планшеты закрывают и оставляют в тем​
ном месте при комнатной температуре на 15...30 мин.
5.
Учет реакции проводят визуально или спектрофотометрически.
При визуальной оценке реакцию учитывают по числу крестов:
++++ —-интенсивное окрашивание;
+++ — оранжевое окрашивание;
++ — бледно-оранжевое окрашивание;
+ — желтое окрашивание.
Пробу считают положительной при оценке в два креста и бо​лее. За титр антигена принимают наивысшее разведение, при ко​тором в реакции со специфическим антителом наблюдается блед​но-оранжевое окрашивание (++), значительно превосходящее по интенсивности окрашивание контрольных лунок планшета.
При спектрофотометрическом учете результатов реакции про​изводят расчет коэффициента специфичности, который равен от​ношению оптической плотности (ОП) продукта реакции в лунках с контрольным положительным антигеном (ОП1) к оптической плотности субстратной смеси в лунках с контрольным отрица​тельным антигеном (ОП2). Реакцию считают положительной, если коэффициент специфичности не ниже 2,1, и отрицательной, если ниже 2,1.
Техника постановки иммуноферментного метода для обнару​жения (или титрования) антител выполняется так же, как при об​наружении и идентификации микробного антигена, с той разни​цей, что материалом служит исследуемая сыворотка крови.
Тема 12. БИОЛОГИЧЕСКИЕ ПРЕПАРАТЫ И ИХ КОНТРОЛЬ
Вакцины. Эти биологические препараты содержат в качестве активного начала цельные микробные клетки или их компоненты. Вакцины предназначены для создания искусственного активного иммунитета. Различают несколько основных типов вакцин против инфекционных болезней сельскохозяйственных животных.
Контроль вакцин. Вакцины всех типов после приго​товления проверяют в основном по трем параметрам.
Стерильность (инактивированные) или чистоту роста (живые) контролируют посевом на питательные среды.
Безвредность проверяют введением вакцины тем или иным ла​бораторным животным. Вакцина не должна вызывать заболевание и гибель животных.
Активность (иммуногенность) обычно контролируют следую​щим образом. Вакцину вводят лабораторным животным, и через промежуток времени, достаточный для выработки активного им​мунитета (15...20сут), эту группу вместе с контрольной группой непривитых животных заражают летальной дозой возбудителя. 80 % и более контрольных животных должны погибнуть, вакцини​рованные должны выжить. В некоторых случаях об иммуногенно-сти препарата судят по косвенным показателям: количеству аг​глютининов у привитых животных (лептоспирозная вакцина), ан​титоксинов в РН (вакцина против ботулизма).
Например, сухую живую вакцину против рожи свиней ВГНКИ из штамма ВР-2 контролируют следующим образом. Для контроля чистоты сухую (лиофилизированную) вакцину разводят стериль​ным физиологическим раствором в соотношении I : 10. Из сус​пензии бактерий готовят мазки, красят по Граму, микроскопиру-ют. В препарате должны быть типичные мелкие грамположитель​ные палочковидные клетки при отсутствии посторонних микро​организмов. Одновременно проводят посевы на МПА, МПБ, среду Китта—Тароцци и агар Сабуро. Посевы выдерживают 10 сут при 37...38 °С, посевы на грибы — 15 сут при 20...25 °С. Рост посто​ронней микрофлоры в указанные сроки на всех питательных сре​дах должен отсутствовать при наличии типичного роста на МПА и МПБ культуры возбудителя рожи.
С целью контроля вакцины на безвредность и активность 20 белым мышам массой 17... 18 г вводят подкожно 0,2 мл препарата. Вакцину считают безвредной, если погибает не более 5 мышей. Через 14 сут всех оставшихся в живых вакцинированных и пять контрольных мышей заражают летальной дозой культурой виру​лентного штамма возбудителя рожи свиней. Вакцину признают активной, если погибают в течение 3...4 сут контрольные и выжи​вает не менее 75 % вакцинированных мышей.
Лечебно-профилактические иммунные сыворотки и иммуноглобу​лины. Данные биопрепараты применяют для создания пассивного иммунитета при профилактике или лечении. Под пассивной им​мунизацией понимают введение готовых иммуноглобулинов (ан​тител) животному. Пассивный иммунитет возникает через 20...24 ч после инъекции и длится максимум 2...3 нед. Иммунные сыворотки получают путем многократного введения антигена жи​вотным-продуцентам (волам, лошадям и др.). Для получения каж​дого типа иммунных сывороток разработаны регламенты приго​товления соответствующего антигена, схемы иммунизации и ме​тоды, с помощью которых контролируют количество антител в сыворотке крови.
По направленности действия иммунные сыворотки подразде​ляют на антибактериальные, антитоксические, антивирусные. По достижении необходимого уровня антител у животного берут кровь обычно в объеме 1 % массы животного или осуществляют тотальное обескровливание. Полученную кровь сепарируют для получения сыворотки, которую стерилизуют фильтрованием и
консервируют 0,25...0,5%-м фенолом, 0,01...0,03%-м тиомерсалом или другими веществами.
Контроль сывороточных препаратов. Включает в себя проверку на стерильность, безвредность и специ​фическую активность.
Стерильность препаратов определяют посевом на питательные среды (МПА, МПБ, МППБ, агар Сабуро или Чапека). Безвред​ность каждой серии обычно контролируют введением сыворотки морским свинкам. Специфическую активность сыворотки прове​ряют в зависимости от направленности ее действия.
Определение превентивных (защитных) свойств на есте​ственно-восприимчивых или лабораторных животных заключа​ется и в том, что животным вводят подкожно, внутримышечно или внутрибрюшинно сыворотку, а через 20...24 ч иммунизиро​ванным и контрольным животным вводят подтитрованную дозу гомологичного вирулентного микроорганизма. Иммунизиро​ванные животные должны остаться здоровыми. Контрольные переболевают с проявлением характерных признаков заболева​ния.
Активность антитоксических и ряда противовирусных сыворо​ток определяют в реакциях нейтрализации (РН). Количество ан​тител в сыворотках устанавливают при помощи серологических реакций (РСК, РА, РИГА, РДП и др.).
Пример. Контроль иммунной сыворотки против рожи свиней.
Контроль стерильности: сыворотку высевают на МПА, МПБ, МППБ, агар Сабуро. Посевы выдерживают Юсут при 37 и 20 °С (Сабуро). Среды должны остаться стерильными.
Контроль безвредности: 5 белым мышам массой 17...20 г вводят подкожно по 0,5 мл сыворотки, 2 морским свинкам массой 250...300 г —по 10 мл. Все привитые животные должны остаться живыми в течение 10 сут.
Контроль активности: 15 белым мышам массой 17...20 г вводят внутрибрюшинно по 0,01, 0,02 и 0,03 мл (по 5 мышей на дозу) сы​воротки. Через 2 ч всем привитым и 5 мышам непривитым вводят подкожно 0,1...0,2 мл суточной культуры вирулентного штамма возбудителя рожи свиней, разведенной 1 : 200. Сыворотку считают активной, если в течение 10 сут все привитые животные остаются живыми, а контрольные погибают (допускается гибель 2 белых мышей, привитых дозой 0,01 мл).
Для концентрирования антител иммунной сыворотки, удале​ния серологически неактивных белков и соответственно повыше​ния специфической активности препарата применяют методы, с помощью которых выделяют глобулиновую фракцию белков им​мунной сыворотки. Готовые препараты иммуноглобулинов конт​ролируют, как и иммунные сыворотки: на стерильность, безвред​ность и специфическую активность.
Диагностические антитела. Принцип получения диагностичес​ких иммунных сывороток такой же, как и лечебно-профилакти​ческих. Диагностические сыворотки должны обладать не только высокой активностью в серологических реакциях, но и специфич​ностью. С помощью диагностических сывороток обнаруживают микробные антигены в тканевых материалах и идентифицируют выделенные микроорганизмы. В зависимости от целевого назна​чения различают видовые сыворотки (предназначены для иденти​фикации микроорганизмов на уровне вида), групповые (иденти​фикация на уровне серологической группы), серовариантные (на уровне серовара). Иммунные сыворотки готовят для использова​ния в различных серологических реакциях (РА, РП, РДП, РСК, РИГА, РН). При получении антител, меченных флуорохромом и ферментами, из иммунных сывороток предварительно выделяют и очищают иммуноглобулиновую фракцию. В основном диагности​ческие сыворотки (диагностикумы) контролируют на стериль​ность, активность и специфичность.
Пример. Контроль диагностической сыворотки люминес-цируюшей сальмонеллезной.
Определение активности (красящий титр): из 24-часовых ага​ровых гомологичных культур сальмонелл готовят мазки (негус​тые), фиксируют их, затем на каждый мазок наносят различные разведения флуоресцирующей сыворотки. В дальнейшем препара​ты обрабатывают, как описано ранее.
Мазки просматривают под люминесцентным микроскопом. Максимальное разведение сыворотки обеспечивает свечение го​мологичных микробных клеток на 3...4 креста. Ее считают крася​щим титром, если рабочий титр, т. е. используемый в работе, ра​вен половине красящего. Красящий титр для групповых сыворо​ток должен быть не ниже 1: 32, для комплексной —1:16.
Контроль специфичности люминесцирующей сыворотки: ана​логичным образом на предметных стеклах готовят мазки из гете-рологичных сальмонелл и эшерихий (по нескольку культур)- Флу​оресцирующую сыворотку используют в рабочем титре. Свечение у гетерологичных микробов практически должно отсутствовать.
Получение моноклональных антител. Обычные иммунные диагностические сыворотки, выпускаемые биофабриками, представляют собой смесь антител против различ​ных антигенных детерминант возбудителя инфекционной болез​ни. Использование таких сывороток для идентификации возбуди​теля сопряжено с получением перекрестных реакций между серо-варами одного вида и даже между различными видами микроорга​низмов за счет общих антигенных детерминант. Избежать таких нежелательных перекрестных реакций пытаются различными спо​собами. Один из методов заключается в использовании в качестве антигенов для иммунизации животных-продуцентов компонентов клеток возбудителя, несущих преимущественно специфические
антигены. Часто такие вещества получают, разделяя антигенную смесь фильтрованием через сефадексы.
Другое традиционное направление в получении специфичес​ких реагентов — метод адсорбции иммунных сывороток, когда пе​рекрестно реагирующие антитела удаляют, насыщая сыворотку клетками антиген но-родственных бактерий. Клетки бактерий свя​зывают перекрестнореагирующие антитела, и потом их вместе с антителами отделяют от адсорбированной сыворотки центрифу​гированием. Подобным образом получают адсорбированные агг​лютинирующие сыворотки для идентификации сальмонелл и не​которых других видов бактерий.
В качестве специфических антительных реагентов все чаще ис​пользуют моноклональные антитела. Обычные диагностические сыворотки — поликлопальные, поскольку содержат антитела, синтезированные разными линиями (клонами) В-лимфоцитов к различным антигенным детерминантам. Моноклональные антите​ла представляют собой иммуноглобулины, продуцируемые одним клоном клеток и реагирующие с определенным антигенным эпитопом микроорганизма.
Чтобы получить моноклональные антитела, изолируют и под​держивают линию лимфоцитов, синтезирующих антитела опреде​ленной специфической направленности. Клетки-продуценты анти​тел не способны расти in vitro. Злокачественная опухоль (миелома) синтезирует в больших количествах аномальные иммуноглобулины и способна к неограниченному росту in vitro. Была разработана ме​тодика слияния клеток миеломы с лимфоцитами, при этом гибрид​ная клетка (гибридома), как и опухолевая, способна к неограничен​ному росту и одновременно синтезирует антитела, как лимфоид-ная. Необходимо обнаружить клон клеток, продуцирующих антите​ла необходимой специфической направленности. Получение моноклональных антител включает в себя несколько этапов.
Известным антигеном иммунизируют животных. Затем из се​лезенки выделяют В-лимфоциты.
Проводят слияние (гибридизацию) В-лимфоцитов и миелом-ных клеток. Получают смесь лимфоцитов гибридных и миелом-ных клеток.
Смесь клеток культивируют в среде, содержащей ГАТ (гипок-сантин — аминоптерин — тимидин), что приводит к гибели лим​фоцитов и миеломных клеток, так как на этой среде растут только гибридомы.
Гибридомные клетки рассевают (клонируют) таким образом, чтобы в лунке панели для микрокультивирования оказалась толь​ко одна клетка, дающая начало клону. После размножения клеток оценивают их способность синтезировать нужные антитела (про​водят скрининг). Клонирование повторяют. В конечном итоге вы​бирают стабильный клон, продуцирующий антитела заданной специфичности.
Клетки гибридомы можно длительно хранить в замороженном состоянии (в жидком азоте).
Моноклональные антитела выделяют либо из культуральной жидкости (клетки гибридомы выращивают in vitro), либо из асци-тической (выращивание in vivo).
Моноклональные антитела используют для диагностики ин​фекционных болезней в иммуноферментном, радиоиммунном и иммунофлуоресцентном анализах.
Диагностические антигены. Предназначены для постановки раз​личных серологических реакций с целью серодиагностики инфек​ционных болезней животных. В зависимости от типа серологичес​кой реакции антигены могут быть корпускулярными (РА, РСК), на носителях (эритроцитарные антигенные диагностикумы для РИГА), растворимые (РП, РДП). Технология приготовления ан​тигенов разнообразна, но основой для антигенов любого типа слу​жат исходные селекционированные, без признаков диссоциации культуры микроорганизмов.
Контроль диагностических антигенов проводят по определен​ным параметрам:
контроль стерильности (см. вакцины);
антиген для серологических реакций должен быть определен​ной оптимальной концентрации, выраженной, например, числом микробных клеток в I мл;
активность антигена определяют в той или иной серологичес​кой реакции с заведомо положительной сывороткой. Антиген дол​жен давать четкую положительную реакцию. В некоторых случаях сначала устанавливают предельный титр антигена — разведение, в котором он дает положительную реакцию с наибольшим разведе​нием стандартной положительной сыворотки. Для постановки се​рологической реакции при диагностических исследованиях ис​пользуют рабочий титр антигена—двойную дозу предельного титра (единый бруцеллезный антиген);
специфичность антигена испытывают в серологической реак​ции с заведомо отрицательной сывороткой.
Корпускулярные антигены для серологических реакций оса​дочного типа контролируют на спонтанную агглютинацию — вы​падение в осадок в отсутствие антител.
Пример. Контроль диагностического бруцеллезного анти​гена для кольцевой реакции с молоком. Используют клетки бру-целл стандартной концентрации, окрашенные гематоксилином.
Контроль стерильности (см. контроль вакцин). Контроль специ​фичности и активности. Берут 10 проб свежего молока от здоро​вых коров. Молоко каждой пробы исследуют с разными количе​ствами положительной бруцеллезной сыворотки. Антиген призна​ют специфичным, если во всех пробирках, в которые не добавляли положительную сыворотку, получен отрицательный результат — молоко окрашено, заметно белое кольцо отстоявшихся сливок.
Антиген признают активным, когда во всех трех пробирках каж​дой пробы с позитивной сывороткой или в пробирках с 0,15 и 0,1 мл сыворотки получен четкий положительный результат —мо​локо белое, слой сливок синего цвета.
Диагностические аллергены. Данные биопрепараты (бруцеллин, туберкулин, маллеин) представляют собой экстракты из клеток возбудителя и содержат продукты их метаболизма. Аллергическая диагностика основана на выявлении гиперчувствительности за​медленного типа, которая развивается при ряде инфекционных болезней, особенно хронических. В основе этих диагностических тестов лежит специфическая реакция иммунного воспаления с участием сенсибилизированных Т-лимфоцитов.
Пример. Контроль диагностических аллергенов бруцелли-на, предназначенного для диагностики бруцеллеза,
Контроль стерильности {см. контроль вакцин).
Контроль безвредности: бруцеллин в объеме 0,5 мл вводят в об​ласть спины белым мышам массой 18...25 г. В течение Юсут мыши должны остаться живыми: воспалительная реакция на мес​те инъекции отсутствует.
Контроль специфичности: белым морским свинкам в депилиро-ванный участок боковой поверхности туловища внутрикожно вво​дят бруцеллин в объеме 0,1 мл и сравнивают с эталонным препа​ратом. При учете результатов через 24 и 48 ч на месте инъекции не должно быть аллергической реакции. Кроме того, здоровым 10 ов​цам бруцеллин вводят под кожу нижнего века по 0,5 мл (пальпеб-рально) и внутрикожно в подхвостовую складку по 0,2 мл. Конт​ролем также служит эталонный аллерген. Аллерген считают спе​цифичным, если у здоровых животных аллергических реакций не возникает. Кроме того, проверяют аллерген на антигенные свой​ства. Для этого у овец через 10...15сут после введения аллергена исследуют в РА и РСК сыворотку крови — антител не должно быть.
Контроль активности; 10...15 белым морским свинкам вводят подкожно (0,25...1)109 клеток штамма В. melitensis Rev 1 для аллер​гической сенсибилизации. Через 4нед в депилированный участок кожи вводят 0,1 мл исследуемого бруцеллина и в качестве контро​ля эталонный аллерген. Реакцию учитывают через 24 ч, измеряя диаметр эритем (отека).
Интенсивность реакции на исследуемый и эталонный аллерге​ны должна быть одинаковой.
ВОЗБУДИТЕЛИ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ
Тема 13. СТАФИЛОКОККИ И СТРЕПТОКОККИ

Стафилококки (Staphylococcus). Принадлежат к порядку Eubacteriales, семейству Micrococcaceae. По современной класси​фикации их разделяют по патогенное™ на три вида: 1) S. aureus — независимо от образуемого пигмента — патогенные; 2) S. epider-midis — условно-патогенные, постоянные обитатели кожи и сли​зистых; 3) S. saprophyticus — непатогенные стафилококки. Среди всех видов этого рода существуют штаммы, которые вызывают у животных различные нагноительные процессы — фурункулы, кар​бункулы, флегмоны, панариции, гнойное воспаление ран, абсцес​сы, сепсис, септикопиемию (см. цв. рис. VIII). Широко распрост​ранен стафилококковый мастит у коров. Патогенные штаммы ста​филококков, попадая в желудочно-кишечный тракт человека, вы​зывают пищевую токсикоинфекцию. Сапрофитные стафилококки, обладающие гнилостными свойствами, обусловли​вают порчу сырья и пищевых продуктов.
Материал для микробиологического ис​следования. В лабораторию посылают асептически взятый гной, содержимое ран, язв, карбункулов, при подозрении на сеп​сис—кровь. Исследуют пробы комбикорма, а при мастите — па-ренхимное молоко.
Стафилококки — шаровидные грамположительные микроор​ганизмы, располагающиеся скоплениями в виде кучек или виног​радных гроздьев. Неподвижны. Споры и капсулы не образуют. Хорошо окрашиваются всеми анилиновыми красителями. Грам-положительная способность окраски может утрачиваться под воз​действием антибиотиков, сульфамидных препаратов и других факторов. Обнаружение стафилококков в мазке из крови, гноя, раневого содержимого дает основание для постановки диагноза на стафилококковую инфекцию. В других случаях результат микро-скопирования является ориентировочным.
Культурально-биохимические свойства. Стафилококки — аэробы, факультативные анаэробы. Хорошо рас​тут на обычных питательных средах при рН 7,2...7,8. Подщелачи-вание среды до рН 8,0...8,6 заметного влияния на рост микроба не оказывает, при понижении рН рост замедляется, а при рН 5,6...5,8 — прекращается. Среди неспорообразующих микробов стафилококки наиболее устойчивы к различным физическим и химическим воздействиям, что дает возможность использовать их как тест-микробов (объектов) при изучении эффективности де​зинфицирующих веществ. Стафилококки галлофилы растут на среде с концентрацией хлорида натрия до 8...10%. В МПБ они образуют обильное помутнение и слизистый осадок, на МПА — крупные круглые с ровными краями и умеренно выпуклой глян​цевой поверхностью колонии. На плотной среде стафилококки выделяют нерастворимые в воде липохромные пигменты — белый, лимонно-желтый и золотистый. Пигментообразование лучше протекает при рассеянном свете и обильной аэрации. Чистую культуру стафилококка можно получить после посева исследуемо​го материала на 5 %-й кровяной агар с последующей отвивкой ти​пичной колонии. В качестве селективной среды для выделения только стафилококков используют МПА, содержащий 8...10% хлорида натрия и 5 % дефибринированной крови. Некоторые штаммы при этом проявляют четкую зону гемолиза, но большин​ство из них обладает потенциальной гемолитической способнос​тью, что можно выявить, применив специальную методику.
Лизис эритроцитов может быть обусловлен разными типами гемотоксинов бактерий — а, Ь, с, D и др. Это экзотоксины, обла​дающие антигенными и иммуногенными свойствами. Экзотокси​нам стафилококков свойственно также летальное и некротизиру-ющее действие. Эндотоксины стафилококков обладают высокой термостабильностыо (при 100 "С выживают свыше 30 мин) и выра​женным энтеротоксическим действием. МПЖ и свернутую сыво​ротку они разжижают, молоко свертывают и пептонизируют. Фер​ментируют многие углеводы. Считают, что штаммы стафилокок​ка, сбраживающие маннит, являются патогенными. Однако мин-нитферментативная способность микроба (как и образование пигмента) нестабильна.
Для правильного представления об этиологической роли ста​филококков требуется выделить его из исследуемого материала и детально изучить несколько (иногда до 50) колоний, так как мно​гие патогенные штаммы не образуют золотистый пигмент и не вызывают гемолиз на кровяном агаре при обычных условиях. С этой целью чистые культуры стафилококков проверяют по их спо​собности ферментировать маннит, коагулировать цитрированную плазму, выделять фибринолизин и лецитиназу, ДНК-азу, обладать скрытой (потенциальной) гемолитической способностью. Для бо​лее полной характеристики патогенных штаммов определяют у них способность выделять дермонекротоксин, токсин общего дей​ствия и энтеротоксин.
Ферментацию маннита стафилококками определяют путем по​сева на МПБ, содержащий 0,5 % маннита, индикатор Андрэдэ и газовые поплавки. После 1...2-суточной инкубации при 37 "С сре​да с патогенным штаммом микроба краснеет; в газовых поплавках иногда скапливаются пузырьки газа. Это свойство хорошо выяв​ляется на полужидкой среде с теми же компонентами.
Плазмокоагулазную активность определяют в специальной ре​акции — плазмокоагуляции (РПК). Для постановки ее необходи​мы молодые культуры стафилококков; для контроля — заведомо коагулирующий и некоагулирующий штаммы микробов, нативная или сухая нитратная плазма кролика.
Кровь берут из сердца кролика массой 1,5...2 кг, зафиксирован​ного в спинном положении, в объеме 8 мл иглой, надетой на шприц, промытый 5 %-м раствором цитрата натрия. Ее осторожно сливают в пробирку с 2 мл 5 %-го раствора цитрата натрия и осто​рожно перемешивают. Кролику же вводят подкожно 8 мл стериль​ного физиологического раствора. Пробирку с кровью выдерживают при 4 °С до осаждения эритроцитов. Для ускорения процесса цит-ратную кровь можно центрифугировать при оборотах 1500...2000 мин-1. Надосадочная жидкость —это и есть плазма. Срок ее годности при хранении в холодильнике составляет 4...5 сут.
Перед постановкой РПК отсасывают необходимое количество плазмы, разводят ее физиологическим раствором 1 : 5, разливают в пробирки по 0,5 мл и вносят в них по 0,5 мл бульонной культуры. При исследовании культур, выращенных на плотной среде, плаз​му разводят 1:10, разливают в пробирки по ] мл и диспергируют в ней 1 петлю агаровой культуры стафилококка. В обоих случаях пробирки встряхивают и помешают в термостат при 37 "С. Учиты​вают результат через 1, 2, 3 и 24 ч. Наличие плотного или желеоб​разного сгустка указывает на положительный результат реакции. Для признания штамма патогенным срок наступления реакции не имеет значения.
Для выявления фибринолитической способности стафилококков пробирки с положительными результатами плазмокоагулирования оставляют в термостате на несколько суток. При наличии фибри-нолизина коагулированная плазма разжижается.
Способность стафилококков продуцировать лецитиназу опреде​ляют разными методами. Наиболее доступен из них следующий: к расплавленному и остуженному до 5О...6О°С М ПА добавляют взби​тые яичные желтки, хорошо размешивают их и выливают в чашки Петри. После застывания (затвердения) среды производят посев испытуемых культур. При росте на этой среде лецитиназоположи​тельные штаммы стафилококков через 24...48 ч образуют вокруг ко​лонии зону помутнения, окруженную радужным венчиком.
Скрытую (потенциальную) гемолитическую способность стафи​лококков выявляют на 5 %-м кровяном МПА. Для этого бактерио​логической петлей по диаметру чашки делают прямой полоской посев бета-гемолитического штамма стафилококка. Затем перпен​дикулярно этой полоске с двух сторон высевают по 4...5 испытуе​мых штаммов стафилококков. После суточного инкубирования при 37 "С некоторые негемолитические штаммы в непосредственной близости к: высеянному по диаметру р"-гемолитическому штамму стафилококка образуют зону четко выраженного гемолиза.
Для определения ДНК-азной активности стафилококков необ​ходимо иметь МПА с рН 8,4...8,6, раствор натриевой соли ДНК (20 мг/мл) в стерильной дистиллированной воде, к которому до​бавлено несколько капель 2 %-го натрия гидроксида (можно хра​нить при 4 "С до 40сут), хлорид кальция (раствор, используемый для инъекций), 1н. раствор соляной кислоты.
К расплавленному и несколько охлажденному МПАдобавляют раствор натриевой соли ДНК из расчета 1... 1,5 мг/мл и стерилизу​ют в водяной бане кипячением 30...40 мин. После охлаждения сре​ды до 5О...6О°С к ней асептично добавляют хлорид кальция из рас​чета 0,8 мг/мл, разливают в чашки Петри по 10... 15 мл. На поверх​ность застывшей среды после ее подсушивания высевают прикос​новением петли в заранее размеченные точки 8...10 испытуемых культур стафилококка и инкубируют 18...20ч при 37 "С. Затем в чашку вносят 4...5 млн 1н. раствора соляной кислоты, которую че​рез 2...3 мин сливают. Результат реакции учитывают, просматри​вая чашки на проходящем рассеянном свете. По наличию просве​чивающих зон вокруг колоний на непрозрачном, мутном серо-бе​лом фоне всего слоя агара делают вывод — культура стафилококка продуцирует ДНК-азу.
Сущность пробы заключается в том, что высокополимерная ДНК под воздействием соляной кислоты выпадает в нежный серо-белый осадок (преципитат). Если микроб выделяет фермент ДНК-азу, то в зоне его действия ДНК деполимеризуется и под влиянием соляной кислоты преципитат не образуется, агар в этой зоне остается прозрачным. Патогенные штаммы стафилококка об​ладают ДНК-азной активностью, вокруг колоний образуется зона просветления — деполимеризация ДНК.
Антигенная структура и фаготипы. У пато​генных стафилококков различают общий видовой протеиновый антиген и три полисахаридных антигена (А, В, С). Среди после​дних известно 15 типоспецифических антигенов (а, Ь, с, d и др.).
В эпизоотологическом отношении важно проведение фаготи-пирования стафилококков. Установлено, что одни фаготипы по​ражают человека, другие преимущественно обнаруживают у жи​вотных. Однако есть фаготипы (например, 42-Д), общие для жи​вотных и человека. Для типирования стафилококков используют специальный международный набор из 22 типов фагов. Этот на​бор можно применять для типирования стафилококков, выделен​ных только из пищевых продуктов (молоко, творог). Для типиро​вания стафилококков, выделенных из других источников живот​ного происхождения, используют другие типы фагов.
Стрептококки (Streptococcus). Принадлежат к порядку Eubacteriales, семейству Lactobacillaceae. По классификации Берд-жи стрептококки подразделяют на три группы: 1) гноеродные гемолитические — S. pyogenes (возбудители различных гнойно-вос​палительных процессов — абсцессов, флегмон, сепсиса), S. agaiac-tiae — возбудитель мастита коров, S. equi ~ возбудитель мыта ло​шадей; 2) зеленящие стрептококки —- S. viridans (термофильные, фекальные и др.); 3) молочнокислые стрептококки — S. lactis, S. cremoris. В основу современной классификации положен прин​цип антигенной структуры микроба. По группоспецифическим полисахаридным антигенам Лансфилд разделила стрептококки на 17 групп, из которых более детально изучены группы А, В, С и D, имеющие наибольшее практическое значение.
Возбудитель мастита коров. У коров мастит вызывают микро​бы более 80 видов, но основными, наиболее частыми возбудителя​ми являются маститный стрептококк — S. agalacliae (S. mastitidis) и патогенные стафилококки. Часто маститы бывают смешанной этиологии (стрепто-стафилококковые или в сочетании с синег-нойной палочкой, кишечной палочкой и другими микробами).
Микробиологическими исследованиями при мастите выявляют этиологию болезни и свойства возбудителя. Диагноз субклиничес​кого мастита ставят на основании результатов комплексного ис​следования: 1) клинического осмотра всех животных; 2) физико-химических анализов паренхимного молока (бромтимоловая про​ба, проба Уайтсайда, пробы с димастином или мастидином); 3) иммунологических показателей паренхимного молока —повы​шенное фагоцитарное число, положительная кольцевая реакция агглютинации с молоком и стрептококковым антигеном, окра​шенным гематоксилином, повышенное число лейкоцитов (проба отстаивания, разные методы подсчета); 4) бактериологического исследования.
Материал для бактериологического ис​следования. При клинически выраженном мастите в лабо​раторию направляют патологически измененный секрет вымени из каждого соска в отдельной стерильной пробирке. При подозре​нии на субклинический мастит первые порции молока сдаивают (их не используют), соски обрабатывают 70%-м спиртом, а затем в стерильные пробирки отдельно из каждого соска выдаивают не​сколько струек паренхимного молока и закрывают пробкой. Бак​териологическое исследование проводят не позднее 2 ч после взя​тия пробы.
Микроскопия. S. agalacliae — мелкие, чуть сплющенные или овальные кокки, располагающиеся в мазках из проб молока и воспалительного экссудата или жидкой питательной среды длин​ными цепочками (по нескольку десятков клеток). В мазках из культур, выросших на плотных питательных средах, микроб фор​мирует короткие цепочки. Спор и капсул не образует. Хорошо ок​рашивается всеми анилиновыми красками, грамположительный.
Для микроскопирования из исследуемого материала готовят тонкие препараты-мазки (подобно мазкам для гематологического исследования), высушивают их, фиксируют (лучше метиловым ал​коголем) и окрашивают азурэозином (краска Гимза) по методу Романовского или метиленовой синью Леффлера. Эти методы ок​раски дают возможность не только обнаружить стрептококки, но и выявить клеточные элементы в препарате, определить фагоци​тарное число. Обнаружение в мазках стрептококков и повышен​ного количества лейкоцитов указывает на воспаление молочной железы.
