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Введение

Подобно общей части любой другой науки, общая бактериология рассматривает не конкретные вопросы (скажем, идентификацию отдельных видов бактерий), а проблемы в це​лом; ее методология охватывает основные процедуры, которые находят широкое применение в самых разнооб​разных лабораторных исследованиях. Данное учебно-методи​че​ское пособие не нацелено на идентификацию какой-либо группы микроорганизмов. Это задача следующих изданий – по частной и санитарной микробиологии. Однако методы, приведенные в нем, могут быть полезными в любой области, где приходится иметь дело с бактериями, и могут применяться для ре​шения практических задач, включающих выделение и типизацию бактерий.

Бактериология стала наукой только после того, как были разработаны уникальные методы, благодаря кото​рым она продолжает оказывать влияние и проникать в такие появившиеся позднее области науки, как вирусо​логия, иммунология и молекулярная биология. Разрабо​танная Р. Кохом техника использования чистых культур и впервые примененные Л. Пастером иммунологические ре​акции и химический анализ и сейчас не утратили своего значения.

Методология общей бактериологии отражена в данном издании с помощью такого построения, которое типично для стандартных учебных пособий по этой дис​циплине. Однако, в отличие от лабораторных практикумов по курсу микробиологии для вузов, она по некоторым разделам изложена более детально и носит справочный характер. Данная структура учитывает особенность подготовки и специализации врачей-бактериологов и ветсанэкспертов. Часто материал излагается произвольно, поэтому некоторые методы упо​минаются несколько раз, что обусловлено стремлением продемонстрировать их взаимосвязь.

Бактериологическая лаборатория

Бактериологические лаборатории как структурные единицы организуются в составе областных, районных, межрайонных ветеринарных лабораториях, а также в структуре зональных ветеринарных лабораторий. Они также организованы при центрах санитарно-эпидемио​логиче​ского надзора, в инфекционных больницах, больницах общего типа, некоторых специализированных ста​ционарах (например, в туберкулезных, ревматологических, кожно-венерологических), и в поликлиниках. Бактериологические лаборатории входят в состав специализированных научно-исследовательских учреждений. Бактериологические лаборатории постоянно используются для подтверждения или установления оценки пригодности мяса  на пищевые цели по ВСЭ.

Объектами исследования в бактериологических лабо​раториях являются:

1. Выделения из организма: моча, кал, мокрота, гной, а также кровь, патологический и трупный материал.

2. Объекты внешней среды: вода, воздух, почва, смывы с предметов инвентаря, корма, технологическое сырьё получаемое от убоя сельскохозяйственных животных.

3. Продукты питания, образцы мяса и мясопродуктов, молока и молокопродуктов, которым необходимо дать оценку на пригодность для пищевых целей.

Помещение бактериологической лаборатории и оборудование рабочего места

Специфика микробиологических работ требует, чтобы по​мещение, отведенное под лабораторию, было изолировано от жилых комнат, пищевых блоков и других непрофильных производственных помещений. 
В состав бактериологической лаборатории входят: лабо​раторные комнаты для бактериологических исследований и подсобные помещения; автоклавная или стерилизационная для обеззараживания отработанного материала и зараженной посуды; моечная, оборудованная для мытья посуды; бактериологическая кухня – для приготовления, разлива, стерилизации и хра​нения питательных сред; виварий для содержания подопыт​ных животных; материальная для хранения запасных реакти​вов, посуды, аппаратуры и хозяйственного инвентаря.

Перечисленные подсобные помещения как самостоятель​ные структурные единицы входят в состав крупных бактерио​логических лабораторий. В небольших лабораториях бактериологическую кухню и стерилизационную объединяют в одной комнате; специальное помещение для содержания подопытных живот​ных отсутствует. 
Помещения микробиологических лабораторий по степени опасности для персонала разделяются на 2 зоны:

 I. "Заразная" зона - помещение или группа помещений лаборатории, где осуществляются манипуляции с патогенными биологическими агентами и их хранение, персонал одет в соответствующий тип защитной одежды.

 II. "Чистая" зона - помещения, где не проводят работу с биологическим материалом, персонал одет в личную одежду.
Под лабораторные комнаты, в которых производят все бактериологические исследования, отводят наиболее светлые, просторные помещения. Стены в этих комнатах на высоту 170 см от пола окрашивают в светлые тона масляной краской или покрывают кафелем. Пол застилают релином или линолеумом. Такого рода отдел​ка позволяет пользоваться при уборке помещения дезинфи​цирующими растворами.

В каждой комнате должна быть раковина с водопровод​ной подводкой и полкой для бутыли с дезинфицирующим раствором.

В одной из комнат оборудуют застекленный бокс - изолированное помещение с тамбуром (предбоксником) для выполнения работ в асептических условиях. В боксе ставят стол для посевов, табурет, над рабочим местом монтируют бактерицидные лампы. В предбокснике помещают шкаф для хранения стерильного материала. Окна и двери помещений "заразной" зоны должны быть герметичными. Имеющаяся вытяжная вентиляция из "заразной" зоны должна быть изолирована от других вентиляционных систем и оборудована фильтрами тонкой очистки воздуха.
Лабораторное помещение оборудуется столами лаборатор​ного типа, шкафами и полками для хранения необходимой при работе аппаратуры, посуды, красок и реактивов.

Очень большое значение для работы имеет правильная организация рабочего места врача-бактериолога и лаборанта. Лабораторные столы устанавливают около окон. При размещении их нужно стремиться к тому, чтобы свет падал спереди или сбоку от работающего, лучше с левой стороны, но ни в коем случае не сзади. Желательно, чтобы комнаты для проведения анализов, особенно для микроскопирования, имели ориентацию окон на север или северо-запад, так как для работы необходим ровный рассеянный свет. Освещенность поверхности столов для работы должна быть 500 лк. Для удобства дезинфекции поверхность лабораторных столов покрывают пластиком или обивают железом. За каждым сотрудником лаборатории закрепляют отдельное рабочее место размером 150(60 см.

Все рабочие места оборудуют предметами, необходимыми для повседневной бактериологической работы, перечень которых дан в таблице 1.

Таблица  LISTNUM "таблица" 
Необходимые предметы для бактериологической работы

	Наименование предмета
	Примерное 
количество

	1. Набор красок и реактивов для окраски 
	1

	2. Стекла предметные
	25—50

	3. Стекла покровные
	25—50

	4. Стекла с лунками
	5—10

	5. Штатив под пробирки
	2

	6. Петля бактериальная
	1

	7. Шпатели стеклянные
	10

	8. Шпатели металлические
	1

	9. Банка с ватой
	1

	10. Пипетки, градуированные на 1, 2, 5, 10 мл
	По 25 каждого объема

	11. Пипетки пастеровские
	25—50

	12. Пинцет, ножницы, скальпель
	По 1

	13. Емкости с дезинфицирующими растворами
	2

	14. Микроскоп с осветителем
	1

	15. Лупа 5(
	1

	16. Масленка с иммерсионным маслом
	1

	17. Фильтровальная бумага
	3—5 листов

	18. Банка с дезинфицирующим раствором для пипеток
	1

	19. Спиртовая или газовая горелка
	1

	20. Установка для окраски препаратов
	1

	21. Песочные часы на 1 или 2 минуты
	По 1

	22. Груша с резиновой трубкой
	1

	23. Карандаш по стеклу
	5

	24. Банка со спиртовыми ватками
	1

	25. Необходимая стерильная посуда
	-


Правила работы и поведения в лаборатории

Особенностью бактериологических работ является постоянное соприкосновение сотрудников лаборатории с заразным материалом, культурами патогенных микробов, зараженными животными и выделениями больных. Поэтому все сотрудники бактериологической лаборатории обязаны соблюдать правила работы, которые обеспечивают стерильность и предупреждают возможность возникновения аварий - нештатных ситуаций, при которых создается реальная или потенциальная возможность выделения патогенного агента в воздух производственной зоны, окружающую среду или заражения персонала.

1. В помещение бактериологической лаборатории нельзя входить без специальной одежды – халата, белой шапочки или косынки, сменной обуви.
2. Нельзя вносить в лабораторию посторонние вещи.

3. Запрещается выходить за пределы лаборатории в ха​латах или надевать верхнее платье на халат.

4. В помещении бактериологической лаборатории катего​рически запрещается курить, принимать пищу, хранить про​дукты питания.

5. Весь материал, поступающий в бактериологическую ла​бораторию, должен рассматриваться как инфицированный.

6. При распаковке присланного заразного материала необходимо соблюдать осторожность: банки, содержащие мате​риал для исследования, при получении обтирают снаружи дезинфицирующим раствором и ставят не прямо на стол, а на подносы или в кюветы.

7. Перенос жидкостей, содержащих патогенные мик​робы, производят пипеткой с грушей.

8. О случаях аварии с посудой, содержащей заразный ма​териал, или при пролитии жидкого заразного материала надо немедленно сообщать заведующему лабораторией или его за​местителю. Мероприятия по обеззараживанию загрязненных патогенным материалом платья, частей тела, предметов ра​бочего места осуществляются немедленно.

9. При исследовании зараженного материала и работе с патогенными культурами микробов необходимо строго со​блюдать общепринятые в бактериологической практике тех​нические приемы, исключающие возможность соприкоснове​ния рук с заразным материалом.

10. Зараженный материал и ненужные культуры подле​жат обязательному уничтожению, по возможности в тот же день. Инструменты, использованные в работе с заразным материалом, тотчас после их употребления дезинфицируют, как и поверхность рабочего места.

11. При выполнении бактериологических работ нужно строго следить за чистотой рук: по окончании работы с за​разным материалом их дезинфицируют. Рабочее место в конце дня приводят в порядок и тщательно дезинфицируют, а за​разный материал и культуры микробов, необходимые для дальнейшей работы, ставят на хранение в запирающийся реф​рижератор или сейф.

12. Работники бактериологических лабораторий подлежат обязательной вакцинации против инфекционных болез​ней, возбудители которых могут встретиться в исследуемых объектах.

Детальнее техника безопасности при работе в бактериологических лабораториях описана в методических указаниях, составленных Д.А. Васильевым и А.А. Нафеевым 

Уборка лабораторного помещения

Помещение лаборатории ежедневно до начала работы следует убирать влажным способом. Пыль с поверхностей протирают увлажненной тряпкой, смоченной дезинфицирующим раствором. После окончания работы стены, покрытые метлахскими плитками или окрашенные масляной краской, моют горячей водой с мылом или стиральным порошком. Полы моют 3-5% раствором дезинфектанта. Потолки, карнизы, верхнюю часть стен, окрашенные клеевой краской, не реже одного раза в неделю очищают от пыли пылесосом.

Подготовка бокса к работе. Помещение бокса регулярно обрабатывают следующим образом: ежедневно перед началом работы полы протирают дезинфицирующим средством (2%-5% раствором хлорамина); воздух обеззараживают бактерицидными лампами, установленными на высоте 2—2,5 м от поверхности пола, из расчета одна лампа БУВ-ЗО (1,5—2,5 Вт) на 1 м3 помещения. При указанных условиях бокс облучают 2—3 ч. Перед началом работы лампы выключают. При отсутствии бактерицидных ламп непосредственно перед работой производят дезинфекцию бокса, протирая помещение 5% раствором хлорамина.

Чтобы предотвратить заражение бокса, образцы материалов, подлежащие исследованию, вносят в бокс после предварительного тщательного протирания 3% раствором формалина. По этим же соображениям работа в боксе проводится в стерильных халатах, защитных масках и тапочках, специально предназначенных для бокса.

Воздух в боксе следует регулярно, не менее 2 раз в неделю, проверять на бактериальную обсемененность. 
Для проверки чашки с мясо-пептонным агаром и средой Сабуро оставляют открытыми в течение 15 минут. Посев на мясо-пептонном агаре выдерживают в термостате 48 ч при 37°С, чашки со средой Сабуро — 96 ч при 22°С. Допустимым ростом считается не более 5 колоний на чашках. Количество колоний, превышающее 5 при 15-минутной экспозиции, является показателем высокой обсемененности воздуха бокса. В этих случаях по​мещение бокса нуждается в дополнительной, более тщатель​ной обработке. Не менее одного раза в неделю помещение бокса моют горячей водой с мылом, дезинфицирующими средствами и протирают досуха.

Уборка рабочего места. По окончании работы бе​рут пинцетом кусок ваты, смачивают его в 5% растворе хлор​амина или в 5% растворе формалина и протирают им поверхность стола на рабочем месте. Такого рода повседневная дезинфекция носит профи​лактический характер.

Мытье и обработка лабораторной посуды

Посуда для бактериологических работ должна быть чистой, а для многих исследований — и стерильной, так как исполь​зование загрязненной, плохо вымытой посуды может привести к получению неправильных результатов.

Для мытья лабораторной посуды в микробиологических лабораториях отводится отдельное помещение — моечная, или специальное рабочее место, которое обеспечивается боль​шой раковиной с подводкой горячей и холодной воды, нагре​вательными приборами: газовой или электрической плитой. 
В моечной необходимо иметь кастрюли, тазы, ведра, ерши, щетки и доски с колышками для сушки чистой посуды. На дно раковины кладут густую металлическую сетку, чтобы предупредить засорение канализационной сети частицами агара, ватой, бумагой, попадающими в воду при мытье посуды.

Надписи, сделанные на стекле восковым карандашом, лег​ко снимаются щеткой либо кусочком влажной марли с ме​ловым порошком или содой.

Для устранения налета белого цвета, нередко появляю​щегося на стекле, посуду помещают на 30—40 минут в 5—10% раствор соляной кислоты.

Сильно загрязненную посуду со следами жира обрабатывают в хромовой смеси. Хромовая смесь, будучи сильным окислителем, разрушает органические вещества с об​разованием растворимых или газообразных продуктов. Перед употреблением хромовую смесь подогревают до температуры 45—50°С, а затем заливают ею грязную посуду. Работать с хромовой смесью необходимо с осторожностью, в фартуке и резиновых перчатках, после тщательно промывать посуду.
Мытье новой лабораторной посуды. В ведре с теплой водой растворяют хозяйственное мыло, чтобы образовалось небольшое количество пены, погружают в нее посуду и ста​вят на слабый огонь. После 15-минутного кипячения посуду вынимают, ополаскивают чистой водой, погружают в теплый 1—2% раствор соляной кислоты, доводят до ки​пения и вываривают 10—15 минут, чтобы нейтрализовать избы​ток щелочи, который мог остаться при изготовлении стекла. После кипячения в кислоте посуду прополаскивают водопроводной водой и дважды дистиллированной.

При мытье посуды, служащей для постановки серологиче​ских реакций, кислоты и щелочи использовать не рекоменду​ется, так как даже следы этих веществ, оставшиеся на стенках, могут исказить результат реакции. Такую посуду моют горячей водой, кладут на сетки, чтобы с нее стекла вода, за​тем несколько раз ополаскивают дистиллированной водой и сушат в сушильном шкафу.

Мытье лабораторной посуды, бывшей в употреблении. По​суда, в которой содержался зараженный материал, поступает в мойку после предварительной дезинфекции, гарантирующей гибель находящихся в ней патогенных микробов. Перед мытьем из пробирок, чашек и матрацев обеззараженную жид​кость выливают в канализацию. Не очень загрязненную посу​ду моют ершом в горячей воде с мылом, содой или в растворе горчицы. Посуду со следами агара, желатина или другой питательной среды за сутки перед мытьем заливают 2—2,5% раствором едкого натра или едкого кали. Очень загрязнен​ную жирную посуду, не поддающуюся мытью обычным спо​собом, заливают на 30—40 минут хромовой смесью, а затем в течение продолжительного времени промывают сначала проточной водопроводной, затем — дистиллированной водой.

