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Методичеокие рекомендация подготовлены сотрудниками:

Центрального научно-иооледовательокого инотитута эпидемио
логии ьШнздрава СССР (директор Покровский В.И.),

Московского научно-иооледовательокого института эпидемиоло
гии и микробиологии ш. .Г.Н.Габричевокого Минздрава РСФСР, 

(директор Никитин Д.О),

Центрального ордена Ленина института усовершенствования 
врачей (ректор Ковригина М.Д),

Моокооокого ордена Трудового Краоного Знамени НИИ педиат
рии и детокой хирургии Минздрава РСФСР (директор Вельтищев Ю,Е),

Главным управлением здравоохранения Моогориополкома.

Министерствам здравоохранения Сопных респуб лик разрешается

размножить методические рекомендации в необходимых количествах.
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МЕТОДИЧЬоТШЕ РЕКОМВДАВДИ 

ПО БАКТЕРИОЛОгаЧЕСКОМУ КОНТРОЛЮ ГРУДНОГО МОЛОКА

В настоящее время в связи с высоким уровнем заболеваемости 

женщин маститом в послеродовом периоде повышается возможность 

передачи возбудителя инфекции ребенку с грудным молоком. Эти

ология маститов может быть различной» однако, ведущее значение 

до настоящего времени остается за 5. a u u u f .

В ряде случаев после проведения соответствующего лечения 

при сохранении у женщины лактации встает вопрос о возможности 

возобновления грудного вскармливания. Решение этого вопроса 

возможно лишь после проведение бактериологического исследования 

грудного молока, позволяющего установить количественный и каче

ственный состав выделенных микроорганизмов.

Кроме того, в последние года показана возможность выде

ления £. au'tCLts и S, tp^c iz tm u U s в массивном количеств* из 

грудного молока практически здоровых женщин, чт^ может иметь 

значение при отборе доноров. Эпидемиологическая оценка этому 

явлению до настоящего времени не дана, J одной стороны, нельзя 

исключить того обстоятельства, что вскармливание ребенка моло

ком, содержащим стафилококки, может привести к возникновению 

у него различных, и, в первую очередь, кишечных проявпений 

стафилококковой инфекции. С другой стороны, далеко не во всех
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случаях обн^чужечие в молоке этих микроорганиг юв является пока- 

эанием к отмене грудного вскармливания.

Общеизвестно, что в последние года в этиологии послеродовых 

инфекционных заболеваний значительно возросла роль так называемых 

условно-патогенных представителей семейства £п£егоЬис&егас(Ш.&

( S ^ x tf ib o c o c c (u ta tt ? s tu d o fn (> ^ d a ^ i i^  (эндометрит, пиело

нефрит, флебит, кишечные заболевания). Принципиальная возможность 

выделения представителей этих семейств с грудным молоком показана 

работами отечественных и зарубежных исследователей.

Все сказанное свидетельствует о необходимости введения 

критериев оценки эпидемиологичес: *>й опасности микробной обсеменен- 

яости грудного молока женщин с целью определения противопоказаний 

к возможности грудного вскармливания ребенка.

Настоящие методические указания предназначены для врачей - 

бактериологов санитарно-эпидемиологических станция и лечебно

профилактических учреждений, педиатров и хирургов.

Издание данного документа диктуется необходимостью унгфици- 

ровать бактериологические метода исследования грудного молока 

выработать единые подходы к оценке* полученных данных.

О Б С В Д Д Ш Е  КОНТИНГЕНТЫ

Обязательному бактериологическому контролю подлежит груд- 

ноем молоко:

1, Доноров грудного молока. Обследование проводится од

нократно перед зачислением женщин в группу доноров. Предва

рите тьно женщина обязана пройти к-лнический осмотр у врача 

женской консультации.

2. Женщин, переболевших любой формой мастита, а также 

различными инфекционно-воспалительными заболеваниями с лока

лизацией на молочной железе и вне ее (трещины, сосков, эндо



метрит, флебит, острые кишечкые заболевания и др.) после клини

ческого выздоровления.

3. Женщин, имеющих детей первых двух месяцев жизни с упор

ными диареями и тяжелыми формами гнойно-септических заболеваний 

(сепсис, деструктивная пневмония, остеомиелит, абсцесс, псевдо- 

фурункуле^, флепионы).

Для проведения бактериологичес огс исследования грудною 

молока женщине выдается направление на бланке детского лечеб

ного учреждения, в котором указываются: I. фамилия, имя, отче

ство; 2. Диагноз матери (в случае ее болезни); 3. диагноз ре

бенка (в случае его болезни); 4. да.а выздоровлен-л мь,,ери;

5. цель исследования.

МЕТОД ЗАБОРА МОЛОКА

Отбор проб грудного молока производится в базовой поли

клинике или больнице в специально выделенном помещении, в кото

ром должны быть лабораторный стол, холодильник, умывальник, 

бактерицидные лампы.

В день обследования утром женщина принимает душ и надева

ет чистое белье. Перед сцеживанием молока она моет руки с мы

лом, тщательно обрабатывает соски и околососковую область мо

лочных желез отдельными ват.лши тампонами, смоченными 70° эти

ловым спиртом (каждая железа обрабатывается отдельным тампоном). 

Молоко из правой и левой мо-^чной желез исследуется также от

дельно. Первые 5-10 мл сцеженного молока выливаются, последую

щие 3-4 мл оцеживаются в стерильные пробирки. Пробирки закрыва

ют отерильными ватными пробками и в таком виде доставляют в 

лаборатории. Следует стремиться к тому, чтобы от момента сцежи

вания молока до начала его исследования проходило не более 3 

часов. В течение этого времени пробирки хранятся в холодильнике.
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Молоко, снесенное накануне, исследованию не подлежит. 

Доставленное в лабораторию молоко засевают на ряд селективных 

питательных сред (см. раздел схема бактериологического иссле

дования).

ВЫДАЧА ОТВЕТА

В ответе необходимо указать:

I* Вид выделенных микробов;

2, массивность обсеменения ими молока, взятого отдельно 

из правой и евой грудной железы (немассивный рост - менее 

250 КОЕ в I млх массивный ро с J250_и_б о л е е_К0Е_в_1__мл).

(КОЕ - колониеобразушая единит i ) .

Рекомендации по всгармливанию в ответе бактериолога не 

даются. Окончательный ответ выдается на 4-5 день.

По просьбе педиатра предварительно может быть ввдан ори

ентировочный ответ на 2-3 сутки.

Ориентировочный ответ выдается после определения массив- 

гости и характера роста на дифференциально-диагностически': 

средах; определения морфологии, тинкториальных свойств, пос

тановки каталазного и щтохромоксидазното тестов.

ОЦЕНКА ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ ВРАЧОМ-ПЕЩИАТРОМ

1. JUn^oHopoB^rpyfiHoro молока^

Женщина не может быть донором:

а) при обнаружении массивного роста £. сш̂ 'ьсим ;

б) при повторном выделении даже единичных колоний предста

вителей с действа: Z/vt&wSutUA^i ecae,

* ИЛИ вида tU£LO'frM>fU.l£
ОЛЩХ$иги>$(1,.