Культурально-биохимические свойства. Мас-титный стрептококк — аэроб, на обычных питательных средах ра​стет слабо. Хорошо культивируется на средах с добавлением де-фибринированной крови или кровяной сыворотки. В сывороточ​ном МПБ растет в виде мелкозернистого осадка, при этом среда остается прозрачной. На кровяном МПА образует мелкие (точеч​ные) блестящие сероватые колонии, окруженные зоной гемолиза (гемолиз (3-типа).
Чистую культуру стрептококка получают путем пластинчатого посева секрета на кровяной МПА в чашках Петри, суточного инку​бирования при 37 "С и последующей отвивки (пересева) типичной для данного микроба колонии на сывороточный МПБ и кровяной агар. Полученную культуру идентифицируют с учетом морфологи​ческих, культуральных, биохимических, гемолитических свойств и по антигенной структуре, которую выясняют в реакции диффузи​онной преципитации в агаровом геле или методом флуоресцирую​щих антител со специфическими сыворотками. Агалактийный стрептококк не разжижает МПЖ и свернутую сыворотку, не обесц​вечивает метиленовое молоко; лакмусовое молоко изменяет час​тично. Ферментирует с образованием кислоты глюкозу, лактозу, са​харозу, мальтозу, салицин. Не ферментирует сорбит и дульцит.
Штаммы, обладающие скрытой гемолитической способностью, видимой зоны гемолиза не образуют. Для выявления их потенци​альной гемолитической активности используют CAMP (КАМП)-метод, получивший свое название по первоначальным буквам фа​милий австралийских исследователей — Кристи, Аткинс и Мунх — Петерсон. Метод заключается в том, что на пластинчатый кровяной агар в чашке Петри по диаметру петлей высевают в виде прямой полоски р-гемолитический стафилококк. Отступив от нее 2...3 мм и перпендикулярно к ней, высевают исследуемые штаммы стрептококков (по 3...4). Сутки их выдерживают при 37 °С. Ага​лактийный стрептококк проявляет гемолиз в зоне, близкой к по​лоске выросшего стафилококка. По антигенной структуре S. agalactiae относят к серогруппе В.
Патогенные свойства. Проявляются при внутри-брюшинном заражении белых мышей и морских свинок.
Возбудитель диплококковой септицемииа {Streptococcus pneumoniae). Вызывает заболевание у молодняка сельскохозяй​ственных животных.
Материал для лабораторного исследова​ния: кровь из сердца, селезёнка, печень, костный мозг, носовые истечения.
Микроскопия. У S.pneumoniae клетки обычно парные, окруженные капсулой, концевые части клеток слегка удлинены. Они также могут располагаться одиночно и в виде коротких цепо​чек. Выделение чистой культуры практикуют методом заражения белых мышей тканевой суспензией внутрибрюшинно.
На глюкозо-кровяном МПА колонии круглые, полупрозрач​ные, плоские, с приподнятым центром и краями, с зоной р-гемо-лиза; в МПБ растет с равномерным помутнением среды. Возбуди​тель обладает гемолитической активностью (цв. рис. IX).
Дифференцируют возбудитель по ферментативной активности, биопробу проводят на белых мышах.
Возбудитель мыта (Streptococcus equl). Мыт — контагиозное за​болевание главным образом молодых лошадей (до двух лет), харак​теризуется катарально-гнойным воспалением слизистой оболочки верхних дыхательных путей, глотки, подчелюстных лимфоузлов.
Для постановки бактериологического диагно​за в лабораторию направляют гной, воспалительный экссудат, истечения  из носа.   Исследование проводят по  общей  схеме:
1) микроскопия препаратов-мазков из поступившего материала;
2) посев на питательные среды для выделения чистой культуры
возбудителя и ее идентификации; 3) биологическая проба на бе​
лых мышах и котятах.
Мазки готовят тонким слоем, фиксируют, окрашивают по Гра-му и Романовскому — Гимза. Для S. equi характерно расположение длинными цепочками сплющенных кокков. Величина клеток 0,4... 1 мкм. Окрашивается грамположительно. Неподвижен.
Для выделения чистой культуры делают плас​тинчатый посев на сывороточно-глюкозный агар (на обычных средах не растет). Через 24 ч на агаре мытный стрептококк образует мелкие, просвечивающиеся, похожие на капельки росы колонии. Характерно слияние колоний между собой. На свернутой кровяной сыворотке S. equi растет в виде стекловидных сероватых колоний. На кровяном ага​ре рост в виде мелких колоний с зоной fi-гемолиза. В среде Китга — Тароцци, сывороточном бульоне рост проявляется мелкими крупин​ками, выстилающими дно и стенки пробирки, бульон остается про​зрачным. В мазках из бульонной и агаровой культур цепочки стрепто​кокка короткие — из нескольких клеток или даже по два кокка.
Биохимические свойства. Слабо выражены. Мо​локо простое не свертывает, лакмусовое и метиленовое молоко не обесцвечивает (не редуцирует), не сбраживает лактозу, сорбит и маннит. Отсутствие ферментации перечисленных углеводов по​зволяет дифференцировать мытный стрептококк от гноеродного гемолитического стрептококка (S. pyogenes), который сбраживает лактозу, свертывает молоко, редуцирует метиленовую синь.
Для биопробы используют кошек, особенно котят, кото​рые гибнут от ничтожно малой дозы бульонной культуры при под​кожном или внутрибрюшинном заражении в течение З...Юсут. Выделенную чистую культуру можно идентифицировать при по​мощи мытного антивируса, который представляет собой фильтрат 20-суточной бульонной культуры S. equi. В фильтрате мытный стрептококк не растет, а другие виды стрептококков, например S. pyogenes, растут.
При атипичной форме мыта можно применять РСК с мытным антигеном.
Биопрепараты. Вакцину против диплококковой септи​цемии телят, ягнят и поросят готовят из штаммов S.pneumoniae, выделенных от указанных видов животных. Культуры выращива​ют на полужидком агаре, инактивируют 0,4%-м раствором форма​лина, проверяют на стерильность, безвредность (на морских свин​ках), активность (на белых мышах).
Ассоциированная (поливалентная) вакцина против паратифа, пастереллеза и диплококковой септицемии поросят включает в себя кроме P. multocida и S. cholerasuis бактериальную массу S. pneumoniae.
Сыворотку против диплококковой септицемии телят, ягнят и поросят получают гипериммунизацией волов убитыми и живыми культурами возбудителя.
Тема 14.ЭНТЕРОБАКТЕРИИ
Семейство Enterobacteriaceae включает 12 родов бактерий, име​ющих сходство по морфологическим, тинкториальным и культу-ральным свойствам и отличающихся по биохимическим призна​кам. Наиболее важное значение для ветеринарной практики име​ют бактерии родов Escherichia и Salmonella, вызывающие у живот​ных заболевания колибактериоз и сальмонеллез.
Возбудитель колибактериоза (кишечная палочка Escherichia colt). Колибактериоз — остропротекающее инфекционное заболевание молодняка разных видов животных (включая птиц и пушных зве​рей). Заболевание характеризуется, как правило, диареей (профуз-ным поносом), обезвоживанием, депрессией, нарастающей слабо​стью и летальным исходом. Колибактериоз протекает в трех фор​мах: септической, энтеротоксемической и энтеритной. Последние две формы не сопровождаются сепсисом. Восприимчивы телята в первые часы и дни после рождения. Поросята заболевают как в период новорожденное™, так и после отъема. Ягнята заболевают с первых дней после рождения до 5...6-месячного возраста. Птицы поражаются в основном в первые 2...3 мес жизни. Взрослые жи​вотные колибактериозом не болеют, но являются бактерионосите​лями патогенных Е. соН. Кишечная палочка может быть также воз​будителем мастита и эндометрита.
Бактериологическое исследование. В лабо​раторию направляют патологический материал: отрезок кишечни​ка, кусочек печени, селезенки. При вскрытии трупа в лаборатории помимо патматериала исследуют также кровь из сердца и голов​ной мозг. Если в лабораторию не представляется возможным в кратчайший срок доставить материал, его консервируют: фека​лии — раствором стерильного глицерина с NaCl (глицерин — 250 мл, поваренная соль —5 г, дистиллированная вода — 750 мл), кусочки внутренних органов —30%-м водным раствором глице​рина или 10%-м раствором NaCl. При бактериологическом иссле​довании учитывают особенности возбудителя.
Микроскопия. Е. coli — короткие палочки с закруглен​ными краями, грамотрицательные, длиной 1...3мкм и шириной 0,8 мкм, споры не образуют. В мазках расположение одиночное. Бактерии подвижны, перитрихи или неподвижны. Капсулу не об​разуют, за исключением отдельных штаммов серогрупп (08, 09, 0101).
Выделение чистой культуры. Определе​ние культурально-биохимических свойств. Посев производят на среды Эндо (или Левина), МПБ и МПА. По типу дыхания Е. coli •— аэроб. Растет на всех обычных питательных средах. Оптимальная температура 37...38 °С, рН среды 7,0...7,2. На МПА через 18...20ч вырастают влажные круглые колонии с ров​ными краями и гладкой поверхностью. В жидкой среде рост ки​шечной палочки проявляется равномерным помутнением с обра​зованием осадка. Некоторые штаммы Е. coli обладают гемолити​ческими свойствами.
Для дифференциации Е. coli от других представителей семей​ства Enterobacteriaceae определяют ее биохимические свойства. На среде Эндо Е. coli образует три типа колоний: 1) малиновые с ме​таллическим блеском; 2) малиновые с розовым блеском; 3) розо​вые. На среде Левина дает рост в виде колоний темно-фиолетово​го цвета. Глюкозу и лактозу сбраживает с образованием кислоты и газа (некоторые лактозонегативные варианты не сбраживают лак​тозу, сбраживает маннит, дудьцит, арабинозу). Обесцвечивает ме-тиленовую синь в молоке, молоко свертывает, образует индол. Ре​акция с метилротом положительная, проба Фогеса — Проскауэ-ра — отрицательная.
Две последние реакции ставят с двухсуточными культурами на специальной среде Кларка следующего состава: пептон — 5 г, глю​коза — 5 г, К2НРО4 — 5 г, дистиллированная вода — 1000 мл. Сре​ду стерилизуют текучим паром или автоклавируют при 50 кПа в течение 15 мин. В одну пробирку с культурой после инкубирова​ния в данной среде пипеткой добавляют 5 капель индикатора ме-тилрота (метилрот — 0,01 мл, 96%-й спирт-ректификат — 30 мл, дистиллированная вода — 20 мл), после чего пробирки встряхива​ют. Розово-красное окрашивание учитывают как положительный результат, желтое окрашивание — как отрицательный, что связано с изменением рН культуры вследствие ферментации глюкозы. В другую пробирку с культурой в среде Кларка добавляют 0,2 мл 40%-го раствора КОН и 0,5 мл 6%-го спиртового раствора а-на-фтола. Учет производят через З...5мин. При положительном ре​зультате появляется розовое окрашивание вследствие реакции ин​дикатора и образовавшегося в среде ацетил метилкарбинола при расщеплении глюкозы. При отрицательном результате — желтое окрашивание.
На средах Козера (жидкая) и Симмонса (агаровая с индикатором бромтимолблау) Е. coli не растет, так как не усваивает цитратно-ам-монийные соли. Среда Козера синтетическая бесцветная, состоит из кислого фосфата натрий-аммония (NaNH4HPO4- 4Н2О) — 1,5 г, однозамещенного фосфата калия (КН2РО4) — 1 г, сульфата магния (MgSO4H2O)-0,2r, цитрата натрия (Na3C6H5O7 ■ 2Н2О) - 3 г, дистиллированной воды — 1000 мл. Раствор этой смеси пропуска​ют через бумажный фильтр, разливают по пробиркам, стерилизу​ют при 120 °С в течение 15...20 мин. Помутнение среды после двухсуточного культивирования в термостате указывает на рост бактерий; при отсутствии роста бактерий среда остается без изме​нений. На среде Симмонса цитрато-аммонийнопозитивные бак​терии растут с изменением цвета среды в ярко-синий. Микроорга​низмы, не усваивающие цитратные и аммонийные соли, на среде Симмонса не растут: цвет ее не изменяется.
Основываясь на морфологических и культурально-биохими-ческих свойствах, проводят межродовую дифференциацию. Но биологические свойства бактерий разных штаммов одного и того же вида могут быть неодинаковыми, что объясняется их различной вирулентностью и антигенной структурой, установ​ление которых входит в комплекс микробиологических диагно​стических исследований. Выделенную чистую культуру типиру-ют в РА, используя типоспецифические агглютинирующие коли-сыворотки.
Антигенная структура. Клетка кишечной палочки имеет три типа антигенов —О (соматический), К (оболочечный, капсульный) и Н (жгутиковый). О-антиген — термостабильный, расположен в клеточной стенке, состоит из липидо-полисахари-до-протеинового комплекса: липид определяет токсичность (эн​дотоксин), полисахарид — серологическую специфичность, про​теин — носитель антигенного свойства. К-антигены ~ поверхнос​тные, оболочечные; это кислые полисахариды, редко протеины. По своим свойствам их подразделяют на три типа: В, L, А. Тип В — термолабильный: инактивируется при 100 °С в течение 1ч. Тип L — термолабильный: инактивируется при 60 "С в течение I ч. Тип А — термостабильный, имеется у слизистых капсулообразую-щих штаммов: разрушается при 120 °С в течение 2,5 ч. Н-анти-ген — белковой природы, термолабильный, представлен несколькими десятками серологических разновидностей. Антигенное строение принято выражать формулой — за буквенным обозначе​нием каждого антигена следуют арабские цифры, отделенные дво​еточием, например 0111 : В4: Н2 или 055 : В5 : НЮ. Цифры обо​значают порядковый номер антигена в диагностической антиген​ной схеме, созданной Кауффманом с сотр. Антигеном каждого типа гипериммунизируют кролика и получают специфические аг​глютинирующие сыворотки для диагностических целей. Биологи​ческая промышленность выпускает сыворотки к О-антигенам, по​этому в лабораториях проводят серологическую типизацию серо-групп кишечной палочки. Наиболее частыми возбудителями ко-либактериоза служат бактерии серогрупп 078, 086, 015, 08, 09, 0119, 0137, 0115, 041, 0141, 0149 идр.
Патогенность. В лабораторных условиях определяют внутрибрюшинным заражением белых мышей. В большинстве случаев Е. colt, выделенные из трупа или фекалий больных коли-инфекцией животных, патогенны для мышей. Культуры Е. соН, выделенные от здоровых животных, обычно непатоген​ны. Патогенность для белых мышей зависит от вирулентности штамма, дозы вводимых бактерий, массы (возраста) мышей, метода заражения и индивидуальной иммунологической реак​тивности, условий их содержания и кормления. Белые крысы мало чувствительны к Е. colt, щенки, котята в 2...3-месячном возрасте восприимчивы при оральном заражении. Для биопро​бы можно использовать куриные эмбрионы, гибель которых наступает через 24...48 ч после заражения единичными бакте​риями Е. coli.
Одним из важных факторов вирулентности кишечной палочки является ее способность продуцировать токсины двух типов: тер​молабильный экзотоксин и термостабильный эндотоксин (поли​сахар идо-лип идо-протеиновый комплекс). Некоторые штаммы Е. coli продуцируют антибиотические вещества — колицины, по​давляющие рост отдельных штаммов кишечной палочки и не дей​ствующие на бактерии других видов. Колицины термостабильны. Могут продуцироваться как патогенными, так и непатогенными штаммами.
Помимо общепринятого микробиологического исследования существуют также дополнительные методы диагно​стики. Люминесцентно-серологтеский метод используют как ори​ентировочный для определения патогенных серотипов Е. coli при массовых вспышках желудочно-кишечных заболеваний. Этот ме​тод позволяет за короткий срок получить предварительные ре​зультаты.
Реакция пассивной (непрямой) гемагглютинации и реакция нейт​рализации—ускоренные методы, позволяющие обнаружить в фе​калиях больных животных возбудителя и установить его кон​центрацию.
Биопрепараты. Вакцина поливалентная гидроксидалю-миниевая формолтиомерсаловая против колибактериоза (эшери-хиоза) поросят, телят и ягнят.
Вакцина поливалентная против сальмонеллеза и колибактери​оза пушных зверей.
Колипротектан ВИЭВ.
Сыворотка поливалентная против колибактериоза (эшерихио-за) сельскохозяйственных животных.
Сыворотки О-коли агглютинирующие.
Колиадгезин-тест: антиадгезивные коли-сыворотки К 88, К 99, 987 Р, А 20, F41.
Возбудители салъмонеллезов. У животных заболевания вызыва​ют главным образом следующие виды рода сальмонелл: Salmonella enteritidis, S. choleraesuis (Suipestifer), S. typhimurium, S. pullorum, S. abortus equi, S. abortus ovis. Бактерии данного рода впервые описал Салмон (1885), в честь которого они получили родовое название Salmonella. Сальмонеллезы у молодняка разных видов животных протекают в острой септической форме: у телят в возрасте от 3...4 нед до 4...5 мес с явлениями лихорадки и профузного поноса; у поросят —до 4 мес; у овец всех возрастов (возможно внутриут​робное инфицирование); у жеребят, как правило, происходит внутриутробное инфицирование. У конематок заболевание харак​теризуется абортами. Аборты отмечают и у овцематок.
Для бактериологического диагноза направ​ляют от абортировавших овцематок и кобыл плод или плодовые оболочки, околоплодную жидкость, истечения из родовых путей, желудок плода, органы плода. В остальных случаях (при септичес​кой форме) посылают труп целиком либо трубчатую кость, долю печени с желчным пузырем, селезенку, почку, брыжеечные лим​фоузлы. Для прижизненной диагностики исследуют фекалии больных (редко прибегают к получению гемокультуры). Порядок бактериологического исследования материала от разных видов животных: все виды рода Salmonella обладают многими общими свойствами, поэтому предварительно при исследовании выделен​ной культуры проводят родовую дифференциацию, а затем — ви​довую (внутри рода).
Микроскопия. Из тканей органов готовят препараты-от​печатки и окрашивают их по Граму. Сальмонеллы — грамотрица-тельные палочки величиной 2...4 мкм; споры и капсулы не образу​ют, располагаются одиночно, иногда попарно.
Выделение чистой культуры. Из патологическо​го материала делают посевы на дифференциально-диагностичес​кие среды. Наиболее часто используют агар Эндо, среду Плоски-рева или висмут-сульфит агар (модифицированная среда Вильсо​на— Блера); оптимальный рН среды 7,2...7,4. На средах Эндо и Плоскирева сальмонеллы растут в виде бесцветных колоний; на висмут-сульфит-агаре — черных колоний. При посевах из органов трупа используют МПБ и МПА в пробирках. В МПБ рост диф​фузный, на МПА сальмонеллы формируют гладкие бесцветные прозрачные колонии с ровными краями. Сальмонеллы ферменти​руют глюкозу, не сбраживают лактозу, сахарозу, не свертывают молоко, не редуцируют метиленовую синь в молоке. Не образуют индола. Отдельные виды образуют сероводород. Реакция с метил-ротом положительная, а Фогес — Проскауэра — отрицательная.
При дифференциации видов сальмонелл внутри рода использу​ют среды Биттера и Штерна. В состав среды Биттера входят: рам-ноза — 5 г, двухосновный фосфат натрия —0,5 г, сульфат аммо​ния — 1 г, цитрат натрия (трехосновный) — 2 г, NaCt — 0,5 г пеп​тон — 0,05 г и дистиллированная вода — 1000 мл. Глицерин-фук-синовый бульон Штерна состоит из МПВ (100 мл) с насыщенным раствором основного фуксина (5...6 капель), глицерина (1 мл) и 10 %-го водного раствора сульфита натрия (2 мл). Среды стерили​зуют текучим паром 10...15мин. Положительный результат на сре​дах Биттера и Штерна проявляется покраснением; при отрица​тельном результате — желтое окрашивание.
Серологическую типизацию выделенной куль​туры проводят с культурой, выросшей на скошенном агаре с кон​денсатом. Применяют пластинчатый метод РА. У сальмонелл раз​личают соматический термостабильный О-антиген и жгутиковый термолабильный Н-антиген. Поскольку по О-антигену, общему для нескольких видов сальмонелл, последние подразделяют на группы (обозначенные заглавными буквами латинского алфави​та), то вначале исследуемую культуру проверяют с групповыми (поливалентными) сальмонеллезными агглютинирующими сыво​ротками в РА на стекле. При положительном результате с группо​вой сывороткой проводят испытание той же культуры с моноре-цепторными О-сыворотками тех рецепторов, которые входят в данную группу. Кроме того, эти культуры еще испытывают с мо-норецепторными Н-сыворотками. Если культура типична по био​химическим свойствам, но не агглютинирует с О- и Н-сыворотка​ми. следует испытать ее отношение к сальмонеллезному бактерио​фагу, чувствительность к которому свидетельствует о принадлеж​ности к роду сальмонелл.
Возбудитель сальмонеллеза телят (S. enteritidis) открыт Гертне-ром в 1888 г. Реже сальмонеллез телят может быть обусловлен S. typhimurium, по антигенной структуре входящего в группу В. Этот микроб часто вызывает сальмонеллез у водоплавающей пти​цы, а варианты S. enteritidis dublin, rostock — заболевание у человека в виде гастроэнтерита вследствие пищевой токсикоинфекции. По антигенному строению S. enteritidis (и варианты) относятся к груп​пе D. В эту же группу входит и возбудитель пуллороза (тифа кур) S. pullorum gallinarum. Пуллороз протекает остро, септически, с большой смертностью (до 100 %). В лабораторию направляют све​жий труп. Взрослая птица болеет бессимптомно, хронически. Для
выявления таких кур-бактерионосителей обследуют взрослую птицу в условиях хозяйства серологическим методом — кровяно-капельной РА с пуллорным антигеном.
Возбудители салшонеллеза поросят (S. typhisuis или S. choleraesuis) помимо заболевания у свиней могут вызвать пищевые токсикоинфекции у людей. Данная группа сальмонелл патогенна для белых мышей. По антигенной структуре принадлежит к груп​пе С. Возбудителем сальмонеллеза у свиней может быть S. typhimurium. По О-антигену относят к группе В.
Возбудитель сальмонеллезного аборта кобыл (S. abortus equi) от​крыт в 1893 г. Сбраживает маннит, глюкозу, арабинозу, дулышт; среду Штерна не изменяет. По О-антигену входит в группу В. Для бактериологической диагностики посылают абортированный плод от больного животного, остальное поголовье лошадей обследуют серологически (РА), фекалии исследуют для выявления бактерио​носителей. Показателем развития инфекционного процесса у взрослых лошадей служит титр сыворотки в РА выше 1 : 400.
Лабораторный диагноз на сальмонеллез разных видов живот​ных ставят на основании результатов бактериологического иссле​дования патологического материала с обязательным изучением у выделенных бактерий морфологических, культурально-биохими-ческих и антигенных свойств.
Биопрепараты. Концентрированная формолквасцовая вакцина против сальмонеллеза телят.
Вакцина против сальмонеллеза поросят. Готовят из трех штам​мов в следующем соотношении: S. choleraesuis— 50 %, iS". typhimuriun — 25 %, S. dublin — 25 %. Активность вакцины проверя​ют на голубях.
Ассоциированную (поливалентную) вакцину против сальмо​неллеза, пастереллеза и диплококковой септицемии поросят гото​вят из штамма S. choleraesuis, четырех штаммов P. multocida и четы​рех штаммов диплококка. Иммуногенные свойства вакцины про​веряют на голубях и белых мышах.
Формолтиомерсаловая вакцина против колибактериоза и саль-монелллеза пушных зверей, птиц, телят и поросят представляет собой инактивированную формалином и тиомерсалом суспензию эшерихий и сальмонелл. В качестве адъюванта применяют алюмо-калиевые квасцы и хлорид кальция.
Сухую живую вакцину против сальмонеллеза свиней из штам​ма ТС-177 готовят из аттенуированного штамма S. choleraesuis ТС-177, зависимого по тиамину, с пониженной вирулентностью для белых мышей и морских свинок. Вакцину проверяют на чистоту роста, безвредность на белых мышах и морских свинках.
Вакцина против сальмонеллеза телят из аттенуированного штамма S. dublin № 6.
Вакцина живая сухая против сальмонеллеза водоплавающей птицы.
Вакцина против сальмонеллеза свиней из суттрессорного ревер-танта.
Вакцина формолтиомерсаловая поливалентная против сальмо​неллеза овец.
Поливалентная антитоксическая сыворотка против сальмонел​леза телят, поросят, ягнят, овец и птиц. Получают из крови волов-продуцентов, иммунизированных поливалентным антигеном, со​стоящим из четырех серотипов сальмонелл: S. dublin, S. lyphimurium, S. abortusovis, S. choleraesuis. Сыворотку проверяют на стерильность, безвредность и активность.
Бактериофаг против сальмонеллеза и колибактериоза телят и бактериофаг против пуллороза (тифа птиц) готовят из фагов, вы​деленных от переболевших сальмонеллезом или колибактериозом животных.
Сальмонеллезный антиген для серологической диагностики представляет собой гомогенную инактивированную суспензию сальмонелл (концентрация клеток 109/мл). Применяют для серо​логической диагностики сальмонеллезов в пробирочной РА.
Пуллорозный эритроцитарный антиген представляет собой 10 %-ю суспензию эритроцитов барана, сенсибилизированных по-лисахаридно-полипептидной фракцией S. galiinarum-pullorum. Применяют для прижизненной диагностики сальмонеллеза птиц реакцией непрямой гемагглютинации на стекле с каплей крови.
Цветной антиген для диагностики пуллороза птиц представля​ет собой гомогенную суспензию сальмонелл, убитых формалином и окрашенных кристалл виол етом. Применяют в кровекапельной реакции агглютинации на стекле для прижизненной диагностики сальмонеллеза птиц.
Флуоресцирующие сальмонеллезы О-сыворотки получают из крови кроликов, иммунизированных формалинизированными ан​тигенами. Сыворотки адсорбируют, осаждают сульфатом аммония глобулины и проводят люминесцентное мечение очищенных гло​булинов флуоресцеинизотиоционатом. Выпускают сыворотки к сальмонеллам 5 серогрупп и комплексную сыворотку.
Наборы сывороток сальмонеллезных О-комплексных и моно-рецепторных О- и Н-агглютинирующих предназначены для эксп​ресс-диагностики в РА на предметном стекле 33 групп сальмо​нелл, выделяемых от животных, из продуктов животного проис​хождения и объектов внешней среды.
Тема 15. БРУЦЕЛЛЫ И ВОЗБУДИТЕЛЬ ТУЛЯРЕМИИ
Возбудитель бруцеллеза. Впервые был открыт и описан Брюсом
(1886), в честь которого этот микроорганизм получил родовое на​звание Brucella, а семейство — Brucellaceae. В патологии животных имеют значение Brucella melitensis, В. abortus, В. suis. Названные виды бруцелл имеют культурально-морфологическое сходство, общие антигены. При гибели, разрушении бруцелл освобождают​ся эндотоксины. Бруцеллы являются возбудителями инфекцион​ного (контагиозного), хронически протекающего заболевания у животных и человека — бруцеллеза. Болезнь проявляется абортом, а также возможно воспаление суставов, орхиты. Чаще заболевание протекает бессимптомно. Особой патогенностью для человека (и мелкого рогатого скота) обладает В. melitensis. Основные методы диагностики бруцеллеза: бактериологический (особенно при на​личии абортов), серологический и аллергический.
Бактериологическое исследование. При жизни животного посылают абортированный плод (или перевя​занный с двух сторон желудок плода с содержимым), истечение из родовых путей, плодные оболочки или кусочек плаценты, около​плодную жидкость, молоко. Посмертно (после убоя) в лаборато​рию направляют трубчатую кость (костный мозг), кусочки пече​ни, почки, селезенки, молочной железы, лимфатические узлы, матку. По мере необходимости отправляют также пробы воды, по​чвы, подстилки. При взятии материала от животных необходимо соблюдать правила асептики и личной гигиены. Кусочки тканей можно консервировать в 30 %-м глицерине.
Микроскопия. Препараты из присланного материала фиксируют; часть из них окрашивают по Граму, часть — специ​альным методом (Козловского, Шуляка и др.). По методу Козлов​ского препараты, фиксированные над пламенем горелки, окраши​вают свежеприготовленным горячим 2%-м раствором сафранина (если раствор остыл, его наливают на препарат и подогревают снизу до появления паров в течение 3...5 мин. Затем краску слива​ют и докрашивают 1%-м водным раствором малахитовой (или бриллиантовой) зелени (около 1 мин). По методу Шуляка фикси​рованный мазок окрашивают 2 мин карбол-фуксином (1 : 5), слег​ка промывают и докрашивают 2%-м водным раствором метилено-вой сини — 3...5 мин.
Морфология. Бруцеллы — мелкие палочковидной (кок-коподобной) формы бактерии, 0,6...1,5мкм длиной, 0,3...0,5 мкм в диаметре. Споры не образуют. Неподвижны. По Граму красятся отрицательно, по методу Козловского (или Шуляка) — в красный цвет; остальные микробы — в зеленый (или синий) цвет. В препа​рате располагаются изолированно или небольшими скоплениями.
Выделение чистой культуры. Культу-ральные свойства. Из различных участков патологичес​кого материала пипеткой производят посев на жидкие и плотные питательные среды: глюкозо-печеночные, сывороточные, на кар​тофельные среды с добавлением глицерина, глюкозы; рН среды 7,0...7,2. В первичных посевах рост бруцелл проявляется медленно при длительном инкубировании в термостате при 37 "С. Учитывая, что одни виды бруцелл аэробы, а другие — микроаэрофилы (В.abortus), для получения первичных культур посевы помещают в термостат в обычных условиях, другую часть — сначала в эксика​тор с повышенным содержанием диоксида углерода (до 10...20 %), а затем уже в термостат. Рост появляется спустя 30...40 сут, самое раннее —на 7... 10-е сутки. По мере адаптации к искусственным средам бруцеллы растут более быстро (1...2сут).
На МППА рост проявляется мелкими прозрачными колониями с ровными краями, с голубоватым оттенком, которые впослед​ствии сливаются и образуют сплошной мутный сероватый налет. Колонии — S- и R-формы. На картофеле нередко колонии пиг​ментированы (коричневого цвета). Типичные колонии пересева​ют па специальные питательные среды. Полученную чистую куль​туру проверяют на биохимическую активность, а также проводят серологическую идентификацию посредством РА на стекле со специфической сывороткой в разведении 1: 2...1: 50.
В МПБ рост вначале в виде равномерного помутнения, в дальнейшем образуются пристеночное кольцо и небольшой осадок. Для получения чистой культуры бруцелл из загрязнен​ного материала следует сделать посев на селективную среду Козловского (МППА с глюкозой, генцианвиолетом и малахито​вой зеленью).
Биохимические свойства выражены слабо. Же​латину и свернутую сыворотку бруцеллы не разжижают, индол не образуют. Сероводород и аммиак образуют лишь в зависимости от вида и штамма. В. suis обильно продуцирует сероводород, а В. abortus— менее интенсивно. Молоко не свертывают.