Надежный способ мытья и обеззараживания лабораторной посуды предложен Г.П. Кирсановым (1972). От​работанную лабораторную посуду (пробирки, чашки Петри, предметные стекла с мазками после иммерсионной микроско​пии и пр.) стерилизуют в автоклаве в течение 2 ч при 2 атм. Далее посуду загружают в бак и заливают рас​твором, содержащим на 100 мл дистиллированной воды 5 мл нашатырного спирта и 3 г порошка для стирки хлопчатобу​мажного и льняного белья. Лабораторная посуда хорошо отмывается и обезжиривается в течение 30 минут кипячения в указанном растворе, затем ее прополаскивают водопроводной водой и дважды дистиллированной. После этого посуду высушивают в сушильном шкафу. Для обработки посуды, применявшейся для выращивания микобактерий туберкулеза на яичных питательных средах, А.В. Ивановым и соавт. (1974) предложен простой способ. Использованные пробирки со средами автоклавируют при 1,5 атм в течение 30 минут, затем по 250—300 штук укладывают в бачки или эмалированные ведра с плотной крышкой, заливают 1% раствором едкого натра и кипятят 2 ч. Во время кипячения остатки питательной среды растворяются и образуется однородная жидкая мыльно-ще​лочная смесь, способствующая освобождению пробирок от плотных остатков среды. После 2 ч кипячения мыльно-щелоч​ной раствор сливают для повторного ис​пользования (раствор может быть использован 3—4 раза). Прокипяченные отмытые пробирки несколько раз прополас​кивают водопроводной водой и высушивают.

Посуду, используемую для приготовления и хранения пи​тательных сред и культивирования микробов, нельзя обраба​тывать дезинфицирующими веществами, так как даже следы их делают питательную среду непригодной для размножения микроорганизмов.

Мытье градуированных пипеток. Пипетки и другая граду​ированная посуда, поступающая для работы, должны быть абсолютно чистыми и хорошо обезжиренными. На стенках плохо обезжиренной посуды при выливании жидкости остается большое количество капель, вследствие чего слитый объем жидкости не будет соответствовать той величине, которая указана на шкале деления.

Новые градуированные пипетки, не бывшие в употребле​нии, моют следующим образом. С помощью резинового баллончика, надетого на пипетку, насасывают в нее горячую мыльную воду и затем погружают в сосуд с такой же водой. Чтобы вода из пипеток не вытекала, уровень жидкости в со​суде должен соответствовать высоте пипеток. Выдержав 20—30 минут в мыльном растворе, пипетки прополаскивают водо​проводной водой и переносят в 1—2% раствор соляной кислоты, который постепенно доводят до кипения. Далее пипетки обрабатывают так же, как и остальную стек​лянную посуду.

Пипетки, бывшие в употреблении, тщательно протирают тонкой упругой проволокой, на конец которой плотно накручи​вают кусочек ваты или марли в виде сливы. Для того чтобы загрязнения снимались быстрее и легче, пользуются горячей мыльной водой, раствором питьевой соды или стирального порошка.

Закупорившийся канал пипетки прочищают тонкой проволокой или мандреном от тонких игл шприцев. Промытые пипетки складывают в таз, заливают теплым раствором горчицы или мыль​ной водой и ставят на слабый огонь. После 20—30-минутного кипячения пипетки вынимают и несколько раз ополаскивают сначала теплой проточной, а затем дистиллированной водой.

Сильно загрязненные пипетки также очищают вначале ершом с мылом или содой, а затем погружают в хромовую смесь, налитую в ванночку или банку, по высоте соответству​ющую длине обрабатываемых пипеток. В хромовой смеси пипетки выдерживают 20—30 минут, затем в течение несколь​ких минут промывают проточной и дважды ополаскивают ди​стиллированной водой.

Мытье предметных и покровных стекол. Предметные и по​кровные стекла должны иметь абсолютно чистую поверхность и быть хорошо обезжиренными. Капля воды, нанесенная на обезжиренное стекло, растекается равномерно, а на плохо обезжиренном стекле распадается на мелкие капельки. Пред​метные и покровные стекла рекомендуется мыть и ополаскивать в резиновых перчатках, чтобы не загрязнять их жиром, находящимся на поверхности кожи.

Стекла предметные и покровные, не бывшие в употребле​нии, моют в теплой мыльной воде и после ополаскивания за​ливают смесью Никифорова (этиловый спирт:эфир в соотношении 1:1). Если стекла, выну​тые через 2—3 дня из смеси Никифорова, сохраняют следы жира, их складывают в фарфоровую чашечку, заливают 2—5% раствором гидрокарбоната натрия или едкого натра, ставят на слабый огонь и кипятят, считая от момента закипания воды, в течение 20—30 минут. После кипячения в щелочном растворе стекла ополаскивают проточной водопроводной во​дой, опускают на 10—15 минут в 5—10% раствор соляной кислоты, и затем промывают проточной и дистиллированной водой.

Предметные и покровные стекла, бывшие в употреблении, загрязненные краской и иммерсионным маслом, обрабатыва​ют следующим способом:

- опускают на 2 ч в концентриро​ванную серную кислоту или хромовую смесь, затем тщатель​но промывают проточной водопроводной водой;

- заливают 5% раствором гидрокарбоната натрия или щелочи (едкое ка​ли или едкий натр), ставят на слабый огонь и кипятит в те​чение 30—40 минут.

Силиконирование лабораторной посуды. Тщательно вымы​тую и обезжиренную посуду высушивают и заливают на несколько минут при комнатной температуре 3% раствором полиметилсилоксановой жидкости (марка ПMC-200 или ПМС-300) в хлороформе. При этом на поверхности стекла образуется тончайшая органосиликоновая пленка с хороши​ми гидрофобными и адгезивными свойствами. Жидкость мож​но использовать многократно. Обработанную таким образом посуду помещают на 2 ч в сушильный шкаф при температуре 180—210°С, после этого посуда готова к употреблению. Плен​ка не смывается водой и не разрушается кислотами. Для ее удаления посуду следует в течение 2 ч кипятить в 10% рас​творе щелочи.

Сушка и хранение чистой лабораторной посуды. Высушен​ную посуду просматривают на свет. Стекло ее должно быть совершенно прозрачным, без матового налета и пятен.

Вымытую посуду не вытирают, а сушат при комнатной температуре (холодная сушка) или горячим воздухом в су​шильном шкафу при температуре 100—105°C.

Чисто вымытую и высушенную посуду, закрытую пробками с бумажными колпачками или без них, хранят в местах, на​дежно защищенных от пыли, лучше всего в плотно закрыва​ющемся шкафу.

Дезинфекция

Дезинфекцией является уничтожение микроорганизмов в объектах внешней среды.

В микробиологических лабораториях дезинфекционные ме​роприятия используются очень широко. Оканчивая работу с заразным материалом, сотрудники бактериологических лабо​раторий производят профилактическую дезинфекцию рук и рабочего места.

Дезинфекции подвергают отработанный патологический материал (кал, моча, мокрота, различного вида жидкость, кровь) перед выбрасыванием его в канализацию.

Загрязненные патологическим материалом или культурой микробов градуированные и пастеровские пипетки, стеклян​ные шпатели и металлические инструменты тотчас после их употребления опускают в стеклянные банки с дезинфицирую​щим раствором, находящиеся на столе у каждого рабочего места.

Обязательной дезинфекции подлежат также использован​ные в работе предметные и покровные стекла, так как даже в фиксированном и окрашенном мазке иногда сохраняются жизнеспособные микроорганизмы, которые могут явиться источником внутрилабораторного заражения. Не обрабатывает​ся дезинфицирующими средствами только та посуда, в кото​рой выращивались микроорганизмы. Ее складывают в метал​лические бачки или биксы, пломбируют и сдают на автоклавирование.

Выбор дезинфицирующего вещества, концентрация его раствора, соотношение между количеством дезинфицирующего вещества и обеззараживаемого материала, а также про​должительность срока дезинфекции устанавливаются в зави​симости от конкретных условий, учитывающих в первую оче​редь устойчивость обеззараживаемых микробов, степень пред​полагаемого загрязнения, состав и консистенцию материала, в котором они находятся.

Дезинфекция рук после работы с заразным материалом и при попадании его на кожу. По окончании работы с заразным материалом руки профилактически дезинфицируют. Ватный шарик или марлевую салфетку смачивают 1% раствором хлорамина, протирают сначала левую, затем правую кисть руки в такой последовательности: тыл кисти, ладонная поверхность, межпальцевые пространст​ва, ногтевые ложа. Таким образом, сначала обрабатывают места наименее загрязненные, затем переходят к участкам кожи, загрязненным наиболее сильно. Протирают руки в течение 2 минут двумя тампонами последовательно. При загрязнении рук культурой патогенного микроба или патологиче​ским материалом в первую очередь дезинфицируют загряз​ненные участки кожи. С этой целью их покрывают на 3—5 минут ватой, увлажненной 1% раствором хлорамина, затем вату сбрасывают в бачок или ведро с отработанным ма​териалом, а руки обрабатывают вторым тампоном так же, как и при профилактической дезинфекции. После обработки хлорамином руки моют теплой водой с мылом. При работе с бактериями, образующими споры, обработка рук производится 1% активированным хлорамином. При попадании на руки заразного материала экспозицию дезинфицирующего ве​щества увеличивают до 5 минут.

Стерилизация

Стерилизация, в отличие от дезинфекции, предусматривает уничтожение в стерилизуемом объекте всех вегетативных и споровых, патогенных и непатогенных микроорганизмов. Стерилизацию производят различными способами: паром, сухим горячим воздухом, кипячением, фильтрацией и т. д. Выбор того или иного способа стерилизации определяется качеством и свойствами микрофлоры стерилизуемого объекта.

Подготовка и стерилизация лабораторного оборудования

Перед стерилизацией лабораторную посуду моют и сушат. Пробирки, флаконы, бутыли, матрацы и колбы закрывают ватно-марлевыми пробками. Поверх пробок на каждый сосуд (кроме пробирок) надевают бумажные колпачки.

Резиновые, корковые и стеклянные пробки стерилизуют в отдельном пакете, привязанном к горлышку посуды. Чашки Петри стерилизуют завернутыми в бумагу по 1—10 штук. Пастеровские пипетки по 3—15 шт. заворачивают в оберточную бумагу. В верхнюю часть каждой пипетки вкладывают кусочек ваты, предупреждающий попадание материала в окружающую среду. При завертывании пипеток нужно соблюдать большую осторожность, чтобы не обломать запаянные концы капилляров. Во время работы пипетки из пакета вынимают за верхний конец.

В верхнюю часть градуированных пипеток, как и в пастеровские пипетки, вставляют предохранительную вату и затем заворачивают в плотную бумагу, нарезанную предварительно полосками шириной 2—2,5 см и длиной 50—70 см. Полоску кладут на стол, левый конец ее загибают и завертывают им кончик пипетки, затем, вращая пипетку, навертывают на нее ленту бумаги. Для того чтобы бумага не разворачивалась, противоположный конец ее закручивают или приклеивают. На бумаге надписывают объем завернутой пипетки. При наличии пеналов градуированные пипетки стерили​зуют в них.

Лабораторную посуду стерилизуют: 

а) сухим жаром при температуре 180°С и 160°С соответственно 1 ч и 150 минут. 

б) в автоклаве при давлении 1,5 атм. в течение 60 минут, для уничтожения споровой микрофлоры – 90 минут при 2 атм.

Стерилизация шприцев. Шприцы стерилизуют в разобран​ном виде: отдельно цилиндр и поршень в 2% растворе гидрокарбоната натрия 30 минут. При работе со спороносной микро​флорой стерилизацию производят в автоклаве при 132±2°С (2 атм.) в течение 20 мин, при 126±2°С (1,5 атм.) — 30 мин. Простерилизованный шприц собирают после того, как он остынет, в цилиндр вставляют поршень, надевают иглу, пред​варительно вынув из нее мандрен. Иглу, цилиндр и поршень берут пинцетом, который стерилизуют вместе со шприцем.

Стерилизация металлических инструментов. Металличе​ские инструменты (ножницы, скальпели, пинцеты и пр.) сте​рилизуют в 2% растворе гидрокарбоната натрия, который предупреждает появление ржавчины и потерю остроты. Лез​вия скальпелей и ножниц перед погружением в раствор рекомен​дуется обертывать ватой.

Стерилизация бактериальных петель. Бактериальные пет​ли, сделанные из платиновой или нихромовой проволоки, сте​рилизуют в пламени спиртовой или газовой горелки. Такой способ стерилизации получил название прокаливания или фламбирования.

Петлю в горизонтальном положении вносят в нижнюю, наиболее холодную, часть пламени горелки, чтобы не про​изошло разбрызгивания сжигаемого патогенного материала. После того как он сгорит, петлю переводят в вертикальное положение, накаливают докрасна вначале нижнюю, затем верхнюю часть проволоки и прожигают петледержатель. Про​каливание в целом занимает 5—7 с.

Подготовка к стерилизации и стерилизация бумаги, марли и ваты. Вату, марлю, фильтровальную бумагу стерилизуют в сухожаровой печи при температуре 160°С в течение часа от момента показания термометром данной температуры или в автоклаве при давлении 1 атм. в течение 30 минут.

Перед стерилизацией бумагу и марлю нарезают кусочка​ми, а вату сворачивают в виде шариков или тампонов нуж​ной величины. После этого каждый вид материала в отдель​ности по одной или несколько штук заворачивают в плотную бумагу. При разрыве пакета стерилизованный материал следует стерилизовать повторно, так как стерильность его нарушается.

Стерилизация перчаток и других резиновых изделий. Из​делия из резины (перчатки, трубки и т. д.), загрязненные ве​гетативной формой микробов, стерилизуют кипячением в 2% растворе гидрокарбоната натрия или текучим паром в те​чение 30 минут; при загрязнении спороносной микрофло​рой—в автоклаве при давлении 1,5—2 атм. в течение 30 или 20 минут. Резиновые перчатки перед стерилизацией внутри и сна​ружи пересыпают тальком для предохранения их от склеива​ния. Между перчатками прокладывают марлю. Каждую пару перчаток завертывают отдельно в марлю и в таком виде по​мещают в биксы.

Стерилизация патогенных культур микробов. Пробирки и чашки, содержащие культуры микробов, не нужные для даль​нейшей работы, складывают в металлический бак, пломбиру​ют крышку и сдают на стерилизацию. Культуры патогенных микробов, вегетативные формы, убивают в автоклаве в течение 30 минут при давле​нии 1 атм. Сдача баков для стерилизации в автоклавную производит​ся специально выделенным лицом под расписку. Режим сте​рилизации регистрируется в специальном журнале. При уничтожении культур микробов I и II групп патогенности, а также материала, зараженного или подозрительного на заражен​ность возбудителями, отнесенными к этим группам, баки с от​работанным материалом переносят на металлических под​носах с высокими бортами в присутствии сопровождающего лица, допущенного к работе с заразным материалом.

Виды стерилизации

Стерилизация кипячением. Стерилизацию кипячением про​изводят в стерилизаторе. В стерилизатор наливают дистиллированную воду, так как водопроводная образует накипь. (Стеклянные предметы погружают в холодную, металлические предметы—в горячую воду с добавлением гидрокарбоната натрия). Стерилизуемые предметы кипятят на слабом огне 30-60 минут. Началом стерилизации считается момент закипания воды в стерилизаторе. По окончании кипячения инструменты берут стерильным пинцетом, который кипятят вместе с остальными предметами.

Стерилизация сухим жаром. Стерилизация сухим жаром производится в печи Пастера. Подготовленный к стерилиза​ции материал кладут на полки так, чтобы он не соприкасался со стенками. Шкаф закрывают и после этого включают обо​грев. Продолжительность стерилизации при температуре 150°С 2 ч, при 165°С – 1 ч, при 180°С – 40 мин, при 200°С – 10-15 мин (при 170°С бумага и вата желтеют, а при более высокой температуре обугливаются). Началом стерилизации считается тот момент, когда тем​пература в печи достигнет нужной высоты. По окончании срока стерилизации печь выключают, но дверцы шкафа не открывают до полного охлаждения, так как холодный воздух, поступающий внутрь шкафа, может вызвать образование тре​щин на горячей посуде.

Стерилизация паром под давлением. Стерилизацию паром под давлением производят в автоклаве. Автоклав состоит из двух котлов, вставленных один в другой, кожуха и крышки. Наружный котел называют водопаровой камерой, внутрен​ний — стерилизационной камерой. В водопаровом котле про​исходит образование пара. Во внутренний котел помещают стерилизуемый материал. В верхней части стерилизационного котла имеются небольшие отверстия, через которые прохо​дит пар из водопаровой камеры. Крышка автоклава гермети​чески привинчивается к кожуху. Кроме перечисленных основных частей, автоклав имеет ряд деталей, регулирующих его работу: манометр, водомер​ное стекло, предохранительный клапан, выпускной, воздушный и конденсационный краны. Манометр служит для опре​деления давления, создающегося в стерилизационной камере. Нор​мальное атмосферное давление (760 мм рт. ст.) принимается за нуль, поэтому в неработающем автоклаве стрелка манометра стоит на нуле. Между показания​ми манометра и температурой имеется определенная зависи​мость (табл. 2).