2. Для женщин, переболевших любой формой мастита, _ajraiaie_ 

различными шфекшгонно-воспалительными заболевашмми^с^лока-^
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гадядийй на молочной_*елезе или вне ае_(трнщин11 со£Ковх энда^ 

метритх <|клебитх острые_ки^ечные з; ̂ олеваяил,_пие л онефрит]|, 

имеющих адоровых_детейх

Кормить нельзя в следующих случаях:

а) при обнаружении в молоке массивного роста X  £Шхси$
б) "ри повторном выделении даже единичных колоний пред

ставителей семейства 'As. ие- или вида ^ s u i j a /tw -
nos

3._Для_матерейх дети_которых_больны raofcp-септическнмн 

_8аболевш1Шши_или_диарея)ш разоттаой этиологии.

При отсутствии у ребенка кишеишх порхений : эрм1 ь цельаях

а) при обнаружении в молоке массивного роста S. du>'itu$
б) при повторном выделении даже единичких колоний предста

вителей семейства tfd^u.*8 a t t e s t -ел или в^да УшиХ&гтингоА

При наличии у ребенка кишечных поражений кормить нельзя^

а) при обнаружении в молоке массивного роста стафилококков 

любого вида;

б) при повторном выделении единичных колоний представите

лей семейства £п£<ъосасЫ'1&с»&£ или вида m o-iuig

QJbXUfyirWSCL,.

Воин результаты анализов из правой и левой молочных желез 

отличаются, то тактика врача определяется данными худших показа

телей.

Следует иметь в  виду, что окончательно решать вопрос о 

возможности грудного вскармливания в каждом конкретном случае, 

выходящем за рамки изложенного выше, имеет право педиатр.

Для уменьшения обсемененности молока микробами из рода 

Ott^AyfococcUi матери следует рекомендовать прием I-Jf спир

тового раствора хлорофиллипта по 25-30 кап. 3 раза в день в



течение 10-Г' дней с последующим повторным бак- эриологическим 

анализом молока. Дети аа этот период переводится на искусственное 

вскармливание в соответствии с возрастом, а матери рекомендуется 

сцеживать молоко. После пов- орного анализа молока, который про

водятся через 10-14 дней, вновь решается вопрос о возможности 

возобновления грудного вскармливания в соответствии с крите

риями. изложеннг ш  выше.

На период прекращения кормления грудью (10-14 дней), по 

уомотоению педиатра, можно рекомендовать материнское пастери

зованное молоко.

Молоко пастеризуют в молочны.. бутылочках емкостью не 

иолее 200,0 мл предварите.'’тно прокипяченных в течение 15-ти 

минут. Бутылочки с налитым в них грудным молоком закрывают сте

рильными ватными пробочками и помещают в кастрюлю с водой, (уро

вень воды в кастрюле должен быть выше уровня молока в бутылочке). 

Воду нагревают до кипения и кипятят в течение 5 минут. Бутылочки 

с молоком после пастеризации остужают и хранят в холодильнн е 

при +4°С не более суток. Перед хормлением молоко подогревают на 

водяной бане.

СХЕМА БАКЕЕРЖШО1МЕСК0Г0 ИССЛЕДОВАНИЯ ГРУДНОГО МОЛОКА 

Первый день

Исследуемые пробы молока в количеств., 0,2 мл засевают на 

селективные солевые среды (желточно-солевой или молочно-солевой 

агар) для выделе.ля микробов рода ча среду

Эндо для выделения представителей семейства (ы.&лЛг&ХЛ'
и ^вда %. *.

и При подозрении на возможность обнаружения в молоке представи
телей других семейств микроорганизмов производится посев 
дополнительно на кровяной или шоколадный агар.
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Чашки Петри с засеянным материалом помещав» на 18-20 часов 

в термостат при 37°С.

Второй день.

Просмотр чашек, фиксация журнале характера и массивности 

роста колоний. Производится подсчет колоний на чашке. Число вы

росших колоний умножает.я на 5 (при посеве 0,2 ил), т.к. массив
ность обсеменения выражаете, количеством колониеобразущ..* еди

ниц (КОБ) в 1,0 мл исследуемого молока. В случае наличия в 1,0 чд 

молока 250 КОЕ и более микробов обсемененность характеризуется 

как массивная, в случав менее 250 КОБ - как немассивная. При 

неоднородном росте регистрируется каждая разновидность колоний 

отдельно на каждой дифференциально-диагностической среде.

РОД SiiXfiJvyZQii, c u e s
Колонии стафилококков на солевых средах круглые, слегка 

выпуклые, маслянистые, блестящие, имеют размеры от I до 3 мм 

в диаметре.

£  в большинстве случаев образует золотистый

пигмент различной интенсивности, но ыс зт не иметь пигмента.

£. epidcxm icU s и 3, Ileus чаще образуют бесцветные

или белые колонии. На желточно-солевом агаре значительная часть 

штаммов S, Сш / uais образус радужный венчик вокруг колоний 

(положительная лецитовителлазыая реакция). Для дальнейшего ис

следования пересевают на ског энный агар не менее 2-х колоний 

каждого вида. Пробирки помещают в термостат при 37°С на 18-20 

часов.

СЕМЕЙСТВО ЕпЫ'и'ба.-ьОиьаее.аи
Колонии семейстга на среде Эндо выпук

лые с правильными очертаниями к*/га более или менее мутные;
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они могут бьчгпь окрашенными в красный цвет о на хчием металличе

ского блеска или без него (лактозоположительные)f бесцветными 

(лактозоотрицательными), могут приобретать розовый или серова

тый оттенок с более или менгз выраженным темным центром.

Диаметр и окраска колоний могут варьировать не только в 

зависимости от родовой принадлежности, но и от массивности роста.

В среднем диаметн колоний составляет 1-2 мм, мелкие росинчатые

бесцветные колонии характерны для / t t l t / i i a *  c 'U t'to tcH U L ui' А 
Колонии рода S / , нероящихся представителей рода

9-v&Uu$ , родов OlofstUa, , $а1т лпл£г& чаще имеют неболь

шие размеры; P'bcitLLQ fru x a lU ti*  '?xoituS izuC gaxis дают 

вуалеобраэкый рост, а представители родов и

£jvb&to&(icl&L/ чаще образуют сочные, слизистые розовые колоний 

диаметром 2-3 мм. По две колонии каждой разновидности засевают 

обычным порядком в пробирки с комбинизованнымь. средами (Клиглера, 

Олькеницкого или трехсахарную среду, модифицированную в Москов

ской городской СЭС). При использовании среды Клиглера одновремен

но делают посев тех же колоний в среду с мочевиной по Преусу или 

в среду Кристенсена с мочевиной. При использовании комбинирован

ных сред в состав которых входит мочевина, дополнительный посев 

в названные среды с мочевиной также желателен, поскольку дает бо

лее надежные результаты, в частности при из: гении представителе!, 

рода J U U U ttta , . Среды Клиглера, Олькеш цсого и Московской горСЭС 

содержат реагенты, необходимые для выявления продукции сероводо

рода.

ВЦД CWLlL§LtbO£CU

На чашках со средой Эндо ?$ az^u^Lavs^ растет в виде 
мелких бесцветных колоний, отличающихся от представителей семей 

ства положительной цитохромоксидазной активностью.