Биопроба осуществляется заражением морских свинок, которых предварительно подвергают серологическому контролю. В случае отрицательного результата животным инъецируют под​кожно 1...2мл суспензии из тканей присланного материала — свинка не погибает. Через 8...10 сут у зараженной свинки берут кровь (в случае отрицательного или сомнительного результата кровь берут повторно через 20...30 сут), исследуют в РА в разве​дении 1: 5...1: 10 (до 1: 80). Положительный результат РА в раз​ведении 1: 6... 1 : 10 указывает на инфицированность морской свинки. По истечении 30...45 сут после заражения свинку убива​ют и исследуют бактериологически. При отрицательном резуль​тате РА морских свинок убивают спустя более длительный пери​од (6...8 нед) и бактериологически исследуют их ткани и органы. Обязательно делают посев из паховых, подчелюстных, шейных, брыжеечных лимфоузлов, печени, селезенки, почек, костного мозга.
Методы дифференциации видов бруцелл. Для дифференциации используют чистые культуры бруцелл, об​разующие S-форму колоний.
Проба с трипафлавином. Бактериологической петлей берут мик​робную массу 48-часовой агаровой культуры и эмульгируют на предметном стекле в капле трипафлавина, разведенного физиоло​гическим раствором NaCl 1 : 500. Если культура диссоциирована, быстро наступает агглютинация с образованием хлопьев. Недис-социированная культура при эмульгировании в капле образует го​могенное помутнение; хлопья не выпадают.
Окраска колоний кристаллвиолетом. В культуру, выросшую в чашке Петри, пастеровской пипеткой вносят краску в разведении 1 : 2000, приготовленную ex tempore. Через 5 мин после отсасыва​ния краски из чашки колонии просматривают под лупой. Диссо​циированные R-формы бруцелл окрашиваются от темно-фиоле​тового до светло-синего цвета, S-формы — в светло-желтый или светло-зеленый цвет.
Реакция термоагглютинации. В пробирке 2...3-миллиардную взвесь бруцелл (смыв с агаровой культуры) прогревают в водяной бане при 90 °С в течение 45 мин и оставляют при комнатной тем​пературе. Результат учитывают через 30 мин, затем через 1 ч и окончательно через 24 ч. В диссоциированной культуре четко за​метна агглютинация. Если колонии типичны (S-формы), их пере​севают в пробирки на скошенный МПА. Выросшую культуру идентифицируют по следующим показателям: 1) отношение к ди​оксиду углерода — В. abortus для своего роста нуждается в повы​шенном содержании СО2 (до 10 %.), Br. melitensis и В. suis хорошо растут в обычных условиях; 2) образование сероводорода — наибо​лее интенсивно и более продолжительное время проявляется у В. suis, в меньшей степени — у В. abortus. В. melitensis, как правило, не продуцирует сероводород.
Бактериостатический метод. Дифференциация видов бруцелл основана на отношении к растворам красок, добав​ленных к питательным средам.
В пробирки с красками (каждой в отдельности) — фуксин (1:25 000), тионин (1:50 000...! : 100 000), добавленными к МППА,— высевают чистую культуру бруцелл. На среде с фукси​ном не растет В. suis, на среде с тионином не растет В. abortus. В. melitensis хорошо растет в присутствии этих красок.
Серологическая диагностика. В лабораторию направляют сыворотку крови. Последнюю исследуют с бруцеллез​ным антигеном методами РА и РСК. В производственных услови​ях в настоящее время используют методику исследования сыворо​ток по методу Кумбса. Все шире используют метод флуоресциру​ющих антител.
Аллергическая диагностика. В хозяйствах осно​вана на применении аллергенов — бруцеллизата, бруцеллогидро-лизата, бруцеллина. Последние в дозе 0,2 мл вводят внутрикожно и через 24...48 ч учитывают местную реакцию.
Биопрепараты, Живая сухая вакцина против бруцеллеза из слабоагглютиногенного штамма № 82: отличается слабым серо​логическим ответом с быстрым снижением уровня гуморальных антител, что позволяет при помощи серологических реакций диф​ференцировать вакцинированных животных.
Высокоэффективна новая вакцина 75/79 АВ.
Единый бруцеллезный антиген для РА, РСК и РДСК из культу​ры вакцинного штамма № 19.
Антиген для кольцевой реакции с молоком: микробную массу культуры В. abortus (штамм № 19) готовят, как для единого бру​целлезного антигена, инактивируют, устанавливают необходимую концентрацию микробных клеток, протравливают сульфатом же​леза, окрашивают в синий цвет гематоксилином, контролируют на стерильность, специфичность и активность.
Роз-бенгал антиген представляет собой суспензию бруцелл в буферном растворе (рН 3,6), инактивированных нагреванием и фенолом, окрашенных бенгальским розовым в малиново-розовый цвет.
Флуоресцирующая бруцеллезная сыворотка: готовят из пози​тивной бруцеллезной сыворотки, глобулины которой метят флуо-ресцеинизотиоцианатом.
Позитивная бруцеллезная сыворотка: получают гипериммуни​зацией животных-продуцентов. Используют для контроля при по​становке серологических реакций (РА, РСК и др.), а также серо​логической идентификации бруцелл.
Диагностический аллерген бруцеллин представляет собой сте​рильную, прозрачную, желтоватого цвета жидкость, содержащую продукты жизнедеятельности бруцелл и вещества, извлеченные из них
Возбудитель туляремии (Francisella tularensis). Открыт Мак-Коем и Чепиным (1912) в районе Туляре (Калифорния). Подробно изу​чен Френсисом (1921), в честь которого дано родовое название возбудителю. Относится к семейству Brucellaceae, роду Francisella. F. tularensis вызывает острое инфекционное заболевание животных и человека. Туляремия характеризуется септическим течением, поражением лимфатических узлов (набухание, творожистое пере​рождение), лихорадкой.
Бактериологическое исследование. В лабо​раторию при жизни животного посылают пунктат из увеличенных (мягких) лимфоузлов, абортированный плод (или органы плода), мочу, кал; после гибели животного — печень, почку, селезенку, увеличенные лимфоузлы от крупных животных. Трупы грызунов и других мелких животных направляют целиком.
Следует учитывать, что обнаружить возбудитель туляремии в препаратах-отпечатках возможно лишь при обильном обсемене​нии исследуемого материала.
Микроскопия. F. tularensis — мелкая коккоподооная бак​терия в мазках из культуры и тонкая палочка — в препаратах из органов. Величина 0,3 мкм. Споры не образует, неподвижная. В макроорганизме образует нежную капсулу. Грамотрицательна. По Романовскому — Гимза окрашивается в розово-голубой цвет, час​то биполярно.
Культуральные свойства. Аэроб. Оптимальная температура роста 37 °С, рН среды 6,7...7,4. На средах с кровью через 1...2сут появляются мелкие колонии беловатого цвета с го​лубоватым оттенком, круглые, выпуклые, с ровными краями, гладкие, блестящие. На жидких средах растет плохо. При культи​вировании следует учитывать, что для колоний типична гладкая S-форма, обладающая Vi- и О-антигенами, вирулентная и иммуно-генная. R-форма F. tularensis содержит лишь О-антиген. Авирулен-тна. При серологической диагностике учитывают наличие в бакте​рийной клетке антигенов, общих с бруцеллами. Для культивирования F. tularensis применяют специальные питатель​ные среды, такие, как желточная среда Мак-Коя, шоколадный агар Фрэнсиса, кровяная среда Емельяновой и др.
Среда Мак-Коя: на 60 частей куриных желтков добавляют 40 ча​стей стерильного физиологического раствора (дистиллированную воду для физраствора подщелачивают до рН 7,0...7,2). Для сверты​вания среду выдерживают при 80 °С 1 ч. Посев на среду произво​дят методом отпечатков: кусочек органа обжигают, разрезают сте​рильными ножницами и поверхность разреза прикладывают к по​верхности среды. Рост наблюдают уже через 18...24ч, максималь​ный рост —через 2...3сут. При слабом посеве отмечают редко расположенные колонии на З...6-е сутки.
Среда Фрэнсиса: к МПА с 1 % пептона и 0,5 % NaCl <pH 7,3) добавляют 0,1 % цистина и 1 % глюкозы. Кипятят несколько ми​нут, затем охлаждают до 50 °С и добавляют 10 % дефибринирован-ной стерильно полученной крови кролика.
Среда Емельяновой: в рыбно-дрожжевой агар вносят ОД % цис​тина и 1 % глюкозы. Затем агар расплавляют, охлаждают до 45 "С, добавляют 10 % дефибрированной крови и разливают по чашкам Петри или в пробирки. Данная среда более чувствительна, при​годна для получения изолированных колоний возбудителя туляре​мии.
Биохимические свойства. Выражены слабо, но на специальных питательных средах с пониженным содержанием белка F. tularensis ферментирует с образованием кислоты без газа глюкозу, мальтозу, маннозу, глицерин, декстрин. Обладает проте-олитическими свойствами — расщепляет белки с образованием сероводорода. Индол не образует.
Биопроба. Белых мышей и морских свинок заражают сус​пензией растертых тканей патологического материала подкожно, в брюшную полость (в дозе 0,5 мл) или втиранием в кожу. Белые мыши погибают на 3...4-е сутки (иногда на 8 ...12-е сутки), морс​кие свинки — через 4...5 сут. Если материал инфицирован незна​чительно, гибель возможна на 8...15-е сутки. При вскрытии у павших лабораторных животных отмечают некротические очаги в легких, селезенке, печени, лимфатических узлах; их исследуют бактериологически.
Выделенную культуру идентифицируют пробирочным методом РА. В качестве антигена используют двухсуточную культуру, выра​щенную на среде Мак-Коя. Микробную массу снимают петлей (смывать нельзя), суспендируют в физиологическом растворе, дово​дят концентрацию до 5 млрд микробных клеток в 1 мл по стандарту для туляремийного микроба. Микробную взвесь в дозе 0,5 мл вносят в пробирки со специфической сывороткой в разных разведениях (не менее чем до 1:2000), встряхивают, помещают на 2 ч в термостат, за​тем оставляют при комнатной температуре на 20...22 ч. Положитель​ным результатом считают четко выраженную агглютинацию при полной прозрачности жидкости над агглютинатом.
Серологическая диагностика. Применяют РСК, как очень чувствительную, и РП для быстрой диагностики заболевания грызунов и пушных зверей. Антигеном служит экст​ракт из измельченных тканей поступившего в лабораторию трупа.
Тема 16. ПАСТЕРЕЛЛЫ
Возбудитель пастереллеза [Pasteurella multodda (P. septica)]. От​носят к семейству BruceHaceae, роду Pasteurelia. Название рода дано в честь Пастера, который впервые выделил одного из пред​ставителей данной группы (1879) — возбудителя холеры кур. P. multodda вызывает остропротекающее септическое заболевание сельскохозяйственных и диких животных (включая птиц). Пасте-реллез животных характеризуется наличием множественных ге​моррагии (кровоизлияний) во внутренних органах, на слизистых и серозных оболочках.
Для бактериологического исследования от крупных животных направляют кусочки паренхиматозных орга​нов, трубчатую кость (костный мозг). Трупы мелких животных посылают целиком.
Микроскопия. Препараты-отпечатки из тканей и орга​нов высушивают, фиксируют и окрашивают часть препаратов по Граму, часть по Романовскому — Гимза (или по методу Муромце​ва фуксин-синью или синью Леффлера с последующей обработ​кой в течение нескольких секунд 1 %-м раствором уксусной кис​лоты) или разведенным фуксином. Пастереллы — бактерии ово-идной формы, величиной от 0,25...0,5 до 2мкм, неподвижные, споры не образуют. Многие вирулентные свежевыделенные штам​мы формируют капсулу. Грамотрицательны. При окраске по мето​ду Муромцева или Романовского — Гимза (или синью Леффлера) в мазках из крови или органов окрашиваются биполярно, то есть более интенсивная окраска по полюсам клетки, центральная часть окрашена очень слабо.
Выделение чистой культуры. Возбудитель из патологического материала выделяют путем посева на питатель​ные среды МПБ и МПА (рН 7,2...7,4) лучше с добавлением кровя​ной сыворотки. Оптимальная температура роста 37 °С. Аэроб. На жидких средах в первые дни роста отмечают незначительное по​мутнение среды, затем образуется слизистый осадок, среда про​светляется. При встряхивании осадок не разбивается, а поднима​ется в виде «косички». На МПА пастереллы образуют гладкие, слегка выпуклые серовато-белые колонии S-формы, края ровные, слегка опалесцирующие. Колонии R-формы матовые, с голубова​тым отливом, шероховатые с неровными краями.
На МПЖ возбудитель вначале растет отдельными колониями, затем в виде белого стержня без отростков. Пастереллы ферменти​руют глюкозу, сахарозу, сорбит и маннит с образованием кислоты без газа. Лактозу и дульцит не ферментируют. Антигенная струк​тура изучена недостаточно. Установлено наличие соматического и капсульного антигенов.
Патогенность. Определяют путем заражения голубей, белых мышей или кроликов чистой культурой или суспензией ра​стертых тканей исследуемого материала. Голубям взвесь инъеци​руют внутримышечно в дозе 0,3 мл, белым мышам подкожно — 0,2 мл, кроликам подкожно — 0,5 мл. У кроликов перед заражени: ем следует исключить пастереллоносительство. Для этого им в те​чение трех дней до заражения в каждое носовое отверстие вводят по 2 капли 0,5 %-го водного раствора бриллиантовой зелени. По​являющееся гнойное истечение из носовой полости свидетель​ствует о бактерионосительстве. При заражении пастереллами ги​бель кроликов наступает через 18...26 ч. Из органов павших жи​вотных производят посевы на питательные среды для выделения чистой культуры возбудителя.
Возбудитель гемофилезного полисерозита (Haemophitus parasuis). Относят к семейству PasteureUaceae, роду Haemophilus.
Гемофилезный полисерозит —септическое заболевание поро​сят раннего послеотъемного периода. Характеризуется серозно-фибринозным воспалением плевры, перикарда, брюшины, суста​вов, иногда отмечают менингоэнцефалит.
Бактериологическое исследование. Включа​ет в себя обнаружение возбудителя в исходном материале методом световой микроскопии, выделение чистой культуры на питатель​ных средах и идентификацию возбудителя по культурально-мор-фологическим, ферментативным и патогенным свойствам.
Исследуют стерильно взятые серозно-фибринозный экссудат из перитонеальной, плевральной, перикардиальной полостей, по​раженных суставов, а также пораженные серозные оболочки.
Микроскопия. Мазки окрашивают по Граму и для обна​ружения капсул. И. parasuis— мелкие грамотрицательные палоч​ки, без спор и жгутиков, образуют капсулу. Возбудитель обнаруживают в виде полиморфных грамотридательных палочек, дипло-бактерий, коротких цепочек из палочек, а также в виде нитей.
Культуральные свойства. Факультативный анаэ​роб, температурный оптимум 37...38 °С. Так как возбудитель — ауксотроф по коферменту ДПН, он не растет на обычных пита​тельных средах. Материал засевают на шоколадный агар в чашках Петри и кровяной МПА с бактерией-«кормилкой».
Шоколадный агар: к расплавленному МПА (рН 7,2...7,4) при температуре 80...90 "С добавляют 10 % стерильной дефибриниро-ванной крови барана или лошади. Компоненты перемешивают и после охлаждения до 50...80 °С среду разливают по чашкам Петри, пробиркам.
На кровяной МПА (5 % крови барана, кролика, лошади) иссле​дуемый материал засевают шпателем по всей поверхности среды. Затем по диаметру чашки в виде двух прямых линий под углом 90° засевают культуру негемолитического штамма S. epidermidis или Е. coli. Посевы инкубируют при 37...38 °С 24...48 ч в условиях обыч​ной атмосферы.
На шоколадном МПА возбудитель формирует мелкие, круглые, прозрачные, с ровными краями и гладкой поверхностью колонии. На кровяном МПА возбудитель растет в виде мельчайших негемо​литических колоний только вблизи «штриха» бактерии-«корм ил-ки» на удалении не более 0,5..Л,0 см. Такой рост Я. parasuis назы​вают «сателлитным»: он связан с тем, что бактерия- «кормил ка» синтезирует ДПН, который диффундирует в толщу агаровой сре​ды, и в этой зоне способен расти ауксотроф Н. parasuis. «Шоколад​ный» агар содержит ДПН, выделенный из разрушенных эритро​цитов, и поэтому И. parasuis растет по всей поверхности питатель​ной среды. Для проверки у культуры бактерий зависимости от ДПН ее дополнительно высевают на сывороточный «шоколад​ный» агар. Культуры возбудителя растут на «шоколадном» и не растут на сывороточном МПА, поскольку в последнем отсутствует ДПН.
Из подозрительных колоний на «шоколадном» агаре или «сал-литных» колоний на кровяном агаре готовят мазки, окрашивают по Граму, на капсуле определяют наличие жгутиков в препарате «раздавленная капля*: Н. parasuis неподвижен.
У культур исследуют уреазную активность посевом на среду Заксе. Раствор А: 96%-й этанол — 2 мл и дистиллированная вода — 4 мл. Раствор Б: дистиллированная вода — 100 мл, дигидрофосфат калия — 0,1 г, гидрофосфат калия — 0,12 г, хлорид натрия — 0,5 г, добавляют 1 мл 2 %-го раствора фенолового красного. Смешивают растворы Аи Б в соотношении 1 : 19; смесь разливают по 0,1 мл в уленгутовские пробирки и вносят бактериологическую петлю ис​следуемой культуры. Пробирки выдерживают при 37...38 °С в те​чение 30...40 мин и учитывают результат. В положительном случае раствор за счет расщепления мочевины и зашелачивания среды приобретает малиново-красный цвет. Н. parasuis уреазу не выраба​тывает.
Биопроба. Метод применяют для определения вирулент​ных свойств культур Н. parasuis. Суточной агаровой культурой в дозе 1 ■ I09 микробных клеток заражают внутрибрюшинно морс​ких свинок массой 300...350 г. Наблюдение ведут в течение 5 сут.
Возбудитель актинобациллезной пневмонии свиней. Бактерия {Actinobacieeus pleuropneumoniae), род Actinobacillus, семейство Pasteurellaceae.
Актинобациллезная (гемофилезная) плевропневмония — ин​фекционная болезнь свиней преимущественно 2...3-месячного возраста и откормочных животных. Характеризуется развитием фибринозно-геморрагической некротизируюшей пневмонии и фибринозного плеврита.
Бактериологическое исследование. Включа​ет в себя обнаружение возбудителя в исходном материале методом световой микроскопии, выделение чистой культуры посевом на питательные среды и идентификацию возбудителя по культураль-но-морфологическим, ферментативным и серологическим свой​ствам.
В лабораторию направляют кусочки пораженных легких, сре-достенные и бронхиальные лимфатические узлы.
Микроскопия. Мазки-отпечатки окрашивают по Граму и одним из методов для выявления капсулы. A. pleuropneumoniae — короткие грамотрицательные палочки с закругленными концами, чаше располагаются в виде парных коккобактерий, могут образо​вывать короткие цепочки, нитевидные формы, формируют капсу​лу, спор нет. Возбудитель в исследуемом материале обнаруживают в форме мелких коккобактерий, коротких палочек, окруженных капсулой, расположенных единично, парами, в виде коротких це​почек.
Тема 17. ИЕРСИНИИ
Возбудитель чумы верблюдов и человека ( У. pestis). Принадлежит к роду Yersinia, семейству Enterobacteriaceae.
Чума верблюдов и человека — природно-очаговая болезнь. В естественных условиях резервуаром возбудителя служат грызуны. Здоровых животных заражают переносчики, в первую очередь блохи. Из сельскохозяйственных животных наиболее чувствитель​ны верблюды. Болезнь характеризуется тяжелой интоксикацией, поражением лимфатической системы, легких, тенденцией к сеп​тицемии.
Бактериологическое исследование. Включа​ет в себя обнаружение возбудителя в исходном материале методом световой микроскопии (разработаны и другие методы), выделение чистой культуры посевом на питательные среды и методом био​пробы, идентификацию возбудителя по культурально-морфологи​ческим, ферментативным и серологическим свойствам.
В лабораторию направляют органы, трупы грызунов, гной из бубонов, мокроту, кровь. Работа с чумным материалом разрешена только в специализированных лабораториях.
Микроскопия. Мазки окрашивают по Граму. В препара​тах возбудитель обнаруживают в форме овоидной или палочковид​ной клетки размером (0,3...0,5) х(1...3) мкм: располагается одиноч​но, парами, иногда короткими цепочками. Клетки грамотрицатель-ные, часто с биполярной окраской, без жгутиков, спор не образуют.
Выделение и идентификация культуры возбудителя, Возбудитель — факультативный анаэроб, тем​пературный оптимум 28...29Т (диапазон 14...42°С), рН 7,2-7,4, хорошо растет на обычных питательных средах.
Через 24 ч инкубирования при 37 °С на плотных средах образует шероховатые с фестончатым краем и желтовато-коричневым вы​пуклым центром колонии, напоминающие из-за прозрачного фес​тончатого края кружевной платок. В МПБ возбудитель образует пленку на поверхности среды, от которой спускаются нити, напо​минающие сталактиты, на дне пробирки хлопьевидный осадок.
Возбудитель расщепляет глюкозу, мальтозу, маннит, галактозу, арабинозу, ксилозу до кислоты; желатину не разжижает, индол не образует, выделяет каталазу.
При исследовании материала от грызунов необходимо диффе​ренцировать от Y. pseudotuberculosis, который в отличие от Y. pestis образует уреазу и ферментирует рамнозу.
Кроме того, существуют ускоренные методы обнаружения воз​будителя и его антигенов в исследуемом материале: иммунофлуо-ресценция, реакция торможения, пассивная гемагглютинация (РТГА), реакция нарастания титра фага, РДП и др.
Биопроба. Метод применяют для выделения чистой куль​туры из материала, контаминированного посторонней микрофло​рой. Для этого используют морских свинок, которым материал вводят подкожно. Не загрязненный другими бактериями материал вводят внутрибрюшинно. Загнивший нативный материал втирают морским свинкам в предварительно выбритый участок кожи на животе. После гибели (на 3...7-е сутки) проводят вскрытие с пос​ледующим бактериологическим исследованием внутренних орга​нов.
Биопрепараты. Чумная живая сухая вакцина из штам​ма EV.
Химическая чумная вакцина. Чумной бактериофаг.
Возбудитель псевдотуберкулеза (Y. pseudoluberculosis). Бактерия принадлежит к роду Yesrinia, семейству Enterobacteriaceae.
Псевдотуберкулез (родентиоз)— инфекционная болезнь пре​имущественно грызунов и птиц, характеризуется узелковым поражением паренхиматозных органов, сходным с изменениями при туберкулезе.
Бактериологическое исследование. Включа​ет в себя обнаружение возбудителя в исходном материале (прежде всего методом биопробы), выделение чистой культуры посевом на питательные среды и биопробой, идентификацию возбудителя по культурально-морфологическим, ферментативным, серологичес​ким и патогенным свойствам.
В лабораторию направляют паренхиматозные органы, лимфа​тические узлы, трупы грызунов и птиц.
По морфологии и тинкториальным свойствам Y. pseudo-tuberculosis практически неотличим от Y. pestis.
Культурально-биохимические свойства. У. pseudotuberculosis — факультативный анаэроб; температурный оптимум 28...30 °С, рН 7,2...7,4. Свойства возбудителя варьируют в зависимости от температурного режима культивирования. К пита​тельным средам нетребователен.
На плотных средах при 22...28 °С через 24 ч образует мелкие (диаметр 0,1...0,5 мм), круглые, выпуклые, прозрачные, серовато-желтоватые, блестящие колонии с приподнятым центром. При 37 °С может проявляться полиморфизм колоний, связанный с формированием Д-колоний, выпуклых, с коричневатым центром и волокнистыми истонченными краями. При низких температу​рах (22 °С и ниже) образует жгутики, чем отличается от Y. pestis, при 37 °С неподвижен. В МПБ растет с равномерным помутнени​ем среды и последующим выпадением хлопьевидного или вязкого осадка.
С целью видовой идентификации исследуют ферментатив​ные свойства. У. pseudotuberculosis образует уреазу, расщепляет рамнозу, мелибиозу, не обладает лизин-орнитиндекарбоксила-зами, не гидролизует желатин, не образует индол, не утилизи​рует цитрат Симмонса. Реакцию Фогеса—Проскауера при 25 °С отрицательная.
Для серовариантной идентификации выделенных культур воз​будителя применяют серологические реакции. Y. pseudotuberculosis подразделяют на 6 серологических групп по термостабильным ан​тигенам и 5 вариантов — по жгутиковым антигенам.
Биопроба. Тканевым гомогенатом или выделенной куль​турой заражают подкожно или внутрибрюшинно белых мышей, морских свинок, кроликов. Мыши погибают через 2...4 сут, мор​ские свинки и кролики — через 2...35 сут в зависимости от виру​лентности культуры. Из органов павших подопытных животных делают посевы на питательные среды для выделения культуры возбудителя, готовят и микроскопируют окрашенные мазки и от​печатки.
Тема 18. ВОЗБУДИТЕЛИ РОЖИ И ЛИСТЕРИОЗА
Возбудитель рожи свиней {Erysipelothrix rhusiopathiae). Открыт Па-стером и Тюйе (1882). Принадлежит к семейству Corynebacteria-сеае, роду Erysipelothrix. Заболевание у свиней отмечают в возрасте от 3 мес до ! года, у ягнят — старше 3...4 нед. Другие виды живот​ных болеют редко. К возбудителю восприимчив и человек. Рожа свиней протекает в септической форме, внешне проявляется обра​зованием красных пятен на коже (крапивница), лихорадкой.
Бактериологическое исслед о в а н и е. Патоло​гическим материалом служит труп животного или кусочки орга​нов—печени с желчным пузырем, селезенки, почки, трубчатая кость. При подозрении на хроническую форму исследуют кровь из сердца и эндокарда, а при наличии артритов — суставную жид​кость. Кусочки органов консервируют в 30...40 %-м водном ра​створе глицерина или насыщенном растворе поваренной соли. Трубчатую кость, очищенную от мягких тканей, обертывают мар​лей, пропитанной 2...3 %-м раствором фенола.
Препараты-отпечатки из патологического материала окраши​вают по Граму. Для люминесцентной микроскопии из паренхима​тозных органов готовят суспензию (взвесь растертой ткани) на физиологическом растворе NaCl. Тонкие мазки из этой суспензии красят флуоресцирующей сывороткой. Пастеровской пипеткой делают посев на МПБ, МПА, МПЖ; инкубируют при 37 °С. Вы​росшую в бульоне культуру исследуют на подвижность и исполь​зуют для определения биохимических свойств. Смыв агаровой культуры применяют в качестве антигена для РА. Суспензией из тканей органов заражают голубя или белую мышь. Павших живот​ных вскрывают и исследуют бактериологически (рис. 62).
Морфология. Бактерия рожи свиней — тонкая прямая или слегка изогнутая палочка длиной 2...2,5 мкм. Бактерии распо​лагаются одиночно, попарно или в виде скоплений. При хрони​ческом течении болезни в мазках с пораженных сердечных клапа​нов (эндокарда) или других органов возбудитель имеет вид длин​ных нитей, иногда переплетающихся, но не ветвящихся. По Граму окрашивается положительно, споры и капсулы не образует. Не​подвижен.
При люминесцентной микроскопии возбудителя рожи опреде​ляют по наличию специфического свечения морфологически ти​пичных микробных клеток интенсивностью не ниже чем на три креста. При сомнительном или отрицательном результате диагноз уточняют люминесцентной микроскопией выросших на средах культур, выделенных из патологического материала.
Культурально-биохимические свойства. Возбудитель рожи неприхотлив к питательным средам. Для опти​мальных условий роста нужны среды, содержащие 1 ...2 % глюкозы или кровяную сыворотку с рН 7,2...7,6; температура культивирования 37 °С. Бактерии — аэробы или факультативные анаэробы. В жидкой питательной среде через 24...48 ч образуется едва заметное помутнение, незначительный осадок, который при встряхивании напоминает муаровую ткань (ленту).
На МПА возбудитель растет в виде очень мелких росинчатых прозрачных колоний. Типичной является гладкая колония с ров​ными краями, но встречаются измененные О- и R-формы, осо​бенно при хроническом течении болезни. Для патогенных штам​мов характерна S-форма колоний. В МПЖ по уколу посева через несколько дней появляется рост в виде «ершика» без разжижения среды.
Пышный рост наблюдают в полужидком агаре (0,1...0,15 %). Элективной средой для выделения рожистого микроба служит среда Сент-Иваньи. Полученную культуру микроскопируют как в обыч​ном световом микроскопе, так и люминесцентным методом, иденти​фицируют по культурально-биохимическим свойствам, пластинча​тым методом РА с позитивной сывороткой в разведении 1: 50.
Бактерия рожи свиней обладает слабовыраженной биохими​ческой активностью — не сбраживает салицин, не образует ката-лазы. С образованием кислоты и газа сбраживает глюкозу, лакто​зу, галактозу. Образует сероводород. По антигенной структуре бактерии рожи свиней относят к трем серологическим типам: А, В и N. Серотип N обладает общим видовым антигеном, серотипы А и В отличаются своими гаптенами. На основании серологических исследований (РА, РП, РГА) штамм бактерии рожи свиней отно​сят либо к серотипу А (более вирулентному), либо к менее виру​лентному для свиней серотипу В, обладающему выраженными иммуногенными свойствами.
Патоген н ость. Определяют заражением выделенной культуры возбудителя голубей и белых мышей. Голубей заражают внутримышечно (чаще в грудную мышцу) в дозе 0,2...0,3 мл, ги​бель наступает через З...6сут; белых мышей — подкожно в дозе 0,2 мл, гибель наступает через 2...4сут. Наблюдение за заражен​ными животными ведут 6...7сут. При заражении белых мышей следует исключить Erysipelothrix murisepticum — возбудителя сеп​тицемии мышей, по морфологическим и культуральным свой​ствам сходного с бактериями рожи свиней. Е. murisepticum непа​тогенна для голубей. При бактериологических исследованиях на рожу свиней следует учитывать возможность обнаружения возбу​дителя листериоза, имеющего морфологические, тинкториаль-ные и культуральные свойства, сходные со свойствами бактерии рожи свиней.
Биопрепараты. Концентрированная гидрокидалюми-ниевая формолвакцина против рожи свиней: содержит возбуди​теля серовара В, выращенного в бульоне Хоттингера, инактиви-рованного формалином, сорбированного на гидроксиде алюми​ния.
Депонированная вакцина против рожи свиней представляет собой живую культуру матрикса Конева, сорбированную на гид​роксиде алюминия.
Сухая живая вакцина против рожи свиней ВГНКИ из штамма ВР-2 представляет собой лиофильно высушенную культуру вак​цинного штамма ВР-2.
Лечебно-профилактическая сыворотка против рожи свиней: получают гипериммунизадией свиней; контролируют на стериль​ность, безвредность и активность на белых мышах и признают ак​тивной, если она предохраняет от гибели мышей в дозах 0,01...0,02 и 0,03 мл.