Таблица  LISTNUM "таблица" 
Соотношения показаний манометра и температуры кипения воды
	Показания манометра, атм.
	t кипения воды,°C
	Показания манометра, атм.
	t кипения воды,°C

	0,0
	100°
	0,8
	117°

	0,2
	105°
	0,9
	119°

	0,4
	110°
	1,0
	121°

	0,5
	112°
	1,5
	127°

	0,6
	114°
	2,0
	134°

	0,7
	116°
	
	


Красная черта на шкале ма​нометра определяет максималь​ное рабочее давление, которое допускается в автоклаве. Пре​дохранительный клапан служит для предохранения от чрезмерно​го повышения давления. Его уста​навливают на заданное давление, то есть, давление, при котором нуж​но производить стерилизацию, при переходе стрелки манометра за черту клапан автоклава автоматически открывается и выпускает лишний пар, замедляя тем самым дальнейший подъем давления. 
На боковой стенке автоклава имеется водомерное стекло, показывающее уровень воды в водопаровом котле. На трубке водомерного стекла нанесены две горизонтальные черты — нижняя и верхняя, обозначающие соответственно допускаемый нижний и верхний уровень воды в водопаровой ка​мере. Воздушный кран предназначен для удаления воздуха из стерилизационной и водопаровой камер в начале стерилиза​ции, так как воздух, являясь плохим проводником тепла, на​рушает режим стерилизации. На дне автоклава находится конденсационный кран для освобождения стерилизационной камеры от конденсата, образующегося в период нагревания стерилизуемого материала. 

Правила работы с автоклавом. Перед началом работы осматривают автоклав и контрольно-измеритель​ную аппаратуру. В автоклавах с автоматическим регулированием пара на электровакуумном манометре водопаровой камеры стрелки устанавливают в соответствии с режимом стерилизации: ниж​нюю стрелку ставят на 0,1 атм. ниже, верхнюю—на 0,1 атм. выше рабочего давления, водопаровую камеру заполняют водой до верхней отметки мерного стекла. В период заполнения водой вентиль на трубе, по которой пар поступает в камеру, держат открытым для свободного выхода воздуха из котла. Стерилизационную камеру автоклава загружают стерилизуемым материалом. После этого крышку (или дверцу) автоклава закрывают, плотно закрепляя центральным затвором или болтами; чтобы избежать перекоса, болты завинчивают крест-накрест (по диаметру). Затем включают источник подогрева (электрический ток, пар), закрывая вентиль на тру​бе, соединяющей источник пара со стерилизационной камерой. С началом парообразования и создания давления в водопаровой камере производят продувку (удаление воздуха из стерилизационного котла). Способ удаления воздуха определяется конструкцией автоклава. Вначале воздух выходит отдельными порциями, затем появляется ровная непрерывная струя пара, указывающая, что из стерилизационной камеры воздух полностью вытеснен. После удаления воздуха кран закрывают, и в стерилизационной камере начинается постепенное повышение давления.

Началом стерилизации считается тот момент, когда стрелка манометра показывает заданное давление. После этого интенсивность подогрева уменьшают, чтобы давление в автоклаве в течение нужного времени оставалось на одном уровне. По окончании времени стерилизации подогревание прекращают. Закрывают вентиль в трубопроводе, подающем пар в стерилизационную камеру, и открывают вентиль на конденсационной (нисходящей) трубе для снижения давления пара в камере. После падения стрелки манометра до нуля медлен​но ослабляют прижимные приспособления и открывают крыш​ку  автоклава.

Температура и продолжительность стерилизации опреде​ляются качеством стерилизуемого материала и свойствами тех микроорганизмов, которыми он заражен.

Контроль температуры в стерилизационной камере осуще​ствляется периодически с помощью бактериологических тестов. Биотесты изготовляются бактериологическими лабораториями ЦСЭН. В случае непрохождения данных тестов производят проверку технического состояния автоклава.

Стерилизация текучим паром. Стерилизация текучим паром производится в текучепаровом аппарате Коха или в автоклаве при незавинченной крышке и открытом выпускном кране. Аппарат Коха представляет собой металлический полый цилиндр с двойным дном. Пространство между верхней и нижней пластинками дна заполняют на 2/3 водой (для спуска оставшейся после стерилизации воды есть кран). Крышка аппарата имеет в центре отверстие для термометра и несколь​ко небольших отверстий для выхода пара. Стерилизуемый материал загружают в камеру аппарата неплотно, чтобы обеспечить возможность наибольшего кон​такта его с паром. Началом стерилизации считается время с момента закипания воды и поступления пара в стерилизационную камеру. В текучепаровом аппарате стерилизуют, главным образом, питательные среды, свойства которых из​меняются при температуре выше 100°С. Стерилизацию текучим паром следует проводить повтор​но, так как однократное прогревание при температуре 100°С не обеспечивает полного обеззараживания. Такой метод полу​чил название дробной стерилизации: обработку сте​рилизуемого материала текучим паром проводят по 30 минут ежедневно в течение 3 дней. В промежутках между стери​лизациями материал выдерживают при комнатной темпера​туре для прорастания спор в вегетативные формы, которые погибают при последующих прогреваниях.

Тиндализация. Тиндализация—дробная стерилизация с применением температуры ниже 100°С, предложенная Тиндалем. Прогревание стерилизуемoгo материала производят в водяной бане, снабженной терморегулятором, по часу при температуре 60—65°С в течение 5 дней или при 70— 80°C в течение 3 дней. В промежутках между прогреваниями обрабатывае​мый материал выдерживают при температуре 25°С для прорастания спор в вегетативные формы, которые погибают при последующих прогрева​ниях. Тиндализацией пользуются для обеспложивания питательных сред, содержащих белок.

Механическая стерилизация с помощью бактериальных ультрафильтров. Бактериальные фильтры применяют для освобождения жидкости от находящихся в ней бактерий, а также для отделения бактерий от вирусов, фагов и экзоток​синов. Вирусы бактериальными фильтрами не задерживаются, и поэтому ультрафильтрацию нельзя рассматривать как сте​рилизацию в принятом значении этого слова. Для изготовления ультрафильтров применяют мелкопористые материалы (каолин, асбест, нитроцеллюлоза и др.), спо​собные задерживать бактерии. 
Асбестовые фильтры (фильтры Зейтца) представляют собой асбестовые пластинки толщиной 3—5 мм и диаметром 35 и 140 мм для фильтрации малых и больших объемов жидкости. В нашей стране асбестовые фильтры, изготовляют двух марок: «Ф» (фильтрующие), за​держивающие взвешенные частицы, но пропускающие бакте​рии, и «СФ» (стерилизующие), более плотные, задерживаю​щие бактерии. Перед употреблением асбестовые фильтры монтируют в фильтровальные аппараты и вместе с ними стерилизуют в ав​токлаве. Асбестовые фильтры используются однократно. Мембранные ультрафильтры изготавливаются из нитроцеллюлозы и представляют собой диски белого цвета диаметром 35 мм и толщиной 0,1 мм.

Бактериальные фильтры разли​чаются по величине пор и обозна​чаются порядковыми номерами (табл. 3).

Таблица  LISTNUM "таблица" 
Бактериальные фильтры

	No фильтра
	Средний диаметр пор, мкм

	1
	0,3

	2
	0,5

	3
	0,7

	4
	0.9

	5
	1,2
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Непосредственно перед употреб​лением мембранные фильтры сте​рилизуют кипячением. Фильтры по​мещают в дистиллированную воду, подогретую до температуры 50— 60°С, чтобы предупредить их скру​чивание, кипятят на слабом огне в течение 30 минут, меняя 2—3 раза воду. Простерилизованные фильтры во избежание их повреждения вы​нимают из стерилизатора фламбированным и остуженным пинцетом с гладкими кончиками.

Для фильтрации жидкостей бактериальные фильтры монтируют в специальные фильтро​вальные приборы, в частности, в фильтр Зейтца.

Он состоит из 2-х частей: верхней, имеющей форму цилиндра или воронки, и нижней—опорной части аппарата, с так называемым фильтровальным столиком из металлической сетки или чистой керамической пластинки, на которую помещают мембранный или асбестовый фильтр. Опорная часть аппарата имеет форму воронки, суживающаяся часть которой находится в резиновой пробке горлышка колбы Бунзена. В рабочем состоянии верхнюю часть прибора фиксируют на нижней с помощью винтов. Перед началом фильтрации места соединения различных частей установки для создания герметичности заливают парафином. Отводную трубку колбы присоединяют толстостенной ре​зиновой трубкой к водоструйному, масляному или велосипедному нacocy. После этого в цилиндр или воронку аппарата наливают фильтруемую жидкость и включают насос, создающий вакуум в приемном сосуде. В результате образующейся разности давлений фильтруемая жидкость проходит через поры фильтра в приемник. Микроорганизмы остаются на поверхности фильтра.

Микроскопические методы исследования

Микроскопический метод исследования предусматривает наблюдение за живыми и убитыми микробами в окрашенном и неокрашенном состоянии.

Различают простые и сложные способы окраски. Первые основаны на применении какой-либо одной краски, например, метиленового синего или фуксина. Вторые преду​сматривают воздействие на один и тот же препарат двух и более красок. Сложные методы окраски позволяют обнаруживать в теле микробной клетки различные структурные элементы (капсулы, споры, включения), помогают дифференцировать сходные по величине и форме бактерии, принадлежащие к различным группам.

Приготовление препаратов для микроскопии живых микроорганизмов
Для исследования живых бактериальных клеток раз​работан ряд методов. При микроскопии можно использовать культуры, выращенные в жидких средах, однако для получения нужного числа бактерий они нуж​даются, как правило, в разведении стерильной средой. Культуры, выращенные на твердых средах, можно суспендировать (развести) с помощью стерильной петли или иглы в капле стерильной жидкой среды или какого-нибудь рас​твора, но не водопроводной воды, до слабого помутнения. Следует помнить, что возраст культуры и физико-химические параметры среды могут быть причи​ной ненаследуемых (фенотипических) модификаций как внепротоплазматических компонентов (жгутики и кап​сулы), так и компонентов, находящихся внутри собствен​но клетки (различные включения); все эти компоненты являются важными признаками, по которым ведется идентификация. Вместе с тем специальные операции или пересевы, производимые в лаборатории, могут благо​приятствовать развитию мутантов, имеющих наследст​венно измененные по сравнению с диким типом черты строения. Изменения могут быть стабильными и неста​бильными, но очевидно, что при описании формы и структуры бактерий условия содержания культуры должны быть строго определенными, так как старение культуры и изменения состава среды могут быть причи​ной ряда морфологических изменений.

Ниже мы приводим методы, которые часто используются при исследовании живых клеток в целях идентификации.

Для приготовления влажных препаратов одну каплю пробы (около 0,05—0,1 мл) помещают на чистую обез​жиренную поверхность предметного стекла (толщиной 0,8—1,0 мм), затем накрывают ее покровным стеклом. По​следнее имеет форму квадрата со стороной 22 мм, толщина его составляет от 0,13 до 0,16 мм (номер 1 или 11/2). Чтобы предотвратить конвекционные токи, смеще​ние или высыхание, зазор между покровным и предмет​ным стеклами герметично заливают васпаром (смесь равных объемов петролатума и парафинового воска), петролатумом, свечным воском (используя фитиль свечи в качестве кисточки для нанесения расплавленного вос​ка) или прозрачным лаком для ногтей.

В течение короткого промежутка времени в этих пре​паратах можно наблюдать подвижность облигатных аэробных бактерий, однако, как только кислород исто​щится, бактерии прекращают движение.

Для рассматривания влажных препаратов рекомен​дуется фазово-контрастная микроскопия, причем для по​лучения наилучших результатов следует использовать как можно более тонкую водную пленку. Кусочек промо​кательной бумаги, положенный поверх покровного стек​ла для герметизации, способствует выводу излишнего ко​личества жидкости (так что в препарате остается лишь необходимая для просмотра тонкая пленка) и подсушиванию поверхности потенциальных полей зрения. Тепло от источника света может нарушить оптималь​ные движения бактерий. Если наблюдения ведутся в те​чение длительного периода времени, рекомендуется вставлять тепловой фильтр. Поскольку белый свет может вызывать нарушение подвижности, применяют зеленый светофильтр, лучше других реализующий коррекции, да​ваемые линзами, и хорошо воспринимаемый глазом на​блюдателя. Нагревание пробы предотвращают также с помощью задерживающей оптической вставки, запол​ненной 5-сантиметровым слоем раствора Мора (50 г сульфата железа и аммония, 1,3 мл 33%-ной (объ​ем/объем) серной кислоты и 250 мл дистиллированной воды).

Поступательное перемещение бактерий за счет жгу​тиков можно наблюдать во влажных препаратах, при​меняя в большинстве случаев иммерсион​ный масляный объектив. Скорость перемещения бактерий варьирует, и медленно движущиеся организмы следует отличать от тех, которым свойственно лишь броуновское движение. Описаны некоторые неподвижные мутанты, обладающие жгутиками. Чтобы убедить​ся в том, что жгутики действительно присущи данной бактерии, а также чтобы определить их расположение (полярное, перитрихальное, латеральное), требуются методы с применением окрашивания.

Если используется обычный конденсор и масляно-иммерсионный объектив, для улучшения контраста количе​ство света нужно уменьшить апертурной диафрагмой, а конденсор опустить. Наиболее эффективный (и наибо​лее демонстративный) способ наблюдения за подвижны​ми микроорганизмами при малом увеличении—это темнопольная микроскопия. Необходимые для нее специ​альные конденсоры доступны далеко не всем, однако вполне удовлетворительное темное поле можно получить, применив для освещения иммерсионный конденсор от фазово-контраст​ного микроскопа и расположенную на нужном месте фазовую пластинку; наблюдения при этом ведут с помощью обычных (не фазово-контраст​ных) объективов с увеличением 10( или 45(. Иммерсионная жидкость на конденсор не наносится, а положение конденсора, для которого характерно самое хорошее темное поле, находится экспериментальным путем. С помощью этого ухищрения оказывается возможным увидеть под малым увеличением даже спирохеты.
Некоторым бактериям присущ особый тип поступа​тельного движения при контакте с твердой поверх​ностью, известный как «скольжение». Это относительно медленное, моментами прекращающееся, а затем возоб​новляющееся продвижение в направлении, параллельном продольной оси организма. Для скольжения характерна частая смена направлений движения и отсутствие на​ружных локомоторных органелл. Такого типа под​вижность можно предположить, если при микроскопическом обследовании (с безиммерсионными объективами большого увеличения) краев колоний обнаруживают отделенные от самого края одиночные клетки или группы клеток. Часто в первичной среде выделения скольжение не выявляется; обычно его легче обнаружить на твердых средах с небольшим количеством питательных веществ, соответствующих их содержанию в естественной для данной группы среде обитания.

Скольжение следует отличать от роения, которое вы​ражается в движении за счет жгутиков в особых усло​виях. Роение—это распространение микроорганизмов по относительно сухой поверхности, например, агара, где они движутся в виде больших протяженных островков или микроколоний. У наблюдаемых при этом скоп​лений постоянно меняются очертания — от коротких языковидных выступов и изолированных групп до пере​плетающихся полос, чередующихся с пустотами. В мес​тах этих пустот видны следы движения, часто рассматри​ваемые в качестве признака скольжения и хорошо со​храняющиеся фиксацией по Боуэну in situ. Молодые активные культуры нитевидных организмов, передвигающихся скольжением, оставляют волнообраз​ные, завитые или спиралевидные рисунки. Поступатель​ное перемещение путем скольжения происходит со ско​ростью 10—15 мкм/с.

Раздавленная капля. На предметное стекло нано​сят каплю бульонной культуры. При обильном росте микро​бов культуру предварительно разводят стерильным изотоническим раствором хлорида натрия. Нанесен​ную на предметное стекло каплю раздавливают. Для этого покровное стекло ставят на ребро у края капли и, опуская, постепенно вытесняют воздух, находящийся между предметным и покровным стеклами, чтобы избежать образования пузырьков. В правильно приготовленном препарате раздавленной капли стекла плотно склеиваются и жидкость тончайшим слоем заполняет пространство между ними, не выступая за края покровного стекла.