* Такие чашки необходимо ттополнительно инкубировать при комнат
ной температуре еще 18-20 часов.
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В случае наличия подобных колоний их отвивают на скошенный 

питательный агар. Пробирки с отсеях-лыми культурами помещают на 

18-20 час. при 37°С.

Тре тий-че твертый день

РОД s tb f ity ic -e -o  й-еиз

У отсеянных на скошенный питательный агар культур стафпо- 

кокка в первую очередь изучают морфологию и отношение к окраске 

по Граму. При наличии в мазках гракполодительных кокков правил'- 

но-округлой формы.располагающихся гроздьями, кучками неправильной 

Форш или тетрадами, у них определягт плазмокоагулирупцую актив

ность в реакции коагуляции плазмы (РНК). Если культура дает пиг

ментированный *ост, типичную морфологию, положительную деЦЕго- 

вителлазную реакцию и РПК, она идентифицируется как S, CUl i tu g  

ж не требует дальнейшего изучения. Если культура не обладает 

децнтовителлазной активностью, но коагулирует плазму, то при на

личии у нее шшлента и типичной морфологии она макет быть также 

идентифицирована как

Если культура обладает лицитовите глазной активностью, но 

не коагулирует плазму, необходимо повторно поставить Р’ЧС, В 

случае повторного отрицателы )го ;ззультата РПК необходимо 

определить наличие 1-2 дополнительных видовых признаков; продук

цию ДНК-азы, фибринолизина, хлопьеобразувдего фактора, фермен

тацию маннита в аэробных условиях, лизоцимную активность (бак

териологу предоставляется право выбора теста). Для ускорения 

получения отчета повторную постановку PliK и определение других 

видов их признаков можно проводить параллельно. Культура не коа

гулирующая плазму, но при типичной морфологии обладающая 2-3 

перечисленными свойствами, может быть вдентифицирована ток 

5. uU'Xju iZ (коагулазонегативный вариант).
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В том c.iŷ ae, если культура н относится к виду £* CUVUUS, 

можно думать о принадлежности ее к £  е/исЫългссШ или 

£ SJXfiwfiiiy ti сиS. В этом случае ставят реакции, позволяющие 

провести межвидовую идентиф.исацию двух указанных видов; опреде

ляют способность микроба ферментировать маннит в аэробных усло

виях, продуцировать фаофатазу и определяют его отношение к ново- 

биоцину (см.приложение). Если исследуемая культура не ферментиру

ет маннит в аэробных условиях, обладает фосфатазой и чувствитель

на к новобиоцину, то ее следует отнести к £  tfU  cU^rrUcUs.

Если исследуемая культура ферментирует маннит в аэробных условиях, 

не обладаем фосфатазой и устойчива к новобиоцину, то она относит

ся к £ культура отличается от типичных пред

ставителей этих видов стафилококков поенному свойству, она может 

рассматриваться как вариант того же вида.

СЕМЕЙСТВО irtUA.O'lcukb'LCL се ал 

Предварительная идентификация представителей семейства 

£л£г^^а/<^^аг*4епроводится по результатам посева в комбини

рованные углеводные среды и среды с мочевиной (по Преусу или 

Кристенсену).

Микробы семейства на поверхности

скошенной части комбинированной среды влажн А, однородный опале ;- 

пирующий рост без пигментообразования ( зе исключением некоторых 

представителей рода SexxaJUoc , образующих розово-красный пиг

мент). Облигатныл свойством всех представителей этого семейотва 

является ферментация глюкозы с образованием кислых продуктов, 

что проявляется в изменении окраски столбика среды (цвет зависит 

от используемого в среде индикатора, а также интенсивности кисло- 

тообразования). Окраска столбика среды не меняется, если выде

лены такие представители семейства ZM.*w6cut&aicAai% которые
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одновременно о ферментацией глюкозы способны гидролизовать моче

вину (на среда Олькеницкого, на трехсахарной среде в модификации 

МосгорСЭС). В этих случаях кислые продукты ферментации г.^окозы 

нейтрализуются щелочными продуктами гидролиза мочевин.

Неизменная окраска столбика среда, не содержащей мочевины 

(Клиглере\ свидетельствует о выделении микробов, не относящихся 

к семейству LfiltxoicLttw A  с *м 9 Нар ту оценкой кислотообразования 

в столбике учитывают наличие разрывов среды (отслаивания ее от сте

нок или дна пробирки)» что говорит о ферментации глюкозы с образо

ванием газообразных продуктов и др.

(сы.табл.1). U v t a s - U * , ,

Почернение, появляющиеся в средней или в нижней части столби

ка, имеет место при бразовании выделенным мьтробом сероводорода, 

что свойственно представителям родов S a irru  ъс££а  ̂ (utxo&cud&L., 
£d w a  u t  U, l i i t v ,  vHiLgctr'us. rrU/UL<?t££,* )3 i  г±и и & ,

Способность ферментировать лактозу (или сахарозу в трех

сахарной среде) оценивают по изменению окраски скошенной части 

комбинированной среда. Обычно лак^озоположительными бывают пред- 

стайители родов IscJ -C iccLa* X & t m t i c L .. C U 'w Sn-cie .^ ,

In,i-iac&cu:L&%- • Ферментация лактозы чаще коррелирует с фермента

цией сахарозы. В неясных случаях следует проверить зти свойства 

путем посева культур в среди Гисса с соответствующими углеводами. 

Таким образом, на третий день исследований по результатам 

посева в комбинированную среду с мочевиной или (лучше) в комбини

рованную среду и среду с мочевиной по Преуоу (или по Кристенсену) 

возможен-учет четырех признаков, характеризующих выделенную куль

туру. После регистрации результатов и микроскопии окрашенных по

Граму мазков (предст.ивители семейства iwl&toi-CLeUxixctm- - 

грамотрицательные, бесспоровые юлкие палочки) возможно предпо

ложительное заключение о родогой принадлежности выделенных микро-
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бов (см. таб~. Т). Иля идентификации родовых групп семейства 

trvU годаtltt&cc ао * сходных то указанным выше признакам, исполь

зуют дополнительные тесты, минимально необходимые для установле

ния родовой пркнадлежности i ткробов из семейства 

(см.нижнюю часть табл. I). Посев в среду с мочевиной (по Преусу 

или по Кристенсену) не повторяют, если он был использован на 

1-ом этапе).

В случае выделения лактозоотрицательной, безгазовой культуры, 

не гидролизующее мочевины и не образующей сероводород к числу 

дополнительных родовых тестов следует добавить ацетатный (для 

идентификации представителей рода tscM госАса* и представите

лей рода SJUpi&tCLr ). Ear* по предварительным данным не исклю

чена принадлежность культуры к роду Лсф иа. или целе

сообразно сделать посев в 2 пробирки со средой Кларка, одну из 

которых оставить до следующего дня при комнатной температуре 

(см.табл.I)*.

Дополнительным признаком в пользу выделения У ia^ fU a  

может быть особенно бурное образование каталазы (проба с 

1-3$ Н2 О2  на предметном стекле) в сравнении с представителями 

других родов семейства tn^ toS cu tt^ tcuceo ji.