Сухие рожистые люминесцирующие сыворотки для прямого метода иммунофлуоресценции: предназначены для серологичес​кой идентификации возбудителя непосредственно в материале и в культуре.
Возбудитель листериоза (Listeria monocytogenes). Возбудитель от​крыт Марреем (1926). Назван в 1940 г. в честь Листера. Принадлежит к семейству Corynebacteriaceae, роду Listeria. Вызывает заболе​вание грызунов, свиней, крупного и мелкого рогатого скота, ло​шадей, некоторых видов пушных зверей, птицы. Восприимчив к листериозу и человек. Болезнь протекает в септической форме, но нередко характеризуется проявлением расстройства центральной нервной системы.
Лабораторная диагностика листериоза осуществляется, как правило, бактериологическими и серологическими методами.
Бактериологическое исследование. В лабо​раторию посылают свежий труп мелкого животного целиком. От трупов крупных животных (лошадь, крупный рогатый скот, овца) — головной мозг и кусочки паренхиматозных органов, а в случае аборта — абортированный плод или его органы. При нали​чии мастита пробы молока берут из пораженных долей вымени.
Бактериологическое исследование включает в себя микроско​пию мазков-отпечатков, окрашенных по Граму, и люминесцент​ную микроскопию с применением флуоресцирующей сыворотки. Посевы для выделения культуры производят из всех присланных тканей и органов на МПА, МПБ, МППБ, МППАс 1 % глюкозы и 2...3 % глицерина, переваром Мартена. Заражают морских свинок, белых мышей, голубей.
Морфология. Возбудитель — мелкая полиморфная па​лочка длиной 0,5...2,0 мкм. Хорошо окрашивается всеми анилино​выми красками. Грамположительна, подвижна, споры и капсулы не образует.
Культуральные свойства. Аэроб или факультатив​ный анаэроб; оптимальные рН 7,2..,7,4, температура 37 °С. Рост отмечают через 24...48 ч. В жидкой среде рост характеризуется едва заметным помутнением с образованием слизистого осадка. На плотных средах образуются мельчайшие росинчатые колонии. На кровяном агаре вокруг колоний узкая зона гемолиза. Типич​ные колонии на плотных средах пересевают для получения чистой культуры.
Биохимическую активность культуры изучают на средах с угле​водами. Возбудитель листериоза сбраживает с образованием кис​лоты без газа глюкозу, рамнозу и салицин. Не сбраживает дуль-цит, инулин, сорбит. Индикаторные среды с лакмусом, метилро-том обесцвечивает.
Листерии представлены двумя основными серотипами: «грызу​нов» и «жвачных». Они имеют соматические О- и жгутиковые Н-антигены. О-антиген содержит 4 термолабильных (I, II, IV, V) и вариабельный (III) антигены; Н-антиген содержит антигены А, В, C,D.
Биопроба. К листериозу восприимчивы белые мыши мас​сой не менее 18 г, морские свинки и голуби. Заражают их подкож​но выделенной культурой или взвесью растертой ткани органов, присланных в лабораторию. При заражении у морских свинок используют конъюнктивальную пробу: на конъюнктиву глаза нано​сят две капли испытуемой культуры, затем слегка массируют веки ватным тампоном. Вирулентные штаммы листерий на 2...4 сут вы​зывают гнойный кератоконъюнктивит. При подкожном зараже​нии инъецируют суспензию тканей органов в дозе 0,3...0,5 мл. Обязательно используют суспензию головного мозга. При поло​жительной биопробе животные гибнут через 2...6 сут. Для повы​шения эффективности биопробы белым мышам за 2...3 ч до зара​жения внутрибрюшинно в дозе 5 мг вводят кортизон. При вскры​тии обнаруживают множественные некротические очажки в пече​ни, селезенке, почках. Срок наблюдения за зараженными животными 8 сут.
Паренхиматозные органы павших животных исследуют бакте​риологически. Выделенную чистую культуру идентифицируют. Для идентификации культуры используют также серологический метод — РА на стекле со специфической антилистериозной сы​вороткой в разведении 1 : 50. Антигеном в реакции служит сус​пензия (смыв с агара) суточной культуры на физиологическом растворе (около 10...15 млрд микробных тел в 1 мл). На чистое обезжиренное предметное стекло наносят одну каплю полива​лентной сыворотки и отдельно каплю физиологического раство​ра (контроль). К ней добавляют одну каплю антигена, быстро пе​ремешивают бактериологической петлей или запаянным концом пастеровской пипетки, затем плавно покачивают круговыми движениями. Учет реакции в течение 3 мин: положительный ре​зультат—появление хлопьев в капле с сывороткой, отрицатель​ный — в контроле (в капле с физиологическим раствором без сы​воротки): равномерное помутнение без хлопьевидного агглюти-ната. Запоздалую реакцию не учитывают. Серотип идентифици​руют при использовании типовых сывороток. Видовую принадлежность возбудителя устанавливают также просматрива​нием препаратов-мазков из культуры или непосредственно из патологического материала, обработанных флуоресцирующей специфической сывороткой.
Для серологической диагностики направляе​мые в лабораторию пробы крови (или сыворотки) от животных из хозяйств со специфическим антигеном исследуют методом РСК.
Биопрепараты. Сухая живая вакцина против листериоза сельскохозяйственных животных из штамма АУФ: представляет собой культуру лиофильно высушенного аттенуированного штам​ма листерий первого серотипа. Вакцину контролируют на чистоту роста, безвредность и иммуногенность (на кроликах).
Листериозные диагностические агглютинирующие сыворотки.
Листериозные флуоресцирующие сыворотки.
Вакцина из двух серотипов листерий.
Тема 19. ПСЕВДОМОНАДЫ
Возбудитель сапа (Pseudomonas mallei). Открыт Леффлером и Шютцем (1882). Принадлежит к семейству Brucellaceae. Вызывает заболевание у непарнокопытных животных (лошадь, осел, мул, лошак), а также отмечены случаи у хищных животных — львов, тигров, рысей. К сапу восприимчив и человек.
Сап протекает чаще в хронической форме и характеризуется развитием сапных узелков, склонных к казеозному распаду. Кли​нически может проявляться серозно-гнойным истечением из но​совых отверстий, образованием язв на слизистой оболочке носо​вой перегородки, увеличением подчелюстных лимфоузлов. При кожной форме сапа образуются язвы с ровными краями и сало-видным дном. Заражение происходит контактным путем. При по​дозрении на сап следует строго соблюдать правила личной профи​лактики и техники безопасности, как положено в работе с особо опасными материалами.
Бактериологическое исследование. В лабо​раторию при жизни животного посылают гнойный экссудат из язв, истечения из носа, посмертно — кусочки легких, печени, лимфоузлов, селезенки, пораженные сапными узелками. Гной из язв берут стерильным ватным тампоном и помещают его в про​бирку. Из присланного материала готовят препараты-мазки, окра​шивают их по Граму, а также синью Леффлера или по Романовс​кому — Гимза. Для выделения возбудителя делают посевы на МПА, МПБ с 2,5 % глицерина (рН 7,0...7,2), а также на глицери-низированный картофель. Культивируют при 37 X. Аэроб. Для биологической пробы используют морскую свинку (самца) или кошку.
Микроскопия. В препаратах-отпечатках или мазках об​наруживают одиночно расположенные полиморфные грамотрица-тельные палочки. При окраске синью Леффлера или по Романовс​кому — Гимза в клетках хорошо видна зернистость. Бактерия сапа неподвижна, споры и капсулу не образует.
Рост на питательных средах появляется на 1...2-е сутки, иногда позже.
На МПА с глицерином вырастают слизистые, вязкие колонии серовато-белого цвета с перламутровым оттенком. В глицерино​вом МПБ растет в виде равномерного помутнения, по мере даль​нейшего роста культуры образуется осадок, который при встряхи​вании пробирки поднимается штопорообразно. Встречаются штаммы, растущие в жидкой среде с образованием пленки.
На глицеринизированном картофеле P. mallei растет характер​но: сначала появляются мелкие колонии в виде капелек с желтова​тым оттенком, которые, разрастаясь, сливаются и образуют соч​ный слизистый «медовый» налет. В первые три дня цвет микроб​ной массы янтарно-желтый, затем он становится буро-коричневым. В мазках из культуры часто наблюдают наряду с короткими палочками цепочки, состоящие из 4...8 клеток.
Биопроба. Основана на внутрибрюшинном заражении морской свинки взвесью в физиологическом растворе растертого патологического материала. На 3...4-е сутки после заражения раз​вивается характерный для сапного процесса клинический при​знак — гнойный орхит (и периорхит). На месте инъекции развива​ется и воспалительный процесс с образованием язвы. В случаях возможного загрязнения исследуемого материала посторонней микрофлорой заражение проводят подкожно в дозе 3...5 мл. Ги​бель животных наступает на 8... 15-е сутки.
При развитии орхита, не ожидая гибели, свинку убивают, вскрывают, бактериологически исследуют, выделяют чистую культуру из очагов поражения внутренних органов и семенников.
К сапному микробу чувствительны кошки, но с ними работать опасно, так как при развитии сапного процесса у них поражаются верхние дыхательные пути и при чихании, фырканьи воспали​тельный экссудат распространяется в окружающую среду и пред​ставляет опасность заражения работающего персонала. Поэтому кошек заражают в исключительных случаях, имея на это специ​альное разрешение.
При отсутствии клинических признаков сапа массовое обсле​дование лошадей осуществляют методом РСК, а в условиях хозяй​ства—аллергическим методом. РСК. выявляет активную форму течения сапного процесса. Все формы инфекционного процесса (инкапсуляция, обызвествление очагов) выявляются аллергичес​кой пробой, обычно глазной маллеинизацией.
Биопрепараты. Маллеин — диагностический сапной ал​лерген: культуру возбудителя выращивают в гл и церинизирован​ном бульоне в течение 4мес, стерилизуют автоклавированием, фильтруют через фильтр Зейтца, контролируют на стерильность, безвредность — на белых мышах, специфичность — на здоровых лошадях, стандартизуют по активности в единицах действия на лабораторных животных.
Сапной антиген для РСК: агаровую культуру возбудителя смы​вают фенолизированным физиологическим раствором, стерилизу​ют автоклавированием, отстаивают. В качестве антигена исполь​зуют свободную от клеток культуральную жидкость, проверенную на стерильность, специфичность и активность.
Позитивная сапная сыворотка: предназначена для определения активности антигена (РСК) и в качестве контроля при постановке РСК. Получают гипериммунизацией лошадей.
Возбудитель мелиоидоза (Pseudomonas pseudomallei). Принадле​жит к семейству Pseudomonaceae, роду Actinobacillus. Вызывает са-пополобное заболевание, встречающееся нечасто, но зарегистри​рованное во многих странах различных континентов. К мелиоидо-зу восприимчивы мелкий рогатый скот, свиньи, обезьяны, собаки, кошки, кролики, морские свинки, а также человек. Из организма больного возбудитель выделяется во внешнюю окружающую среду с носовым гнойно-слизистым истечением, с отделениями при кожных поражениях, с мочой и фекалиями. Переносчиками воз​будителя могут быть кровососущие насекомые. Продолжитель​ность болезни составляет 8...30 сут; как правило, летальный исход. Птицы и холоднокровные животные не восприимчивы.
Лабораторная диагностика; патологический ма​териал—трупы мелких животных, экссудаты, кусочки паренхи​матозных органов крупных животных (если нельзя труп послать целиком). Готовят препараты, часть окрашивают по Граму и Ро​мановскому — Гимза, часть используют для люминесцентной микроскопии. Производят посев на МПБ и МПА с глицерином. Эмульсией из патматериала заражают морскую свинку или крысу, кролика.
Морфология. Возбудитель палочковидной формы, раз​мером 2...6мкм, в диаметре 0,5...1 мкм. Имеет сходство с бактери​ей сапа, полиморфный. В молодой культуре встречаются цепочки длиной 15...20 мкм. В мазках из старых культур имеет форму кок-кобактерий. Спору и капсулу не образует. Хорошо окрашивается всеми анилиновыми красками, грамотрицателен. В мазках из па​тологического материала возможна биполярная окраска. Подвиж​ный лофотрих.
Культивирование. Проводят на средах с глицерином (рН 6,8...7,0) при температуре 37 °С в аэробных условиях. Через сутки на МПА с 5 % глицерина появляются R-, S- и М-формы ко​лоний, сочные, слизистые. R-формы складчатые, на поверхности с зубчатыми неровными краями. В МПБ с глицерином рост про​является равномерным помутнением среды с образованием тол​стой морщинистой пленки. При старении культура приобретает коричневую окраску. Хорошо растет на глицеринизированном картофеле и кровяном агаре. Встречаются гемолитические штам​мы.
Возбудитель мелиоидоза расщепляет с образованием кислоты без газа глюкозу, галактозу, лактозу, мальтозу, сахарозу, ксилозу, маннит, дульцит, декстрин. Обладает протеолитическими свой​ствами — ферментирует (разжижает) желатину, яичный белок, пептонизирует молоко.
Антигенная структура возбудителя мелиоидоза ха​рактеризуется наличием соматического О- и жгутикового Н-анти-генов. О-антиген имеет родство с антигенами бактерии сапа и сальмонелл, то есть не обладает специфичностью. У P. pseudomallei обнаружены К- и М-антигены, обладающие типоспецифичнос-тью, что используют в серологической идентификации методом РА с соответствующими типоспецифическими анти сывороткам и.
Морских свинок, крыс и кроликов заражают суспензией при​сланного материала или выделенной из него бактериальной культурой. После гибели животных трупы их вскрывают и исследуют бактериологически. Выделенную чистую культуру идентифициру​ют по культурально-морфологическим, тинкториальным и биохи​мическим свойствам.
Серологическую диагностику осуществляют методом РА с сыворотками больных хроническим мелиоидозом, но антигенное родство возбудителя с бактерией сапа снижает практическую значимость РА.
Возбудитель псевдомоноза норок {Pseudomonas aeruginosa). При​надлежит к семейству Pseudomonadaceae, роду Pseudomonas.
Псевдомоноз — остропротекающее инфекционное заболева​ние. Характеризуется геморрагической пневмонией, признаками сепсиса. Кроме норок восприимчивы лисицы, песцы; у животных других видов возбудитель может служить причиной пневмоний, послеродовых, постхирургических осложнений.
Бактериологическое исследование. Включа​ет в себя обнаружение возбудителя в исходном материале методом световой микроскопии, выделение чистой культуры посевом на пи​тательные среды и идентификацию возбудителя по культурально-морфологическим, ферментативным и серологическим свойствам.
В лабораторию направляют пораженные участки легких, регио​нарные лимфатические узлы, селезенку, печень, почки.
Микроскопия. P. aeruginosa в мазках, окрашенных по Граму, обнаруживают в форме прямых или изогнутых грамотрица-тельных палочек длиной 0,5...1,4мкм, шириной 0,2...0,4мкм, без капсул и спор. Образует жгутики. Располагается в виде одиночных клеток, коротких цепочек.
Культурально-биохимические свойства. Возбудитель—аэроб, температурный оптимум 35...37°С, к пита​тельным средам нетребователен. Исследуемый материал высевают на МПА и в МПБ. Рост через 24 ч. В МПБ проявляется помутне​нием среды, образованием поверхностной пленки и серовато-бе​лого осадка. За счет пигмента среда окрашена в сине-зеленый цвет; по мере старения культуры цвет колоний становится бурым. На МПА возбудитель формирует в основном два типа колоний: крупные (диаметр'2...5мм), полупрозрачные, сероватые, гладкие, с плоскими краями и приподнятым центром, а также мелкие ше​роховатые. Штаммы, выделенные из респираторного и мочеполо​вого трактов, могут образовывать слизистые колонии. Среда вок​руг колоний окрашена за счет пигмента в сине-зеленый цвет. Воз​будитель синтезирует четыре типа пигмента: пиоцианин (сине-зе​леный или желто-зеленый), флуоресцеин, пиорубин и черно-бурый пигмент. Для культивирования P. aeruginosa при пер​вичной изоляции из исследуемого материала используют специ​альные селективные среды с антибиотиками.
У выделенных культур изучают ферментативные свойства. Для P. aeruginosa характерны следующие признаки: образование аргининдигидролазы, оксидазы, гидролиз желатины, расщепление глюкозы, бета-аланина, D-, L-аспарагина, денитрификация и способность к росту при 41 "С.
Вид гетерогенен по соматическим О-антигенам. Для иденти​фикации на уровне О-серогруппы используют РА на стекле, при​чем исследуют только культуры, у которых отмечены минимум два из трех физиологических признаков, характерных для вида: обра​зование пигмента пиоцианина, расщепление глюкозы, рост при 41...42 °С. Используют набор из 3 поливалентных и 11 моновален​тных сывороток. Антигеном служит 18...20-часовая агаровая куль​тура P. aeruginosa, инактивированная кипячением в водяной бане в течение 1,5ч [концентрация (3...5)109/мл]. Антиген первоначаль​но исследуют с поливалентными сыворотками, при получении по​ложительного результата — с моновалентными, входящими в со​став той или иной поливалентной сыворотки. Результат учитыва​ют через 3...6 мин.
Биопрепараты. Моновалентная формолквасцовая вак​цина против псевдомоноза норок.
Диагностические О-агглютинируюшие сыворотки для серо-групповой идентификации P. aeruginosa включают в себя три по​ливалентные сыворотки - № 1 (03, 04, 05, 06, 07), № 2 (02, 08, 09), №3 (010, 011, 012) и одиннадцать соответствующих моновалент- • ных сывороток, которые предназначены для идентификации Р. aeruginosa на уровне О-серогруппы.
Тема 20. ВОЗБУДИТЕЛЬ СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ
Возбудитель сибирской язвы {Bacillus anthracis) выделен и изу​чен отечественным ученым Брауэлем (1857). Сибирская язва —- за​разная остропротекающая болезнь многих видов животных и че​ловека. Возбудитель сибирской язвы принадлежит к порядку Eubacteriales, семейству Bacillaceae.
Лабораторное исследование. У павших живот​ных отрезают ухо с той стороны, на которой лежал труп. Прежде чем ухо отрезать, на него накладывают две лигатуры: одну ближе к голове, у основания уха, другую — отступя на 1 см от первой, за​тем между ними делают разрез. Поверхность разреза на трупе при​жигают раскаленным металлическим предметом (шпателем) или химическими средствами — кристаллическим пермарганатом ка​лия, фенолом, формалином. Отрезанное ухо завертывают в перга​ментную бумагу или целлофан, упаковывают в непротекающий деревянный или железный ящик (пенал, коробку).
Помимо уха патматериалом может служить кровянисто-пенис​тое истечение из естественных отверстий трупа (носовое истече​ние, из глаз, рта, анального отверстия). Истечения наносят на чи​стое стекло в виде толстого мазка, сверху накрывают другим стек-
лом, завертывают в пергаментную бумагу или целлофан, упаковы​вают в коробку. Кровянистые истечения можно взять путем про​питывания кусочка мела.
В случаях, когда труп вскрыт или подозрение на сибирскую язву появилось при разделке туши после убоя животного, для бак​териологического исследования направляют кровь из сердца, ку​сочки паренхиматозных органов, лимфоузлы. Патологический ма​териал помещают в банки с притертой пробкой или целлофано​вые мешки, обертывают тканью, смоченной дезинфицирующим раствором, упаковывают и срочно с нарочным и сопроводитель​ным письмом отсылают в лабораторию.
Бактериологическое исследование. Соблю​дая правила личной профилактики, в лаборатории ухо животного фиксируют в кюветке, подрезают и отпрепаровывают в виде треу​гольника кожу снаружи уха, где она более подвижна. Лоскут кожи откидывают и к подкожной клетчатке прикладывают предметные стекла— готовят препараты-отпечатки. Кляч-препараты фиксиру​ют и окрашивают по Граму и специально по Михину (или по Ро​мановскому — Гимза азур-эозином или по Ольту сафранином). Подкожную клетчатку мелко нарезают маленькими стерильными ножницами и растирают в стерильной ступке с песком и физиоло​гическим раствором. Данную тканевую взвесь используют для по​сева на питательные среды и заражения лабораторных животных. В пастеровскую пипетку капли межтканевой жидкости подкож​ной клетчатки, кровь и приготовленную взвесь набирают с помо​щью резиновой груши. Аналогично исследуют и другой материал.
Микроскопия. В. anthracis — неподвижный, грамполо-жительный, палочковидной формы; в препаратах из патологичес​кого материала располагается короткими цепочками по нескольку клеток или одиночно. Длина 4...8 мкм, ширина 0,5... 1 мкм. Приле​гающие друг к другу концы бацилл кажутся обрубленными, на​ружные — закругленные. В организме формирует капсулу (цв. рис. X). В препаратах-мазках из культуры характерно расположе​ние длинными нитевидными цепочками (стрептобациллы). В культурах, почве, воде, кормах формирует стойкую форму — спо​ру. Для спорообразования необходим доступ кислорода, темпера​тура в пределах 12...42 "С.
Культуральные свойства. К питательным средам неприхотлив. Аэроб. Оптимальная температура роста 35.„37 °С. Из приготовленной тканевой взвеси пипеткой делают посев в МПБ, МПА. В МПЖ засевают в столбик среды уколом. В жидкой среде рост возбудителя характеризуется образованием на дне про​бирки рыхлого ватообразного осадка при сохранении прозрачнос​ти бульона. На МПА через 24...48 ч В. anthracis образует шерохова​тые колонии R-формы с краями волнистыми, локоноподобными. В МПЖ возбудитель ближе к поверхности (больше доступ кислорода) растет обильнее в виде ответвлений от места укола. По мере углубления рост ослабляется, ответвления становятся короче. Рост возбудителя в МПЖ напоминает перевернутую вершиной вниз елочку: через 2...3 сут желатина медленно разжижается в виде во​ронки (пептонизируется). На кровяном агаре гемолиз не вызыва​ет. Молоко свертывает через 2...4 сут; сгусток казеина пептонизи​руется.
Патогенность. Ставят биопробу на белых мышах, морс​ких свинках или кроликах. Животных заражают подкожно непос​редственно тканевой взвесью или выросшей культурой: дозой 0,1мл —мышей, 0,2 мл — морских свинок и 6,3 мл—кроликов. Гибель наступает через 1 ...Зсут. Павших животных вскрывают и исследуют бактериологически.
Для того чтобы обнаружить В, anthracis в исследуемом материа​ле и идентифицировать выделенную культуру, используют также сибиреязвенные фаги (гамма-фаг, фаг ВИЭВ). На засеянную по​верхность исследуемой культуры (на поверхность агара) наносят каплю сибиреязвенного фага и инкубируют при 37 °С. В случае гомологичное™ культуры и фага по следу капли уже через 6...8 ч образуется прозрачная дорожка лизиса; по краям дорожки отмеча​ется рост засеянной культуры.
Для идентификации В. anthracis прибегают к феномену «оже​релья»: под действием малых концентраций пенициллина в ага​ровой среде (0,01...0,5 ЕД/мл) бациллы сибирской язвы приоб​ретают форму сферопластов в виде шаров, напоминающих оже​релье.
Для дифференцирования В. anthracis от спорообразующих сап​рофитных бацилл применяют МФА.
Серологическая диагностика. В несвежем, раз​ложившемся патологическом материале бактериологическая диаг​ностика неосуществима. В таких случаях применяют реакцию преципитации. Антигеном (преципитиногеном) для реакции слу​жит вытяжка из тканей органов павшего животного (в том числе ухо). Экстрагируемый растворимый антиген разрушенных, лизи-рованных при гниении (или кипячении) бактерий термоустойчив. Поэтому преципитиноген готовят кипячением кусочков ткани в физиологическом растворе. Реакцию преципитации ставят в ма​леньких пробирках Уленгута или методом диффузии в агаровом геле.
Особое практическое значение реакция преципитации имеет при исследовании кожевенно-мехового сырья на сибирскую язву. Кусочки проб данного сырья доставляют в лабораторию в герме​тической упаковке. Пробы сразу обеззараживают автоклавирова-нием, измельчают, экстрагируют «холодным способом» при 12...14°С в физиологическом растворе (1: 10) в течение 16...18 ч. Экстракт фильтруют через нейтральную асбестовую вату. Поста​новка реакции осуществляется, как указано выше.
Из мокросоленого сырья предварительно (после автоклавиро-вания) удаляют соль (диализ). Для этого полученные экстракты фильтруют, разливают в коллодийные мешочки и помещают на 45...60 мин в кристаллизатор с дистиллированной водой. После диализа мешочки переносят на ! ч в кристаллизатор с 1 %-м ра​створом NaCl, а затем ставят реакцию, как обычно.
Биопрепараты. Вакцина СТИ — живая вакцина из эта​лонного штамма, представляет собой споровую (95...100 %) агаро​вую культуру в виде суспензии в 30%-м стерильном растворе гли​церина; содержит (2Д...З,5)107 жизнеспособных спор в 1 мл.
Вакцина ГНКИ — сухая живая вакцина из эталонного штамма ГНКИ: содержит 5-107 жизнеспособных спор в 1мл. Вакцина против сибирской язвы из штамма № 55.
Ассоциированная живая жидкая вакцина против сибирской язвы и эмфизематозного карбункула крупного рогатого скота.
Лечебно-профилактическая сибиреязвенная сыворотка: полу​чают гипериммунизацией лошадей инактивированной сибиреяз​венной культурой.
Сибиреязвенная преципитирующая сыворотка: предназначена для исследования материала на сибирскую язву в реакции преци​питации. Сыворотку получают гипериммунизацией лошадей.
Сибиреязвенный стандартный антиген для РП: выпускают для контроля активности преципитируюшей сыворотки. Пред​ставляет собой экстракт из инактивированной бактериальной массы В. anthracis.
Сибиреязвенные люминесцирующие сыворотки: готовят из си​биреязвенной преципитируюшей сыворотки. Предназначены для ускоренного обнаружения некапсулированных клеток возбудите​ля в первичных посевах.
Сибиреязвенные диагностические бактериофаги: представляют собой освобожденную от бактерий путем фильтрования жидкость бульонной культуры возбудителя, зараженную бактериофагом. Титр бактериофага 10.
Тема 21. ПАТОГЕННЫЕ АНАЭРОБЫ
Патогенные анаэробы (за исключением возбудителя некробак-териоза) принадлежат к порядку Eubacteriales, семейству Bacillaceae, роду Clostridium. Для получения культур анаэробов применяют специальные жидкие и плотные питательные среды: Китта — Тароции, Вильсона — Блера, глюкозо-кровяной агар, мо​локо, желатину, среды с углеводами и индикатором, сывороточ1 ные среды, мартеновский бульон и агар.
Возбудители злокачественного отека (Clostridium perfringens, С. septicum, С. novyi, С. histolyticum). Заболевание полимикробной этиологии, развивается вследствие инфицирования раневой по​верхности микробами данной группы.
Патологический материал. Для диагностики ис​пользуют воспалительный экссудат и кусочки пораженной ткани из очага воспаления. Если материал нельзя быстро доставить в ла​бораторию, его консервируют в 40 %-м водном растворе глицери​на или же полоски пораженной ткани в марлевом мешочке (защи​та от мух) высушивают на воздухе.
Перед исследованием материал растирают в ступке с добавле​нием физраствора, а затем пастеровской пипеткой высевают в среду Китта — Тароцци, Вильсона — Блера. Выросшие колонии на плотной среде пересевают в молоко, среды с углеводами (рис.64). Культуры в среде Китта — Тароцци пересевают на кро​вяной агар, с которого типичные колонии вновь пересевают в жидкую печеночную среду. Препараты-мазки готовят из исследуе​мого материала и колоний полученных культур, окрашивают по Граму. Для биопробы лучше использовать чистую культуру каждо​го выделенного возбудителя. Видовую принадлежность выделяе​мых вышеназванных микробов определяют в соответствии с ха​рактеристикой каждого из них.
С. perfringens (С. welchii) открыт Уелчем и Нетталем (1892). Это крупная (4...8 мкм) полиморфная палочка с закругленными концами. Неподвижная, грамположительная. В объектах окружающей среды находится в споровой форме. При культивировании споры образуются в средах, бедных углеводами и богатых белками. В ин​фицированном организме образует капсулу. В жидких питатель​ных средах вызывает равномерное помутнение бульона с обиль​ным образованием газа вследствие разложения углеводов; затем микробная масса оседает на дно пробирки, а среда просветляется. На кровяном агаре колонии круглые, выпуклые, сочные, с ровны​ми краями зеленого (оливкового) цвета, с обширной зоной гемо​лиза. На среде Вильсона — Блера {и на мозговой среде) С. perfringens образует черные колонии. Чистую культуру микроба за​севают в молоко, желатину (столбиком) и среды с углеводами. По​севы помешают в микроанаэростат и выдерживают 16...18 ч в тер​мостате при 37 °С.
В молоке рост микроба сопровождается сильным газообразова​нием и формированием губчатого (ноздреватого) сгустка казеина. Желатину разжижает медленно; лактозу, сахарозу, мальтозу и крахмал ферментирует с образованием кислоты и газа/ Для био​пробы внутримышечно заражают морских свинок или голубей, кроликов и белых мышей: гибель через 16...24 ч. Под влиянием
бактериофага, излучения Рентгена и антибиотиков C.perfringens утрачивает патогенность.
С. perfringens продуцирует сложный токсин, обладающий ле​тальным, некротизирующим и гемотоксическим действием. По антигенной структуре различают шесть типов токсинов: А, В, С, D, Е и F. Токсин типа А нейтрализуется та поспе пифической ан​титоксической сывороткой; данный тип является участником ас​социации возбудителей злокачественного отека (и газовой гангре​ны). Тип В имеет второе название Lambdysentery-Bacillus; (L-D-Bacillus): его токсин нейтрализуется также типоспецифической сывороткой, но эта же сыворотка нейтрализует и токсин типа А. L-D-Bacillus вызывает дизентерию у ягнят в первые дни жизни. Токсин типа С нейтрализуется специфической антитоксической сывороткой. Является также возбудителем брадзота овец. Токсин типа D {другое название В. ovitoxicus) вызывает энтеротоксемию овей, нейтрализуется антитоксином типа D. Тип Е может быть возбудителем инфекции у телят, а тип F — язвенного энтерита у овец.
При злокачественном отеке наиболее часто выделяют С. septicum. Этиологическую роль его при злокачественном отеке ус​тановил Кох (1881). Это полиморфная палочка величиной 3...8 мкм, в диаметре 0,6...0,8 мкм. Располагается в виде длинных нитей как в инфицированном макроорганизме (особенно на се​розных поверхностях внутренних органов), так и на питательных средах. Подвижная, перитрих. Окрашивается грамположительно. Образует центрально расположенную спору как в организме, так и вне его. Оптимальная температура 37 "С, рН 7,6.