Висячая капля. На середину необезжиренного покровного стекла наносят небольшую, с четкими краями каплю бульонной культуры. Каплю материала покрывают предметным стеклом с лункой, края которой предварительно смазывают вазелином. Предметное стекло с прилипшим к нему покровным стеклом перевертывают. Капля оказывается висячей в герметически закрытой влажной камере, из которой жидкость испаряется очень медленно, и поэтому препарат долгое время остается пригодным для наблюдения. Висячую каплю микроскопируют с плоским зеркалом и суженной диафрагмой. При малом увеличении (8() находят край капли, отчетливо видный в затемненном поле зре​ния. По одну сторону линии (края) видно множество мель​чайших капелек конденсата, осевших на внутренней поверх​ности покровного стекла, по другую сторону линии фон равномерно серого цвета — искомая капля. Найденный край капли устанавливают в центре поля зрения микроскопа при малом увеличении и, не сдвигая препарата, переходят на более сильную (40( или иммерсионную) систему, слегка расширив диафрагму микроскопа.

Живые микробы, находящиеся в препарате раздавленной капли, можно изучать и в темном поле зрения. При этом методе микроскопии толщина предметных стекол не должна превышать 1,2 мм, покровных—0,2 мм. Принцип исследования микробов в темном поле зрения заключается в том, что в объектив и, следовательно, в глаз наблюдателя попадают не прямые лучи света, а отраженные исследуемым объектом. Вследствие этого неосвещенное поле зрения оста​ется совершенно темным, а микробные тела, отражающие лучи света, освещены очень ярко.

Для создания темного поля конденсор Аббе заменяют темнопольным конденсором, имеющим затемнение центральной части. При отсутствии специального берут обычный кон​денсор Аббе, развинчивают и вкладывают между его линзами кружок черной фотобумаги так, чтобы незначительная периферическая часть линзы оставалась свободной.

При микроскопии препаратов в темном поле зре​ния на верхнюю поверхность конденсора наносят каплю кед​рового или вазелинового масла, поверх которой очень осто​рожно, чтобы не образовалось пузырьков воздуха, накладывают препарат. На покровное стекло наносится вторая капля масла. Наносить масло на обе поверхности препарата необходимо для того, чтобы при микроскопии с иммерсионной системой проходящие лучи света не преломлялись.

Метод висячего агарового слоя. Для приготовления препаратов живых клеток типа «висячая капля» существует хорошее приспособление — пластина из прозрачной пластмассы с высверленным в центре отверстием, имеющим диаметр около 1 см. По​кровное стекло с висящей на нем каплей помещают над отверстием, а для того, чтобы стекло удерживалось на месте, на его край наносят каплю иммерсионного масла или воды. Подобным образом к стеклу можно прикре​пить тонкий слой агара с растущей культурой или островками колоний, размазанных по стерильной нахо​дящейся рядом с ними поверхности. Образуемую отвер​стием камеру можно закрыть, прикрепив снизу покров​ное стекло.

Негативное окрашивание. Этот вид окрашивания дает возможность самыми простыми, а зачастую и самыми быстрыми способами получить информацию о преломляющих свет включени​ях, таких, как сера или гранулы поли-(р)-окси​масляной кислоты, и о спорах. При его осуществлении взя​тый петлей 7%-ный (вес/объем) водный нигрозин (или тушь, или конго красный) тщательно перемешивают с бактериальной суспензией на покровном стекле, разма​зывают смесь до образования тонкой пленки и высуши​вают на воздухе. Затем кладут покровное стекло на предметное пленкой вниз и фиксируют его положение одной-двумя каплями свечного воска. В приготовленных подобным образом препаратах, со​держащих вместо заливки воздушный слой, бактерии не прокрашиваются и выделяются на темно-синем фоне яр​ким свечением. В дальнейшем они даже могут быть ис​пользованы в работах по изучению характера и степени разрушения клеток. Негативно окрашенные пре​параты не следует применять для измерения длины и ширины клеток, так как вокруг клеточной стенки может находиться капсула или слой слизи. Более того, отрицательно заряженные частицы коллоидного нигрозина не реагируют с клеточной поверхностью, по​скольку при физиологических значениях рН последняя также заряжена отрицательно. При высыхании коллоид​ной пленки благодаря одинаковому заряду коллоидных частиц и бактерий черный край высыхающей пленки на​ходится на относительно значительном, хотя и малень​ком абсолютно расстоянии от истинной границы клетки. В результате видимый размер бактерии оказывается больше, чем действительный, даже если нет капсулы.

В растворах нигрозина могут появиться посторонние микроорганизмы; предотвратить это помогает небольшая добавка формальдегида, не ухудшающая свойств рас​твора.

Приготовление мазков

Для изучения микроорганизмов в окрашенном виде на предметном стекле делают мазок, высушивают, фиксируют его и после этого окрашивают.

Исследуемый материал распределя​ют тонким слоем по поверхности хорошо обез​жиренного предметного стекла.

Мазки готовят из культур микробов, патологического ма​териала (мокрота, гной, моча, кровь и др.) и из органов трупов.

Техника приготовления мазков определяется характером исследуемого материала.

Приготовление мазков из микробных культур с жидкой питательной средой и из жид​кого патологического материала (моча, ликвор и др.). Маленькую каплю исследуемой жидкости на​носят бактериальной петлей на предметное стекло и круго​выми движениями петли распределяют равномерным слоем в виде кружка диаметром в копеечную монету.

Приготовление мазков из крови. На пред​метное стекло, ближе к одному из его концов, наносят кап​лю крови. Второе — шлифованное — стекло, которое должно быть уже предметного, ставят на первое под углом 45° и подводят к капле крови до соприкосновения с ней. После того как кровь растечется по шлифованному краю, стеклом делают скользящее движение справа налево, равномерно рас​пределяя кровь тонким слоем по всей поверхности стекла. Толщина мазка зависит от величины угла между стеклами: чем острее угол, тем тоньше мазок. Правильно приготовленный мазок имеет светло-розовую окраску и оди​наковую толщину на всем протяжении.

Приготовление толстой капли. На середину предметного стекла пастеровской пипеткой наносят каплю крови или прикладывают стекло непосредственно к выступающей капле крови. Нанесенную на стекло кровь размазывают бактериальной петлей так, чтобы диаметр об​разующегося мазка соответствовал величине копеечной мо​неты. Стекло оставляют в горизонтальном положении до высыхания крови. Кровь в «толстой капле» распределяется неравномерно, образуя неровный край.

Приготовление мазка из вязкого мате​риала (мокрота, гной). Мокроту или гной, нанесенные на предметное стекло ближе к узкому краю, накрывают другим предметным стеклом. Стекла слегка придавливают друг другу.

После этого свободные концы стекол захватывают 1 и 2 пальцами обеих рук и разводят в противоположные стороны так, чтобы при движении оба стекла плотно прилегали друг к другу. Получаются мазки с равномерно распределенным материалом, занимающим большую площадь.

Приготовление мазка из культур с плотных питательных сред. На середину чистого, хорошо обезжиренного предметного стекла наносят каплю воды, в нее вносят бактериальную петлю с небольшим количеством исследуемой микробной культуры, так, чтобы капля жидко​сти стала слегка мутноватой. После этого излишек микроб​ного материала на петле сжигают в пламени и при​ступают к приготовлению мазка по вышеописанному  способу.

Приготовление мазков из органов и тканей. Поверхность органа с целью обеззараживания прижигают накаленными браншами пинцета, делают по этому ме​сту надрез и из глубины остроконечными ножницами вырезают небольшой кусочек ткани, который помещают между двумя предметными стеклами. Далее поступают так же, как при приготовлении мазка из гноя и мокроты. Если ткань органа плотная, то из глубины разреза делают скальпелем соскоб. Полученный при соскабливании материал распределя​ют тонким слоем по поверхности стекла скальпелем или бактериальной петлей.

Для изучения взаимного расположения элементов ткани и находящихся в ней микроорганизмов делают мазки-отпе​чатки. Для этого вырезанный из середины органа небольшой кусочек ткани захватывают пинцетом и прикладывают по​следовательно несколько раз по​верхностью среза к предметному стеклу, получая, таким образом, ряд мазков-отпе​чатков.

Высушивание и фиксация мазков. Приготовленный на предметном стекле мазок высушивают на воздухе и после полного высыхания фиксируют. При фиксировании мазок закрепляется на поверхности предметного стекла, и поэтому при последующей окраске препарата микробные клетки не смываются. Кроме того, убитые микробные клетки окрашиваются лучше, чем живые.

Различают физический способ фиксации, в основу которого положено воздействие высокой температуры на микробную клетку, и химические способы, предусматривающие применение средств, вызывающих коагуляцию белков. Нельзя фиксировать над пламенем мазки, содержащие возбудителей I – II групп патогенности.

Физический способ фиксации. Предметное стекло с препаратом берут пинцетом или I и II пальцами правой руки за ребра мазком кверху и плавным движением проводят 2—3 раза над верхней частью пламени горелки. Весь процесс фиксации должен занимать не более 2 с. Надежность фиксации проверяют следующим простым приемом: свободную от мазка поверхность предметного стекла прикла​дывают к тыльной поверхности левой кисти. При правиль​ном фиксировании мазка стекло должно быть горячим, но не вызывать ощущения ожога.

Химический способ фиксации. Для фиксации мазков применяют также химические вещества и соединения, приведенные в таблице 4.

Таблица  LISTNUM "таблица" 
Вещества для химической фиксации

	Фиксирующее вещество
	Время фиксации, мин

	Безводный метиловый спирт
	5

	Этиловый спирт 96%
	10—15

	Жидкость Никифорова (смесь этилового спирта и эфира в соотношении 1:1) 
	10—15

	Жидкость Карнуа (этанола 96% 60 мл, хло​роформа 30 мл, уксусной кислоты ледя​ной 10 мл)
	10-15

	H2O2 3% в 96% спирте (для фиксации споровых микроорганизмов)
	30


Предметное стекло с высушенным мазком погружают в склянку с фиксирующим веществом и затем высушивают на воздухе.

Окраска мазков

Техника окраски мазков. Для окраски мазков пользуются растворами красок или красящей бумагой, что предложено А.И. Синевым. Простота приготовления, удобство применения, а также возможность хранения красящей бумаги в течение неограниченно долгого времени явились основанием для широкого их использования при различных способах окраски.

Окраска мазков красящей бумагой. На высу​шенный и фиксированный препарат наносят несколько ка​пель воды, кладут окрашенные бумажки величиной 2(2 см. В течение всего времени окрашивания бумага должна оставаться влажной и плотно прилегать к поверхности стекла. При подсыхании бумагу дополнительно смачивают водой. Продолжительность окрашивания мазка определяется мето​дом окраски. По окончании окраски бумагу осторожно сни​мают пинцетом, а мазок промывают водопроводной водой и подсушивают на воздухе или фильтровальной бумагой.

Окраска мазков растворами красителей. На высушенный и фиксированный препарат пипеткой наносят краситель в таком количестве, чтобы он покрывал весь ма​зок. При окраске мазков концентрированными растворами красителей (карболовый фуксин Циля, карболовый генциановый или кристаллический фиолетовый) окрашивание произ​водят через фильтровальную бумагу, задерживающую части​цы красителя: на фиксированный мазок кладут полоску фильтровальной бумаги и на нее наливают раствор краси​теля.

Для микроскопического исследования приготовленные мазки, высу​шенные и зафиксированные, подвергают окраске. Окраска бывает простая и сложная. Простая окраска заключается в нанесении на мазок какой-либо одной краски на определенный промежуток времени. Чаще всего для про​стой окраски применяют спирто-водный (1:10) фуксин Пфейффера, леффлеровскую метиленовую синьку и сафранин. Эозин, как кислая краска, упо​требляется только для окраски цитоплазмы клеток и подкраски фона. Кислый фуксин совершенно непригоден для окраски бактерий.

При простой окраске микробные тела воспринимают цвет применяемой краски так же интенсивно, как и ядра клеток; в то же время цитоплазма и весь фон мазка (если это не мазок из чистой культуры) окрашиваются в тот же цвет, но несколько бледнее. Фуксин и генцианвиолет относятся к более интенсивно окрашивающим краскам; метиленовая синька окрашивает зна​чительно бледнее. Восприятие окраски зависит не только от свойств красок, но и от свойств подвергаемых окраске микробов. Большинство микробов легко и быстро окрашивается водными или спирто-водными растворами красок.

Для трудно воспринимающих окраску микробов (например, возбудитель туберкулеза) или их частей (споры, жгутики и пр.) приходится применять более интенсивные (форсированные) методы окраски.

Форсировать окраску можно: а) повышением красящей способности основных красок, б) удлинением срока окраски и в) действием протрав.

Для повышения красящей способности воздействуют на краску высокой температурой (нагреванием) до появления паров (вплоть до кипения). Варьируя степень нагревания, можно получать различные степени силы окраски.

Удлинение срока воздействия красящего раствора на объект также может в известной мере усилить степень окраски.

Протравами являются вещества, облегчающие проникновение краски внутрь клеток: фенол, танин, уксусная и хромовая кислоты, щелочи и др. Механизм действия протрав различен: в одних случаях протравы действуют на краски, в других—на способность клеток к восприятию окраски. Про​травами воздействуют на мазок или перед действием краски (например, при окраске жгутиков), или совместно с краской (фенол в фуксине Циля), или же после действия краски (люголевский раствор в методе Грама).

При окраске мазков, кроме красок, применяются еще так называемые обесцвечивающие или раскрашивающие вещества. Последние служат для удаления излишка краски из всей микробной клетки или же из ее части при слишком энергичной адсорбции краски материалом или при перекра​шивании его с применением нагревания и т. п.

В качестве обесцвечивающих веществ применяются: спирт, 5% водный раствор серной кислоты, 20—30% водный раствор азотной кислоты, 3% рас​твор соляной кислоты в абсолютном алкоголе и др.

Для окраски мазков необходимо иметь на рабочем столе набор крася​щих растворов во флаконах (лучше оранжевого стекла) с пипетками и рези​новыми баллончиками. Флаконы должны быть снабжены этикетками с соответствующими обозначениями; во избежание быстрого загрязнения красками этикетки рекомендуется пропитывать расплавленным парафином (при помощи кисточки). Флаконы с красками помещают в деревянный штатив - колодку (рис. 2). 
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Рис.  2. Флаконы для красок
Для смывания красок и ополаскивания мазков необходимы бутыль с тубусом на подставке для дистиллированной воды и кристаллиза​тор (сливная чашка) с подставкой-мостиком для мазков. Подставка-мостик представляет собой две стеклянные трубки или палочки, соединенные на концах отрезками резиновых трубок. Ши​рина подставки должна быть меньше длины предметного стекла. Кроме того, для окраски мазков необходимы спиртовая (или газовая) горелка и пинцет Корнэ для предмет​ных стекол. При окраске с подогреванием пред​метное стекло захватывают пинцетом и выдер​живают определенное время над пламенем. При продолжительной окраске употребляют кюветки или небольшие стаканчики, куда наливают крас​ку и погружают в нее мазок. При одновремен​ной окраске в кюветке нескольких мазков, для того, чтобы стекла не слипались, их соединяют по два намазанной стороной наружу и укреп​ляют резиновыми кольцами, нарезанными из трубок. После окраски мазки промывают водой и тщательно высушивают фильтровальной бу​магой.

Работами последних лет выявлена возможность со​хранения при окраске жизнеспособности микробов, главным образом, спороносных. Поэтому необходима достаточная фиксация мазков. Про​мывные воды (при окрасках) нужно сливать в специальный сосуд с последующим обезврежи​ванием, отработанную фильтровальную бумагу (после просушки мазков) не выбрасывать, а сжигать, использованные мазки дезинфицировать.