Также на четвертый день учитывают результаты посева на цит- 

ратную среду Симонса, индолообраэование, тест на фенилаланин- 

дезаминазу, гидролиз мочевины (в среде Преуса или Кристенсена), 

ставят реакцию с метиловым красным и реакцию Фогеса-Проскауэра 

с культурой на среде Кларка, выращенной при 37°С, а в с:тучае 

предположения о выделении Ji&jUilCi, и с культурой, выращенной 

при комнатной температуре. Для представителей рода У1сфи1& , 

выращенных i jvt 22°С характерна отрицательная реакьи-Д с метиловым 

красным, в отличие от положительной реакции, которая отмечается 

о культурами, выращенными при 37°С.

* даннытеТв пр£^^ен^Рсп Ю̂азВ0ДИТЬ в соответствии с указаниями,
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Тест на лнзиндекарбоксилазу при отрицательном результате 

(желтое окрашивание в опытной и koi рольной пробирке) оставляют, 

залив стерильным вазелиновым маслом, для дальнейшей инку идеи 

(до 4-х суток)* При отсутствии роста к изменения окре ,ки среды 

Симонса или ацетатной среды окончательный учет откладывают еще 

■а сутки.

Определение но минимальному наОрз дифференцирующих тестов 

четырех родовых г р у п п itc/ua> 2ttu~'atcLsrieu!a^ X afoua  5vtuii£cu\ 

каждая из которых представлена согласно классификации Берги 

(русский перевод УШ издания, 1960г.) одним видом, позволяет одно

временно сделать заключение о виде выделенной кулд ?ypt £sc/u\Uhui 
o c l L J i d u r a t и л i г с с О . '  i i i x d c u ,  Л й £ & и ъ
г п а г и ь u/Lb£tcQl&Qjr<*vv&m на этом этапе серологическому изуче

нию о поливалентными и OK-групповыми агглютиглрующими сыворотками. 

При положительных результатах (пробах на стекле) ставят два ряда 

развернутой реакции агглютинации с живой (для выявления К-анти- 

гена) и кипяченой в течение I часа культурой (для определения 

0-групповой принадлежности) в соответствии с общеизвестными ре

комендациями.

идентифицируют по биохимическим реакциям в соответствие с табл. 

Наличие красного и розового пигмента подтверждает принадлежность 

культуры к виду /паъсг$ил£ , но его отсутствие не исклю

чает такого же заключения. Серологическую характеристику указан

ных бактерий не дают, ввиду л^утствия производственного выпуска 

соответствующих сывороток.

Ответы о выделении представителей родов

' В подавляющем большинстве случаев могуть быть 
даны на 1втвертый дг \ъ. В табл.1 приведены биохимические реакции 

одного вида из рода yUtfattilc i yCc&&Si,t£ia ^гсш/и Идентифика

ции этого вида (также в типичных случаях) заканчиваются на
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четвертый дег’>. Определение К-антигпна пока еще не обеспечено 

производственным выпуском антикапсульных сывороток,

В этот же день культуры, относимые по совокупности биохи

мических реакций к родам ‘ Celгоёа

испытывают в резекциях о родовыми агглютинирующими сыворотками. 

Одновременно продолжается биохимическое изучение их в дополни

тельных тестах пг зволяющих провести внутриродовую идентификацию 

в семействе (см.табл.2).

В связи с неразработанностью внутриродовой идентификации 

L uoiticCL ответ по этой группе ограничивают определением рода.

ьвд P s ^ u d o ^ Q -a c L ^  с и х и у  iru ^ co  

На третий день исследования изучают морфологию и отношение 

к окраоке по Граму культур, подозрительных на принадлежность 

к виду f^tucLcnicnu^ cauuft/iouB случае обнаружения грамотри- 

цательной цитохромоксвдазоположительной культуры, усилия бакте

риолога должны быть направлены на выявление пигмента пиоционпна. 

Для этой цели исследуемую культуру засевают на чашку Петри со 

специальными средами (питательный агар с глицерином или со "сре

дой А") и ставят в термостат на 18-20 час при 37°С. Коли через 

сутки изучаемая культура дает пигментированный рост, обладающий 

запахом фиалок, и "радужным" лизисом, то мож**о дать ответ о 

выделении Ъгш1огги>-ги1$ Для подтверждения наличия

пигмента пиоциаяина ставят пробу с хлороформом. Появление синего 

окрашивания подтверждает наличие шюционина. Определенная часть 

?£ Си, uLtyiwsa не образует пиоцианина. Для подтверждения при

надлежности безпигментных вариантов к виду ?S. 

следует поставить ряд дополнительных тестов. Если изучаемая 

культура дает "радужный" лизис, растет при '̂ £>42°С и при рИ-5,6 

не растет на 6,5# концентрации Jf&CC и окисляет глюкозу, то
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на 5-е сутки может быть выдано заключение о выделении Л  CWtu^L - 

Пятый день.

СЕМЕЙСТВО

Учитывая биохимические т̂. ̂ ты внутриродовоЧ идентификации 

(по табл.2)# при необходимости повторно оценивают тест на лизин- 

декарбоксилазу, резуль.аты посева на среду Симонса, ацетатную 

среду (посевы третьего дня последования). В случае пост^овки 

развернутых радов агглютинации о £ CoZo учитывают резуль

таты.

На основании всей совокупности использованных тестов дела

ют заключение о родовой и видовой принадлежности выделенных куль

тур, а при изучении серологических характеристик о принадлежно

сти к той или иной С-серогруппе или серовару*.

к При несоответствии совокупности биохимических характеристик 
выделенных культур данным, пгчведенным в таблицах I и 2, 
проверяют чистоту культуры, а также ее принадлежность к се~ 
MettcTByi/vk'^atktatea*'в таете на цитохромокевдаэу (лучше 
с индикаторныш буыашками С Ъ).
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ШТАТЕЛГЧЫЕ СРЕДИ, МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ И ИДОГШКАЦИИ

микроорганизмов из грудного молока

I. питательные среды ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ СТАФИЛОКОККОВ

Еелтотао~солевой_ага£ (ЖСА). К растопленному * остуженному 

до 45-50°С питательному агару (ПА) с 7,5% M £ t (pH 7,2-7,4) 
добавляют 2C# по объему стерильной желточной взвеси (1 желтой 
куриного яйца на 200 мл физиологического раствора). Для лучшего 

эмульгирования желательно использовать колбы со стеклянными бу

сами. После тщательного перемешивания среду разливают в стериль

ные чашки Петри. ХСА можно хранить в холодильнике в течение не

скольких дней.

Молодо-солевой агар_(МСА). К растопленному и остуженному 

до 45-50°С ПА с 7,S% 7,2-7,4) добавляют 10% ПО объему
стерильного молока. Тщательно перемешивают и разливают в стериль

ные чашки Петри. Среду можно хранить в холодильнике несколько 

дней.

2. МЕТОДЫ ИЛЕНТШКАДОИ РОДА

Проба на_каталазу. На предметное стекло наносят каплю 3J? 

перекиси водорода и эмульгируют в ней исследуемую культуру. Об

разование пузырьков газа свидетельствует о наличии каталазной 

активности.