На среде Китта — Тароцци отмечают равномерное помутнение среды с обильным газообразованием. Затем бациллы оседают на дно пробирки и среда просветляется. На глюкозо-кровяном агаре появляется характерный рост в виде кружевного узорчатого спле​тения с большой зоной гемолиза. Медленно разжижает желатину, выделяет сероводород и аммиак. Интенсивно ферментирует с об​разованием кислоты и газа глюкозу, лактозу и салицин. Мед​ленно свертывает молоко. Продуцирует токсины, обладающие не​кротизирующим, летальным, гемотоксическим действием, и фер​менты: коллагеназу и гиалуронидазу. Нередко вызывает брадзот у овец. В лабораторных условиях для биологической пробы лучше использовать морских свинок, которые при внутрибрюшинном заражении погибают через 16...20 ч.
С. novyl — это крупная грамположительная полиморфная па​лочка с закругленными концами длиной 5... 14 мкм. Располагается одиночно и в виде коротких цепочек (цв. рис. XI). Окрашивается грамположительно. Образует спору, расположенную субтерми​нально. Строгий анаэроб. Оптимальная температура роста 35...38 °С, рН 7,8. Хорошо растет в среде Китта — Тароцци, обра​зует равномерное помутнение. На глкжозно- кровяном агаре образуются шероховатые колонии с неровными краями в виде бахром​ки, вокруг которых небольшая зона гемолиза. Медленно разжижа​ет желатину, вызывая ее почернение. Молоко свертывает с обра​зованием мелких хлопьев казеина. Ферментирует с образованием кислоты и газа глюкозу, глицерин.
С. novyi продуцирует сильнодействующий экзотоксин. При введении лабораторным животным (кролику, морской свинке, го​лубю) на месте инъекции образуется студенистый экссудат (отек). В естественных условиях помимо злокачественного отека вызыва​ет брадзотоподобное заболевание с геморрагическими поражения​ми слизистой сычуга, кишечника, некротическими поражениями печени и скоплением газа в желудочно-кишечном тракте.
Разновидности данного вида микроба могут быть причиной ос​теомиелита у буйволов.
С. histolyticum — это грамположительный палочковидный под​вижный микроб. Образует спору. Продуцирует протеолитичес-кий фермент, который обусловливает расплавление тканей ин​фицированного организма. Длина микробной клетки 2...5мкм. На кровяном агаре растет в виде мелких росинчатых гладких ко​лоний без зоны гемолиза. Молоко пептонизирует. Сахаролити-ческими свойствами не обладает. Патогенен для всех лаборатор​ных животных. При заражении животных на месте инъекции об​разуется язва.
Возбудитель дизентерии ягнят
 (С/, perfringens тип В (L-D-Bacilius). Вызывает остропротекающее заболевание у ягнят в пер​вые дни после рождения. В лабораторию посылают кишечное со​держимое. Порядок и методика исследования такие же, как при злокачественном отеке. Для установления типовой принадлежно​сти ставят пробу нейтрализации токсина молодой культуры С. perfringens типовой антитоксической сывороткой.
Возбудитель брадзота овец
 (С. perfringens типа С, С. septicam, С. novyL). Анаэробные клостридии. Брадзот —остропротекаю​щее септическое заболевание овец, характеризующееся судо​рожными явлениями и высокой смертностью. Характеристика названных микробов изложена выше. Обнаружение возбудите​лей служит основанием для установления диагноза. В лаборато​рию направляют кровь из сердца, слизистую оболочку сычуга, тонкого отдела кишечника, инфильтрат подкожной клетчатки, некротические очаги в печени. Порядок и методика исследова​ния такие же, как при диагностике злокачественного отека и дизентерии ягнят. Выделенную чистую культуру идентифици​руют по характерным морфологическим и культурально-биохи-мическим свойствам.
Возбудитель энтеротоксемии овец 
(С. perfringens типа D). Вызы​вает брадзотоподобное заболевание у овец всех возрастов с быст​рым течением и смертельным исходом. В лабораторию отправля​ют содержимое кишечника и пораженную «размягченную» почку.
Для биопробы заражают морских свинок, которые погибают в те​чение суток. Порядок проведения исследования тот же, что и при исследовании данной группы микробов.
При выявлении бацилл перфрингенс можно использовать ме​тод флуоресцирующих антител.
Возбудитель эмфизематозного карбункула (эмкар)
 (С. chauvoei). Вызывает инфекционное остропротекающее заболевание преиму​щественно у крупного рогатого скота, редко у овец и коз. Зараже​ние происходит главным образом алиментарным путем. В местах, богатых мышечной тканью (бедро, подгрудок), образуется газовый отек (карбункул) — опухолевидное образование, при надавлива​нии слышен звук (шум, треск, крепитация) лопающихся пузырь​ков газа, образующихся при разложении ткани под влиянием фер​ментов бактерий.
Бактериологическое исследование. Направ​ляют кусочки пораженной мышечной ткани из карбункула, наре​занные в виде полосок. Если кусочки мышц нельзя быстро доста​вить в свежем виде, их консервируют в 40 %-м водном растворе глицерина, высушивают на воздухе завернутыми в марлю или об​рабатывают раствором NaCl. В лаборатории присланный материал растирают в стерильной стулке с дробленым стеклом или кварце​вым песком, а материал, консервированный в глицерине, предва- ' рительно отмывают стерильным физиологическим раствором, а затем растирают.
Бактериологическое исследование включает микроскопирова-ние, посев на питательные среды, выделение чистой культуры и биопробу.
Микроскопирование. С. chauvoei — толстая, крупная, грамположительная, подвижная спорообразующая палочка; перит-рих. Споры располагаются центрально, терминально и субтерми​нально. Диаметр споры превышает диаметр вегетативной клетки.
Культурально-биохимические свойства. Оптимальная температура роста 36...38°С. Рост в жидких средах проявляется в виде равномерного помутнения с газообразовани​ем, затем микробная масса оседает на дно, среда просветляется. Желатину разжижает. В глубине сывороточного агара образует че-чевицеобразные колонии. Молоко свертывает, образуя мелкие хлопья казеина. На глюкозно-кровяном агаре колонии сходные с виноградным листом или в виде перламутровой пуговицы. Интен​сивно ферментирует с образованием кислоты и газа глюкозу, саха​розу, лактозу и мальтозу.
Патогенность. Проверяют внутримышечным заражени​ем морских свинок (с внутренней стороны бедра). Гибель наступа​ет через 24...96 ч. Перед заражением животным вводят 1...2 %-й раствор молочной кислоты или исследуемый растертый материал инъецируют вместе с кварцевым песком или дробленым стеклом. Молочная кислота, песок, стекло вызывают некроз ткани, что способствует более быстрому проникновению в ткани микроба и размножению его в организме.
С. chauvoei продуцирует термолабильный экзотоксин на марте​новском бульоне. Другим фактором вирулентности данного мик​роба является способность продуцировать агрессины (в организме и на питательных средах). Агрессины можно получить при фильт​рации воспалительного экссудата или старой бульонной культуры.
Возбудитель столбняка (С. tetani). Чистую культуру впервые вы​делил Китазато (1889). Инфицирование происходит, как правило, при ранениях.
Если клинические признаки столбняка типичные, то необхо​димости в микробиологическом исследовании патологического материала нет. В сомнительных случаях в лабораторию направля​ют раневой экссудат.
Основное в диагностике столбняка — обнаружение специфи​ческого токсина. Раневой воспалительный экссудат засевают пас​теровской пипеткой в среду Китта — Тароцци, посевы инкубиру​ют в термостате 5...7сут. Полученную культуру фильтруют через асбестовые фильтровальные пластинки Зейтца. Фильтрат вводят подкожно белым мышам или морским свинкам, которые погиба​ют с выраженной клинической картиной столбняка. Параллельно исследуемый материал микроскопируют, высевают на глкжозно-кровяной агар.
При исследовании почвы взвесь из пробы прогревают при 80 °С в течение 30 мин, затем засевают в среду Китта — Тароцци, культивируют в термостате. Далее культуру фильтруют и ставят биопробу.
С. tetani — тонкая грамположительная палочка длиной 4...8 мкм, подвижная (перитрих), образует концевую спору (тер​минально). Анаэроб. Споры сферической формы, их диаметр зна​чительно превышает диаметр вегетативной клетки, вследствие чего микроб приобретает вид барабанной палочки. Оптимальная температура роста 37 °С, рН 7,4...7,9. В среде Китта — Тароцци (и других жидких средах) растет, вызывая равномерное помутнение с последующим оседанием клеток на дно пробирки и просветлени​ем бульона (через 3...4 сут). Висмут-сульфит-агар и мозговая среда чернеют. На глюкозо-кровяном агаре растет в виде небольших ко​лоний с неровными краями. Зона гемолиза проявляется не у всех штаммов. В процессе роста на питательных средах происходит ферментация белковых веществ с образованием газообразных продуктов, имеющих неприятный запах. Медленно разжижает же​латину. Углеводы почти не ферментирует.
С. tetani продуцирует сильный экзотоксин, чем и обусловливает патогенное действие. Токсин включает две фракции — тетано-спазмин, вызывающий поражение нервной ткани, судорожное со​кращение мышц, и тетанолизин — лизирующий эритроциты. Из лабораторных животных для биопробы используют морскую свинку или белую мышь, кролика, белых крыс. В естественных условиях к токсину чувствительны все виды животных и человек.
Возбудитель ботулизма (С. botulinum). Ботулизм — кормовая (пищевая) токсикоинфекция, проявляющаяся параличом глотки, гортани и конечностей. Смертность — 100 %.
Морфология. С. botulinum — крупная подвижная грампо​ложительная палочка. Образует расположенную терминально спо​ру, расширяющуюся к наружному концу в виде теннисной ракет​ки. Строгий анаэроб. На среде Китта — Тароцци дает равномер​ное помутнение с последующим просветлением и осаждением микробной массы на дне пробирки. На кровяном агаре возбуди​тель образует колонии с отростками и зоной гемолиза.
Восприимчивы все виды животных и человек. Действие на организм оказывает продуцируемый экзотоксин. По антигенной структуре различают несколько типов токсинов: А, В, С, D и Е. Каждый из них нейтрализуется типоспецифической антитокси​ческой сывороткой. С. botulinum типа А и В обладает протеолити-ческими свойствами, разжижает желатину, продуцирует сероводо​род, аммиак и масляную кислоту. Молоко пептонизирует с обра​зованием газа. Ферментирует глюкозу, глицерин и мальтозу.
Ботулизм у человека обычно вызывают типы А, В и Е; у лоша​дей — чаще тип В, реже тип С, у крупного рогатого скота — тип D и С, у овец и птиц — тип С. Для лабораторного анализа направляют остатки корма, вызвавшего отравление (у крупных животных), рвотные массы (у собак, кошек). После гибели животного иссле​дуют содержимое желудка, кишечника, лимфоузлы, головной мозг, селезенку. Чтобы избежать инактивации токсина, каждую пробу помещают в отдельную банку темного стекла (или оберты​вают банку черной бумагой), герметично закрывают. Поступив​ший в лабораторию материал исследуют бактериологически с це​лью выделения культуры и обнаружения токсина возбудителя.
Для выделения культуры производят посевы на жидкие и плот​ные питательные среды. Помимо этого каждую пробу материала заливают физиологическим раствором NaCl (1". 2) для экстрагиро​вания токсина. Через 1...2ч полученный экстракт фильтруют че​рез пластинки Зейтча. Фильтрат делят на три порции: одну вводят лабораторным животным (при наличии токсина животные гиб​нут); вторую порцию прогревают при 80 "С 30 мин, затем инъеци​руют морским свинкам — животные должны остаться живыми (токсин термолабильный); третью порцию смешивают с полива​лентной антитоксической антиботулинической сывороткой и вы​держивают в термостате 1...2 ч, затем смесь вводят подкожно мор​ским свинкам. Токсин ботулинуса нейтрализуется специфически​ми антителами сыворотки (антитоксинами) и при инъекции жи​вотным гибель не вызывает.
Если необходимо установить тип токсина, фильтрат разливают в пробирки по 1 мл и в каждую добавляют антисыворотку разного типа. После контактирования в течение 1...2ч смесь токсин (фильтрат)-антитоксин(сыворотка) из каждой пробирки вводят отдельным группам животных. Не погибают только те животные, которым была введена смесь с нейтрализованным токсином (ан​тисывороткой определенного типа).
Возбудитель некробактериоза (Fusobacterium necrophorum)^ Возбу​дитель F. necrophorum принадлежит к семейству Bacteriodaceae, роду Fusobacterium. F. necrophorum обычно вызывает местный некроти​ческий процесс, чаще поражаются ткани в области конечностей, но может быть и генерализованный процесс с образованием метаста​зов в виде некротических очагов в печени, легких, почках и др. У северных оленей болезнь часто приводит к летальному исходу.
Бактериологическая диагностика. Использу​ют пораженную ткань, взятую на границе некротизированной и здоровой ткани. Поскольку из данного материала чистую культуру получить трудно (фузобактерии некроза всегда находятся в ассо​циации с другими микробами), исследуют пораженные очаги внутренних органов. С этой целью некротизированную ткань рас​тирают в ступке с небольшим количеством физраствора и полу​ченной взвесью патологического материала заражают кролика. После гибели последнего труп вскрывают и из очагов поражения производят посевы на питательные среды для культивирования анаэробов и готовят бактериоскопические препараты.
F. necrophorum — сравнительно тонкая, неподвижная, грамотри-цательная анаэробная палочка, споры и капсулы не образует. В мазках-препаратах из пораженной ткани и в мазках-препаратах из исследуемой культуры располагается длинными нитевидными це​почками. Микроорганизм окрашивается неравномерно; отмечает​ся зернистость цитоплазмы.
Культурально-биохимические свойства. Оптимальная температура роста 34...37 °С. В среде Китта — Тароц-ци отмечают равномерное помутнение с газообразованием. В сы​вороточном агаре столбиком через З...4сут появляются чечевице-образные колонии с нитевидными ответвлениями. На глюкозо-кровяном агаре образуются мелкие колонии. Не разжижает жела​тину, не образует сероводород и индол, Разлагает сахарозу, салицин.
Для биопробы используют кроликов, которых заражают аппли​кацией патологического материала в подкожный отпрепарирован​ный «кармашек» или инъецируют подкожно сбоку, и белых мы​шей. Кролики гибнут через 1„.2мес, мыши —через 8...14сут.
Обнаружить F. necrophorum можно и методом флуоресцирую​щих антител.
Биопрепараты. Поливалентная концентрированная вакцина против брадзота, инфекционной энтеротоксемии, злока​чественного отека овец и дизентерии ягнят: состоит из смеси на-тивных токсических бульонных культур, обезвреженных прогре​ванием и формалином, сорбированных на геле гидроксида алюми​ния и затем концентрированных. Содержит С. perfringens типов В и D и С. septicum.
Поливалентный анатоксин против клостридиозов овец. Содер​жит анатоксины С. perfringens типов С и В и С. septicum, сорбиро​ванные на геле гидроксида алюминия. К готовым анатоксинам С. perfringens добавляют 25 % вакцины С. septicum.
Антитоксическая сыворотка против анаэробной дизентерии яг​нят и инфекционной энтеротоксемии овец: получают иммунизаци​ей волов-продуцентов анатоксинами С. perfringens типов С и D. Им​мунную сыворотку проверяют на активность в РН: 1 мл препарата должен содержать не менее 10 МЕ антитоксинов каждого типа.
Антитоксические сыворотки С. perfringens типов А, С, D и Е для диагностики болезней животных, вызываемых С. perfringens.
Гидроокисьалюминиевая вакцина против эмфизематозного карбункула крупного рогатого скота и овец.
Столбнячный анатоксин: представляет собой фильтрат токсин-содержащей бульонной культуры, инактивированной формали​ном при 39...40 "С в течение 25...30 сут.
Вакцину против ботулизма норок готовят из С. botulinum типа С. Бульонную токсинсодержашую культуру инактивируют форма​лином при 37 °С в течение 35 сут. В каждой серии вакцины коли​чество анатоксина варьирует, что не позволяет рекомендовать для вакцинации животных одну постоянную дозу. Поэтому в опыте вакцинации с последующим прямым заражением на мышах рас​считывают ЕД препарата (по методу Кребса) и, исходя из полу​ченных данных, определяют рабочую дозу вакцины.
Ботулинистические диагностические антитоксические сыво​ротки предназначены для идентификации ботулинических токси​нов в реакции нейтрализации.
Тема 22. ПАТОГЕННЫЕ МИКОБАКТЕРИИ
Возбудитель туберкулеза. 
Открыт Кохом (1882), принадлежит к порядку Actinomycetales, семейству Mycobacteriaceae, роду Mycobacterium. Микобактерии отличаются ветвистостью, располо​жением в виде буквы V и разнообразием видов, в том числе пато​генных (рис. 66).
Наибольшее значение в патологии сельскохозяйственных жи​вотных и человека имеют следующие виды микобактерии; М. tuberculosis — возбудитель туберкулеза человека, М. bovis — возбу​дитель туберкулеза крупного рогатого скота, М. avium — возбуди​тель туберкулеза птиц.
Туберкулез характеризуется образованием в различных тканях и органах специфических очагов — бугорков (туберкул), по мере
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Рис. 66. Формы мхкобактернй 
развития процесса подвергающихся творожистому перерождению. При разных формах течения туберкулеза отмечают повышение температуры, увеличение лимфатических узлов, прогрессирующее истощение организма, а при поражении органов дыхания —ка​шель.
Бактериологический диагноз. Основан на мик​роскопии мазков-препаратов из патологического материала, вы​делении чистой культуры возбудителя туберкулеза и заражении лабораторных животных. Исходя из того что туберкулез протекает преимущественно в скрытой форме (латентно), для своевремен​ного выявления больных применяют аллергический метод диагно​стики при помощи аллергена туберкулина.
Для бактериологического анализа направляют при жизни жи​вотного истечения из носа, бронхиальную слизь, молоко (особен​но при увеличении надвыменных лимфоузлов) — не менее 100 мл, фекалий — 30...50, реже мочу — 200 мл. Посмертно или после убоя отправляют кусочки органов с изменениями и бронхиальные, заг​лоточные, средостенные, предлопаточные, надвыменные лимфо​узлы.
При взятии патологического материала необходимо соблюдать правила асептики и профилактические меры, технику безопаснос​ти. Материал в лабораторию лучше доставлять свежим. Если нет такой возможности, то лимфоузлы, кусочки органов консервиру​ют в 30...40 %-м водном растворе глицерина. Обсемененность ис​следуемого материала микобактериями туберкулеза может быть незначительной. Для большей достоверности результатов иссле​дования применяют специальные методы обработки и обогаще​ния, чтобы повысить концентрацию возбудителя в пробах.
Бронхиальную слизь (мокроту) собирают в пробирки с 6%-м раствором серной кислоты, закрывают резиновой пробкой, про​мывают 5...6 мин встряхиванием, центрифугируют, кислоту отса​сывают, к осадку добавляют физраствор, вновь встряхивают и центрифугируют. Так промывают 2...3 раза. Промытый осадок вы​севают на питательные среды и готовят мазки.
Молоко центрифугируют. Осадок обрабатывают также раство​ром серной кислоты, промывают физраствором, центрифугируют. Из осадка готовят препараты-мазки и производят посев на пита​тельные среды.
Масло (2...4 г) вносят в стерильную пробирку, заливают горя​чей водой, закрывают резиновой пробкой, встряхивают 5...10 мин, переворачивают пробирку вверх дном, ставят в штатив и оставля​ют в прохладном месте. Когда масло застынет, осторожно приотк​рывают пробку, жидкость выливают в центрифужные пробирки и далее исследуют как молоко.
Пораженные ткани нарезают мелкими кусочками и растирают в стерильной ступке с 6%-й серной кислотой в соотношении 1: 4, фильтруют через марлю и центрифугируют. Из осадка готовят мазки и производят посевы на питательные среды. Фекалии (50 г) растирают в стерильной ступке с 18 %-м раствором серной кисло​ты, фильтруют через марлю и центрифугируют, исследуют осадок, как в предыдущих случаях.
Содержимое туберкул дополнительно исследуют микроскопи-рованием препаратов, приготовленных из растертых кусочков тво​рожистой массы очажка между двумя предметными стеклами.
Возбудитель туберкулеза относится к группе кислого-, спирто-шелочеустойчивых бактерий, что обусловлено наличием стеари​новых кислот (миколовой, фтионовой) и Других воскоподобных веществ в оболочке микробной клетки. Эти вещества придают микробной клетке гидрофобность, то есть способность отталки​вать воду и водные растворы красителей, кислот и щелочей. В свя​зи с этим бактерии туберкулеза трудно воспринимают краску. Для окрашивания этой группы бактерий применяют специальные ме​тоды, среди которых наиболее распространенным является метод Циля — Нильсена, при котором микобактерии окрашиваются в розово-красный цвет (цв. рис. XII). Грамположительны. Для мик​роскопического исследования патологического материала реко​мендован также люминесцентный метод.
Возбудитель туберкулеза палочковидной формы, длиной 1,5...5мкм и шириной 0,5 мкм. М. tuberculosis — тонкая слегка изогнутая палочка, М. bovis — короткая и толстая, М. avium — мельче остальных видов, обладает полиморфизмом. Микобакте​рии туберкулеза неподвижные, не образуют капсулу и спору. В мазках из исследуемого материала располагаются одиночно и в виде небольших скоплений. В мазках из культур помимо одиноч​ных бактерий встречаются длинные нити с разветвлениями. Часто проявляются неравномерность в окрашивании, наличие в цитоп​лазме зернистости (грамположительные некислотоустойчивые «зерна Муха»), Микобактерии — аэробы. Растут только на специ​альных средах с добавлением глицерина.
Выделение чистой культуры. Для выделения возбудителя из патологического материала используют электив​ные (избирательные) среды — яично-крахмальные, картофельные с глицерином и краской (малахитовая зелень) для задержки роста посторонних микроорганизмов.
Для культивирования используют также синтетические среды, например Финна, Дорсе и Моделя.
Среда Дорсе представляет собой тщательно растертое яйцо с 10 мл раствора Рингера. Затем эту смесь взбалтывают в сосуде с бусами и разливают по пробиркам, стерилизуют дробно: 3 сут при 75 "С по 1 ч.
Среда Моделя: двухосновный фосфат калия — 5 г, цитрат аммо​ния — 10 г, сульфат магния — 0,5 г, сульфат железа — 0,05 г, глице​рин — 50 мл, дистиллированная вода — 1 л, рН среды 7,2. Стери​лизуют 20 мин при 115°С.
Культивировать можно и на обычном картофеле, пропитанном 3...4 %-м глицерином, в глицериновом МПБ и на глицериновом МПА. Срок инкубации при 37 °С от 3...4 нед до 2...3 мес. Рост учи​тывают каждые 5...7сут. Отдельные виды микобактерий могут проявить рост через 2...4 нед.
Культуральные свойства. М. tuberculosis в глице​риновом бульоне на поверхности среды растут в виде толстой складчатой пленки с широким пристеночным кольцом. На плот​ных средах рост обильный, колонии сухие бородавчатые или сморщенные, иногда в виде узелков цвета слоновой кости (цв. рис. XIII). М. bovis в бульоне образует пленку нежную, иногда сетчатую, не покрывающую всей поверхности среды. На плотных средах рост скудный, колонии сухие, мелкие, зернистые, серова​то-белого цвета. М. avium в жидких средах образует сначала сухую, затем ослизняющуюся пленку по всей поверхности среды. На плотных средах влажный и слизистый налет. Колонии серовато-белые или желтоватого цвета с пуговицеобразным круглым возвы​шением, иногда кратерообразным углублением. Растет быстрее, чем остальные виды микобактерий.
При исследовании масла следует учитывать возможность нали​чия кислотоустойчивых сапрофитов (М. phlei и др.), которые рас​тут на питательных средах очень быстро (4 ...7 сут) по сравнению с патогенными микобактериями.
Чистую культуру микобактерий определяют на видовую при​надлежность. Одним из распространенных методов дифференциа​ции является культивирование в глицериновом бульоне с 5 % жел​чи. Каждый вид микобактерий растет в присутствии желчи соот​ветствующего вида животного: М. avium —в присутствии только птичьей желчи, М. bovis — с добавлением желчи крупного рогатого скота. Наличие миколовой кислоты в клетках способствует тому, что патогенные штаммы растут на питательных средах в виде ко​сичек, хорд.
Биопробу используют для определения патогенности и диффе​ренциации видов бактерий туберкулеза. Заражают морских свинок, кроликов и при необходимости кур, предварительно проверенных аллергическим методом для исключения спонтанного туберкулеза. Для заражения применяют выделенную культуру или присланный в лабораторию материал. Последний предварительно обрабатывают по Гону серной кислотой, как указывалось выше, растирая в сте​рильной ступке. Затем к осадку после центрифугирования добавля​ют 15%-й раствор гидрокарбоната натрия (двууглекислой соды), ос​тавляют на 10...15 мин и вновь центрифугируют 5 мин. Образовав​шийся осадок дважды промывают стерильным физиологическим раствором NaCl с последующим центрифугированием, а затем оса​док вновь эмульгируют в физиологическом растворе, отстаивают 5... 10 мин. Надосадочную жидкость вводят в дозе 1...2мл: морским свинкам в паховую область, кроликам — внутривенно.
У морских свинок в положительных случаях через 2...3нед на месте введения образуется уплотнение, затем язва с одновремен​ным увеличением регионарных лимфоузлов. Далее этим свинкам через 2...3 нед подкожно вводят туберкулин, что приводит к бурной генерализации процесса и гибели животных. При вскрытии из ти​пичных туберкулов готовят мазки и делают посевы. М. bovis вызы​вает генерализованный процесс туберкулеза у кроликов и морских свинок. М. tuberculosis патогенны лишь для морских свинок, вызы​вая заболевание в период от 3 нед до 3 мес после заражения. М. avium, как правило, обусловливает у кроликов септический процесс без образования специфических бугорков и приводит к быстрой ги​бели животных (особенно при внутривенном заражении).
Дифференциация. Для дифференциации отдельных видов микобактерий лучше заражать животных суспензией выра​щенных культур. Если у выделенных культур слабая вирулент​ность и атипичный рост, то микобактерий необходимо дифферен​цировать от кислотоустойчивых сапрофитов. Для этого использу​ют следующие тесты:
1. Определение каталазной активности. В пробирку с вырос​
шей культурой на яичной среде вносят 50%-й раствор пергидро​
ля, чтобы вся поверхность среды с культурой была покрыта. С
момента появления пузырьков газа учитывают результат — стол​
бик пены измеряют в миллиметрах (мм). Каталазной активнос​
тью обладают все кислотоустойчивые бактерии, но у сапрофитов
она интенсивнее.
2. Определение лекарственной устойчивости. Осуществляют с
культурами, выращенными на питательных средах с добавлением
различных    концентраций    туберкулостатических    препаратов
(стрептомицин,     ПАСК    и др.).     Вирулентные     штаммы    М.
tuberculosis, M. bovis, как правило, чувствительны к действию этих
препаратов. Между тем атипичные штаммы, кислотоустойчивые
сапрофиты и М. avium обладают устойчивостью в отношении ан​
титуберкулезных лечебных препаратов, особенно к фтивазиду и
ПАСК (парааминосалициловая кислота).
Аллергический метод используют в хозяйстве как метод массо​вой диагностики скрытых форм туберкулезного процесса. С этой целью применяют специфические препараты — туберкулин для крупного рогатого скота и отдельно для птиц.
Возбудитель паратуберкулезвого энтерита крупного рогатого ско​та (Mycobacterium paratubercutosis). Вызывает заболевание преиму​щественно у крупного рогатого скота, реже у овец, верблюдов и очень редко у коз и оленей. Паратуберкулез — хроническая ин​фекционная болезнь, характеризующаяся образованием отечно-воспалительных складок слизистого и подслизистого слоя пора​женного участка кишечной стенки под действием локализованно​го здесь возбудителя. Характерные клинические признаки болез​ни — профузный понос и прогрессирующее истощение.
Лабораторная диагностика. При жизни живот​ного посылают фекалии с комочками слизи и примесью крови, со-скобы со слизистой оболочки прямой кишки; посмертно (или при убое) исследуют пораженные участки кишечника, отрезок под​вздошной кишки, перевязанный с двух сторон, мезентериальные лимфатические узлы. Материал берут с соблюдением правил асеп​тики, консервируют в 30%-м растворе глицерина. Для гистологи​ческого исследования консервируют в 10%-м растворе формалина.
Бактериологический анализ. Включает в себя микроскопию мазков из патологического материала и выделение чистой культуры возбудителя паратуберкулеза. Основным ориен​тиром служит результат микроскопирования препаратов, так как выделение чистой культуры возбудителя сопряжено с большими трудностями. Биологическую пробу на паратуберкулез не ставят, т. к. лабораторные животные не восприимчивы. Можно использо​вать телят.
Подготовка материала. Учитывая загрязненность материала посторонней микрофлорой, его предварительно обрабатывают с целью очистки и концентрации возбудителя, как и при диагности​ке туберкулеза, а также применяют способы Венота и Моро или метод флотации.
Метод Венота и Моро: 2...4 г фекалий растирают в стерильной ступке, добавляют 25%-й раствор NaCl до жидкой консистенции и фильтруют через двойной слой марли. Фильтрат сливают в цент​рифужные пробирки, добавляют по 1 мл петролейного эфира (можно бензин или лигроин), взбалтывают, центрифугируют 15...20 мин при 3000 мин-'. Мазки готовят из нижней части надо-садочного слоя жидкости.
Микроскопия. M.paratuberculosis— мелкая палочка дли​ной 0,5... 1,5 мкм и шириной 0,2...0,5 мкм, неподвижная, споры и капсулы не образует, кислотоустойчивая, грамположительная. В препаратах из патологического материала располагается кучками, гнездами, редко одиночно или по 2...4 клетки. Отмечается поли-морфность: палочки могут иметь расширение, приобретая конту​ры бутылки, ручной гранаты, бесструктурных глыбок, мелких кок​ков. В мазках из культуры палочки длиннее, стройнее, скучен​ность меньшая, в некоторых видна зернистость.
В связи с тем что выделение возбудителя паратуберкулеза с фе​калиями происходит периодически, при сомнительном или отри​цательном результате микроскопии исследование повторяют.
Кроме обычной световой используют люминесцентную микро​скопию препаратов-отпечатков из патологического материала или полученной чистой культуры, используя специфические люми-несцирующие сыворотки.
Выделение чистой культуры. Осуществляют по​севом на специальные питательные среды, так как на обычных средах возбудитель паратуберкулеза не растет. Активный рост наблюдают при добавлении к питательным средам вытяжки из уби​тых бактерий туберкулеза или кислотоустойчивых сапрофитов. М. phlei выращивают на среде Данкинса: в 4%-м глицериновом бульо​не растирают 10 мл глицерина и 10 мл печеночного экстракта, ки​пятят, добавляют три свежих яйца, хорошо перемешивают, вносят спиртовой раствор генцианвиолета (2,5 % к общему объему сре​ды), фильтруют, разливают в пробирки, скашивают и стерилизуют в аппарате для свертывания сывороток дробно в течение 3 сут под​ряд при 80°С по 1 ч.