Простые методы окраски мазков

При простом методе окраски на фиксированный мазок наливают несколько капель какого-либо спирто-водного или водного раствора краски на 1—2 минуты; чаще всего для этой цели применяется фуксин (1:10) или леффлеровская метиленовая синька. Затем краску смывают дистиллированной водой и мазок обсушивают между двумя полосками фильтровальной бумаги. Обычно фуксином (1:10) красят 10—30 секунд, а метиленовой синькой – 2-10 минут. Фуксин окрашивает мазки более интенсивно, а при окраске метиленовой синькой получаются нежные, более изящные препараты. Мазок после обсушивания фильтровальной бумагой должен быть совершенно сухим, в противном случае при соприкосновении оставшейся влаги с кедровым маслом образуется эмульсия и при микроскопии получится неясное изображение. Вообще, продолжительность окраски зависит от вида и качества красящего раствора, степени восприимчивости микроба к окраске и толщины мазка.

Окраска по Муромцеву

Готовят два раствора:

	1. Фуксин основной
	0,15 г.

	
Спирт-ректификат 96%
	20 мл

	
Карболовая кислота (кристаллическая)
	10 г.

	2. Метиленовая синька
	2,5 г.

	
Дистиллированная вода
	200 мл.


После растворения краски оба раствора смешивают и профильтровывают через бумажный фильтр. Краска сохраняется долгое время. Мазки красят через полоски фильтровальной бумаги в течение 15 – 30 секунд.

Фиксацию мазков автор рекомендует производить смесью спирта (80 частей) с формалином (20 частей) в течение 3—10 минут.

При данной окраске мазков в микробных клетках выявляются включения, биполярность, капсулы и споры. Метод удобен для окраски мазков из органов, крови, культур на средах с нативным белком и на полужидком агаре.

Фон препарата из указанных субстратов розовый; клетки ткани и микробные тела окрашиваются в голубовато-синие цвета.

Сложные (дифференциальные) методы окраски мазков

Сложные методы окраски основаны на особенностях физико-химического строения микробной клетки. Сущность этих методов заключается в воздействии на мазок двух красящих веществ, из которых одно является главной (основной)  краской, а другое – дополнительной (контрастной). После воздействия первой краской мазок обесцвечивают и только после этого подвергают дополнительной окраске. В качестве обесцвечивающих веществ может быть применен целый ряд химических реагентов (кислоты, щелочи, спирт, ацетон и др.). Промывание мазка простой водой также является чисто механическим процессом обесцвечивания, но для этого необходимо продолжительное время; кроме того, обесцвечивание получается неполным. По отношению к обесцвечивающим веществам можно разбить микробов на группы легко и трудно обесцвечиваемых. Не все виды микробов одинаково относятся к обесцвечивающим реагентам; некоторые являются кислото- и спиртоустойчивыми, другие только кислотоустойчивыми. Наконец, некоторые, например, споры, энергично противостоят воздействию всех обесцвечивающих веществ и относятся к группе краскоустойчивыx.

Сложные методы окраски имеют важное дифференциально-диагностическое значение для характеристики изучаемого микроба.

Окраска по Граму
При обработке мазков (срезов) из органов и тканей, содержащих микроорганизмы, генцианвиолетом, а затем йодом, препарат, окрашенный в черный цвет, обладает свойством обесцвечиваться под действием спирта. При этом одни из содержащихся в мазке бактерий также обесцвечиваются, а другие окра​шиваются в фиолетовый цвет. При дополнительной окраске (в частности, фуксином Пфейффера) обесцвеченные спиртом бактерии окрашиваются в красный цвет (грамотрицательные). Другие же, прочно удерживающие фиолетовую окраску (соединение йод + генцианвиолет), не обесцве​чивающиеся спиртом, относятся к группе грамположительных бактерий. Разница между грамположительными и грамотрицательными бактериями зависит от различия их изоэлектрических точек, а способность грамположительных бактерий удерживать окраску связана с присутствием в них магниевой соли рибонуклеиновой кислоты, которой грамотрицательные бактерии не содержат. Лучше всего окраска по Граму получается после фиксации мазков физическим методом (нагреванием). Особенности отношения тех или иных видов бактерий к разным краскам, в частности, к окраске по методу Грама, характеризуют так называемые тинкториальные свойства микробов.

Техника окраски. На фиксированный жаром мазок кладут полоску фильтровальной бумаги величиной немного короче и уже предметного стекла, наливают на нее достаточное количество раствора кристаллвиолета, карболового или же анилинового раствора генцианвиолета, или другой какой-либо фиолетовой трифенилметановой краски (напримep метилвиолета) на 1—2 минуты. Затем краску сливают, удаляют полоску фильтровальной бумаги и, не смывая водой, наливают на мазок раствор Люголя на 1—2 минуты. Раствор сливают и обесцвечивают препарат в 96° спирте в течение 30—60 секунд, промывают водой и окрашивают дополнительно фуксином Пфейффера (или разведенным сафра​нином, нейтральротом или везувином) в течение 2—3 минут. Затем краску смывают водой, а мазок высушивают чистой фильтровальной бумагой.

Микроскопическая картина: при правильной окраске мазков по Граму грамположительные микробы будут окрашены в темно-фиолетовый цвет, а грамотрицательные — в цвет дополнительной краски (например, в розовый цвет фуксина Пфейффера).

Нельзя пользоваться загрязненной фильтровальной бумагой: возможен механический перенос микробов с одного мазка на другой, что может отра​зиться на результатах микроскопии. Продолжительность воздействия краской, раствором Люголя (протравой) и спиртом зависит от толщины мазка. Особенно ответственным моментом в окраске по Граму является обесцвечивание мазка спиртом. При коротком воздействии спирта получаются перекрашенные препараты, а при длительном все микробы (в том числе и rpaмположительные) обесцветятся. На густой, толстый мазок (например, из агаровой культуры) время воздействия спиртом должно быть большим, нежели на тонкий мазок, особенно с жидких культур. При воздействии спиртом на неравномерно приготовленный мазок в толстых его частях микробы оста​лся необесцвеченными, а в тонких обесцветятся; получится «пестрая» картина окраски, что может привести к неправильным выводам.

Иногда в культуре грамположительных бактерий могут наблюдаться грамотрицательные особи, которых тем больше, чем старше популяция. Это ничто иное, как бактериальные трупы, претерпевшие внутриклеточный автолиз, в результате которого клетка лишилась рибонуклеинатов магния. С другой стороны, в очень молодых культурах (несколько часов роста) из семейства энтеробактерий гигантские, юные формы этих бактерий, которые в 2—3 раза крупнее взрослых особей (18-часовых), очень базофильны вследствие перегрузки их цитоплазмы рибонуклеинатами. Поэтому при окраске по Граму они окрашиваются фуксином так интенсивно, что при плохом освещении их можно принять за грамположительные вегетативные формы спороносных палочек.

Для начинающих, а также в сомнительных случаях, рекомендуется на том же стекле, где находится исследуемый мазок, приготовить по сторонам кон​трольные препараты — один из культуры микробов, заведомо грамположительных, а другой — из грамотрицательных.

При обесцвечивании препарата в окраске по Граму спирт можно нали​вать непосредственно на мазок, постоянно покачивая стекло. Лучше же обесцвечивание проводить в кюветках, куда наливают спирт и, захватив пинцетом Корнэ препарат, поднимают и опускают его, следя за цветом сте​кающего со стекла спирта. Обесцвечивание считается законченным, когда стекающие с мазка капли спирта сравняются по цвету со спиртом в кюветке; обычно для этого требуется 10—30 секунд, в зависимости от толщины мазка.

Спирт 96° в кюветках следует чаще сменять (80° спирт уже неправильно дифференцирует мазок). Отработанный спирт обычно сливают из кюветок в спиртовые горелки.

Для начинающих можно рекомендовать обесцвечивание мазков йодированным спиртом. Установлено, что если к обесцвечивающей жидкости добавить немного йодной настойки, то микробы, окрашивающиеся грамположительно, не обесцвечиваются в такой жидкости даже в течение часа, а грамотрицательные раскрашиваются приблизительно в 5 секунд. По дан​ным Саватеева, достаточно добавить 2—4 мл 10% йодной настойки на 100 мл 95° спирта; раствор может сохраняться долгое время. В том случае, если вместо спирта используют ацетон, йодную настойку прибавляют перед использованием.

Для обесцвечивания мазков йодированным спиртом достаточно двух минут, после чего следует промывка водой и дополнитель​ная окраска фуксином Пфейффера.
Видоизменения метода окраски по Граму

Как уже упоминалось выше, окраска по Граму представляет собой самый важный метод идентификации бактерий. Теоретически возможно разделить бактерии на две группы: грамположительные и грамотрицательные; реально же имеются случаи, когда одни и те же бактерии характеризуются как «грамвариабельные». С тех пор, как метод был впервые разработан Кристианом Грамом в 1884 г., опубли​кованы многочисленные модификации окраски по Граму. Мазок бактерий для окрашивания на предметном стекле получают прямым методом из куль​туры на жидкой или твердой среде, но лучше всего приготовить его из фиксированной формалином отмытой пробы. Несколько дополнительных минут, потраченных на суспендирование бактерий в 5%-ном (объем/объем) формалине, сбор и промывку их центрифугированием, окупаются тем, что размер и форма клеток хорошо сохра​няются, клетки прокрашиваются равномерно, а беспоря​дочно разбросанные преципитаты из жидких культуральных сред отсутствуют. В любом случае рекомендует​ся высушивать мазок на воздухе и фиксировать его на​греванием, как для простого окрашивания. Важно стан​дартизировать методику окраски по Граму. Одина​ковые результаты дают еще два способа окраски — в моди​фикации Хукера и в модификации Берка.

Окраска по Граму в модификации Хукера.
	Раствор А для приготовления красящего реактива:

	Кристаллический фиолетовый (с 90% содержанием сухого вещества)
	2,0 г

	Этанол 95% (объем/объем)
	20 мл

	Раствор Б для приготовления красящего реактива:

	Щавелевокислый аммоний
	0,8 г

	Дистиллированная вода
	80 мл


Растворы А и Б смешивают для получения красящего реактива кристаллического фиолетового. Оставляют на 24 ч и перед исполь​зованием фильтруют через фильтровальную бумагу.
	Протрава:

	Йод
	1,0 г

	Йодистый калий
	2,0 г

	Дистиллированная вода
	300 мл


Йод и йодистый калий размельчают в ступке и медленно добав​ляют воду при постоянно продолжающемся размельчении, пока йод не растворится. Хранят в темной склянке.
	Растворитель для обесцвечивания:

	Этанол 95% (объем/объем)

	Дополнительный краситель:

	Сафранин О [2,5% (вес/объем) в 95% (объем/объем) этаноле]
	10 мл.

	Дистиллированная вода
	100 мл


Выполнение метода:

4. Высушенный на воздухе фиксированный нагрева​нием бактериальный мазок погружают на 1 минуту в кра​сящий раствор кристаллического фиолетового.

5. Мазок промывают в слабой, идущей под углом струе водопроводной воды в течение 2 с.

6. Мазок помещают в йодную протраву на 1 минуту.
7. Промывают его в слабой, идущей под углом струе водопроводной воды в течение 2 с, после чего подсушивают промокательной бумагой.

8. Погружают мазок на 30 с в 95%-ный этанол, взбалтывая последний, после чего мазок подсушивают промокательной бумагой.

9. Погружают мазок на 10 с в дополнительный кра​ситель.

10. Промывают мазок в слабой, идущей под углом струе водопроводной воды до исчезновения окраски в стоке, после чего подсушивают промокательной бумагой.

Окраска по Граму в модификации Берка.
	Раствор А:

	Кристаллический фиолетовый 
(с 90% содержанием сухого вещества)
	1,0 г

	Дистиллированная вода
	100 мл

	Раствор Б:

	Двууглекислый натрий
	1,0 г

	Дистиллированная вода
	100 мл

	Йодная протрава:

	Йод
	1,0 г

	Йодистый калий
	2,0 г

	Дистиллированная вода
	100 мл


Протраву готовят так же, как для модификации Хукера.

	Растворитель для обесцвечивания:
( осторожно, легко воспламеняется!)

	Этиловый эфир
	1 объем

	Ацетон
	3 объема

	Дополнительный краситель:

	Сафранин О (с 85% содержанием сухого вещества)
	2,0 г

	Дистиллированная вода
	100 мл


Выполнение метода:

11. Высушенный на воздухе фиксированный нагрева​нием мазок погружают в раствор А, добавляют 2—3 капли раствора Б и выдерживают в те​чение 2 минут.

12. Отмывают мазок йодной протравой, после чего покрывают его на 2 минуты свежей протравой.

13. Мазок промывают в слабой, идущей под углом струе воды из-под крана в течение 2 с. Поверхность вокруг мазка подсушивают промокательной бумагой, но сам мазок предохраняют от высыхания.

14. На мазок при наклонном положении предметного стекла по каплям наносят обесцвечивающий раствори​тель до тех пор, пока в стекающем со стекла раство​рителе не исчезнет окраска. После этого мазок подсу​шивают на воздухе.

15. На 5—10 с мазок погружают в дополнительный краситель.

16. Мазок промывают в слабой, идущей под углом струе водопроводной воды до исчезновения окраски в стоке и подсушивают фильтровальной бумагой.

При использовании любой методики грамположительные бактерии окрашиваются в голубой или фиолето​вый цвет, а грамотрицательные—в красный.

Грамотрицательные бактерии могут выглядеть как грамположительные, если бактериальный мазок слиш​ком толст, а обесцвечивание не проведено до конца. В то же время грамположительные микроорганизмы мо​гут выглядеть как грамотрицательные, если мазок че​ресчур обесцвечен; это особенно характерно для культур, очень долго находившихся в стационарной фазе роста. Некоторые виды рода Bacillus грамположительны лишь в течение нескольких делений после прорастания спор. Грамположительные организмы могут окраситься как грамотрицательные, если механически нарушена це​лостность их клеточных стенок в результате гибели кле​ток, автолиза, действия ферментов (например, лизоцима), высушивания на стекле и последующего увлажне​ния. Для получения хороших результатов лучше всего готовить относительно прозрачные мазки (со слабой замутненностью) из молодых, активно растущих куль​тур, так как более старые культуры могут показывать неустойчивые реакции. Целесообразно в качестве контроля использовать известные грамположительные и грамотрицательные микроорганизмы.

Модификация по Синеву.

Вариант Синева: вместо карболового или анилинового раствора генцианвиолета берут по​лоски фильтровальной бумаги, заранее пропитанные следующим раствором:

	Кристаллвиолет
	1 г

	Спирт 96°
	100 мл

	Глицерин (не обязательно)
	5 мл


Кристаллвиолет может быть заменен метилвиолетом или генцианвиолетом в равных количествах. Через сутки стояния раствор краски готов и может сохраняться долгое время. Фильтровальную бумагу (один слой), помещен​ную на стекло, обливают указанным раствором краски, высушивают и режут на полоски размером 20(40 мм; бумажки хранят в темной склянке с при​тертой пробкой.

Клемпарская предлагает для окраски препаратов по методу Грама в модифика​ции Синева при отсутствии фильтровальной бумаги пропитывать 10% спир​товым раствором генцианвиолета полоски обыкновенной газетной бумаги (типографская краска не мешает). Техника  окраски та же.

Техника окраски. На фиксированный мазок наливают 2—3 капли дистиллированной воды, опускают и придавливают к стеклу пинцетом полоску бумаги, приготовленной вышеуказанным способом. Бумажку через 2 минуты смывают водой или, лучше, снимают пинцетом. Дальше производится обработка раствором Люголя, спиртом или йодированным спиртом, водой и дополнительная окраска.

Модификация по Синеву особенно удобна для походных лабораторий, в экспедиционной работе и т. п.; получаются хорошие препараты, свободные от осадков, при малом расходе краски.

Клемпарская рекомендует готовить красящие бумажки для метода Грама и Циль-Нильсена по следующей прописи: для основной окраски (кристаллвиолет, генцианвиолет и метилвиолет) к 1 г краски добавить 10 мл спирта и 0,5 мл глицерина (краску всыпать в спирт и добавить глицерин), для фуксина —  10 мл спирта; для дополнительной окраски (сафранин, метиленовая синька)—к 1 г краски добавить 10 мл нагретого до 45—50° спирта, 1 мл насыщенного водного раствора буры и 0,5 мл глицерина (сна​чала нагревают спирт, добавляют буру и глицерин, а затем краску); для раствора Люголя — к 1 г кристаллического йода добавить 2,5 г йодистого калия и 10 мл дистиллированной воды.

Модификация по Эткинсу. 