Способность роста при 45°С проверяют на ПА, разлитом в 

чашки Петри. По^ев испытуемых культур проводят штрихами на сек- 

торг чашки. Петля не должна содержать большого количества куль

туры, поэтому для посева рекомендуется использовать взвесь ага

ровой культур* в физиологическом растворе. Учет чеоез 24-48 ча

сов инкубации при 45°С. В зависимости от интенсивности роста 
результаты оцениваются +, ± и -.
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Способность роста на_среце_с IQJK изучают на плотной

питательной среде с Посев и учет проводят так же,

как и при постановке предыдущего теста.

3. МЕТОДЫ ИДЕНТИФИКАЦИЙ ВИДОВ

Реакция плазмокоахуляции ставится в соответствии с "Настав

лением по применению плазмы кроличьей нитратной, выпускаемой 

предприятием по производству бактерийных препаратов Белорусского 

ордена Трудового Красного Знамени научно-исследовательского ин

ститута эпидемиологии и микробиологии”.

Определение ДНК-азной активности^ К растопленному 1,55? ПА 

(pH 8,6) добавляют ДНК из расчета 2 мг на I мл среды. ДНК пред

варительно растворяют в 5 мл стерильной дистиллированной воды, 

к которой добавляют несколько капель 2 . Все тщательно

перемешивается и прогревается 1,5 часа в кипящей водяной бане 

(или стерилизуют текучим паром 30 минут). Перед разливом в чашки 

доставляют к среде 0аС^2 из расчета 0,8 мг на I мл среды (1,2 мл 

I0J? стерильного раствора СаС&2 на *50 мл агара). Посев культур 

производят на поверхность подсохшей среды бляшками. После 18-20 

часовой инкубации при 37°С поверхность среды орошают 5-7 мл I 

ЦЦФ * выдерживают 5-10 минут, сливают кислоту и учитывают ре

зультаты. Полимерная ДНК образу т водимый на глаз преципитат. 

Вокруг культур, образующих ДНК-азу, - прозрачные зоны. Можно 

орошать посеви 31!MCI' с добавлением метиленовой сини. Это дает 

возмошюсть более быстрого и отчетливого чтения результатов.

Модификация метода_определения_^ЩК-азной_активности (ме

тод А.А.Т^ояшклна). В реакции используется натриевая соль ДНК 

производства Олайнского завода химреактивов Латвийской ССР. 

Предварительно готовят рабочий раствор ДНК. С этой целью к 

100 мг ДНК добавляют 10 мл дистиллированной воды, 0,5 мл 

0,2 $  раствора /id^OH, Для лучшего растворения ДНК пробирку
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нагревают на водяной бане» либо оставляю на ночь при 37°С.

I мл рабочего раствора ДНК добавляют к 10 мл расплавленного 2% 

питательного агара (рН=7,2-7,4), смесь тщательно перемеаг^вают. 

стерилизуют текучим пяром в течение 30 минут или при 0,5 атм - 

20 мин. Срок хранения 1-2 месяца. При постановке опыта столбики 

агара с ДНК растапливают, добавляют 0,1 мл стерильного 10% раст

вора CaQ^g, перемешивают и выливают на ^лой хорошо подсушенного 

питательного агара, предварительно разлитого в чашш; Петри, снова 

подсушивают и засевают. Методика посева п учета результатов та 

же, что и в классической методике.

Фибринолитическая активность^ Стерильную человеческую плазму 

(из свежей крови с антикоагулянтом) добавляют к расплавленному 

7$ питательному агару в концентрации I5-2U*, тщательно перемешива

ют и прогревают в течение 4-5 минут на водяной бане при 65-70° до 

помутнения среды, обусловленного свертыванием фибрина. Среду раз

ливают в чашки и после ее застывания :юевают исследуемые культу

ры бляшками. Результаты учитываются через 24 часа инкубирования 

посевов при 37°С по образованию вокруг бляшек прозрачных зон, 

обусловленных лизином фибрина.

Реакция хлс*ibe образования. На предавтное стекло наносят кап

лю цитратной глазмы человека или кролика и растирают в ней иссле

дуемую культуру. Параллельно для контроля культуру растирают так

же в кашг, физиологического раствора. При наличии в контроле равно

мерной ./ути, а в плазме - хлопьев, реакцию считают положительной. 

Хлоптеобраэование можно также наблюдать при постановке реакции ко

агуляции.

Лизоц1шная_активность. К 1,5-2$ питательному агару (прозрач

ному) добавляют убитую 15-минутным кипячением 

li-jAidutiJUS из расчета 2 млрд клеток на I мл агара. После 

тщательного перемешивания среду разливают в чашки, подсушивают
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и испытуемые штаммы засевают JjimnicaMH. Учет через 24-49 часов 

инкубации при 37°С. Просветление вокруг бляшек свидетельствует о

При сохранении чашек в течение 3-5 суток зоны лизиса становятся 

больше и отчетливее.

Фосфатазная активность^ К 2# питательному агару (рН=5,2) 

добавляют паранитрафенилЪоофат (0,05#). преду разливают в чашки, 

подсушивают и исследуемые культуры засевают бляшками. Через 24 

часа инкубации при 37°С реакция учитывается по появлению желтого 

окрашивания среды вокруг колоний.

Ферментация маннита в аэробных_условиях.̂ Испытание проводят 

на плотной питательной среде следующего состава: 2% ПА - 100 мл, 

маннит (химически чистый) - I мл; 1,6# бромтимолблау (спиртовой 

раствор) - 0,3 мл. После стерилизации среду разливают в стериль

ные чашки Петри. Готовая среда должна быть сине-зеленоватого цве

та (pH 7,2~7,4). Посевы испытуемых культур поизводят на сектора 

чашки радиальными полосами. Всего на чашку засевают не более 6 

культур. Учет через 24 часа после инкубации при Я7°С.

Пожелтение среды вокруг полосы свидетельствует о ферментации 

глицерина, Желтое окрашивание самой полосы расценивается как сла

бая или сомнительная реакция (+). Это пожелтение не следует путать 

с пигментообразованием культуры. Реакцию проще учитывать, подложив 

под чашку белый лист бумаги.

Чувствительность_к_новобиоцинуд

Определение проводят методом диффузии в агар (с дисками).

На подсушенную поверхность ПА в чашке Петри наносят 1,5-2 мл смыва 

18-20 часовой агаровой культуры испытуемого штамма, соответствую

щую :по густоте 5 ед. по оптическому стандарт мутности. Взвесь- 

распределяют до всей поверхности агара в чашке, избыток жидкости

а следовательно о продукции лизопима,
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удаляют и после 10-15 минутного просушивания на агар накладывают 

диск с Нч,вобиоцином. Учет результатов (определение диаметра зоны 

задержки роста) производят через 18-24 часа инкубации пгч 37°С. 

При диаметре зоны задержки роста 15 мм и менее культуру считают 

резистентной к новобиоцину.

ПИТАТЕЛЬНЫЕ CRJH И ТЕСЛЫ ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ И ЩЕНТЖИКАЦИИ 

ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ СЕМЕЙСТВА

В современных бактериологических лабораториях с указанными 

целями обычно используются так называемые комбинированные пита

тельные среды, на которых определяют сразу несколько диагностиче

ских признаков. Из многочисленных модификаций этих сред в нашей 

стране шире всего применяют среду Олькеницкого, трехсахарную сре

ду в модификации Московской городской СЭС и Клиглера.