Патологический материал. Предварительно об​рабатывают 5%-м раствором серной кислоты, промывают физио​логическим раствором NaCl, растирают в ступке и высевают на среды. Посевы помешают в термостат при 38 °С; через 2 сут про​бирки парафинируют. Учет производят с помощью лупы через 15 сут, а затем каждые 5 сут. Первичный рост на казеиновой среде наблюдают к 18...20 сут при сильной обсемененности засеянной ткани; при слабой обсемененности — в более поздние сроки. На плотных элективных средах колонии плоские, сухие, серовато-бе​ловатые, с неровными краями. По мере роста края приобретают бугристость, не отличаясь от колоний других микобактерий. В жидких средах (МПБ с глицерином, синтетических средах) на по​верхности образуется нежная беловатая пленка, которая в силу собственной тяжести опускается на дно.
Дифференциация. Возбудитель паратуберкулезного эн​терита дифференцируют от возбудителя туберкулеза по следующим тестам: 1) культивирование микобактерий паратуберкулеза возмож​но только на средах с добавлением «фактора роста»; 2) лаборатор​ные животные невосприимчивы к возбудителю паратуберкулеза.
Серологическая диагностика. Пробы сывороток крови исследуют в РСК по общепринятой методике (с паратуберку-лезным антигеном — метаноловым экстрактом микробной массы М.paraluberculosis); реакция неспецифична. Помимо названных ме​тодов диагностики паратуберкулеза, широко используют аллерги​ческую диагностику в соответствии с действующей инструкцией.
Биопрепараты. Вакцина БЦЖ (BCG): представляет собой живую лиофильно высушенную культуру вакцинного штамма тубер​кулезных микобактерий бычьего типа. Вакцинный штамм BCG (Bacillus Calmette — Guerin) был получен в 1924 г. французскими уче​ными Кальметтом и Гереном путем длительного культивирования (в течение 18 лет) вирулентного штамма М. bovis на картофельно-гли-цериновой среде с добавлением бычьей желчи. Для приготовления противотуберкулезной вакцины штамм БЦЖ выращивают на специ​альных средах в течение 20 сут. В ветеринарной практике вакцину БЦЖ используют в неблагополучных по туберкулезу хозяйствах для профилактики туберкулеза у крупного рогатого скота.
Сухой очищенный туберкулин ППД для млекопитающих гото​вят из культуры микобактерий, которую выращивают в течение двух месяцев, а затем стерилизуют авто планированием. Белок из культуральной жидкости осаждают трихлоруксусной кислотой. Преципитат белка, отделенный центрифугированием, растворяют в воде и вновь осаждают сульфатом аммония. Белок — это основ​ная фракция туберкулина ППД, содержание его составляет 73,4...90 %. Кроме того, в состав препарата входят полисахариды, липиды и нуклеиновые кислоты.
Альттуберкулин (АТК)для млекопитающих: стерильный филь​трат культуры микобактерий, выращенных в течение двух месяцев на мясогидролизатном картофельно-глицериновом бульоне. Буль​он концентрируют, выпаривая до 1/10 первоначального объема, и затем добавляют 20 % экстракта бактериальной массы микобакте​рий.
Туберкулин ППД для птиц: готовят, используя пять штаммов М. avium. Выделение белка из культуральной жидкости и приго​товление препарата проводят, как при получении АТК.
Тема 23. ВОЗБУДИТЕЛЬ АКТИНОМИКОЗА
Возбудитель актиномикоза — Actinomyces bovis. Актиномикоз характеризуется образованием в различных тканях медленнорас​тущей плотной ограниченной припухлости — актиномикомы. В образовании актиномикомы могут участвовать и другие актино-мицеты. A. israeli — грамположительный микроорганизм. В есте​ственных условиях в основном восприимчив крупный рогатый скот, но отмечены случаи заболевания актиномикозом свиней. Болеет актиномикозом и человек.
Лабораторная диагностика. На исследование на​правляют воспалительный экссудат и кусочки пораженной ткани из актиномикомы (при наружных поражениях), а при убое — ку​сочки пораженных органов. Исследование заключается главным образом в микроскопии препаратов-мазков и в случае необходи​мости в посеве на питательные среды. Установлено, что при внут​римышечном заражении 5...7-суточных крольчат у них появляют​ся актиномикозные поражения спустя 2О...25сут, в пораженной ткани и экссудате которых обнаруживают возбудителя.
Возбудитель актиномикоза морфологически неоднороден в культуре и в пораженной ткани. В патологическом материале нахо​дят «зернышки» серо-грязного цвета — «друзы». Препаровальными иглами берут несколько зерен и раздавливают их между двумя пред​метными стеклами. Один препарат накрывают покровным стеклом и рассматривают в неокрашенном виде при среднем увеличении под сухим объективом, другой мазок красят по Граму. В «друзе» центральная часть гриба представляет собой густое переплетение нитей мицелия в виде клубка, а вокруг центральной части — була​вовидные радиальные разрастания. Центральная часть — жизнеспособная, при пересевах дает рост гриба, периферическая часть— дегенерированная, омертвевшая и при посевах на питательные среды роста не дает. При окраске центральная часть окрашивается грампо-ложительно, а наружные разрастания измененного мицелия — грам-отрицательно. В препаратах из культур A. bovis видны разветвления одноклеточного тонкого несептированного мицелия диаметром 0,6...0,7 мкм. Мицелий окрашивается грамположительно.
Культивирование и культуральные свой​ства. A. bovis растет на средах плотных и жидких с добавлением сыворотки крови. Аэроб. Оптимальная температура роста 37 °С. Растет медленно— 1...2 нед. На плотных средах (сывороточный МПА, МПЖ) сначала появляются мелкие прозрачные колонии, приобретающие со временем беловато-серый цвет. По мере даль​нейшего роста колонии становятся сухими, плотными, с неровной поверхностью, врастающие в среды. При старении культуры коло​нии как бы посыпаны порошком мела. В жидкой среде (сыворо​точный МПБ) рост характеризуется образованием осадка в виде зернышек —это густое сплетение нитей мицелия. По мере старе​ния культуры на поверхности бульона появляется морщинистая пленка желтоватой окраски, среда остается прозрачной. Вырос​шую культуру используют для внутримышечного заражения крольчат, которых через З...4нед убивают и исследуют с целью диагностики актином икоза.
Тема 24. ПАТОГЕННЫЕ СПИРИЛЛЫ
Возбудитель кампилобактериоза. Это бактерии семейства Spirillaceae, рода Campylobacter. Основные виды: C.fetus (подвиды С. fetus venerealis и C.fetus sb.fetus), C.jejuni, С. sputorum (подвиды С. sputorum sputorum, С. sputorum bubulus, С sputorum faecalis) и непато​генный С. coli. C.fetus sb. fetus вызывает аборты у овец, крупного ро​гатого скота. C.fetus sb. veneralis — патогенен для крупного рогатого скота. C.jejuni вызывает аборты у овец, энтериты у телят, ягнят и других животных. С. mucosalis патогенен для свиней; выделяют при признаках некротического энтерита и локального илеита.
Бактериологическое исследование. Включа​ет в себя обнаружение возбудителя в исходном материале методом световой микроскопии, выделение чистой культуры посевом на питательные среды и идентификацию возбудителя по культураль-но-морфологическим, ферментативным, серологическим свой​ствам.
В лабораторию направляют абортированный плод целиком с плодными оболочками или от крупных плодов голову, желудок, легкие, печень; у абортировавших животных — плаценту, слизь из шейки матки, взятую стерильно в первые З...4сут после аборта или в период охоты; от быков-производителей — препуциальную  слизь и секрет придаточных половых желез; от убитых с диагнос​тической целью животных — матку, влагалище, лимфоузлы тазо​вой области.
Микроскопия. Представители рода Campyhbacter — грам-отрицательные полиморфные тонкие палочки, изогнутые в виде «крыла чайки», запятой, спирали с одним или несколькими завит​ками, или S-образные. Средние размеры (0,5...8) х (0,2...0,8) мкм. Подвижны за счет одного полярного жгутика на одном или обоих концах клетки; движение винтообразное. Спор и капсул не обра​зуют.
В мазках от животных, подвергавшихся лечению, располагают​ся в виде длинных спирилл, малоизвитых нитей и мелких кокко-видных форм.
Культурально-биохимические свойства. Возбудитель — микроаэрофил; температурный оптимум роста 37...38 "С. Для получения культуры кампилобактерий используют полужидкие и плотные питательные среды: плотный 2...3 %-й МППА и полужидкий 0,2 %-й мясопеченочный пептонный агар (ПЖА), среду Китта—Тароцци без масла, агар Мартена, сафрани-но-железо-новобиоциновую (СЖН) среду. Для обогащения в пита​тельные среды добавляют 5... 10 % дефибринированной крови круп​ного рогатого скота, овец, кроликов или сыворотку крови лошади. Культивируют в течение 6...10сут в микроаэрофильных условиях при замене 10...15% воздуха оксидом углерода. Контаминирован-ный материал высевают на среду СЖН: полужидкий агар — 0,5 мл, 2 %-й раствор сульфата железа — 5 мл, 0,5 %-й водный раствор саф​ранина Т —5 мл и 0,2%-й водный раствор новобиоцина — 5 мл. Среду фильтруют через бумажный фильтр, разливают в пробирки и автоклавируют 25 мин при 115 °С. Готовая к использованию среда должна быть розового цвета; рН 6,8. При культивировании на дан​ной среде кампилобактерий ее цвет не изменяется, другой микро​флоры — приобретает ярко-желтую окраску.
Каждую пробу высевают, растирая шпателем по поверхности среды, в нескольких чашках Петри. Выросшие колонии пересева​ют на полужидкий кровяной, сывороточный агар или среду Китта — Тароцци для получения чистой культуры.
При первичном выделении на плотной среде кампилобактерий образуют через 3...4 сут колонии (гладкие, бесцветные, диаметром мм или шероховатые, непрозрачные, белые или кремовые до мм в диаметре, или плоские, серые или светло-коричневые с не​ровными краями); редко в виде тонкого налета. На кровяном агаре гемолиз отсутствует. При росте на сывороточном бульоне дают
слабое помутнение, иногда с образованием незначительного рыхлого осадка. На полужидком агаре растут в виде серовато-голубого диска около поверхности среды.
У выделенных культур кампилобактерий изучают фермента​тивную активность, ростовые потребности и на основании полученных данных идентифицируют их на уровне вида, подвида, био​вара.
Серологическая идентификация. Для сероди​агностики кампилобактерий выпускают агглютинирующие и лю-минесцирующие сыворотки против. С. fetus subsp. fetus (первый тип), С. fetus subsp. venerealis (второй тип), С. spulorum subsp. bubulus (третий тип).
Для ориентировочной идентификации выделенных культур ставят РА на стекле, используя указанные сыворотки, разведен​ные 1:50.
Для окончательной серологической идентификации кампило​бактерий ставят пробирочную РА. Для этого готовят последова​тельные разведения каждой из трех моноспецифических сыворо​ток в 3 %-м растворе хлорида натрия, содержащем 0,3 % формали​на, — 1 :25, 1 :50, 1 : 100, ! : 200. Затем в каждую пробирку с ука​занными разведениями моноспецифических сывороток добавляют по 0,5 мл исследуемой суспензии вибрионов концент​рацией 1 -109. После внесения компонентов пробирки тшательно встряхивают и помещают в термостат (37 °С) до следующего дня. Затем их выдерживают 3...4 ч при комнатной температуре и учи​тывают результаты реакции.
При положительной реакции с моноспецифической сыворот​кой одного типа и отрицательной с моноспецифическими сыво​ротками остальных двух типов исследуемый штамм относят к тому типу, с которым получен положительный результат.
При получении положительной реакции с двумя моноспеци​фическими сыворотками (что может быть при выделении атипич​ных или диссоциированных штаммов) опыт повторяют с обеими моноспецифическими сыворотками, агглютинировавшими иссле​дуемую суспензию вибрионов, применяя более высокие разведе​ния, чтобы определить титр каждой сыворотки. Типовую принад​лежность исследуемого штамма устанавливают по той моноспеци​фической сыворотке, которая агглютинирует микробную суспен​зию в более высоком титре.
Для идентификации возбудителей кампилобактериоза в реак​ции иммунофлуоресценции используют как чистые, так и сме​шанные культуры, выращенные на общепринятых питательных средах.
Б и о и р о б а. Нативным материалом или выделенной культу​рой заражают беременных морских свинок внутрибрюшинно или во влагалище с последующим исследованием абортирован​ных плодов. Если в течение 10...12 сут аборт отсутствует, то мор​ских свинок убивают и исследуют содержимое полости матки и плоды. При необходимости биопробу ставят на беременных тел​ках и овцах, заражая их подкожно или перорально. Животные абортируют, а при отсутствии аборта их убивают с диагностичес​кой целью.
Серологическая диагностика. Основана у ко​ров на результатах реакции агглютинации с вагинальной слизью (РАВС), а у овец — РА с сывороткой крови.
Слизь берут марлевым тампоном, который помещают в про​бирку с 5 мл формалинизированного 3%-го раствора хлорида на​трия. Выдерживают 12...14 ч. Тампон отжимают, жидкость цент​рифугируют при 2500...3000 мин~' в течение 30 мин.
После центрифугирования реакцию ставят с экстрактом ваги​нальной слизи в четырех двукратных разведениях. Для приготов​ления кампилобактериозного антигена исходную концентриро​ванную суспензию бактерий разводят физиологическим раство​ром, содержащим 0,3 % формалина, в соотношении 1 : 10.
Наряду с исследуемыми пробами материала ставят контроли антигена: 1) контроль антигена (проверка самоагглютинации) — в пробирку наливают 0,5 мл антигена в рабочем разведении и добав​ляют 0,5 мл 3%-го формалинизированного раствора хлорида на​трия; 2) контроль активности антигена; в каждую пробирку с раз​веденной агглютинирующей кампилобактериозной сывороткой первого типа добавляют по 0,5 мл антигена; 3) контроль специ​фичности антигена: в две пробирки, содержащие по 0,5 мл нор​мальной сыворотки в разведениях 1: 100 и 1: 200, добавляют по 0,5 мл антигена. Все пробирки встряхивают и далее поступают с ними так же, как с опытными.
Вначале учитывают результаты контроля антигена. Отрица​тельная реакция в 1-м и 3-м контролях при положительной во 2-м свидетельствует о правильности постановки реакции.
Учет результатов: 1) положительная —реакция хорошо выра​жена (на три-четыре креста) во всех пробирках или только в 1-й и 2-й; 2) сомнительная —агглютинация на один-два креста в 1-й и во 2-й пробирках; 3) отрицательная — отсутствие агглютинации во всех пробирках.
У больных овец для исследования берут сыворотку крови, разводят ее в 100, 200 и 400 раз. Результат считают положитель​ным, если исследуемая сыворотка дает реакцию агглютинации в разведении 1 : 200 и выше на четыре или три креста, сомнитель​ным — на четыре или три креста в разведении 1 : 100 либо на два или один крест в разведении 1 : 200, отрицательным — если агглютинация отсутствует или ее оценивают не выше чем на два или один крест в разведении 1 : 100. Сыворотку овец, вакцини​рованных против кампилобактериоза, серологически не иссле​дуют.
Кроме РА сыворотку животных можно исследовать в РСК, ре​акции иммунофлуоресценции или реакции иммунной сорбции антител, меченных ферментами. Для выявления антител в РНГА разработаны экспериментальные партии диагностикумов, кото​рые используют для диагностики кампилобактериозов животных и человека.
Биопрепараты. И нактивиро ванная эмульсированная вакцина против кампилобактериоза овец.
Кампилобактериозные агглютинирующие сыворотки.
Кампилобактериозный антиген представляет собой инактиви-рованную 0,3%-м раствором формалина суспензию кампилобак-терий.
Возбудитель лептоспироза. Принадлежит к порядку Spirochaetales, семейству Spirochaetaceae, роду Leptospira. Патоген​ные лептоспиры составляют 25 серологических групп, включающих 124 серологических варианта, из них от сельскохозяйственных жи​вотных выделено семь— L. icterohaemotrfmgiae, L.pomona, L. tarassowi, L grippotyphosa, L. hebdomadis, L canicola, L. cazackstanika.
Лептоспироз — инфекционная болезнь разных видов животных и человека. Наиболее часто болезнь протекает с кратковременной лихорадкой в острой и подострой форме; гемоглобинурией {осо​бенно у телят), желтушностью слизистых оболочек. У коров и сви​номаток возможны аборты. Переболевшие животные длительное время остаются лептоспироносителями.
Бактериологическое исследование. В лабо​раторию направляют при жизни животного мочу, кровь в период лихорадки; посмертно — труп или кусочки паренхиматозных ор​ганов, почку, транссудат из грудной и брюшной полостей, пери-кардиальную жидкость, мочевой пузырь с содержимым, абортиро​ванный плод или органы плода. Жидкие субстраты отсасывают в стерильные пробирки. Патологический материал доставляют с на​рочным в опечатанном ящике не позднее 6 ч после гибели живот​ного в летнее время и 12 ч зимой. Воду (до 2 л) на наличие лептос-пир направляют в лабораторию в бутылях (колбах).
Из патологического материала готовят нативные неокрашен​ные препараты для микроскопирования методом «раздавленной капли» в темном поле зрения. Лептоспиры плохо воспринимают анилиновые краски. По Граму окрашиваются отрицательно, по методу Романовского — Гимза через 48 ч — в розово-фиолетовый цвет, по методу Киктенко — в красно-фиолетовый цвет (на бес​цветном фоне). Метод Киктенко заключается в том, что на не​фиксированный препарат наносят специальный раствор (0,2 г та​нина, 2 мл формалина, 5 мл 4 %-го спиртового раствора йода, 100 мл дистиллированной воды). Выдерживают 1 мин, сливают и наносят другой краситель (1 г генциан виол ета в 100 мл 25%-го этилового спирта) на 50 с при подогревании. После этого препа​рат промывают, высушивают и микроскоп и руют под иммерсией.
Морфология. Лептоспиры представляют собой тонкие длинные спиралеподобные микроорганизмы длиной 10... 15 мкм и шириной 0,1—0,2 мкм, количество спиралей (завитков) 10... 12 и более. Споры и капсулы не образуют. На концах лептоспир име​ются утолщения. Движение маятникообразное. Подвижность со​храняется не более 2 ч с момента взятия крови или мочи.
Выделение чистой культуры. Производят посе​вы патологического материала на полусинтетическую среду ГНКИ, состоящую из овечьего альбумина, воды и компалона (фактора роста), или на среды Любашенко и Терских, в основу которых взят фосфатно-буферный раствор на 5 % кроличьей сы​воротки и 1 % пептона, дистиллированная вода; рН среды 7,2...7,4. Лептоспиры — факультативные аэробы. Оптимальная температура роста культивирования 28...30 "С. Культивирование составляет 7...20сут. Среда остается прозрачной, рост культуры определяют микроскопированием препаратов из нее. Если макроскопически виден рост (помутнение среды и осадок) — культура загрязнена.
Патогенность. Определяют биопробой: выделенной культурой заражают морских свинок или золотистых хомяков, крольчат 3...5-недельного возраста. Культуру или взвесь исследуе​мого растертого материала инъецируют подкожно или внутрибрю-шинно хомякам в дозе до 1 мл, крольчатам — 2...3 мл (по два жи​вотных на каждую пробу). Одного убивают через 4...5 сут, второ​го—спустя 14...1бсут, вскрывают и проводят бактериологическое исследование.
Лептоспиры продуцируют ферменты (плазмокоагулазу, липазу и лецитиназу) и экзотоксины (гемотоксин, некротоксин), а также эндотоксин.
В культуре ткани лептоспиры проявляют цитопатогенное дей​ствие.
Серологические методы. Чаще используют для прижизненной диагностики лептоспироза. Кровь от животных допускается исследовать лишь через два месяца после их вакцина​ции. Самым распространенным методом является реакция микро-агглютинации (РМА) со свежей, высушенной на фильтровальной бумаге или консервированной 0,5 %-м раствором фенола сыво​роткой. Сначала готовят разведения сыворотки — 1: 50, 1:100, 1 : 200, 1: 400 (при необходимости и больше), затем добавляют ан​тиген — живые культуры лептоспир.
Удобно ставить реакцию в следующей модификации: из каж​дого разведения сыворотки (начиная с большего) по 0,1 мл вно​сят в 6...13 лунок пластины для серологических реакций или в пробирки Флоринского в зависимости от количества имеющихся в лаборатории антигенов — живых культур диагностических штаммов лептоспир. Каждый антиген — 5,..15-суточная культура лептоспир с концентрацией 70...100 микробных тел в поле зре​ния микроскопа (предварительная проверка) — вносят по 0,1 мл в четыре лунки (пробирки) с разными разведениями сыворотки по 0,1 мл. Электролитной средой служит 0,85 %-й раствор хлори​да натрия. Антигены с сывороткой встряхивают, помещают в термостат на 1 ч при 30 °С. Контрол — культура лептоспир с фи​зиологическим раствором (также по 0,1 мл). Используют иммунно-ферментный анализ.
Для учета реакции используют микроскопию: из каждой про​бирки (или лунки) готовят препарат «раздавленная капля» и мик-роскопируют его в темном поле микроскопа при увеличении 20 х 10. При наличии гомологичных антигену антител в сыворотке происходит агглютинация— образуются агглютинаты склеенных лептоспир в виде паучков или пучков, сохраняющих подвижность на свободных концах. Результат РМА оценивают в крестах: «++++» — агглютинация 100 % лептоспир, «+++» — 75 %, «++» — 50%, «+» — 25 % лептоспор; «—» — агглютинация отсутствует. В небольших разведениях сыворотки наблюдают набухание и непод​вижность, зернистость и лизис лептоспир. Положительная реак​ция признается с оценкой в четыре и три креста, два креста — ре​зультат сомнительный.
Помимо РМА ставят обычные РА, РСК и РИФ по общеприня​тым методикам.
Биопрепараты. Депонированная поливалентная вакци​на против лептоспироза сельскохозяйственных и промысловых животных: готовят из 7...10-суточной культуры лептоспир, кон​сервированных 5%-м раствором карболовой кислоты.
Поливалентная вакцина против лептоспироза сельскохозяй​ственных и промысловых животных: получают методом гиперим​мунизации волов-продуцентов. Антигены для гипериммунизации готовят из производственных штаммов 6 серогрупп.
Антигены для диагностики лептоспироза в реакции макроагг​лютинации: готовят из эталонных штаммов лептоспир. Выращен​ные культуры инактивируют формалином, концентрируют, рас​фасовывают по ампулам и подвергают сублимационному высуши​ванию.
Групповые агглютинирующие лептоспирозные сыворотки предназначены для определения серогрупповой принадлежности лептоспир, выделенных из патологического материала, а также лептоспир, используемых в качестве антигенов в реакции микро​агглютинации при серологической диагностике лептоспироза.
Возбудитель дизентерии свиней (Serpulina hyodysenteriae). При​надлежит к роду Serpulina.
Бактериологическое исследование. Включа​ет в себя обнаружение возбудителя в исходном материале методом световой микроскопии, а также выделение чистой культуры посе​вом на питательные среды и идентификацию возбудителя по куль-турально-морфологическим и ферментативным свойствам.
Для прижизненной диагностики в лабораторию направляют фекалии, для посмертной — слизистую оболочку большой ободоч​ной кишки, которую соскабливают после удаления из кишечника содержимого и промывания водой. От трупов материал берут не позднее чем через 2 ч после гибели животного: материал должен быть исследован в течение 2...4 ч, а при хранении на холоде — 6...8ч.
Микроскопия. Поскольку культивирование возбудителя весьма трудоемко, микроскопическое исследование — это основ​ной метод диагностики, доступный практическим лабораториям. Поступивший материал исследуют методом темнопольной, фазо-во-контрастной или обычной световой микроскопии.
При темнопольной микроскопии препарат «раздавленная кап​ля» исследуют в водной иммерсии с объективом х 40 и окулярами х7 или х 10. Возбудитель в этом случае виден как спиралевидная клетка с 3...I2 правильными витками размером (7...9) х х (0,3...0,4) мкм, движущаяся змеевидно-поступательно. При тем​пературе 22 °С наблюдают изгибание клетки и скользящее движе​ние, а при 37...42 °С —поступательное. У большинства больных дизентерией свиней в препарате «раздавленная капля» в одном поле зрения обнаруживают 5... 10 спирохет и более. В препаратах, окрашенных по Граму, видны грамотрицательные извитые клетки со строением, типичным для спирохет. Клетки возбудителя хоро​шо окрашиваются по Романовскому—Гимза, фуксином Пфейф-фера. Сходные по морфологии с Serpulina hyodysenteriae вибрионы, обитающие в кишечнике, отличаются тем, что толщина их клетки в 2...4 раза больше, с тупыми концами, движение вращательное вокруг длинной оси.
Культурально-биохимические свойства. Возбудитель —строгий анаэроб. Температурный оптимум роста 36...38°С (при 25...30°С не растет), рН 7,0...7,2. Для первичного выделения используют селективные среды. Например, кровяной агар со спектомицином готовят следующим образом: к перевару Хоттингера добавляют 0,001 % резазурина, 0,5 % хлорида натрия, 0,25 % глюкозы, 1 % пептона, 2 % агара, кипятят, через среду про​пускают азот или диоксид углерода в течение 10...15 мин, устанав​ливают рН 7,0...7,2, вносят 0,05 % гидрохлорида цистеина. Среду автоклавируют при 110°С в течение 30 мин, охлаждают до 40...45 "С, пропуская при этом через среду стерильный газ без кис​лорода, после чего вносят 10 % дефибринированной крови барана (или крупного рогатого скота) и 400 мкг/мл спектомицина. Среду разливают в атмосфере оксида углерода. На кровяном агаре через 48...96 ч инкубирования при 38 °С вырастают плоские просвечива​ющие колонии диаметром 0,5...3 мм с зоной р-гемолиза.
Культивируют также в жидкой или полужидкой среде, содер​жащей сердечно-мозговую вытяжку и 10 % эмбриональной теля​чьей или кроличьей сыворотки. На кровяном агаре через 48—96 ч инкубирования при 38 °С вырастают плоские просвечивающие ко​лонии диаметром 0,5...3мм с зоной р-гемолиза. В полужидком сывороточном агаре возбудитель растет в виде беловатого диффуз​ного облачка ближе к поверхности среды.
После изучения морфологических и культуральных свойств у выделенных бактерий исследуют ферментативную активность. Патогенные для свиней культуры гидролизуют эскулин, не ферментируют фруктозу, утилизируют пируват. При сбраживании глюкозы образуют водород, диоксид углерода, ацетат; нитраты не восстанавливают; растут на средах, содержащих 6,5 % хлорида на​трия, но не растут на средах с 1 % глицина.
Тема 25. МИКОПЛАЗМЫ
Возбудитель перипневмонии крупного рогатого скота (Mycoplasma mycoides). По современной классификации принадлежит к порядку Mycoplasmatales, семейству Mycoplasmataceae, роду Mycoplasma.
Перигтневмония (плевральное воспаление легких) крупного ро​гатого скота характеризуется подострым и хроническим течением. Температура тела повышается до 40 °С (и выше), у животных болез​ненный сухой кашель, прекращается удой, появляется запор, моча темного цвета с высоким содержанием белка. У тяжелобольных жи​вотных слизистое, иногда с примесью крови, истечение из носа.
Для прижизненной диагностики используют бронхиальную слизь, секрет молочной железы, мочу. После убоя исследуют плев-ритический экссудат, лимфу, медиастинальные, бронхиальные, предлопаточные лимфоузлы, секвестры (пораженные участки) легких. При необходимости указанные органы консервируют в 30...40%-м водном растворе глицерина или в 0,5%-м растворе фе​нола.
Микробиологические исследования. Изуче​ние патологического материала включает микроскопирование препаратов, окрашенных по методу Романовского — Гимза (про​должительность окраски 48 ч), высев на специальные питательные среды. При атипичных клинических признаках болезни и нечетко выраженных патологоанатомических изменениях прибегают к биопробе. Микоплазмы перипневмонии —полиморфные, нитча​тые, коккоподобные, звездчатые формы размером 125,..25Онм. У микоплазм нет клеточной стенки, чем и объясняется их полимор​физм. Клеточное содержимое (цитоплазма) снаружи покрыто ци-топлазматической мембраной.
Культурально-биохимические свойства. Микоплазмы — аэробы. Оптимальная температура роста 37..,38 "С, рН среды 7,8...8,0. Чистую культуру получают при посе​ве на бульон и агар Мартена с добавлением 8 % сыворотки крови. В жидкой среде рост проявляется через 2...3 сут очень слабым по​мутнением (легкой опалесценцией), а на сывороточном агаре — в виде слизистого налета. Микроб не разжижает желатину, не обра​зует индол, ферментирует крахмал, глюкозу, маннит, гликоген; фильтраты культур лизируют эритроциты лошади. Культивирует​ся на куриных эмбрионах.
Биопроба. Подкожно заражают телят, так как лаборатор​ные животные невосприимчивы к возбудителю.
Для массового обследования животных применяют РСК и реак​цию конглютинации (РК). Методика постановки РСК общепринятая (см. Общая часть). Антигеном для РСК и РК служит либо вторич​ная лимфа, полученная из плевральной полости после эксперимен​тального подкожного заражения теленка, или бульонная культура возбудителя. Лимфу, разведенную дистиллированной водой (1:4; 1:6), прогревают 10 мин при 100 °С, консервируют 0,5%-м раство​ром фенола. Нестерильный материал фильтруют и разводят бульо​ном Мартена (I : 80). В свежем материале посторонняя микрофлора отсутствует. РСК выявляют субклинические формы заболевания.
Возбудитель контагиозной агалактии коз и овец (Mycoplasma mycoides, var. agalactiae). Вызывает заболевание, характеризующее​ся поражением главным образом молочной железы с отсутствием секреции молока; возможно поражение глаз (кератит, конъюнкти​вит) и суставов. При остром течении болезни животные погибают через 5...8сут.
Для микробиологического исследования при жизни использу​ют молоко (или секрет вымени при агалактии), выделения из по​раженных глаз, а посмертно — паренхиматозные органы, лимфо​узлы, содержимое абсцессов.
Из патологического материала готовят мазки-препараты и про​изводят посевы на питательные среды. Материал наносят на пред​метное стекло, распределяют тонким слоем и высушивают 24 ч. Для удаления солей и растворимых белков препарат погружают в дистиллированную воду на 10 мин, высушивают, фиксируют эти​ловым спиртом 10 ...15 мин и окрашивают по метолу Романовско​го — Гимза (до 48 ч).
М. mycoides, var. agalactiae — полиморфный микроб величиной 125...250 мм, аэроб. Культивируют в бульоне и агаре Мартена с до​бавлением 15...20 % сыворотки при рН 7,4...8,0 и температуре 37 "С. Растет также на среде Хоттингера с добавлением сыворотки и 1 ...2 % лактозы. На сывороточном агаре с лактозой рост в виде мел​ких колоний (лучше рассматривать под лупой). Колонии молодых культур легко снимаются с поверхности плотной среды, старые культуры — с трудом, так как прорастают в глубь среды. Микоплаз-мы культивируют в некоторых культурах клеток (например, клетки почки эмбриона овцы, куриные фибробласты и др.).