Для данной модификации можно при​менять любую из красок, относящихся к производным парарозанилина (кристаллвиолет, генцианвиолет или метилвиолет), с раствором сернокислого анилина. Растворы красок получаются очень стойкие и совершенно не дают осадков. Для окраски необходимы следующие растворы:
	I. Генцианвиолет

	Насыщенный спиртовой раствор
	1 часть

	Сернокислый анилин (1% водный раствор)
	3 части


При отсутствии готового сернокислого анилина таковой может быть приготовлен следующим образом. К 100 мл 5% водного раствора серной кислоты прибавляют по каплям 20 мл анилинового масла. Выпавший обиль​ный рыхлый белый осадок отфильтровывают, снимают с фильтра и разбав​ляют в 30 мл 95° спирта, а затем снова отфильтровывают и осадок высу​шивают.

	II. Раствор йода

	Кристаллический йод
	2 г

	Едкий натр (4%)
	10 мл


После растворения прибавляют 90 мл дистиллированной воды.

Для дополнительной окраски применяют спирто-водный сафранин (можно везувин или пиронин): 1 часть насыщенного спиртового раствора краски на 10 частей дистиллированной воды.

Техника окраски:

1) окрасить мазок раствором I в течение минуты,

2) промыть водой,

3) обработать раствором II в течение минуты,

4) обесцве​тить спиртом в течение 5 минут,

5) дополнительно окрасить в течение 10 секунд,

6) промыть водой и высушить.
Окраска кислотоустойчивых микробов

Кислотоустойчивость микробов зависит не только от наличия в них значительного количества липидов (около 36%), но и от ряда других хими​ческих и физических факторов. Так, например, установлено, что при нару​шении целостности фиксированных клеток возбудителя туберкулеза путем растирания их между стеклами эти микробы теряют кислотоустойчивость.

Окраска по методу Циль-Нильсена
17. Фиксированный на пламени мазок покрывают полоской фильтровальной бумаги, наливают на нее карболовый раствор фуксина и подогревают; при появлении паров прекращают нагревание и оставляют краску на препарате еще на несколько минут (2—3 минуты). Дав препарату остыть, удаляют пинцетом бумажку и промывают мазок водой.

18. Обесцвечивают препарат 5—10% водным раствором серной кислоты в тече​ние 3—5 секунд (до желтоватого оттенка мазка). Вместо серной кислоты можно применить 5% раствор азотной или 3% раствор соляной кислоты.

19. Мазок тщательно промывают водой. 

20. Споласкивают 96°спиртом.
21. Снова промывают водой.

22. Докрашивают в течение 3—5 минут леффлеровской метиленовой синькой или водным раствором (1:1000) малахитовой зе​лени или метиловой зелени.

23. Краску смывают водой, препарат высу​шивают.

Микроскопическая картина: туберкулезные палочки — рубиново-красные, остальные, за исключением возбудителя паратуберкулеза, кислото- и спиртоустойчивых сапрофитов — синие. Для обесцвечивания мазков при окраске по Циль-Нильсену вместо растворов кислот и спирта особо рекомендуется применение солянокислого алкоголя (соляной кислоты 3 мл + 96° спирта 97 мл) до слабо заметного розоватого оттенка препарата. После этого мазок ополаскивают водой и докрашивают метиленовой синькой по основной прописи. Указанным методом достигается одновременное испытание бацилл на кислото- и спиртоустойчивость. Среди видов кислотоустойчивых сапрофитов встречаются спиртоподатливые разновидности, палочки же туберкулеза и паратуберкулеза всегда кислото- и спиртоустойчивы.

Окраска в модификации Синева.

Фильтровальную бумагу пропитывают 2% спиртовым раствором основного фуксина, сушат и нарезают на полоски. На фиксированный мазок наносят несколько капель дистиллированной воды, накладывают полоску окрашенной бумаги, нагревают до появления паров и далее обрабатывают по оригинальной прописи Циль-Нильсена.

Мирохин (1941) рекомендует при отсутствии основного фуксина окра​шивать мазки на туберкулез по видоизмененному способу Чистовича:

1. окрас​ка генцианвиолетом или метилвиолетом на анилиновой воде с подогре​ванием — 2 минуты,

2. промывание водой,

3. обесцвечивание 2-5% азотной кислотой 8—10 секунд,

4. промывание водой,

5. обесцвечивание спиртом до побледнения,

6. промывание водой,

7. докрашивание 0,1% сафранином несколько секунд,

8. промывание водой и высушивание.

Микроскопическая картина: туберкулезные палочки — фиолетовые на красном фоне. Кислотоустойчивость того или иного микроорганизма можно определить флуоресцентным методом. У этого метода есть преимущество, заключающееся в том, что стекла с образцами, в которых подозревается при​сутствие, например, микобактерий, можно просматри​вать под объективом с увеличением 60(, а не 100(; следовательно, все стекло целиком можно просмотреть за короткое время.

Метод Труанта для окрашивания на кислотоустойчивость.
	Реактив для флуоресцентной окраски:

	Аурамин О, С141000 
	1,5 г

	Родамин В, С1 749
	0,75 г

	Глицерин
	75 мл


	Фенол (кристаллы, расплавлен​ные при нагревании) 
	10 мл

	Дистиллированная вода
	50 мл


Оба красителя тщательно перемешивают с 25 мл воды и фено​лом. Затем добавляют оставшуюся воду и глицерин и снова пере​мешивают. Получившийся реактив для флуоресцентной окраски фильтруют через стекловату и хранят при 4°С или при комнатной температуре.

	Растворитель для обесцвечивания:

	Этанол 70% (объем/объем)
	99,5 мл

	Соляная кислота (концентрированная)
	0,5 мл

	Дополнительный краситель:

	Марганцевокислый калий
	0,5 г

	Дистиллированная вода
	99,5 мл


Выполнение методики:

24. Погружают фиксированный нагреванием бактериальный мазок на 15 минут в реактив для флуо​ресцентной окраски при 20—37°С.

25. Промывают мазок под слабой, падающей под уг​лом струей дистиллированной воды, пока сток не станет бесцветным.

26. На 2—3 минуты погружают мазок в обесцвечиваю​щий растворитель, затем промывают дистиллированной водой, как описано выше.

27. Погружают мазок в дополнительный краситель на 2—4 минуты.

28. Отмывают дистиллированной водой, как описано выше, и подсушивают фильтровальной бумагой.

Просматривают образцы в люминесцентный микро​скоп с использованием возбуждающего светофильтра типа BG-12 и запирающего светофильтра типа OG-1. Клетки кис​лотоустойчивых бактерий флуоресцируют желто-оран​жевым светом на темном фоне.

Для микроскопической дифференциальной диагностики туберкулезных палочек от спиртоподатливых сапрофитов существует несколько методов.

Метод Гонзеля

29. Фиксированный мазок окрашивают карболовым рас​твором фуксина при нагревании до кипения в течение 2 минут.

30. Промывают водой и высушивают.

31. Обесцвечивают смесью соляной кислоты (3 части) и абсолютного или 95° алкоголя (97 частей) в течение 10 минут.

32. Докрашивают насыщенным спиртовым раствором метиленовой синь​ки, разбавленным водой в 2 раза.

33. Промывают водой, высушивают.

Микроскопическая картина: туберкулезные палочки—красные.

Метод Бунге и Траутенрота

34. Помещают препарат на 3 часа в абсолют​ный алкоголь (для извлечения жира).

35. Наносят на мазок 5% водный раствор хромовой кислоты на 15 минут.

36. Промывают водой.

37. Окрашивают при подогревании карболовым раствором фуксина.

38. Обесцвечивают 5% раствором серной кислоты в течение 3 минут.

39. Докрашивают насыщенным спиртовым раствором метиленовой синьки не менее 5 минут.

Микроскопическая картина: туберкулезные палочки—красные.

Окраска по Вейксельбауму (на спиртоустойчивость)

Препарат окраши​вают карболовым фуксином при подогревании до появления паров, промывают водой, а затем окрашивают насыщенным спиртовым раствором метиленовой синьки в тече​ние 2—3 минут. Мазок обмывают водой, высушивают.

Микроскопическая картина: туберкулезные палочки — красные на синем фоне, а кислотоустойчивые, но спиртоподатливые палочки — синие.

Если требуется проверить в уже окрашенном по Циль-Нильсену мазке обнаруженные кислотоустойчивые палочки на спиртоустойчивость, нужно: удалить с препарата кедровое масло бензином или ксилолом, докрасить мазок насыщенным спиртовым раствором метиленовой синьки в течение 2-5 минут, обмыть водой и высушить. Кислото- и спиртоустойчивые палочки сохраняют свой красный цвет, а спиртоподатливые окрасятся в синий цвет.

Окраска по Грам-Муху (на грамофильную зернистость)

1. На фиксированный мазок наливают профильтрованную смесь из 10 мл насыщенного спиртового раствора метилвиолета и 100 мл 2% карболовой воды (смесь пригодна 3 дня) и нагревают до кипения 4—5 раз, постоянно добавляя свежий раствор краски, или же оставляют на 24-48 часов при комнатной температуре;

2. Не промывая водой, на мазок наливают раствор Люголя на 10—15 минут;

3. Промывают водой;

4. Обесцвечивают сначала 5% раствором азотной кислоты в течение минуты, затем:
5. Обесцвечивают 3% раствором соляной кислоты в точение 10 секунд

6. Обесцвечивают смесью спирта и ацетона (1:1) до полного обесцвечивания мазка (до прекращения растворения краски);

7. Дополнительно окрашивают разведенным (1:10) фуксином или 1% водным раствором сафранина в течение нескольких секунд;

8. Ополаскивают водой, высушивают.

Микроскопическая картина: на красном (коричневом) фоне — сине-фиолетовые палочки и резко ограниченные зерна.

Модификация окраски Грам—Муха

Мазок сначала окрашивают смесью из 3 частей карболового раствора фуксина с 1 частью метилвиолета по Муху (см. выше), затем продолжают окраску по оригинальной прописи.

Микроскопическая картина: палочки — красного цвета, зерна — темно-фиолетовые.

Способ Нейссера

(Используется для окраски метахроматических зерен — волютина).

	Раствор А

	Метиленовая синька
	0,1 г

	Этиловый спирт 95°
	2 мл

	Ледяная уксусная кислота
	5 мл

	Дистиллированная вода
	100 мл

	Раствор Б

	Кристаллвиолет
	1 г

	Этиловый спирт 95°
	10 мл

	Дистиллированная вода
	300 мл


Для окраски смешивают 2 части раствора А с 1 частью раствора Б.

Техника окраски. На фиксированный мазок наливают смесь растворов А и Б, через минуту краску сливают, мазок обрабатывают раствором Люголя в течение минуты, затем промывают водой и докрашивают в течение 2—3 минут раствором хризоидина (1 г краски в 300 мл дистиллированной горячей воды), промывают водой и высушивают.

Микроскопическая картина: зернистость — темно-синяя, тела бактерий —светло-желтые.

Метод Пью (окраска метахроматических зерен)

К 2 мл этилового спирта добавляют 0,2 г толуидиновой синьки, а затем 100 мл 5% раствора уксусной кислоты (5 мл ледяной уксусной кислоты + 95 мл воды). Раствор хорошо хранится. На фиксированный мазок наливают краску и нагревают 1—2 минуты, до появления паров. Дают остыть, смывают водой, высушивают и иссле​дуют. При микроскопии с искусственным освещением метахромазия заметна особенно резко.

Микроскопическая картина: тела палочек — синего цвета, метахроматические зерна — красновато-фиолетовые.

Модификация Саватеева.
Приготовление красящих бумажек.

 0,2 г толуидиновой синьки растирают в ступке с 5,8 г кристаллической лимонной кислоты (предварительно растертой в порошок) до получения равномерной синевато-сиреневой окраски всего порошка; затем, продолжая растирать, постепенно добавляют 10 мл дистиллированной воды. Когда вся смесь растворится, прибавляют 1 мл чистого глицерина и, хорошо размешав смесь пестиком, добав​ляют еще 10 мл дистиллированной воды; содержимое выливают в чашку и смачивают им узкие полоски (5 см длиной) фильтровальной бумаги, высуши​вают их при комнатной температуре, режут и хранят в темноте.

Техника окраски. На фиксированный мазок наносят 8—10 капель воды, кладут бумажку и нагревают 1 минуту до появления паров, что повто​ряют 3—4 раза с добавлением воды. Дают мазку остыть, смывают водой бумажку с краской, сушат и исследуют. 
Результат тот же, что и при оригинальном методе Пью.

Окраска по Романовскому-Гимза

Лучше применять краску фабричного изготовления. Перед самой окраской готовят рабочий раствор из расчета 1 капля краски на 1 мл дистиллированной воды нейтральной реакции (определение рН воды см. ниже).

Разведенную краску наливают в чашку, на дно которой положены кусоч​ки предметного стекла (подставка). Мазок, фиксированный химически чистым метиловым спиртом, кладут намазанной стороной вниз на поверхность слоя краски, опирая концы препарата на кусочки стекла (подставки), и остав​ляют в таком положении от 30 минут до 2 часов, в зависимости от каче​ства краски, затем промывают водой и высушивают на воздухе в вертикаль​ном положении.

Указанный способ особенно хорош для окраски спирохет, биполяров и мазков крови.

Простой способ нейтрализации дистиллированной воды. В два химических стакана (колбы) наливают по 200 мл исследуемой воды и добавляют в каждый по 1—2 капли 1% раствора нейтральрота в дистиллированной воде (индикатор). При рН воды 5,4—5,5 (кислая реакция) получается свекловично-красная (рубиновая) окраска. Тогда в один из стаканов, тщательно размешивая, прибавляют по каплям 1% раствор угле​кислой соды до получения ясной разницы в окраске по сравнению с водой в другом (контрольном) стакане. Моментом нейтрализации считается появле​ние заметного оранжевого оттенка; если через 10—30 секунд цвет не изменится до первоначального —нейтрализация считается достигнутой. Нельзя добавлять соду до получения ясно оранжевого или, тем более, желтого цвета; в таких случаях вода окажется сильно щелочной. Зная, сколько капель раствора соды пошло на усреднение 200 мл исследуемой пробы, легко подсчитать, сколько надо взять капель для нейтрализации любого количества той же порции воды. Для окраски лучше применять воду с рН 6,8 – 7,0.

Окраска капсул
Капсулы микробов состоят главным образом из полисахаридов и гликопротеидов. Капсульными можно считать те микробы, у которых капсула обнаруживается при окраске каким-либо методом на капсулы. Капсулы и слои слизи образуются некоторыми бактериями в специфических культуральных условиях. Луч​ше всего они видны во влажных препаратах, поскольку составляющие их сильно гидратированные коллоидные полимеры легко разрушаются и сокращаются в разме​рах при высушивании и фиксации. Самым простым и наиболее эффективным из трех методов окраски капсул, описанных ниже, является ме​тод Дюгида.

Метод окраски капсул по Дюгиду

40. На чистое предметное стекло петлей наносят тушь и смешивают ее с культурой. Покровное стекло помеща​ют таким образом, чтобы была накрыта лишь часть смеси.

41. Сложенной в несколько раз фильтровальной бумагой сильно прижимают покровное стекло к предметному стеклу до появления тонкого коричневатого слоя жид​кости между ними. Препарат смотрят под большим уве​личением, применяя безиммерсионные и иммерсионные объективы.

Капсулы выглядят прозрачными зонами вокруг преломляющих свет микроорганизмов на коричневато-чер​ном фоне.

Метод окраски капсул по Гиссу
42. Взятую петлей бактериальную суспензию смеши​вают с каплей нормальной лошадиной сыворотки или снятого молока на предметном стекле.

43. Высушивают мазок на воздухе и мягко фиксиру​ют его нагреванием.

44. Покрывают мазок красящим реактивом кристал​лического фиолетового (кристалический фиолетовый 0,1 г, дистиллированная вода 100 мл) и нагревают до появления пара.

45. Отмывают кристаллический фиолетовый 20%-ным (вес/объем) водным раствором сульфата меди (CuSO4 ( 5H2O). Подсушивают фильтровальной бумагой и микроскопируют.

Капсулы выглядят бледно-голубыми, а сами микро​организмы — темно-фиолетовыми.