Тоехсахаоная среда Олькеницкого

Рецепт Приготовление раствора индикатора

Питательный агар pH 7,2-7,4 1000мл

Лактоза х.ч. 1,0 г фенол рот 0,1 г

Соль Мора х.ч. 0.2 г растворяют в 25 мл стериль
ной дистиллированной веда.

Гипосульфат х.ч. 0,3 г Раствор можно ранить в хо
Сахароза х.ч. 10,0 г лодильнике до 10 дней.

Глюкоза х.ч. 1,0 г

Мочевина х.ч. 10,0 г

Фенол рот 0,4$ вода.р-ра 4,0 мл

ПРИГОТОВЛЕНИЕ

Соль Мора игипосульфит растворяют предварительно в дистил

лированной воде в пробирках, углеводы и мочевину также растворя

ют отдельно в дистиллированной воде в колбе на водяной бане.

Все ингредиенты добавляют к расплавленному агару, размешивают и 

фильтруют через стгрильную марлю, устанавливают pH 7,2-7,4;
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вносят индикатор и разливают по 5-6 мл в пробирки.

Стврилизацвя_ при 0.5 атм - 20 минут, или текучим паром 3 дня 

подряд по 20 минут. Среду охладцш в окошенном положении для по

лучения столбика высотой 2,5 см и косяка длиной 4 см. Готовая 

среда бледно-розового цвета.

Посев уколом в столбик и штрихом по скошенной поверхности. 

Инкубация 37°С 18-20 часов.

Кислоте >бразование вызывает появление желтой окраски, разло

жение мочевины (щелочение) - покраснение, образование сероводорода 

приводит к почернению в столбике.

Трехсахарная среда о мочевиной, гипосульфитом и солью Мора 

(пропись Московской гор.СЭС).

Рецепт

Среда Гисса с лактозой и индикатором ВР (сухая) - 45,0 г

Глюкоза х.ч. 1,1 г 

Сахароза х.ч. 10,0 г 

Мочевина х.ч. 10,0 г 

Гипосульфит х.ч. 1,0 г 

Соль Мора х.ч. 0,2

Дистиллированной воды до 1000,0 мл 

Среду разливают в пробирки по 5-7 мл 

Стерилизацая_при 0,5 атм 20 мин 

Посев уколом в столбик и штрихом по косяку.

Инкубация при 37°С 18-20 часов.

Результаты^ лактозо- и сахарозоположительные культур» вызы

вают изменение окраски косяка в голубой (до интенсивно синего) 

цвета; культуры, ферментирующие глюкозу, вызывают аналогичное 

изменение окраски столбика среды; а при газообразовании - разрывы 

среды. Культуры, гидролизующие мочевину («̂ Gf

i к р о м е ifUX'ftffafbS ), не вызывают изменения
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окраски при ферментации углеводов, т.к. щелочные продукты гидро

лиза мочевины нейтрализуют кислые продукты ферментации углеводов.

Образование Н2  / регистрируется по появлению почег^ения в 

столбике.

В случае затруднений в оценке отношения к лактозе, глюкозе, 

сахарозе или др. субстратам, входящим в комбинированные среды, 

а также для более развернутого изучения сахаролитической активно

сти применяют гиссовские среды с отдельными углевод^ ли.

Для наиболее широко применяемых углеводов выпуск ются сухие 

среды Гисса с индикатором ВР (водный голубой плюс розоловая ки

слота) о Индикатор работает в диапазоне pH 4,5-3,0. Газообразование 

оценивается по появлению пузырьков газа у поверхности или разрывам 

толщи агара.

Колебания в плотности среда могут,порой, затруднять оценку 

газообразования.

Среды Гисса с углеводами

Основой для Гисса служит 1% пептонная вода г 0,5% М &  

при pH 7,2,

Наиболее употребительным индикатором является индикатор 

Андреде (с кчолым фуксином), добавляемый в количестве 1$. Среды 

можно гос овить в виде полужидких (в этом случае добавляют 0,4$ 

агар- агара) или жидких сред (при необходимости в пробирки при этом 

помещают так называемые "поплавки").

Глюкозу, лактозу, сахарозу и маннит добавляют к питательной 

основе в концентрации 1$. Другие углевода и многоатомные спирты 

(дульцит, салицин и др.) могут использоваться в концентрации 

0,5$. Глюкозу, маннит, дульцит, адонит, инозит можно добавлять 

к основе среды до стерилизации (I атм 15 мин). Дисахариды £иктоза, 

сахароза), а также арабинозу, рамнозу и ксилозу рекомендуется сте

рилизовать путем фильтрации 10$ водных растворов или при 120°
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10 минут, после чего добавлять к стерильной основе среды. При из

готовлении среды с повышенной концентрацией лактозы (2-I0JO это 

особенно следует учитывать.

Примечание^

При хранении Гнссовских сред может происходить их подщелачи

вание (с 7,2 до 8,2 к 15 суткам хранения).

Определение индолообразования

I. Посев в 2% пептонную воду, инкубация 24-48 часов, испытание 

с реактивом Ковача (добавляют 0,5 мл реактива и слегка встряхивают) 

В присутствии образующегося индола появляется красное окрашивание.

2о Посев в 1% пептонную воду, инкубация 1-3 суток, выявление 

с бумажками, пропитанными раствором парадиметиламчно-бензальдегидом 

или реактивом Ковача,

Вместо пептонной воды возможно использование бульона на пере

варе Хоттингера или триптическом переваре казеина.

Триптический перевар* казеина разводят до содержания I2Q-I40# 

мг аминного азота, добавляют/ l/ fc tt' из расчета 4г на I литр среды, 

устанавливают pH 7,3-7,5. Стерилизуют обичным порядком.

Индикаторные_б^мажки_Д^_опреде л етая_издол а. 

Парадиметилшлшобензальдегид 5,0 г 

Ортофоофорная кислота 10,0 мл

Метиловый спирт 50,0 мл

Раствором смачивают фильтровальную бумагу, высушивают, на

резаю! полосками, хранят в темной склянке.

Реактив Ковача^

Амиловый сшрт 150 мл

Соляная кислота (концентрипованная) - 50 мл 

Парадиметилаглинобензальдегид - 10 г

(в сухом виде может быть слегка окрашен).

* перевар предварительно проверяют на содержание триптофана 
(см.Руководство полпред. Г.Я.Синая и 0„г.Биргера. М., 
Яедпга, 1У4Э, стр.о#) и отсутствие индола.
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Приготовление. Альдегид растворяют в спирту и затем медленно 

добавляют кислоту. Рекомендуется готовить в небольших количествах 

и хранить в холодильнике.

Среда С лонса 

Рецепт

Фосфорнокислый натри., аммоний 1,5 г 

Сернокислой магний 0,2 г

Однозамещенный фосфорнокислый калий 1,0 

Лимоннокислый натрий нейтральн. 3,0 г 

Дистиллированная вода 1000,0 ил

Агар-агара 29,0 г

Индикатор

1,5% сшгртовый раствор 
бромтимолового синего 10,0 мл
или

без агар-агара 
Среда Коэера

(придает готовой среде 
зеленую окраску)

водного раотвора фенолрт 20,0 мл (придает готовой среде
желто-оранжевую окраску

Приготовление. Все соли растворяют сначала ь небольшом объеме 

дистиллированной воды, соединяют с размоченным предварительно в 

дистиллированной воде агар-агаром, доводят до объема 1000 мл, 

устанавливают pH 7,2.