Лабораторные животные невосприимчивы к возбудителю ага​лактии. Поэтому для биопробы используют овец и коз. Чистую культуру вводят через сосковый канал или внутривыменно (мож​но также подкожно, интраторакально). Инкубационный период длится 1...24сут. Бактериологическую диагностику (из-за трудно​сти проведения) осуществляют только для первичного установле​ния агалактии в хозяйстве. Решающее значение имеет выделение возбудителя из молока, суставов.
Возбудитель респираторного микоплазмоза птиц. По современ​ной номенклатуре возбудитель называют Mycoplasma gailisepticum.
Морфологически микроб не отличается от других микоплазм: полиморфен, размер колоний до 500 мкм. Препараты-мазки окра​шивают по Гимза (2 ч), предварительно фиксируя их метиловым спиртом. Исследуют соскобы со слизистой оболочки гортани, си​нусов, трахеи и легких.
Культивирование. Предварительно готовят суспензию исследуемого материала на курином бульоне из расчета 1 : 10, обезвреживают от банальной микрофлоры добавлением 0,1 мл ра​створа ацетата таллия (1: 400) и 2500 ЕД пенициллина на 1 мл сус​пензии, выдерживают при комнатной температуре 40...60 мин, за​тем высевают на питательные среды. Банальную микрофлору можно удалить и центрифугированием суспензии при 3500...4000 мин"1 в течение 30...40 мин. Надосадочную жидкость обрабатывают пенициллином или пропускают через фильтроваль​ные пластинки Зейтца, а фильтрат уже обрабатывают пеницилли​ном (2500...3000 ЕД на 1 мл жидкости).
Для культивирования чаще используют среду Эдварда, состоя​щую из отвара сердечной мышцы крупного рогатого скота с до​бавлением I % пептона; рН среды 8,0. Перед использованием до​бавляют 20 % стерильной сыворотки крови лошади (или рогатого скота, свиней, птиц) и 10 % экстракта дрожжей. При добавлении 2 % агара получают плотную, а при добавлении 0,3 % агара — по​лужидкую среду. Рост в жидкой среде 24...48 ч. На плотной среде появляются мелкие прозрачные колонии, шероховатые, непра​вильной формы, вдавленных в центре. Культивировать можно и на 7...9-суточных куриных эмбрионах, заражая последних в жел​точный мешок или на хориоаллантоисную оболочку. Эмбрионы погибают через 5...8 сут.
Биопроба. Ставят на индюшатах или цыплятах 1...2-ме​сячного возраста. Суспензию патологического материала в дозе 0,5 мл инъецируют интраназально или интратрахеально, или в грудной воздухоносный мешок.
Серологическое типирование. С этой целью применяют РГА. В РГА определяют гемагглютинирующую актив​ность культуры микоплазм: 5-суточную культуру микоплазм на жидкой среде Эдварда (или S...lO-суточную на среде Мартена или на курином бульоне с 20 % сыворотки лошади и 0,5 % глюкозы) разводят в физиологическом растворе от 1 :2 до 1 :32. Отдельно готовят 1%-ю взвесь отмытых эритроцитов кур. Затем к разным разведениям культуры добавляют по 0,5 мл взвеси эритроцитов; пробирки встряхивают, выдерживают при комнатной температуре 45...60 мин и учитывают результат.
Тема 26. РИККЕТСИИ
Риккетсии относят к порядку Rickettsiales семейству Rickettsiaceae. Впервые описаны Риккетсом (1909—1910), в честь которого эти микроорганизмы получили свое название. Данная группа включает несколько видов, вызывающих различные болез​ни животных и человека. При многих риккетсиозах возбудители переносятся членистоногими кровососущими — клещами, вшами, блохами.
Риккетсии — полиморфные микроорганизмы, сходные морфо​логически с бактериями (овальные, кокковидные, палочковидные формы). Палочковидные формы длиной 0,3...1,2 мкм, диаметром ' 0,2...0,3 мкм. Риккетсии трудно поддаются окраске, биполярны, грамотрицательные. По методу Романовского — Гимза в отличие от других микроорганизмов окрашиваются в розовый цвет (мета-хроматически).
Возбудитель Ку-лихорадки (Coxiella burneti). Заболевание было описано в Австралии Дерриком (1937). Возбудитель получил на​звание по первоначальной букве провинции Квисленд. Вызывает зоонозный риккетсиоз (болеют крупный рогатый скот, овцы и. человек). Переносчики — клещи. Человек инфицируется, глав​ным образом, употребляя некипяченое молоко. Возбудитель чаще в виде кокковидной формы, реже встречаются палочковидные и нитевидные формы.
Культивирование возможно в желточном мешке куриных эмб​рионов. Культивированными риккетсиями возможно осуществить биопробу — любым способом заражая морских свинок, сусликов или хомяков. Заболевание проявляется лихорадкой. Белые мыши, белые крысы, кролики устойчивы к данному возбудителю; при за​ражении их внутривенно или в переднюю камеру глаза (после предварительной анестезии) риккетсиоз протекает бессимптомно. При убое зараженных животных возбудителя обнаруживают в почках, селезенке.
Диагностика. Основывается на биопробе: кровью боль​ного животного, взятой в период лихорадки, заражают морскую свинку внутрибрюшинно или интратестикулярно. В момент наи​высшего подъема температуры свинок убивают; в мазках из пече​ночной ткани или селезенки обнаруживают риккетсии.
При риккетсиозах применяют также серологические (РА, РП, РГА, РСК) и аллергические методы диагностики. Антиген для РА — консервированная взвесь риккетсии, для РСК и РП— вы​тяжка из желточного мешка инфицированных эмбрионов. Ис​пользуют также метод флуоресцирующих антител.
Возбудитель гидроперикардита (Cowdria ruminantium). Открыт Ковдри (1925). Кокковидной формы, развивается в эндотелии стенки сосудов. Болеют гидроперикардитом крупный рогатый скот, овцы, козы. Переносчик — клеши. Заболевание характеризуется высокой температурой (41...42 °С), общей слабостью, судоро​гами. Возможны аборты. Течение острое.
Материал для исследования. Кровь больного животного, клетки РЭС (костный мозг, селезенка). В мазках кро​ви в период лихорадки (при жизни) и в мазках из соскобов ярем​ной или полой вены (посмертно) обнаруживают возбудителя.
Биопроба. Ставят на овцах или кроликах, морских свинках и белых крысах. Заражают интрацеребрально или внутрибрюшин-но. При гистологическом исследовании патологического материала риккетсии обнаруживают в эндотелии сосудов мозга и почек.
Тема 27. ХЛАМИДИИ
Возбудителей хламидиозов относят к порядку Chlamydiales, се​мейству Chlamydiaceae, включающему в себя один род Chlamydia с двумя видами С. trachomatis и С. psittaci. Это грамотрицательные не​подвижные облигатные паразиты с выраженным полиморфизмом, чаще кокковидной формы. С. trachomatis патогенен для человека и мышей. C.psittaci вызывает ряд инфекционных заболеваний у жи​вотных и птиц. Развитие патологического процесса зависит от мес​та локализации возбудителя. Хламидии чаще поражают респира​торные органы и кишечный тракт у птиц, ягнят, телят, поросят; ге​ниталии у крупного и мелкого рогатого скота; синовиальные ткани телят, поросят, ягнят, жеребят; слизистые оболочки глаз крупного рогатого скота, свиней, овец, кошек и др. Клинические проявления хламидиоза разнообразны: диарея, пневмонии, конъюнктивиты, полиартриты, перикардиты, энцефалиты, аборты, мертворождение, бесплодие, вагиниты, эндометриты и др. К С. psittaci восприимчивы дикие и домашние птицы (свыше 130 видов). Из домашних птиц чаще болеют утки, индейки, гуси, реже — куры, голуби (орнитоз).
Бактериологическое исследование. Включа​ет в себя обнаружение возбудителя в исходном материале методом световой и люминесцентной микроскопии, выделение чистой культуры методом биопробы и идентификацию возбудителя по морфологическим свойствам.
От павших или вынужденно убитых животных в лабораторию направляют кусочки паренхиматозных органов; при аборте — плод целиком или паренхиматозные органы и сычуг; для прижиз​ненной диагностики — пробы эякулята или замороженной спер​мы, кровь для серологических исследований. Материал берут в те​чение 2 ч после гибели, убоя или аборта, помещают в термос со льдом.
Микроскопия. Для световой микроскопии мазки из па​тологического материала окрашивают по Романовскому— Гимза (хламидии в зависимости от стадии развития окрашены в красно-или сине-фиолетовый цвет), Стемпу. При окраске по Стемпу препараты фиксируют нагреванием, окрашивают 15 мин фуксином Циля (рН 7,4), разведенным дистиллированной водой в соотно​шении 1 : 5, промывают дистиллированной водой. Затем обраба​тывают 1 мин 0,05 %-м раствором серной кислоты, вновь промы​вают дистиллированной водой, докрашивают 30 с 1 %-м водным раствором малахитовой зелени, после чего промывают водой и микроскопируют: хламидии ярко-красные на зеленоватом фоне клеток. При иммунофлуоресцентном выявлении хламидии в мате​риале используют прямой и непрямой варианты; в зависимости от этапа морфогенеза размеры хламидии варьируют от 0,2...0,4 до 0,6...1,5мкм.
Культурально-биохимические свойства. Для выделения хламидии используют 6...7-суточные куриные эмб​рионы или лабораторных животных. Из материала готовят суспен​зию на физиологическом растворе (1:10), центрифугируют, надо-садочную жидкость обрабатывают антибиотиками (100 ЕД/мл пе​нициллина, 500ЕД/мл стрептомицина) при 4°С в течение 24 ч, одновременно контролируя на стерильность. Затем исследуемый материал в объеме 0,2 мл вводят в желточный мешок. Эмбрионы инкубируют в термостате при 37 °С и относительной влажности 75 %. Эмбрионы, погибшие на 4...12-е сутки, вскрывают, аллантоисную жидкость контролируют на бактериальную контаминацию. Из желточных мешков готовят мазки-отпечатки и исследуют на нали​чие хламидии методом микроскопии. При отсутствии специфи​ческой гибели эмбрионы на 12-е сутки вскрывают и проводят вто​рой пассаж, при необходимости — и третий.
Биопроба. Для выделения хламидии заражают пять белых мышей или двух-трех морских свинок. Материал, подготовлен​ный ранее описанным способом, вводят внутрибрюшинио или интраторакально мышам в дозе 0,3 мл, морским свинкам — 0,5 мл. Наблюдение ведут в течение 3 сут. В положительных случаях жи​вотные погибают на 7...10-е сутки. При вскрытии обнаруживают большое количество серозно-фибринозного экссудата в грудной и брюшной полостях, очаговую пневмонию, кровоизлияния под ле​гочной плеврой. При отсутствии гибели животных проводят сле​пые пассажи. Обнаружение и идентификацию хламидии прово​дят, как описано ранее.
Серологическая диагностика. Основана на по​становке РСК или РДСК. Сыворотки исследуют в разведении 1: 5 и 1 : 10; положительным результатом считают задержку гемолиза на два—четыре креста в разведении 1:10, сомнительным — на один крест в разведении 1: 10 и на один—четыре креста — в разве​дении 1:5.
Биопрепараты. Инактивированная эмульгированная вакцина против хламидиозного аборта овец.
Набор антигенов и сывороток для серологической диагностики хламидиозов сельскохозяйственных животных.
Тема 28. ПАТОГЕННЫЕ ГРИБЫ
Возбудители дерматомикозов (стригущего лишая и парши). Отно​сят к несовершенным грибам к порядку Hyphomycetales, родам Trichophyton, Microsporum и Achorioti.
Возбудитель трихофитии рода Trichophyton (tricho — волос, phytum — растение). Основные виды трихофитона Т. faviforme, Г. verrucosum вызывают заболевание преимущественно у молодня​ка крупного рогатого скота и овец, реже у лошадей, собак, верб​людов; Т. equinum — возбудитель лишая лошадей (1...2 % случаев); Т. gypseum, T. mentagrophytes — основные возбудители трихофитии у мышей, крыс, собак, кроликов, кошек, морских свинок, пушных зверей, редко лошадей, крупного рогатого скота.
Трихофития характеризуется появлением облысевших участ​ков кожи, в первую очередь в области головы, затем поражение может распространиться дальше по поверхности тела животного. В зоне пораженных участков волос хрупкий, ломкий, отторгаю​щиеся чешуйки эпидермиса иногда слипаются в виде корочек. На концах оставшихся волос заметны серовато-белые «чехлы» (споры гриба).
Для лабораторного исследования делают соскоб пораженного эпидермиса с захватом волос на границе со здоровой тканью. Го​товые препараты из патологического материала микроскопируют. При сомнительном результате делают посев на плотную среду Со-буро. Предварительно соскобы обрабатывают 10 %-м раствором щелочи (КОН или NaOH) в течение 15...30 мин. Препаровальной иглой (или бактериологической петлей) несколько волосков пере​носят на предметное стекло, накрывают покровным стеклом. Иглу (или петлю) следует сразу хорошо прокалить на пламени горелки. Приготовленный препарат («раздавленная капля») микроскопиру​ют под объективом сухой системы средней степени увеличения. На пораженном волосе внутри и снаружи его отчетливо видны расположенные рядами круглые, хорошо преломляющие свет ко​роткие гифы мицелия гриба (споры).
Для выделения чистых культур материал после десятиминут​ной обработки 5...10%-м раствором шелочи промывают стериль​ным физиологическим раствором при центрифугировании. Об​ломки волосков длиной 1...2см переносят на агар Сабуро в 8...10 пробирок и располагают их на расстоянии 1 см друг от друга. Культивируют при 26...28 °С в аэробных условиях. Из-за сильной загрязненности патологического материала в питательную среду добавляют пенициллин и стрептомицин по 100...200 ЕД/мл.
Время появления и характер роста колоний зависят от вида гриба — возбудителя дерматомикоза.
Возбудитель микроспории — Microsporum. Различают три вида данного рода гриба: Microsporum lanosum, M. equinum и М. gypseum. Стригущий лишай, вызванный грибом рода микроспорум, по клиническому проявлению не отличается от трихофитии, за исключе​нием того, что волосы на пораженных участках кожи головы, ног обламываются ближе к поверхности кожи. К микроспории вос​приимчивы кошки, собаки, лошади, пушные звери, обезьяны, тигры, а также человек (особенно дети). Взятие патологического материала, порядок его исследования такие же, как при трихофи​тии.
В культурах гриб микроспорум имеет мицелиальную форму. Мицелий септирован, многоклеточный, почти такой же, как и мицелий трихофитона, отличие только в пораженном волосе: гриб располагается не рядами, а беспорядочно разбросан, обычно в виде «сотообразных» скоплений.
Необходимо проводить дифференциацию трихофитона и мик-роспорума ввиду различного их антигенного строения.
Люминесцентная диагностика микроспо​рии. Осуществляют с помощью ПРК-4 с фильтром Вуда в тем​ном помещении. При наличии возбудителя последний обнаружи​вают по характерному зеленоватому свечению под действием уль​трафиолетового излучения (возбудители трихофитии не флуорес​цируют). Возможна идентификация видов и родов возбудителей трихофитии и микроспории методом флуоресцирующих антител.
Различие в антигенном строении разных видов дерматомице-тов имеет значение в создании профилактических специфических биопрепаратов. Биологическая промышленность выпускает вак​цину для иммунизации животных против стригущего лишая с ис​пользованием культуры гриба T.faviforme (вакцина ЛТФ-130).
Биопроба. Микроспорию можно воспроизвести у морских свинок, кроликов путем втирания культуры возбудителя или пато​логического материала в скарифицированную кожу.
Возбудитель парши. Парша как дерматомикоз клинически проявляется так же, как и стригущий лишай, но при парше пора​жения более глубокие. Возбудителей парши относят к роду Achorion. A. gallinae поражает кожу, перья птицы, реже вызывает заболевание у млекопитающих. A. schoenkini вызывает заболева​ние у человека; спорадически болеют собаки, кошки, обезьяны, редко телята.
Отбор и пересылка патологического ма​териала. Для лабораторного исследования материал берут так же, как при диагностике трихофитии. В культуре гриб Achorion имеет многоклеточный септированный мицелий, в препаратах из патологического материала находится в виде тонкого септирован-ного мицелия со спиралевидными «воздушными спорами» на кон​цах. Хорошо видны хламидоспоры с двухконтурной оболочкой. Хламидоспоры круглой или многогранной формы располагаются цепочками или группами. Диаметр споры 4...8 мкм. В пораженном волосе при микроскопировании видны темные образования — пу​зырьки воздуха.
Культивируют возбудитель парши на тех же питательных сре​дах, что и возбудителей стригущего лишая. На глюкозном агаре Сабуро колонии гриба белого цвета, бархатистые, гладкие, при старении складчатые, пигментированные (розового цвета).
Биопрепараты. Препарат ТФ-130 (ВИЭВ) и сухая вак​цина ЛТФ-130 (ВИЭВ) против трихофитии крупного рогатого скота содержат аттенуированный штамм Trichophyton verrucosum (Vaviforme).
Вакцина СП-! против трихофитии лошадей: из штамма Trichophyton equinum.
Вакцина Триховис (ВИЭВ) сухая против трихофитии овец: из штамма Trichophyton verrucosum (вариант автотрофикум).
Вакцина МЕНТАВАК против трихофитии пушных зверей и кроликов: готовят из культуры Trichophyton mentagrophytes.
Вакцина Камелвак-ТС против трихофитии верблюдов: содер​жит аттенуированный штамм гриба Trichophyton sarkisovi.
Вакцина МИКОЛАМ против трихофитии и микроспории пло​тоядных животных, нутрий и кроликов.
Поливак-ТМ: инактивированная вакцина против дерматофи-тозов собак, включает 8 видов и разновидностей грибов родов Trichophyton и Microsporum.
Вакцина ВАКДЕРМ против дерматофитозов: предназначена для борьбы с микроспорией и трихофитией собак, кошек, пушных зверей и кроликов. Готовят из высокоиммуногенных штаммов Microsporum canis, Microsporum gypseum и Trichophyton mentagrophytes.
Возбудитель кандидамнкоза. Принадлежит к роду Candida, включающему 7 видов. Наиболее частым возбудителем заболева​ния служит вид Candida albicans, реже С. tropicahs и др. Кандида-микоз (молочница) характеризуется воспалением с последующим некрозом слизистых оболочек пищеварительного тракта, начиная с ротовой полости, и образованием налета (пленок) на поверхнос​ти слизистой. Кандидамикозом болеют птицы (особенно молод​няк), телята и реже животные других видов. У взрослого крупного рогатого скота поражаются легкие, вымя; у поросят заболевание проявляется афтозным стоматитом и энтеритом. К кандидамикозу восприимчив человек, особенно грудные дети.
Патологический материал. Для микологического исследования у больной птицы и млекопитающих берут пинце​том пленки (налет) со слизистой оболочки ротовой полости; у коров исследуют дополнительно молоко (пробы из пораженной доли вымени). Посмертно делают соскобы со слизистой пищева​рительного тракта, а также отбирают кусочки пораженных орга​нов. Павшую птицу и трупы мелких животных направляют цели​ком.
Исследование патологического материала включает в себя мик-роскопирование нативных препаратов методом «раздавленная капля» или фиксированных и окрашенных по Граму, посев патологического материала для получения культуры гриба, биопробу.
Материал для микроскопического исследования готовят так же, как при диагностике дерматомикозов.
Возбудитель кандидамикоза — дрожжеподобные круглые и овальные почкующиеся клетки, диаметром 2,5...6мкм. Мицелий септированный (многоклеточный), распадающийся на бластоспо-ры. По Граму окрашивается положительно, при этом четко видны структурные элементы клетки.
Выделение чистой культуры. Возбудитель выде​лить трудно, так как исследуемый материал загрязнен бактериаль​ной микрофлорой. Поэтому перед посевом на питательные среды материал обрабатывают 0,5 %-м раствором фенола или формали​ном, а в питательные среды добавляют пенициллин и стрептоми​цин. Культивируют на глюкозном агаре Сабуро с рН 6,0...6,5 (для очистки от бактериального загрязнения рекомендуют применять среды с рН 2,5...3,0) при 37 °С. Рост колоний Candida отмечают через 2...4сут в виде средней величины гладких образований на поверхности среды, иногда с радиально расположенными лучами, сливкоподобного кремового цвета. Колонии врастают и в глубь среды. Встречаются колонии S- и R-формы. В жидких питатель​ных средах гриб растет в виде густого крошковатого осадка; обра​зует пристеночное кольцо.
Дифференциация. Для дифференциации видов гриба используют посев на среды с глюкозой, фруктозой, маннозой, мальтозой, галактозой, сахарозой, раффинозой, левулезой и инди​катором Андрэдэ. Ферментативная способность по отношению к перечисленным углеводам у разных видов неодинаковая.
Патогенность. Определяют при заражении лаборатор​ных животных 1 мл взвеси 48-часовой культуры гриба, выращен​ной на среде Сабуро, содержащей 300...500 тыс. клеток. Кроликов заражают внутривенно, белых мышей внутрибрюшинно в дозе 0,5.мл. Животные погибают на 2...7-е сутки в результате генерали​зованного процесса с образованием белых гранулем в почках, пе​чени, сердце и других органах.
Возбудитель эпизоотического лимфангита (африканского сапа) (Histoplasma farciminosus, Cryptococcus farciminostis). Болезнь цель-нокопытных, характеризуется хроническим течением, поражени​ем лимфатических узлов и лимфатических сосудов кожи подкож​ной клетчатки. Клинически отмечают плотные узелки в толще кожи с последующим их размягчением и развитием абсцессов. После вскрытия абсцессов образуются язвы с гнойным экссуда​том. Края язв неровные.
Микологический диагноз. Лимфангит ставят на основании обнаружения возбудителя в микроскопируемых препа​ратах-мазках из гнойного экссудата язв, который обычно служит патологическим материалом для отправки в лабораторию. В со​мнительных случаях производят посев из гноя на питательные среды. Возбудитель — криптококк, трудно культивируется. Био​пробу на лабораторных животных не проводят, так как они нечув​ствительны к данному виду гриба. Имеются единичные сообще​ния об экспериментальном воспроизведении заболевания у лоша​ди в виде местного процесса; у лабораторных животных при внут-рибрюшинном заражении криптококком отмечалось поражение регионарных лимфатических узлов.
У возбудителя хорошо выражен полиморфизм, то есть мор​фология его в культуре и в патологическом материале {от больного животного) различна. Наиболее характерная форма его в организме (исследуемом материале)—яйцевидная, эллипсоидная, форма дрожжевой клетки с хорошо выраженной двухконтурной оболочкой. Длина клетки З...5мкм, ширина 2...3мкм. Чаше мик-роскопируют нативный неокрашенный материал — влажный пре​парат из гноя, покрытый покровным стеклом, как придавленная капля. Естественный цвет цитоплазмы светло-сине-зеленый, .на​поминающий цвет морской воды. Внутри клетки просматривают 3...4 гранулы, зернышки: особенно они хорошо видны в препара​тах, окрашенных по Граму или по Романовскому — Гимза. В маз​ках из культуры формы дрожжевых клеток не встречаются; вне животного организма гриб развивается в мицелиальной форме. Мицелий септированный, ветвящийся, многоклеточный.
Получить первичную культуру криптококка из патологическо​го материала очень трудно. Но если удается ее вырастить (при рН 6,8...7,0), то при дальнейших пересевах сравнительно легко удается поддерживать культуры на МППА, глюкозо-глицерино-вом МПА (углеводы по 2...2,5 %). Можно использовать агар Сабу-ро. Рост колоний появляется через 1О...12сут. Сначала они мел​кие, в последующем увеличиваются и возвышаются над поверхно​стью среды, складчатые, кремового цвета, сухие. Окраска посте​пенно темнеет, становится коричневой.
Для аллергической диагностики лимфангита можно использо​вать гистоплазмин (Королевой) — фильтрат 3...4-месячной куль​туры криптококка. При сомнительном результате лабораторного исследования применяют дифференциальную диагностику лим​фангита и сапа, используя глазную пробу с маллеином и подкож​ную пробу с гистоплазмином. Проводят также серологическое ис​следование — РСК с сапным антигеном.
Классификация криптококка неясна: одни исследователи при​числяют его к бластомицетам, другие, на основании некоторых биологических данных,— к несовершенным грибам.
Микотоксикозы (кормовые отравления). Заболевания, вызывае​мые грибами, продуцирующими токсины. Основные возбудители: грибы Stachybotrys alternans, Dendrochium toxicum, Fusarium sporotrichioides, Ciaviceps paspali, Aspergiltus jlavus, Aspergillus fumigatus, Penkillium rubrum, Claviseps purpurea, Myrothecium vericarria. Некоторые виды грибов, вызывающие микотоксикозы, могут быть причиной микозов, как, например, A. fumigatus. К ми-котоксикозам наиболее восприимчивы лошади, свиньи, овцы, до​машняя птица. Менее восприимчив крупный рогатый скот. Ми-котоксикозами болеет и человек. Основной источник возникнове​ния заболевания — корма, пораженные любым из перечисленных выше видов грибов. Путь инфицирования — алиментарный.
Материал для микологического исследо​вания. Отбирают пробы корма (из складских помещений, ос​татков корма из кормушек, содержимого желудочно-кишечного тракта). В зависимости от вида корма отбор проб производят в со​ответствии с имеющимися ГОСТами. Общая масса корма для ди​агностического исследования составляет 0,5... 1 кг. Пробу корма помещают в тканевые мешочки, бумажные пакеты. При отборе проб учитывают локальное расположение отдельных видов грибов в пораженном корме. При диагностике микотоксикозов предвари​тельно исключают инфекционные заболевания животных бакте​риальной и вирусной этиологии, протекающие с аналогичной клинической картиной, наличие в кормах ядовитых растений и их семян, а также ядохимикатов (удобрения, пестициды).
Диагностика микотоксикозов включает предварительное орга-нолептическое исследование, микроскопию, выделение чистой культуры и биопробу. Для микроскопировання в каплю дистилли​рованной воды или физраствора на предметном стекле вносят со-скоб видимых поражений с поверхности корма (налет), накрыва​ют покровным стеклом, просматривают при средней степени уве​личения без иммерсии. При сильном поражении корма грибом пробу измельчают, помещают в колбочку, заливают физиологи​ческим раствором и взбалтывают в течение 20 мин. Каплю полу​ченной взвеси наносят на предметное стекло, покрывают покров​ным стеклом и микроскопируют.
Токсичность. Определяют при скармливании корма или вытяжки из него лабораторным животным. Биопробу можно ста​вить и на куриных эмбрионах. В ветеринарных лабораториях часто применяют кожную пробу — РКТ (реакция кожной токсичности) на кроликах (рис. 67). Для этого измельченную навеску пробы кор​ма (50 г) помешают в патрон из фильтровальной бумаги и экстраги​руют в аппарате Соксклета в течение 6 ч, используя серный эфир (ацетон или хлороформ). Экстрагировать можно и в стеклянной банке с притертой пробкой в течение 24 ч. Экстракт сливают, выпа​ривают в вытяжном шкафу на водяной бане при 45...50 °С. На све​жевыбритый участок кожи (4...5 см2) кролика наносят и втирают полученный экстракт. Через сутки, если какие-либо изменения от​сутствуют, втирание повторяют. В положительных случаях через 1...3 сут развивается гиперемия, отечность, вплоть до некроза. От​сутствие реакции на месте введения в течение 3 сут свидетельствует о нетоксичности корма (гриба). При постановке данной пробы сле​дует исключить кислотность корма.
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Рис. 67. Дерматоиекротическая проба:
А — отрицательная;                      Б— положительная
При некоторых микотоксикозах с целью идентификации воз​будителя разработана реакция иммунофлуоресценции.
Для выделения чистой культуры (с учетом корма и предполагаемого вида гриба) смыв с поверхности пора​женного корма засевают на агар Сабуро, среду Чапека или на фильтровальную бумагу, пропитанную средой Ван-Итерсона в чашках Петри. Кроме того, можно произвести посев, непосред​ственно помещая пораженное зерно, соломины на плотные пита​тельные среды.
При определении степени поражения корма грубый корм из​мельчают и обрабатывают формалином в разведении 1 : 300 в тече​ние 1 ч или денатурированным спиртом 6 мин, промывают 2...3 раза водопроводной водой и вносят на питательную среду. Культивиру​ют при 22.,.25 X, проверяя рост через 3, 5, 7 и 10 сут. С появлением роста колоний культуру микроскопируют, пересевают споры или мицелий, проверяют токсичность, используя для биопробы по 3...5 особей белых мышей, белых крыс, морских свинок, кроликов, цыплят, утят, гусят, голубей, кошек. Для определения токсичности корма допускается использовать также цыплят в возрасте 2...3 мес, а также молодых мышат, морских свинок, поросят в возрасте до 10 сут. В зависимости от степени токсичности гриба, дозы и спосо​ба введения животным клиническая и патологоанатомическая кар​тина заболевания проявляются неодинаково.
Определение афлатоксинов в корме, продуцируемых токсиген-ными грибами родов Aspergillus, Petiicillium и Rhizopus, производят на тонкослойных хроматографических пластинках по флуорес​ценции экстрактов в ультрафиолетовом свете (чувствительность 0,5 мкг в пробе корма массой 20 г).
При оценке корма, пораженного тем или иным токсигенным грибом, следует пользоваться специальными инструкциями и ме​тодическими указаниями.
Возбудитель стахиботриотоксшсоза (Stachybotrys alternans). За​болевание возникает при скармливании пораженного корма у ло​шадей, реже у крупного рогатого скота и свиней. К токсину гриба чувствителен и человек. Токсин в химическом отношении являет​ся стероидом. Клиническое проявление стахиботриотоксикоза у лошадей характеризуется поражением слизистой оболочки рото​вой полости и последующих отделов пищеварительного тракта, слюнотечением, образованием язвенных поражений. Возможны синдромы возбуждения или депрессии с летальным исходом. У крупного рогатого скота заболевание проявляется обильным слю​нотечением, нарушением функции пищеварительного тракта.
Возбудитель стахиботриотоксикоза — энергичный разрушитель целлюлозы, поэтому он хорошо растет на поверхности сена, соло​мы, образуя черный сажистый налет. Пораженный корм направ​ляют в лабораторию.
Морфология. У гриба септированный многоклеточный мицелий, на концах конидиеносцев заметны стеригмы (нечетное количество —5...7); сформированные конидиеспоры имеют есте​ственную коричневую окраску. Большое скопление конидий со​здает черный цвет.
Выделение чистой культуры. Производят посев пораженной пробы корма на среду Сабуро, среду Ван-Итерсона или обычный МПБ. Рост проявляется через 5...7 сут при 24...26 °С. Токсичность чистой культуры проверяют методом кожной пробы на кроликах или скармливанием культуры (выращенной на стери​лизованном овсе) белым мышам, морским свинкам, кроликам, птице. Заболевание может быть воспроизведено у лошадей, свиней, овец при скармливании им инфицированного корма или культуры.