Метод окраски капсул по Антони
46. Высушенный на воздухе мазок окрашивают в те​чение 2 минут 1% (вес/объем) водным раствором кристаллического фиолетового.

47. Краситель отмывают 20% (вес/объем) водным раствором сульфата меди (CuSO4 ( 5H2O), удаляют избы​ток последнего и подсушивают фильтровальной бумагой.

Капсулы выглядят светло-голубыми, а микроорганиз​мы — темно-фиолетовыми.

Способ Михина

Фиксированный мазок (преимущественно из крови или селезеночной пульпы) окрашивают леффлеровской метиленовой синькой в течение 2—3 минут при подогревании (до появления паров). Затем краску быстро смывают водой и мазок высушивают фильтровальной бумагой. Лучше окрашивать старым раствором краски.
Микроскопическая картина: капсулы — светло-розовые, бакте​рии —темно-синие.

Способ Гисса
Тонкий мазок, зафиксированный на пламени, окрашивают раствором основного фуксина (1 часть насыщенного спиртового раствора краски + 19 частей дистиллированной воды) с нагреванием до отхождения паров, затем оставляют в покое на 30 секунд. После этого краску смывают большим количеством 20% водного раствора медного купороса и обсушивают без промывания водой между листами фильтровальной бумаги.

Микроскопическая картина: капсулы — голубого цвета, тела микробов —темно-красного, эритроциты — розового, плазма лейкоцитов — голубого, ядра лейкоцитов — темно-красного.

Способ Ольта

Мазок окрашивают 2—3% водным раствором сафранина в течение 1—3 минут с последующим быстрым смыванием водой. Раствор сафранина готовят перед употреблением, растворяя краску в горячей воде с последующим фильтрованием. На мазок наносят каплю воды, накрывают по​кровным стеклом, а на него помещают каплю иммерсионной жидкости. Благо​даря прохождению световых лучей через слой воды усиливается разница в лучепреломлении капсулы и тела бактерии; под микроскопом отчетливо видны окрашенные капсулы.

Микроскопическая картина: капсулы — бледно-желтого, а бактерии —коричневого цвета.

Модификация способа Ольта.
После окраски сафранином (по оригиналь​ной прописи) мазок докрашивают 1% водным раствором метиленовой синьки в течение 2 минут. Быстро смывают водой, высушивают.

Микроскопическая картина: палочки — синие, капсулы — розовые.

Способ Ребигера

Этот простой и демонстративный способ окраски со​стоит в том, что препарат фиксируют не пламенем, а формалином, причем фиксация происходит одновременно с окраской. Для этой цели готовят сле​дующий раствор: 15—20 г генцианвиолета растворяют в 100 мл 40% формалина, дают раствору постоять несколько часов. Затем этот насыщенный при комнатной температуре раствор фильтруют, после чего он готов к употреблению. Окрашивают нефиксированный мазок указанным выше раствором в течение 15—20 секунд, быстро промывают водой и высушивают.

Микроскопическая картина: капсулы — красновато-фио​летовые, бактерии — темно-фиолетовые.

С успехом можно окрашивать капсулы краской Романовского-Гимза. На фиксированный мазок наносят раствор краски (2 капли краски на 1 мл дистиллированной воды) на 15—20 минут. Краску быстро смывают водой и мазок высушивают фильтровальной бумагой.

Микроскопическая картина: капсулы — бледно-розового цвета, бактерии — синие.

Способ Гусельниковой

Для выявления капсульных микробов в культурах предлагается следующий способ: каплю 3—4% водного раствора конгорот нанести на абсолютно обезжиренное предметное стекло, добавить к ней одну каплю исследуемой культуры, тщательно размешать и оставить на 5—7 минут; затем каплю размазать по стеклу, как при изготовлении мазка крови, высу​шить на воздухе и микроскопировать с иммерсионной системой.

Микроскопическая картина: фон — красно-розовый, капсулы —бесцветные, микроорганизмы — розовые.

Способ Кауфмана

Мазок окрашивают леффлеровской метиленовой синькой в течение 2—3 минут. Краску смывают водой и мазок погружают в 0,5% раствор азотнокислого серебра или в 0,25% водный раствор протаргола на 3—4 минуты, затем окрашивают карболовым раствором фуксина, разведенным в 20 раз, в течение 5—10 секунд, промывают в воде и высушивают.

Микроскопическая картина: капсулы — темно-красные, бактерии —темно-синие.

Способ Ионе

Фиксированный мазок окрашивают 2% водным раствором метилвиолета (или генцианвиолета) в течение 1—2 минут при подогревании. Краску быстро смывают небольшим количеством воды, мазок обрабатывают 2% водным раствором уксусной кислоты в течение 10 секунд, промывают в воде и высушивают.

Микроскопическая картина: капсулы — розовато-фиоле​товые, бактерии — темно-фиолетовые.

Окраска спор

При исследовании живых неокрашенных препаратов, изготовленных из старых, главным образом, агаровых культур, споры чаще всего обнаружи​ваются в виде овальных или круглых образований, резко преломляющих свет. Зрелые споры обычными растворами красок не окрашиваются. В микробной клетке споры располагаются или в центре ее (экваториально), или на конце (терминально), или ближе к концу палочки (субтерминально). Споры имеют очень плотную оболочку, состоящую из наружного и внутреннего слоев. Все специальные методы окраски спор основаны на действии различных протрав, изменяющих структуру оболочки и тем облегчающих проникновение в споры красящего вещества. После протравливания препараты окраши​вают обычно карболовыми растворами красок с подогреванием мазка, после​дующим обесцвечиванием и дополнительной окраской.

Неокрашенные споры живых бактерий имеют при наблюдении в обычный микроскоп черное обрамле​ние и ярко светятся в плоскости, находящейся немного выше положения истинного фокуса. Не следует считать, однако, что любая сильно преломляющая свет структура внутри бактерии — это эндоспора, особенно если отсут​ствует информация о теплоустойчивости. 
Прямой тест на присутствие эндоспор возможен благо​даря явлению, которое наблюдается во многих эндоспорах после погружения в окислитель в кислой среде (например, 0,1% KМnO4 в 0,3н НNО3 или 0,3н НСl). При этом оболочка споры теряет целост​ность, а часть ее протоплазмы, теперь легко окрашивае​мая основными красителями, выпячивается наружу че​рез образовавшуюся брешь. Из-за поразительной скоротечности происходящего события (менее 20 минут пребы​вания в растворе окислителя) этот тест заслуживает названия «проверки на лопанье» (popping test). Его удобно проводить, помещая высушенную на покровном стекле пленку спор на 10—20 минут в раствор окислителя; «лопнувшие» споры видны без окраски, хотя последняя делает их более легко различимыми.

Имеется несколько удовлетворительных методов для окрашивания эндоспор в бактериях. При использовании простейшего из них — негативного окрашивания — по​лучают нефиксированные препараты, материал которых имеет негативный вид. Для осуществления метода взя​тый петлей 7% (вес/объем) водный нигрозин сме​шивают на покровном стекле с набранной петлей куль​турой, смесь распределяют в виде тонкой пленки и вы​сушивают на воздухе. Покровное стекло переворачива​ют пленкой вниз, помещают на предметное стекло и закрепляют в нескольких местах свечным воском. Эндо​споры выглядят, как сильно преломляющие свет сфери​ческие или эллипсоидальные образования, находящиеся как внутри, так и за пределами клеток бактерий.

Эндоспоры очень устойчивы к простому окрашива​нию, но, будучи однажды окрашенными, они довольно устойчивы и к обесцвечиванию. 
Полезным методом пози​тивного окрашивания бактериальных эндоспор является метод Дорнера.

Метод окрашивания эндоспор по Дорнеру

48. Образец, фиксированный нагреванием на предмет​ном стекле, высушивают на воздухе и покрывают квадратным кусочком фильтровальной бумаги или сал​фетки, подогнанным по размеру стекла.
49. Насыщают бумагу раствором карболового фуксина и выпаривают его 5-10 минут, как описано выше, поддерживая влажное состояние добавлением красителя по мере испарения. Выпаривать можно и по-другому, помещая стекла на штатив, находящийся над емкостью с кипящей водой.

50. Удаляют промокательную бумагу и обесцвечивают мазок смесью кислоты и спирта в течение 1 минуты. Промы​вают водопроводной водой и подсушивают промокатель​ной бумагой.

51. Высушивают тонкий, нанесенный на предметное стекло слой водного насыщенного раствора нигрозина и просматривают стекло в микроскоп (раствор нигрозина готовят следующим образом: смесь 10 г нигрозина и 100 мл дистиллированной воды погружают на 30 минут в кипящую воду, охлаждают и для лучшего хранения до​бавляют 0,5 мл формалина; перед использованием смесь фильтруют).

Вегетативные клетки бесцветны, эндоспоры окраше​ны в красный цвет, а фон — в черный.

В модифицированном методе Дорнера смешивают в пробирке водную суспензию бактерий с равным объ​емом карболфуксина. Пробирки опускают на 10 минут в кипящую водяную баню. Затем набранный петлей 7%-ный водный нигрозин смешивают на покровном стекле с небольшим количеством (одна петля) подверг​шейся нагреванию суспензии бактерий; после подсушивания на воздухе образуется тонкий мазок. Результаты получают те же, что указаны выше, но методика менее трудоемкая.

Метод окраски эндоспор по Шефферу–Фултону

В этом методе вместо карболового фуксина применяется 0,5%-ный (вес/объем) водный малахитовый зеленый. Образец высушивают на воздухе на предметном стекле, фиксируют нагреванием, покрывают промокательной бу​магой или бумажной салфеткой, пропитанной до насы​щения красителем, и помещают на 5 минут над кипящей водой. Стекло промывают водопроводной водой, и мазок дополнительно окрашивают 30 секунд саф​ранином, как при окраске по Граму. Затем вновь промывают и подсушивают мазок промокательной бу​магой. Эндоспоры окрашиваются в ярко-зеленый цвет, а вегетативные клетки — в красно-коричневый.

Метод Виртца в модификации Саватеева

К насыщенному водному раствору (около 5%) малахитовой зелени добавляют 5% глицерина, пропитывают смесью полоски фильтровальной бумаги и высушивают их (лучше при 50°С). Затем готовят 0,5% водный раствор сафранина, которым смачивают другие полоски фильтровальной бумаги, и высушивают. Сохраняют окрашенные бумажки в закрытых банках в защищенном от солнечного света месте.

Техника окраски. На фиксированный над пламенем мазок наносят 2—3 капли дистиллированной воды и накладывают полоску бумаги, окрашен​ной малахитовой зеленью. Препарат нагревают над пламенем до появления паров (3—4 раза), приблизительно в течение минуты. При испарении добавляется вода. После остывания препарата смывают краску с бумажкой струей водопроводной воды (30 секунд), и тотчас же на мокрую поверхность пре​парата кладут бумажку, окрашенную сафранином. Если необходимо, добавляют несколько капель воды. Через 30—40 секунд мазок промывают водой, высушивают и микроскопируют.
Микроскопическая картина: свободно лежащие споры — зеленовато-голубого цвета, споры внутри микробных клеток — темно-зеленые, вегетативные формы микробов — красные.

Для окраски лучше брать малахитовую зелень в виде двойной соли ZnCl2 (медно-желтые кристаллы), хуже — щавелевокислая соль (фиолетово-зеленые или ярко-зеленые кристаллы с бронзовым блеском).

Модификация Шеффер и Фултона.
52. На фиксированный в пламени мазок наливают насыщенный (5%) водный раствор малахитовой зелени на 30—60 секунд с подогреванием до появления паров (3—4 раза).

53. Краску смывают текущей водой 30—40 секунд.

54. Наливают 0,5% водный раствор сафранина приблизительно на 30 секунд.

55. Промывают водой, высушивают через фильтровальную бумагу.

Микроскопическая картина: споры — зеленые, вегетатив​ные формы —красные.

Способ Пешкова

Наиболее простой и демонстративный; он не требует химических протрав и дифференцировки. 
Приготовленный мазок:

1) фиксируют на пламени горелки или смесью спирта и формалина, 

2) окрашивают кипящей леффлеровской метиленовой синькой (над пламенем горелки) в течение 15—20 секунд, 

3) смывают водой, 

4) докрашивают 0,5% водным раствором нейтральрота в течение 30 секунд, 

5) промывают водой и высушивают.

Микроскопическая картина: споры — голубого или синего цвета, молодые споры — черно-синие, цитоплазма вегетативных форм — розовая, хроматиновые элементы протоплазмы окрашиваются в фиолетовый цвет.

Способ Мюллера

1. Приготовленный на предметном стекле мазок из исследуемой культуры фиксируют на пламени.
2. На мазок наливают 5% водный раствор хромовой кислоты на 1—3 минуты.
3. Промывают препарат водой и слегка просушивают.
4. Через полоску чистой фильтровальной бумаги красят карболовым раствором фуксина при нагревании (до появле​ния паров) в течение 3—4 минут.
5. Обесцвечивают 5% водным раствором серной кислоты в течение 5 секунд.
6. Промывают водой.
7. Окрашивают допол​нительно леффлеровской синькой 1—2 минуты.
8. Промывают водой и вы​сушивают через фильтровальную бумагу.

Микроскопическая картина: споры — красные, вегета​тивные формы — синие.

Способ Ауески

На приготовленный, высушенный на воздухе (нефикси​рованный) мазок наливают 1—2% водный раствор соляной кислоты и подогре​вают на пламени до появления паров (3—4 раза). Затем препарат промывают водой, высушивают через фильтровальную бумагу, фиксируют на пламени и окрашивают карболовым раствором фуксина при нагревании (до появления паров) в течение 3—5 минут. Потом препарат обесцвечивают 5% водным рас​твором серной кислоты в течение нескольких секунд (до бледно-розовой окра​ски), промывают водой и дополнительно окрашивают леффлеровской метиле​новой синькой или 1% водным раствором малахитовой зелени в течение 2 минут. Краску смывают водой, мазок высушивают.

Микроскопическая картина; споры — красные, вегета​тивные формы — синие (или зеленые).

Способ Клейна

1) готовят в пробирке густую эмульсию путем смыва исследуемой культуры физиологическим раствором,

2) к эмульсии прибав​ляют равное количество карболового раствора фуксина,

3) пробирку со смесью нагревают на пламени (до появления паров) в течение 5 минут,

4) из прогретой смеси приготовляют мазок, высушивают его и фиксируют,

5) обес​цвечивают 1% водным раствором серной кислоты в течение 5—10 секунд,

6) промывают водой,

7) слегка подсушивают,

8) окрашивают леффлеровской синькой в течение 1—3 минут,

9) смывают водой и мазок обсушивают.

Микроскопическая картина: споры — красные, вегета​тивные формы — синие. Недостаток способа — значительный расход краски (фуксина).

Окраска жгутиков

[image: image16.wmf][image: image17.wmf]Хотя Кох разработал способ окраски жгутиков более чем сто лет назад, существующие в настоящее время методики не отличаются легкостью и надежностью. Поскольку толщина бактериальных жгу​тиков лежит за пределами разрешения светового микро​скопа (жгутики имеют диаметр около 10—30 нм), для того чтобы их увидеть, необходимо, так сказать, «выма​зать их дегтем и обвалять в перьях». Неподвижные бак​терии лишены жгутиков, однако известны организмы, жгутики которых «парализованы». Для обнаружения жгутиков у микробных клеток специальные прописи предусматривают применение протрав, которые способствуют осаждению на жгутиках препаратов железа или серебра —происходит искусственное на​ращивание поперечника жгутиков, и они лучше видны под микроскопом. При окраске на жгутики, ввиду их хрупкости, необходимо соблю​дать специальные предосторожности, касающиеся как самой культуры и способа изготовления мазка, так и подготовки стекол. Культура, предназна​ченная для окраски на жгутики, должна быть свежей, не старше 12—20 часов роста при соответствующей температуре на твердой среде (преимущест​венно агаровой). Материал берут самым легким прикосновением петли к сре​де. Затем петлю с материалом вводят в пробир​ку с 2—3 мл стерильной (лучше водопро​водной) воды и, держа петлю неподвижно 1—2 минуты или осторожно погружая ее 3—4 ра​за в воду, дают самим микробам посте​пенно распределиться в воде. Через 15—20 ми​нут, когда микробы равномерно распределятся в среде, платиновой петлей осторожно берут материал и наносят на подготовленное стекло. Нанесенную каплю не размазывают по стеклу, а, дав ей подсохнуть, фиксируют на пла​мени или одним из химических способов фиксации. Предметные или покровные стекла для изготовления препаратов на жгутики должны быть абсолютно чистыми. Обычно стекла для этой цели обрабатывают по способу Цетнова. Дальнейшие подробности о технике окраски на жгутики даны при описании отдельных способов.