Добавляют в соответствии с прописью раствор индпсатора, 

фильтруют и разливают по 5-7 мл в пробирки.

Стерилизация^ I атм (120°) - 15 минут.

Скашивание среды производят таким образом, чтобы получить 

столбик высотой 2,5 см и скошенную поверхность (косяк) длиной 

4 см. Это имеет значение для оптимизации сроков учета резуштатов 

посева.

Посев производят минимальной доэой культуры (16-18 часовой 

агаровой культур или из суспензии ее в физиологическом растворе). 

Массивный посев может приводить к ложно положительные результатам.
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Инкубация при 37°.

Учет_через 18-20 часов, при отрицательных результатах - до 4 

суток.

Среда с мочевиной (по Дреусу)

Стерильный 1,о% питательный агар на мартеновском бульоне

pH 7,0 100 VL.
Глюкоза х.ч. 0,5 г

50# раствор ючевины г,с мл

0,2# раствор бромтимолового синего 1,2 мл

Чреду разливают в стерильные бактериологические пробирки 

по 4-5 мл и стерилизуют I раз текучим паром 15 минут.

Ацетатная среда 

Рецепт

АтСС 5,0 Г

M C 'f 7 н2 0 0,2 г

Щ  Н2Р04 1,0 г

/ < ^ У ' А 2,0 г

или

К2НР04 1,0 г

Дистиллированная вода 1000 мл

агар-агар 15,0 г

Бромтимолблау 1,6# спиртового раствора - 2 мл

Приготовление. Агар-агар растворяют при нагревании в дис

тиллированной воде, добавляют соли и устанавливают pH 7,2-7,С 

(добавлением нескольких капель 20# р-ра /^ЮН). Затем добавляют 

ацетат и индикатор.

Среду разливают в стерильные пробирки по 5,0-7,0 мл, 

Ст£ршшзадая_однократная, текучим паром 20-30 минут, 

скашивают как среду Симонса,
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Цвет готовой незасеянной среды голубовато-зеленый*

Неисиользовашгч среда может храниться в холодильнике 1-2 

месяца (при условии замены ватных пробок корковыми).

Посев* Ппоизводят из суспензии (бактериологическая петля 

18-часовой агаровой культуры в I мл физиологического р-ра), При 

посеве материала непг^родственно из колоний его следует брать с 

поверхности колонии, не допуская соприкосновения петли с питатель

ной средой*

Результаты^ При наличии роста (положительный результат) 

среда становится синей.

Единственным источником углерода в среде является уксусно

кислый натрий (или калий).

Среда для выявления декарбоксилаз аминокислот

й Вместо них можно 
брать мясную воду - 
400 мл, соответствен
но уменьшив объем 
дц; отиллированной 
воды до 600 мл (про
писью Всес.эшерихи- 
озного центра, 1972)

Рецепт

Пептон 0;5

Дрожжевой экстракт 3,0 г

ш ш  аутолизат дрожжей 12,0-15,0 мд 

или диализата дрожжей - 12,0-15,0 мл 

Глюкоза х.ч. - 1,0 г

Бромтимоблау I,S% спиртовой раствор - 1,0 мл 

Дистиллированная вода - 1000 мл

Приготовление. Основа среды делится на 4 части, к одной из 
них добавляют 1% Z - лизина, ко второй части - 1% L - аргини

на, к третьей 1% L -орнитине, четвертая часть используется как 

контрольная (без добавления аминокислот). При использовании^#^

- аминокислот юг добавляют в концентрации 2%, т.к. энтеробактерии 

проявляют активность в отношении L -изомеров.

порции разливают по 2-3 мл в серологические пробирки^ 
Стерилизация при 112° 30 минут.

^^целесообразно специальные партии пробирок для каждой
из используемых аминокислот.
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Готовая среда имеет светло-зеленый цвет.

Посев производят минимальными дозами с косяка 16-18 часовой 

агаровой культуры в среды с аминокислотами и в среду без аминоки

слот. За рубежом принято заливать засеянную среду стерильным ьазе- 

линовым маслом (слоем 5-Ю)мм).

Инкубация при 37° до 4 дней с ежедневным у ч е т  Большинство 

положительных реакций у энтеробактерий выявляется на первые-вторые 

сутки. При удлинении срс а инкубации свыше суток з: ливка маслом 

обязательна.

Результат. При декарбоксилировании аминокислот - положительном 

результате - среда приобретает синий цвет за счет накопления щелоч

ных продуктов. При отрицательном результате цвет среды желтый, в 

контрольной пробирке должна быть желтая окраска среды (в результате 

подкисления среды за счет ферментации глюкозы).

а) Добавление глюкозы имеет значение для достижения оптималь

ной для декарбоксилирования реакции среда в результате ферментации 

глюкозы при росте энтеробактерий. Разные энтеробактерии имеят оп

тимальную дскарбоксилазнуго активность при pH в пределах 3,5-5,с,

б) Используемые препараты аминокислот:

L - лизин дигидрохлорид

L  -  аргинин моногидрохлорвд или соотв.Я^

L - орнитин дигидрохлорид

Тест на выявление дезаминазч Фенилаланина 

Рецепт

Дрожжевой экстракт - 3,0 г 

L - фенилаланин 1,0 г

или

%L-  фенилаланин - 2,0

1.0

5,0

12,0Агар-агар
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о кислоту,

{ щ )

Дистиллированная вода - 1000,0

Приготовление и ст^илизация_

Среду разливают по 3—4 ил в серологические пробир и, стери

лизуют при 120° 10 тин I скашивают обычным образом.

Посев испытуемых культур производят массивной дозой, инку

бация при 37° 20-2'1 часа.

Для оценки результатов на поверхность выросшей культуры на

носят 4-6 капель IQ# раствора

Результаты^ положительная реакция - от интенсвлно зеленого 

до светло зелёного окрашивания косяка и свободной жидкости - на

блюдается у протеев, (палочка Моргана - дает слабо положительные 

реакции), отрицательная реакция - бее изменения окраски.

Под влиянием фенилаланицдезаминазы, присущей протеям, проис

ходит превращение фенилаланина в фенилпировиноградную кислоту 

карбоксильная группа которой реагирует о солью железа/ 

ж дает зеленое окрашивание.

Среда о малонатом натрия 

Рецепт

Дрожжевой экстракт - 30,0 мл 

(или по сухому остатку - 1,0 г)

( Н4)2 04 - сульфат аммония - 2,0 г 

К2НР0 4 - 0,6 г

К Н З Д  - 0.4 г

A/bCL -  2,0 г
d^COOHCOO/#^ - малонат натрия - 3,0 г 

Глюкоза х.ч. - 0,25 г

Дистиллированная вода - 1000,0 мл 

Бромтимолблау 0,2^ водный раствор - 12 мл

Приготовление. Растворяют при подогревании плотные части, 

фильтруют через булыжный фильтр и добавляют раствор индикатора. 