Возбудитель дендродохиотоксикоза (Dendrodockium toxkuin). Вы​зывает нарушение функции центральной нервной системы у ло​шадей. Заболевание возникает вследствие поедания соломы или зерна, пораженного грибом, причем органолептически такой корм внешне выглядит доброкачественным. Характеризуется мол​ниеносным течением, летальным исходом.
D. toxicum имеет разветвленные септированные нити мицелия, конидии эллипсоидной формы с заостренными концами, темно-зеленого цвета, размером (2...4) х (6...8) мкм.
Культивирование. Производят на агаре Чапека. Через З...4сут рост гриба в виде плотного сплетения гиф мицелия, на котором проявляются зеленые, затем чернеющие спородохии.
Токсичность. Определяют методом кожной пробы на кроликах, а также скармливанием подсвинкам ячменя, специаль​но зараженного грибом. Культурой можно заразить кроликов и морских свинок.
Возбудитель фузарцотоксикоза. Грибы рода Fusarium чаще раз​виваются на злаковых растениях. При фузариотоксикозе наблю​дают дермонекротические поражения, нарушение сердечной де​ятельности, лейкопению. Токсин гриба фузариум в химическом отношении является липотоксолом, сапонин и озарином и их производным. Наиболее часто заболевание животных (включая птиц) вызывают грибы Fusartum sporotrichioidus, F. graminarum, F, monikformae.
Зарегистрированы случаи алиментарного фузариотоксикоза у человека. Корм, пораженный фузарием, внешне не всегда отли​чим.
При микроскопировании в раздавленной капле соскоба вырос​шей культуры обнаруживают макроконидии и микроконидии гри​ба. Макроконидии — серповидно изогнутые с 3...5 перегородками внутри; микроконидии — шаровидной, грушевидной формы, без перегородок или с 1...2 перегородками, возможны хламидоспоры.
Культивирование. Производят на среде Чапека. Не​полноценные зерна светло-серого или розового цвета вносят на питательный субстрат. Через 3...5 сут инкубирования при 22...25 °С появляется рост пышных желтоватых колоний.
Для получения чистой культуры выросшие колонии пересева​ют на сусло-агар или картофельный агар. Выросшую культуру микроскопируют. По форме конидий, величине и числу в них пе​регородок, степени пигментации устанавливают родовую принад​лежность гриба.
Токсинообразование. Разные виды гриба фузариум нуждаются в особых температурных условиях — от 8 до 26 °С. Ток​сичность пробы корма, пораженного фузарием, проверяют на кроликах кожной реакцией (РКТ) или подкожным введением бе​лым мышам. У последних наблюдаются парезы и летальный ис​ход.
Возбудитель кяавицепстоксикоза (Claviceps paspali). Поражает траву, сено. Развиваясь на поверхности кормов, формирует кони​дии, округлые желто-бурые склероции размером 1,5...3,5 мм. Вы​зывает алиментарный токсикоз у лошадей, реже — у крупного ро​гатого скота, овец, в единичных случаях — у свиней и гусей.
Возбудители аспергиллотоксикозов (Aspergillus fumigatus, A. flams, Л. niger, A. clavatus). Известны около 30 видов и разновидностей рода аспергиллус, обладающих токсическими свойствами. Различа​ют 14 токсических фракций токсинов грибов данного рода. Наибо​лее токсичны фракции Вь В2, которые обладают канцерогенным действием. Эти токсины названы афлатоксинами. Заболевание обычно возникает у птиц, а также у других видов домашних живот​ных вследствие алиментарного инфицирования пораженным кор​мом. Аспергиллотоксикоэом поражается и человек при поедании недоброкачественных продуктов как животного происхождения (мясо, молоко), так и растительного (мука, арахис и др.).
Схема микологического исследования проб корма. Микроскопирование препаратов из смывов с пораженных участков корма, посевы на специальные питательные среды с целью выделения чистой культуры с последующим ее микроскопированием и определением афлатоксинов.
Морфологические
и
к ультуральные свойства. Типичны для всех представителей рода Aspergillus. Отличия имеет A. flavus, колонии которого на среде Чапека учиты​вают через З...4сут. Окончательно вид определяют через 1О...12сут культивирования, когда появляются характерные органы плодо​ношения. Колонии вначале белого, затем зеленоватого или темно-бурого цвета. При микроскопировании отмечают септированный мицелий; гифы 2...3 мкм в диаметре. Конидиеносцы несептирова-ны, с головками (булавовидные утолщения), слабо-зеленого цве​та, размером до 350 мкм. На концах располагаются продолговатые стеригмы в один ряд. От стеригм отшнуровываются конидии-спо​ры также зеленого цвета.
Для выделения чистой культуры других видов грибов данного рода производят посев проб корма на следующие питательные среды: агар Сабуро, сусло-агар. Исследуют в том же порядке.
Токсичность. Определяют при подкожном введении бе​лым мышам культуральной суспензии гриба и по реакции кожной токсичности (РКТ).
Для определения афлатоксинов применяют методику тонко​слойной хроматографии. Помимо грибов рода Aspergillus микоток-сикоз может быть обусловлен также грибами рода Penicillium, Mucor (головчатая плесень) и др. Исследования проводят по обще​принятой схеме.
ПРИЛОЖЕНИЕ
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ К ПРОВЕДЕНИЮ ПРАКТИЧЕСКИХ ЗАНЯТИЙ ДЛЯ ПРЕПОДАВАТЕЛЕЙ

ОБЩИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ. Практические занятия должны быть тесно увязаны с теоретическим курсом микробиологии, ибо они не только позволяют закрепить приобретенные знания и ус​воить микробиологическую технику, но и учат правильно, точно и аккуратно обращаться с патологическим материалом, соблюдать личную гигиену и профилактические меры по предупреждению собственного заражения. Во время практических занятий необхо​димо уделять серьезное внимание буквально всем мелочам.
Сама обстановка кафедры (плакаты, муляжи, музейные культу​ры и т. п.), идеальная чистота помещения должны воспитывать у студентов чувство ответственности и повышенную требователь​ность к себе.
На первом практическом занятии или вводной лекции следует ознакомить студентов с правилами и режимом работы кафедры: входя в лабораторию, они должны надеть халат, занять свое рабо​чее место, проверить, все ли нужные предметы находятся на рабо​чем столе, исправен ли микроскоп и о замеченном беспорядке доложить преподавателю; во время выполнения практических за​даний необходимо соблюдать тишину, не переходить бесцельно с места на место; запрещено без разрешения выносить за преде​лы кафедры какие бы то ни было материалы (пробирки, краски и т. п.); личные веши (книги, портфели) оставляют на отведенном для этого столе (при себе иметь тетрадь и цветные фломастеры).
При исследовании заразного материала и работе с живыми культурами применяют только соответствующие инструменты (пинцеты, бактериологическую петлю, шпатели и др.), которые после использования обеззараживают прокаливанием на пламени, кипячением, дезинфекцией и другими способами. Все использо​ванные материалы, трупы животных, культуральный материал сжигают или обеззараживают стерилизацией под давлением 105,5 кПа. Предметы, случайно загрязненные бактерийной куль​турой или другим инфицированным материалом, должны быть сразу же тщательно продезинфицированы. В лаборатории строго воспрещается курить и принимать пищу.
По окончании занятий следует привести в порядок рабочий стол, протереть и убрать микроскоп, тщательно вымыть и продезинфицировать руки, снять халат. Староста группы следит за со​блюдением установленного порядка на кафедре.
Преподаватель должен заранее подготовить необходимый для занятия материал и следить за ходом выполнения задания, при не​обходимости оказывая помощь; если студент допускает ошибку, сразу исправляет ее, не упуская из виду ни одной мелочи.
В процессе прохождения курса целесообразны контрольные работы и терминологические диктанты. Они могут быть в виде за​дач или устного опроса студентов по выполненным работам или домашним заданиям. Студентам полезно вести терминологичес​кий словарь и записывать ответы на вопросы в отдельной тетради, что упрощает их проверку преподавателем.
Посещения практических занятий заведующим кафедрой и со​трудниками смежных кафедр с последующим обсуждением на за​седании кафедры помогают улучшить методику проведения прак​тических занятий.
Преподаватель сообщает тему следующего практического заня​тия, а также задание для внеаудиторной самостоятельной работы, указывая нужные источники литературы. Студенты в таких случа​ях проходят с готовыми конспектами, и преподаватель после кон​троля выполнения самостоятельной работы дает целевую установ​ку на занятие, демонстрирует некоторые элементы техники вы​полнения, дает задание и следит за ходом работы.
Целенаправленная организация учебного процесса заставляет студентов с первых дней работать с книгой, аккуратно посещать лекции, готовиться к каждому практическому занятию.
При изучении частной микробиологии весьма целесообразно давать студентам самостоятельные работы, обеспечивая практи​ческие занятия материалом для исследования, который собирает​ся от незаразных павших или убитых животных. Когда материал доставлен, группа оценивает, правильно ли он собран, упакован и документирован, а затем приступает к исследованию самого мате​риала.
Полезно провести 2...3 практических занятия с полным бакте​риологическим исследованием и оформлением всей лабораторной документации (заполнение журнала по экспертизе, отправка отве​та). Необходимо также практиковать экскурсии в научно-исследо​вательские учреждения, лаборатории и биокомбинаты. Все это по​полняет знания студентов по микробиологии и приближает их к конкретным практическим вопросам.
ЧАСТНЫЕ МЕТОДИКИ. 
Тема 1. Цель занятия: ознакомить студентов с микробиологической лабораторией, ее основным обо​рудованием и правилами работы в ней; научить самостоятельной работе с микроскопом, в том числе с иммерсионной системой; оз​накомить с анилиновыми красками; научить самостоятельной ра​боте студентов по просмотру готовых мазков; дать задание студен​там на дом по подготовке к следующему занятию.
Оборудование и материалы: термостаты, микроанаэростаты, хо​лодильники, сушильные шкафы, автоклавы, центрифуги, вакуум​ные насосы, дистиллятор, водяные бани, потенциометр (рН-метр), фильтры, лабораторная посуда, световой, люминесцентный и электронный микроскопы, темнопольный конденсор, фазово-контрастное устройство, окуляр- и объект-микрометры, готовые препараты с бактериями, иммерсионное масло.
Тема 2. Цель занятия: ознакомить студентов с основными бак​териологическими красителями, техникой их приготовления и методом простой окраски бактериальных препаратов; со сложны​ми методами окраски, с помощью которых дифференцируют гра-циликутные, фирмикутные и кислотоустойчивые бактерии; с ме​тодами обнаружения у бактерий спор, капсул, жгутиков, цитоп-лазматических включений методом прямого флуорохромирования бактерий.
Оборудование и материалы: набор сухих бактериологических красок и их растворов, культуры бактерий на МПА и в МПБ (Е. coli, S. aureus), световые микроскопы, обезжиренные предмет​ные стекла, фуксин Пфейффера, красящие бумажки по Синеву, раствор метиленовой сини, фильтровальная бумага; смесь культур Е. coli и S. aureus, смесь Е. coli, S. aureus и микобактерий (вакцина БЦЖ); красители для окраски бактерий по методам Грама и Циля—Нильсена; световые микроскопы, бактериологические пет​ли, 96%-й этанол, фильтровальная бумага, предметные обезжи​ренные стекла, 5%-й раствор серной кислоты, дистиллированная вода; 24-часовая культура P. multocida на сывороточном МПА, культура В. cereus на МПА на стадии спорообразования; сенной настой, красители, предметные и покровные стекла, световые микроскопы.
Тема 3. Цель занятия: ознакомить студентов с особенностями морфологии и методами исследования микроскопических грибов различных таксономических групп.
Оборудование и материалы: грибные культуры родов Мисог, Penicillium, Fusarium на плотных средах в чашках Петри; суспензия дрожжей в бактериологических пробирках; предметные и покров​ные стекла, микологические крючки или препаровальные иглы, световой микроскоп.
Тема 4. Цель занятия: ознакомить студентов с назначением и основными методами стерилизации, применяемыми в микробио​логии.
Оборудование и материалы: автоклав, печь Пастера, аппарат Коха, керамические, асбестовые и мембранные фильтры, чашки Петри, бактериологические пробирки, колбы, мерные пипетки, стерилизатор, шприцы, иглы, пинцеты, вакуумный насос и др.
Тема 5. Цель занятия: ознакомить студентов с типами питатель​ных сред, методами их составления и культивирования микроор​ганизмов; освоить технику посева микроорганизмов на плотные и жидкие питательные среды и методы выделения чистых бактери​альных культур; ознакомить студентов с основными культураль-ными характеристиками микроорганизмов и методами определе​ния количества бактерий.
Оборудование и материалы: агар-агар, пептон, желатина, мясная вода, перевар Хоттингера, МПА, МПБ, среды (Китта — Тароцци, Эндо, Левина, Вильсона — Блера, Гисса), сухие питательные сре​ды, кровяной МПА; потенциометр, индикаторные бумажки, сте​рильная дефибринированная кровь барана, термостат, анаэростат. Бульонные и агаровые культуры В. cereus, Е. coli и S. aureus в про​бирках, чашках Петри; солевой МПА (8 % хлорида натрия) в чаш​ках Петри, стеклянные шпатели, стерильные пипетки Пастера, бактериологические петли.
Тема 6. Цель занятия: ознакомить студентов с методами изуче​ния ферментативной активности и принципами идентификации микроорганизмов.
Оборудование и материалы: засеянные среды Гисса (глюкоза, лактоза, сахароза и т. д.) с признаками кислото- и газообразова​ния, культуры Е. colt на МПБ в пробирках, реактив Эрлиха, куль​туры D. subtilis на молоке, МПЖ, культуры S. aureus на МПА в пробирках, 3%-й раствор пероксида водорода и другие тесты; ре​зультаты определения ферментативной активности культур Е. coli и S. typhimurium на ПБДЗ-пластинах, карточки с описанием свойств отдельных видов бактерий для работы с определителями.
Тема 7. Цель занятия, ознакомить студентов с методами опреде​ления чувствительности микроорганизмов к антибиотикам, а так​же с действием бактериофагов и их практическим использовани​ем.
Оборудование и материалы: стерильные чашки Петри с МПА, пробирки с чистой культурой стафилококка и кишечной палочки, стерильные градуированные «концевые» пипетки на 2 мл, резино​вые груши, набор стандартных дисков с разными антибиотиками, стерильные пинцеты, линейки; культура вакцинного штамма L. monocytogenes, набор листериозных бактериофагов; стерильный МПБ, содержащий 0,5 % глюкозы; 2%-й МПА в чашках Петри, стерильные пипетки Пастера, лечебно-профилактический бакте​риофаг против паратифа и колибактериоза телят; чувствительная к фагу культура Е. coli.
Тема 8. Цель занятия: ознакомить студентов с основными мето​дами и показателями санитарно-микробиологической оценки со​стояния объектов окружающей среды.
Оборудование и материалы: прибор для подсчета колоний; кол​бы с пробами воды, почвы, молока, пробы мяса и мясных изде​лий; бактериологические пробирки с 9 мл воды, пробирки с 10 мл расплавленного агара, мерные стерильные пипетки (2 мл), сте​рильные чашки Петри, чашки Петри с МПА, чашки Петри с кро​вяным МПА, навески почвы, стерильная водопроводная вода в колбе (200 мл), пробирки со средами Кесслера, Вильсона — Блера.
Тема 9. Цель занятия: ознакомить студентов с фенотипической и генотипической изменчивостью, генетическими методами иден​тификации микроорганизмов.
Оборудование и материалы', культура Proteus vulgaris; пробирки с 2%-м МПА; 1%-й раствор фенола; пробирки с 10 мл и с 1мл МПБ; чашки Петри с 3%-м МПА, содержащим 100 ЕД стрептоми​цина в 2 мл среды; чашки Петри с обычным МПА; стерильные мерные пипетки (1 мл); диссоциирующая культура Е. coli или P. miitocida на МПА в чашках Петри в виде изолированных коло​ний; бинокулярная лупа МБС-1; культура Е. coli, продуцирующая колицин, и колицинчувствительная культура Е. coli; чашки Петри с 1,5%-м МПА; хлороформ, пробирки с 0,7%-м МПА; штаммы Е. coli K12F", leir, E. coli К12 Hfr, leu+, str, E. coli lac; трансдуциру-ющий фаг 1 dgal, содержащий р-галактозидазный оперон Е. coli; набор компонентов для ПЦР-диагностики какой-либо инфекци​онной болезни, амплификатор.
Тема 10. Цель занятия: ознакомить студентов с методами оцен​ки иммунного статуса организма, реакциями агглютинации (РА), гемагглютинации (РГА) и реакцией Кумбса, с техникой их поста​новки и учета результатов; с сущностью и техникой постановки реакций кольцепреципитации, диффузионной преципитации (РДТ), методом иммуноэлектрофореза; рассмотреть их практичес​кое использование; ознакомить студентов с принципом метода флуоресцирующих антител и техникой постановки реакции имму-нофлуоресценции, с принципом и техникой проведения иммуно-ферментного анализа, с реакцией нейтрализации (РН); освоить технику постановки РН для обнаружения и идентификации бак​териальных токсинов; ознакомить с методами тестирования фак​торов неспецифической резистентности и методами оценки им​мунного статуса животного организма; дать общее представление о сущности иммуноферментного метода; ознакомиться с компо​нентами и оборудованием для проведения этого метода; освоить технику постановки иммуноферментного метода.
Оборудование и материалы, культуры Е. coli различной серогруп-повой принадлежности на МПА, О-агглютинирующие диагности​ческие эшерохиозные сыворотки, бруцеллезный розбенгал антиген, положительная бруцеллезная сыворотка, планшеты с результатами титрования иммунной сыворотки в РИГА, единый бруцеллезный антиген, мерные пипетки; инактивированные культуры бруцелл и сальмонелл, 96%-й этанол; ФСФБ (рН 7,7...8,4), «влажная камера» (чашки Петри, эксикатор), люминесцирующие сыворотки против бруцелл, сальмонелл, иммуноглобулинов кролика, позитивная бру​целлезная сыворотка, готовый препарат для демонстрации резуль​татов ИФА, люминесцентный микроскоп; сибиреязвенная преци-питирующая сыворотка, стандартный сибиреязвенный антиген, стерильный физиологический раствор, пипетки Пастера, пробирки Уленгута, 1,5%-й агаровый гель с мертиолатом (конечное разведе​ние 1: 10 000), стериальные чашки Петри, камера для иммуноэлек-трофореза, готовые иммунофореграммы, штаммы для РДП; буль​онные токсинсодержащие культуры С. perfringens, центрифуга, цен​трифужные пробирки, стерильные бактериологические пробирки, стерильный физиологический раствор, воронки, ватно-марлевые фильтры, стерилизатор со шприцами и инъекционными иглами, диагностические антитоксические сыворотки С.perfringens, белые мыши массой 16... 18 г; культура Е.соНна МПА, стерильный МПБ, стерилизатор, шприцы и иглы, спирто-водный раствор метилено-вой сини, нормальная и иммунная (противоэшерихиозная) кроли​чьи сыворотки, стерильные пастеровские пипетки, 1%-й агар Диф-ко, ацетоновый порошок М. lysodeicticus (или культура), стерильные чашки Петри, кристаллический лизоцим, фосфатно-солевой бу​ферный раствор (рН 7,2...7,4), эритроциты барана, стерильный фи​зиологический раствор, веронал-мединаловый буферный раствор (рН 7,3...7,4), гемолизин, комплемент морской свинки, дистилли​рованная вода, фотоэлектроколориметр, пластины с результатами радиальной иммунодиффузии по определению иммуноглобулинов разных классов в сыворотке крови, калибровочная кривая для оп​ределения содержания иммуноглобулинов разных классов; имму; нологический планшет, специфические сыворотки или иммуногло​булины, термостат, фосфатный буфер (рН 7,2...7,4) с твин-20, спе​цифический антиген (для контроля — неспецифический антиген), шприц-дозатор, пероксидазный антивидовой конъюгат (антивидо​вая меченая сыворотка), субстратная смесь (индикатор ортофецил-диамин с 3%-м раствором пероксида водорода); препараты для под​счета Е-РОК и ЕАС-РОК.
Тема 11. Цель занятия: ознакомить студентов с общими правила​ми отбора, консервирования, транспортировки и хранения матери​алов для микробиологического исследования, а также этапами мик​робиологического исследования; освоить технику заражения лабо​раторных животных, цели и правила бактериологического исследо​вания, методы определения вирулентности микроорганизмов и тестирования факторов патогенности бактерий.
Оборудование и материалы: кролик; иглы для взятия крови, центрифужные пробирки, центрифуги, 96%-й этанол, ватные там​поны, глицерин, физиологический раствор, лед, поваренная соль, термос, термометр; труп животного (кролик, морская свинка), кюветы с парафином или доски для вскрытия животных, пинце​ты, ножницы, склянки для патологического материала; схемы бактериологического исследования при диагностике болезней бактериальной этиологии (бруцеллез, стафилококкоз и др.); кро​вяной МПА в чашках Петри; стерильная плазма кролика (челове​ка); культуры Е. coli, трупы мышей, зараженных Е. coli; белые мыши, морские свинки, кролики, стерильные шприцы, иглы, фи​зиологический раствор.
Тема 12. Цель занятия: ознакомить студентов с вакцинами раз​личных типов, лечебно-профилактическими и диагностическими иммунными сыворотками, антигенами, аллергенами и принципа​ми их контроля.
Оборудование и материалы: вакцины (против рожи свиней из штамма ВР-2, против сальмонеллеза из штамма ТС-177, против лептоспироза, ботулизма, пастереллеза), лечебно-профилактичес​кие иммунные сыворотки (против пастереллеза, рожи свиней), диагностические агглютинирующие и флуоресцирующие сальмо-неллезные сыворотки, диагностические аллергены (бруцеллин, туберкулин, маллеин), стерильные МПА, МПБ, среда Китта — Тароцци в пробирках, агар Сабуро; стерильные пипетки Пастера, масло, люминесцентный микроскоп; сенсибилизированные бру-целлами морские свинки с положительной реакцией ГЗТ.
Тема 13. Цель занятия: ознакомить студентов с этапами лабора​торной диагностики, основными свойствами возбудителей стафи-лококкозов, стрептококкозов и биопрепаратами.
Оборудование и материалы: культуры S. aureus и S. saprophyticus на МПА, кровяном МПА, в МПБ; результаты тестов по определению патогенных свойств стафилококков: ферментация маната, плазмоко-агулазная, гемолитическая, лицитиназная, ДНК-азная, желатиназ-ная активность культуры S. pneumoniae, S. agalactiae (или S. pyogenes) на глюкозо-сывороточном МПА, МПБ, на средах Гисса с углевода​ми; пипетки Пастера; стерильные МПБ и кровяной МПА; красители для окраски по Граму и на капсулы; биопрепараты.
Тема 14. Цель занятия: ознакомить студентов с методами лабо​раторной диагностики и биологическими свойствами возбудите​лей эшерихиозов и сальмонелл; биопрепаратами.
Оборудование и материалы: культуры Е. coli и сальмонелл на МПА, средах Эндо, Левина, Симмонса; пластины ПБДЭ с резуль​татами тестирования ферментативной активности Е. coli; пробир​ки цветного ряда с культурой Е. coli (лактоза, глюкоза, индол, сре​да с мочевиной); наборы агглютинирующих антиадгезивных и О-коли-сывороток, биопрепараты; культуры сальмонел на МПА, МПБ, агаре Эндо, агаре Плоскирева, среде Олькеницкого или Ресселя, ПБДЭ-пластинах; набор сальмонеллезных сывороток, О-комплексных и монорецепторных О- и Н-агглютинирующих для экспресс-идентификации сальмонелл в реакции агглютина​ции на стекле.
Тема 15. Цель занятия: ознакомить студентов со свойствами возбудителей и лабораторной диагностикой бруцеллеза и туляре​мии, а также биопрепаратами.
Оборудование и материалы: вакцинный штамм возбудителя бру​целлеза, единый бруцеллезный антиген, антиген для кольцевой реакции с молоком, розбенгал антиген, позитивная бруцеллезная сыворотка, негативная сыворотка, физиологический раствор, 0,5%-й раствор фенола, серологические пробирки, штативы, мерные пипетки, красители для окрашивания по Граму, Козловскому (Стампу), пробы молока.
Тема 16. Цель занятия; ознакомить студентов с лабораторной диагностикой пастереллеза, гемофиллезного полисерозита и акти-нобациллезной пневмонии свиней, основными свойствами возбу​дителей, а также биопрепаратами.
Оборудование и материалы: культуры P. multocida в МПБ, на МПА: демонстрация — штативы с тестами, характеризующими видовые ферментативные признаки P. multocida (включая биова-ры), H.parasuis на кровяном МПА в чашках Петри с феноменом сателлитного роста; трупы мышей, павших после заражения P. multocida; пипетки Пастера, красители для окраски по Граму, Гинсу; демонстрация — чашки Петри с феноменом подавления роста культуры P. multocida сероваров А и D, МПА и МПБ в про​бирках.
Тема 17. Цель занятия: изучить свойства возбудителей и схемы лабораторной диагностики зооантропонозной чумы и псевдоту​беркулеза.
Оборудование и материалы: культуры Y.pestis (вакцинный штамм) Y. pseudotuberculosis на МПА и в МПБ; готовые мазки из культур Y.pestis, Y.pseudotuberculosis;биопрепараты.
Тема 18. Цель занятия: ознакомить студентов с этапами лабора​торной диагностики и свойствами возбудителей рожи свиней, ли-стериоза, биопрепаратами.
Оборудование и материалы: культуры вакцинных штаммов воз​будителя рожи свиней и листериоза на МПА, в МПБ с индика​торными бумажками на сероводород; культуры на средах Гисса с углеводами; пероксид водорода, реактив Эрлиха, стерильные МПА, МПБ в пробирках, пипетки Пастера; трупы мышей, пав​ших после заражения вакцинными штаммами возбудителей, ин​струменты для вскрытия; люминесцентный микроскоп, люми-несцирующие сыворотки листериозные и рожистые; биопрепа​раты.
Тема 19. Цель занятия: ознакомить студентов со свойствами возбудителей и лабораторной диагностикой сапа, мелиоидоза, псевдомоноза норок и биопрепаратами.
Оборудование и материалы: культуры P. aeruginosa на МПА в чашках Петри, в МПБ; набор тестов, характеризующих фермента​тивные свойства P. aeruginosa; покровные стекла для препарата.
Тема 20. Цель занятия: ознакомить студентов со свойствами возбудителя, схемой лабораторной диагностики сибирской язвы, биопрепаратами.
Оборудование и материалы: культура вакцинного штамма В. anthracis на МПА, в МПБ; мазки с феноменом «ожерелья»; си​биреязвенная преципитирующая сыворотка, стандартный анти​ген; пробирки Уленгута, штативы, пипетки Тастера; сибиреязвен​ные биопрепараты.
Тема 21. Цель занятия: ознакомить студентов со свойствами возбудителей анаэробиозов, схемами лабораторного исследова​ния, биопрепаратами.
Оборудование и материалы: культуры С. perfringens, С. chauvoei, С. seplicum на среде Китта — Тароцци, глюкозо-кровяном агаре, среде Вильсона — Блера; трупы морских свинок, павших после за​ражения перечисленными анаэробами, наборы инструментов в стерилизаторах для вскрытия трупов; пастеровские пипетки, сте​рильная среда Китта — Тароцци в пробирках; культура F. gtcrophorutn на среде Китта— Тароцци, кровяном (сывороточ​ном) МПА, мазки из культур (патматериала); анаэростаты.
Тема 22. Цель занятия: ознакомить студентов со свойствами возбудителей, методами лабораторной диагностики туберкулеза и паратуберкулеза, биопрепаратами.
Оборудование и материалы: суспензия микобактерий в смеси со стафилококками, эшерихиями (вакцина БЦЖ); культуры мико​бактерий на среде Левенштейна —Иенсена (Финна); красители для окраски по методу Циля — Нильсена; биопрепараты.
Тема 23. Цель занятия: ознакомить студентов со свойствами возбудителя актиномикоза.
Оборудование и материалы: материал для исследования (гной​ные истечения больных актиномикозом); красители для окраски по Уиль—-Нильсену; среда Сабуро; предметные стекла.
Тема 24. Цель занятия: ознакомить студентов с методами лабо​раторной диагностики лептоспироза, кампилобактериоза и дизен​терии свиней, биологическими свойствами возбудителей, биопре​паратами.
Оборудование и материалы: пробирки с культурой лептоспир и кампилобактерий, предметные и покровные стекла, стерильные пастеровские пипетки, мерные пипетки на 1...2мл, резиновые груши, спирт, микроскопы с темнопольными конденсорами, ос​ветители ОИ-19, пробирки со стерильной дистиллированной во​дой и физиологическим раствором, пластины из плексигласа с лунками или чистые пробирки в штативах; лептоспирозные агг​лютинирующие сыворотки, антигены для диагностики лептоспи​роза в РМА; для демонстрации — пробирки с культурой лептос​пир (L.biflexa), таблицы, мазки для люминесцентной микроско​пии, МЛ-2, нефлуоресцирующее масло, культуры кампилобакте​рий в полужидкой среде, среде Китта — Тароцци и на плотной среде; неокрашенные мазки с кампилобактериями; таблицы, био​препараты.
Тема 25. Цель занятия: ознакомить студентов со свойствами воз​будителей, методами лабораторной диагностики микоплазмозов.
Оборудование и материалы: культуры микоплазм на жидких и плотных питательных средах, готовые фиксированные препараты микоплазм (вакцинный штамм), красители для окраски по Стем-пу, биопрепараты.
Темя 26. Цель занятия: ознакомить студентов со свойствами возбудителей, методами лабораторной диагностики риккетсиозов, биопрепаратами.
Оборудование и материалы. Культуры реккетсий на куриных эмбрионах, готовые фиксированные препараты риккетсий (вак​цинный штамм), красители для окраски по Стемпу, биопрепара​ты.
Тема 27. Цель занятия: ознакомить студентов со свойствами возбудителей, методами лабораторной диагностики хламидиозов, биопрепаратами,
Оборудование и материалы: готовые фиксированные препараты хламидий (вакцинный штамм), красители для окраски по Стемпу, биопрепараты.
Тема 28. Цель занятия: ознакомить студентов со свойствами возбудителей, методами микологического исследования и этапами лабораторной диагностики трихофитии, микроспории, эпизооти​ческого лимфангита, а также с характеристикой микотоксинов, вызывающих микотоксикозы, грибами—продуцентами этих ток​синов и методами исследований для постановки диагноза на ми​котоксикозы.
Оборудование и материалы: материал от животных, пораженных' трихофитией и микроспорией; культуры грибов родов Мисог, Aspergillus, Candida на плотной питательной среде Сабуро или др.; 20%-й раствор гидроксида натрия (или калия); 50%-й водный ра​створ глицерина; плакаты, таблицы; биопрепараты.