Среду разливают по 2 мл в стерильные серологические пробирки и
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стерилизуют при 112° 30 мин. Готовая среда имеет зеленый цвет.

Посев. Пультуру берут о молодого агарового косяка или лучше 

6-часовую бульонную,

Инкубадия при 37° 48 часов,

Учет_через 24 и 48 часов.

РезультатыПоложительный изменение цвета среда из зеленого 

в голубой. Отрицательный-без изменения окраски.

Среда I гарка

(для определения интенсивности кислотообразования за счет глюкозы 

и об;азования ацетил-метилкарбинсла - ацетоина)

Рецепт

Пептон - 5,0 г

Глюкоза х.ч. - 5,0 г

К2НР04 - 5,0 г

(двуосновной фосфорнокислый калии)

Дис "иллированная вода 1000,0 мл

Все ингредиенты растворяют в небольшом (80-100 мл) объеме 

дистиллированной воды при подогревании н° водяной бане в течение 

20 минут. Раствор охлаждают до 20°, фильтруют, доводят дистилли

рованной водой объем до 1000 мл и разливают в бактериологические 

пробирки по 5 мл.

Стерилизация^дробная, 3 дня подряд текучим паром.

Посев обычным порядком, инкубация при 37° от I до 3 сут. 

Гзакция с метиловым красным для определения интенсивности 

кислотообразования замечет глюкозы.

К 2,5-3 мл 1-3 суточной испытуемой культуры на среде Кларка 

добавляют 5 капель р-ра метилрот (приготовление индикатора см. 

ниже)*.

34 Ыетилрот 0,01 г растворяют в 30,0 мл этилового спирта и до
водят затем до объема 50,0 мл дистиллированной водой.
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Результаты^ Положительная реакция - красное окрашивание - 

при сдвиге pH в кислую зону, отрицательная реакция - желтое окра

шивание при pH в зоне 6,0-7,0.

Слабоположител' лая реакция - красновато-оранжевый цвет.

Определение шщтилметилкарбинола_(ацетрина2

Реакция Фогес _Проскауэра

К 2,5-3 мл 1-3 суточной испытуемой культуры на среде Кларка 

добавляют такое же количество (аа) едкой щелочи (£j# р - р / ^ О Н  

или КОН), встряхивают и помещают в термостат (37°), желательно 

в наклонном положении для большей аэрации. Учет через 3-4 часа 

и на следующий день.

Положительная реакция - оранжеворозовое окрашивание (эозино

подобное) верхнего слоя жидкости.

Отрицательная реакция - неизменная окраска.

Модификация J&h a H  , а - (более чувствительная).

К I мл 1-3 суточной испытуемой культуры на среде Кларка 

добавляют 0,6 мл 5% р-ра jL  -нафтола в абсолютном спирте и 0,2 

мл 40# КОН, в течение 5-15 минут при положительном результате на 

поверхности жидкости появляется розовое или красное окрашивание.

Определение бактериальной желатиназы_

Засвеченную и проявленную фотопленку разрезают на полоски 

размером 25x3 мм и автоклавируют при 110° в течение 30 мин. сло

женными между кусками фильтровальной бумаги в чашке Петри.

При приготовлении новой партии полосок нужно проверить их 

пригодность в посевах заведомо положительного и заведомо отрица

тельного штамма бактерий.

Испытуемую культуру бактерий засевают в 1,5-2 мл пептонной 

воды или бульона в узких пробирках (агглютинационных или преципи- 

гациошшх).

После посева в пробирку кладут полоску стерильной фотопленки
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так, чтобы верхняя часть ее осталась не погруженной в среду.

Посевы ставят в термостат при 37°. Если культура разжижает 

желатину, погруженная часть полоски становится прозрачной, а чер

ная пыль редуцированного серебра выпадает на дно пробирки.

Большинство бактерий, обладающих желатиназной активностью, 

обесцвечивает полоску в течение суток.

При отрицательных результатах посевы выдерживают в термостате 

до 7 суток.

Среда А для выявления пигмента_пиодианина y_J§

Вода дистиллированная 

Пептон 

Глицерин 

Агар-агар 

Kg О4 (безводный)

(безводный)

I л

2 0 . 0  г 

1 0 мл

2 0 . 0  г

1 0 . 0  г 

1,4 г

Среда стерилизуется при 0,5 атм в течение 20 глин. Разливается 

в чашки.

Среда с £Жцерином_

Питательный агар I л

Глицерин 10 мл

Посев производят на сектора чашки штрихом. На I чашку можно 

сеять 5-6 тгультур.
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Межродовая идентификация в семействе ^^/гЛ
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(родовые группы в соответствии с "Кратким определителем бактерий БергиЛ

страт

Лактоза

Глюкоза (газ) +,-
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(ориентировочно) -
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_____^2-

1-^ о У 2 Г \ES к :C j

-мар, х^ои/
— ______

«о ■ч+.- - - (+),х - + + -,+

+,- +
+ .- + »-

+
+

Мочевина 
(по Преусу)
Индол +,-
Цитрат Симонса
Фенилаланин-
дезаминаза
Яизиндекарбо- 
ксилаза +,-

Тест с мети-+ 
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Тест Фогеса- 
Проскауэра
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Примечание: Б таблице даны свойства типичных штаммов. Условные обознач. шя: + 90# и более полог т. ре акций 
й Приведены свойства вида (+) замедленно положительные реакции (более чем

зек Призе “ены свойства видов через 2 сут.)
- 90?3 и более отрицательных реакцг4 
х различные биохимические реакции _
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Таблица 2

Внутриродовая идентификация в семействе bnt-erobacteriaceae 
- - h

Тест или 
субстрат

I Shigella [Salmonella ( Klebeiell̂  ®асЬе̂  Proteus j I Приме-
i I 1 "Л  i" "  I Г "  Г “ Г " i Т " i г~1 I \<п{1ТъТ}\ I I I I I чание
L _  -  il |boi^sobt I , п | ]Д | iy  | fri-mt, ,рп.|оа. ,rhy,clg ает) | |Л 1 о г ьп<х,епй, 5̂ |

Лактоза - - _ (+) - - +,х _ + (+) — + —
Сахароза - “ - (+) газ +
Аданит X + - _ - X X
Лульцит X - X - + + - - X - - газ
Инозит + - + - - - + X
Маннит - + + + - — _ + »- X
Салицин - - - + +
Сорбит X X X X -
Мэнонат + + - - X + - + X +
желатин - (+)(+) (+) (+)((+))+ (+)+ ^ _
Орнитин декар
боксилаза - - - + - + + - -+ - - +

Глюкоза (газ) + X - + »- X X
Индол X X X - - + + + + +
Сероводород + - + + - -
Мочевина + X - + + + + -

g; Цитрат Симонса
g Лизиндекарбо- 
^ ксилаза 
о Тест с метило- 
g вым красным 
ggTecT Фогеля-Проск. 
оЛПодвижность

+ X - - - +

- + +
+ X

а
Е~*оо

-37°

+,-25с

CD
ел
ВДЗKfP
gp<
S I

-p*«-^ Os
_  CD

f U

B,|
)slil
m g

Условные обозначения те же, что в таблице I.
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