Метод окраски жгутиков по Грэю

	Раствор А:

	Дубильная кислота [20% (вес/объем) водная]
	2 мл

	Калийные квасцы [KAI(SO4)2∙12Н2O, насыщенные водные]
	5 мл

	Хлористая ртуть, насыщенный водный раствор
	2 мл

	Основной фуксин 3%-ный (вес/объем) в 95%-ном (объем/объем) этаноле
	0,4 мл


Краситель желательно добавлять к остальным ингредиентам непосредственно перед использованием, конечный раствор отфильтровать. 

	Раствор Б:

	Карболовый фуксин, приготовленный по Цилю


Методика:

56. Обычные бактерии удобно выращивать на косячках агара с соответствующим содержанием питательных веществ. За 0,5 ч до взятия пробы в пробирку с косяч​ком добавляют водный раствор пептона, в который пере​ходят микроорганизмы, так как жидкая среда является наиболее подходящей в подобных экспериментах. Затем пробу центрифугируют, чтобы освободиться от состав​ных элементов среды, промывают и вновь центрифуги​руют. Осадок осторожно (чтобы предотвратить потерю жгутиков) ресуспендируют в 10%-ном (объем/объем) водном формалине до получения слегка мутной суспен​зии.

57. Суспензию петлей наносят на предметное стекло, наклоняют его под углом 45° и подсушивают препарат на воздухе.

58. Фильтруют прямо на мазок раствор А и оставля​ют его на нем приблизительно на 6 минут. Точное время следует определить экспериментально.

59. Раствор А смывают с предметного стекла дистил​лированной водой.

60. На мазок кладут кусочек промокательной бумаги и заливают на 3 минуты раствором Б.

61. Удаляют промокательную бумагу, промывают предметное стекло дистиллированной водой, осторожно подсушивают впитывающим влагу материалом и смот​рят в микроскоп.

Жгутики и клетки бактерий окрашиваются в красный цвет. Значительная доля успеха в осуществлении ме​тода зависит от использования абсолютно чистых обез​жиренных предметных стекол. Чтобы обеспечить чисто​ту стекол, их нагревают либо в пламени горелки Бунзена, до тех пор пока пламя по краям стекла не становит​ся желтым (после чего стеклам дают остыть), либо в муфельной печи в течение 20 минут при 400°С (предмет​ные стекла в печи располагают так, чтобы они не сопри​касались). После охлаждения стекла используют немедленно или хранят в емкости, не содержащей пыли. Стекла также становятся очень чистыми, если их сна​чала протереть жидким очистителем, а затем бумажной тканью. Не рекомендуется применять для очистки стекол, на которых красят жгутики, такие очищающие агенты, как хромовая кислота или 50%-ный (объем/объем) спирт.
Метод окраски жгутиков по Ляйфсону

	Раствор 1:

	Хлористый натрий
	1,5 г

	Дистиллированная вода
	100 мл

	Раствор 2:

	Дубильная кислота
	3,0 г

	Дистиллированная вода
	100 мл

	Раствор 3:

	Уксуснокислый n-розанилин
	0,9 г

	Солянокислый n-розанилин
	0,3 г

	Этанол 95%-ный (объем/объем)
	100 мл


Смешивают равные объемы растворов 1 и 2; затем два объема получившейся смеси приливают к одному объему раствора 3. В охлажденном виде полученная смесь хранится 1—2 мес.

Методика:

62. Высушенный на воздухе образец готовят в соот​ветствии с 1-м и 2-м этапами метода Грэя.

63. Восковым стеклографом очерчивают вокруг мазка прямоугольник.

64. Наносят на предметное стекло 1 мл раствора кра​сителя, так чтобы нисколько не вытекло за пределы восковой линии. Оставляют краситель приблизительно на 7—15 минут; оптимальное время реакции следует определить экспериментально.

65. Как только на поверхности красителя образуется золотистая пленка и при освещении снизу будет видно, что вся пленка сплошь покрыта осадком, краситель уда​ляют, заставляя «плыть» эту пленку по поверхности пу​щенной из-под крана струи воды. Пленку высушивают на воздухе и смотрят в микроскоп.

Тела и жгутики бактерий окрашиваются в красный цвет.

Окраска жгутиков серебрением

	Реактивы: 
I

	40% формалин
	1 мл

	Дистиллированная вода
	100 мл

	II

	Танин 
	5 г

	Дистиллированная вода
	100

	Карболовая кислота (расплавленная)
	1 мл


(Клемпарская предлагает применять, во избежание осадков, протраву в виде 2,5—3% раствора танина.)

Раствор аммиачного серебра (III) готовят по следующей методике: 4 г азотнокислого серебра растворяют в 80 мл дистиллированной воды; затем к нему по каплям добавляют крепкий (25%) аммиак, пока образующийся темно-коричневый, а затем буро-черный осадок не растворится и останется лишь легкая опалесценция. Раствор очень стоек. Хранить в темной склянке с притертой пробкой (защищать от пыли!). Перед окраской реактив разбавляется 1:10 дистиллированной водой.
Приготовление бактериальной взвеси. Как правило, жгутики в старых культурах теряются. Иногда необходимы частые систематические пересевы в течение долгого времени на жидкие среды (ежедневные пересевы на свежие среды), пока подвижность микробов не восстановится. Хорошей средой для пересевов является обыкновенный или кровяной агар, свежий, с влажной поверхностью.

На границе с конденсационной водой осторожно захватывают петлей немного бактериальной массы, переносят ее в пробирку, где налито 0,1—0,2 мл 1% формалина (реактив I), легкими движениями петли распределяют микробные тела в жидкости. До окраски приготовленную эмульсию держат при 37° в течение 2 часов и более (сохраняется годами).

Приготовление стекол. Рекомендуют готовить препарат только на новых, еще не бывших в употреблении, безукоризненно чистых предметных стеклах. Стекла обрабатывают (для очистки) концентрированной соляной кислотой в течение 15 минут; затем кислоту сливают, остатки ее нейтрализуют крепким аммиаком, стекла промывают дистиллированной водой и переносят в чистый винный спирт. Вынутые из спирта (пинцетом!) стекла тщательно протирают мягкой чистой тряпочкой. В чашечку или бюксу, где налито 3—4 мл дистиллированной воды, очень тонкой пипеткой вносят 1 каплю формалиновой бак​териальной взвеси. Отсюда маленькой петлей наносят 5—6 отдельных капель взвеси на центральную часть предметного стекла, не касаясь петлей его поверхности и не размазывая капли. Когда капли высохнут на воздухе, приступают к их окраске.

Техника окраски.
1. На препарат (используя пинцет Корнэ!) наливают протраву (реактив II) и в течение 1—2 минут подогревают до появления паров.
2. Тщательно смывают протраву дистиллированной водой (удалению протравы способствует протирание стекла вокруг мазка кусочком фильтровальной бумаги).
3. Обрабатывают препарат в течение 2—2,5 минут раствором серебра (при легком подогревании, пока на препарате не станут видны весьма слабо окрашенные в коричневый цвет округлые пятна (рассматривать на белом фоне или в проходящем свете!). Тщательно промывают мазок дистиллированной водой и высушивают на воздухе.

Микроскопическая картина: тела бактерий — угольно-черного цвета, жгутики — в виде тончайших волнообразно извитых нитей коричневого или янтарно-черного цвета на прозрачном или желтоватом гомогенном фоне.

Если жгутики не окрасились, удаляют масло с препарата ксилолом и вторично повторяют процедуру окраски, так как жгутики обнаруживаются только при особенно интенсивной окраске.

В препарате могут быть осадки или грязный фон вследствие переноса на стекло частиц агара, конденсационной воды или при употреблении плохо очищенных стекол, грязного пинцета, наконец, в том случае, если была плохо отмыта протрава.

Если бактериальная эмульсия слишком густа, то бактерии в мазке будут скучены и картина флагелляции вследствие беспорядочного сплетения жгутиков будет неясна. Желательно подобрать такую концентрацию, чтобы в одном поле зрения находилось от 5 до 10 отдельно расположенных бактерий с хорошо расправленными жгутиками.

Заготовляемые для хранения препараты заключают в парафиновое масло или чистый канадский бальзам под покровным стеклом, иначе они быстро обесцветятся под действием света. Несмотря на то, что окрашивание жгути​ков считается одной из тонких микробиологических операций, окраска по Морозову при известной пунктуальности выполнения даже в руках начинаю​щих дает прекрасные результаты.

Способ Уварова

Особенность данного способа окраски жгутиков — отсутствие в протраве танина.

Техника окраски.

66. Культуру освежают двух-трехкратными пересевами на свежий агар и выращиванием при 37° в течение 15—16 часов.

67. Для приготовления эмульсии в физиологический раствор, налитый в чистую пробирку в объеме 5 мл, осторожно погружают петлю со свежей культурой для получения слабой эмульсии. Легкими круговыми вращениями пробирки между ладонями эмульсию равномерно смешивают, затем добавляют в нее одну каплю формалина.

68. Для окраски приготовляют:

а)
насыщенный водный раствор калийных квасцов;

б)
раствор: сульфаниловой кислоты 0,5 г + соляной кислоты 1,5 мл + 100 мл дистиллированной воды;

в)
раствор Мюра: насыщенный водный раствор калийных квасцов 25 мл + насыщенный спиртовой раствор генцианвиолета - 5 мл;

г)
насыщенный спиртовой раствор основного фуксина. Растворы «а» и «б» смешивают в пропорции 1:2. Растворы «в» и «г» смешивают в пропорции 3:1.

69. Окраска. Пастеровской пипеткой наносят на чистое предметное стекло каплю эмульсии и подсушивают препарат в термостате; на высох​ший нефиксированный препарат наливают смесь растворов «а» и «б», подогре​вают над пламенем при слабом отхождении паров 1—2 минуты, смывают водой и слегка высушивают. Затем на препарат наливают смесь красок «в» и «г» (раствор Мюра и насыщенный спиртовой раствор основного фуксина), нагревают препарат 1—2 минуты до слабых паров, обильно промывают и высушивают.

Микроскопическая картина: жгутики — яркого красно-фиолетового или розовато-фиолетового цвета, тела бактерий — густо-фиолетовые.

Способ Леффлера

Приготовленный препарат осторожно фиксируют на пламени горелки и обрабатывают при подогревании в течение 0,5—1 минуты протравой следующего состава: 20% водный раствор танина (100 мл) + насыщенный на холоду водный раствор сернокислого закисного аммиач​ного железа (50 мл) + насыщенный спиртовой раствор основного фуксина (10 мл). Препарат тщательно обмывают слабой струей воды и слегка высуши​вают на воздухе, затем окрашивают карболовым раствором фуксина при подогревании в течение 2—3 минут, промывают водой и высушивают.

Способ Инуйе

Препарат, приготовленный со всеми предосторожностями, подогревают до появления паров в течение 1—1,5 минут в леффлеровской протраве (способ Леффлера см. выше). Затем протраву смывают водой до прекращения отхождения краски и окрашивают мазок в растворе Мюра, предварительно смешанном и профильтрованном (см. способ Уварова), над пламенем в течение 1-2 минут. Препарат после окраски промывают водой.

Бактерии окрашиваются в темно-фиолетовый, а жгутики — в бледно-фиолетовый, красноватый цвет.

Способ Бениньетти и Джино

За 2—3 дня до окраски готовят следующие растворы:

1) Раствор сернокислого цинка (1г), 15г танина, 100 мл дистиллированной воды;

2) Насыщенный (при нагревании!) водный раствор квасцов;

3) Насы​щенный спиртовой раствор генцианвиолета.

Непосредственно перед окраши​ванием указанные растворы смешивают в пропорции 1 : 2 : 3, смесь обязательно фильтруют, затем наливают на фиксированный препарат, подогревают в течение 2—3 минут, после чего препарат тщательно промывают водой и высу​шивают.

Микроскопическая картина: тела бактерий — темно-фиолетового цвета, жгутики — более нежной окраски. Обычно не во всех точках препарат одинаково хорошо и равномерно окрашивается.

Этот способ наиболее доступен для начинающих и дает вполне удовлет​ворительные результаты.

Цитоплазматические включения

У многих бактерий, выращиваемых в определенных условиях, в результате обменных процессов в цитоплаз​ме образуются отложения, которые называют включениями. Среди них — отложения жира, поли-β-оксимасляной кислоты, полифосфата, крахмалоподобных полисахаридов, серы и различных кристаллов. Некоторые из них представляют собой полимеризованные ненужные продукты, а другие можно отнести к запасам питатель​ных веществ. Для выявления этих включений, которые к тому же преломляют свет, применяется несколько ме​тодик окраски.

Окрашивание поли-β-оксимасляной кислоты

Для выявления цитоплазматических включений в бактериях используют следующий метод:

70. Фиксированный нагреванием мазок на предметном стекле погружают в раствор 0,3%-ного (вес/объем) судана черного В, приготовлен​ного на этиленгликоле. Фильтруют и окрашивают в те​чение 5—15 минут (время определяют экспериментально).

71. Краситель сливают, препарат высушивают на воз​духе, положив предметное стекло на промокательную бумагу.

72. Несколько раз погружают и промывают предметное стекло в ксилоле, а затем подсушивают впитывающим ксилол материалом.

73. Дополнительно окрашивают препарат в течение 15—10 с 0,5%-ным (вес/объем) водным сафранином.

74. Промывают предметное стекло водопроводной водой, подсушивают и смотрят в микроскоп.

Включения поли-β-оксимасляной кислоты выглядят как черно-синие капельки, в то время как цитоплазма окрашивается в розовый цвет.

Окрашивание полифосфата

Включения, состоящие из неразветвленных структур с элементным составом Мn+2РnО3n+1, выявляют следую​щим образом.

75. Мазок на предметном стекле фиксируют нагреванием.

76. Окрашивают его в течение 10—30 с в растворе метиленового синего по Леффлеру или в 1%-ном (вес/объ​ем) толуидиновом синем.

77. Отмывают краситель водопроводной водой, под​сушивают и смотрят в микроскоп.

При окраске метиленовым синим гранулы полифос​фата выглядят шариками, имеющими цвет от синего до фиолетового, а вся остальная цитоплазма окрашивается в светло-голубой цвет. Толуидиновый синий окрашивает метахроматически, и гранулы имеют красный цвет на фоне голубой цитоплазмы.

Окрашивание полисахаридов с использованием реак​тива Шиффа

Этим методом выявляют гликогеноподобные веще​ства.

78. Мазок суспензии на предметном стекле фиксиру​ют нагреванием.

79. На 5 минут на стекло наносят раствор перйодата [20 мл 4%-ной (вес/объем) йодной кислоты в воде, 10 мл 0,2М водного ацетата натрия и 70 мл 95%-ного этанола; защищать раствор от света!].

80. Отмывают стекло 70%-ным (объем/объем) этанолом.

81. На 5 минут наносят на предметное стекло восста​навливающий раствор, содержащий 300 мл этанола, 5 мл 2Н соляной кислоты, 10 г йодистого калия, 5 г тиосульфата натрия (пятиводного), 200 мл дистиллиро​ванной воды. Восстанавливающий раствор готовят следующим образом: к раствору йодистого калия и тио​сульфата натрия в дистиллированной воде сначала при​ливают этанол, а затем соляную кислоту. Смесь пере​мешивают и оставляют на некоторое время для выпаде​ния в осадок серы, после чего собирают надосадочную жидкость.

82. Отмывают стекло 70%-ным (вес/объем) этанолом.

83. Окрашивают препарат реактивом Шиффа в тече​ние 15—45 минут (точное время следует определить экспе​риментально). Реактив Шиффа готовят следующим об​разом: 2 г основного фуксина растворяют в 400 мл кипя​щей дистиллированной воды, охлаждают до 50°С и фильтруют через фильтровальную бумагу. Добавляют к фильтрату 10 мл 2Н соляной кислоты и 4 г метабисульфита калия. Сосуд плотно закупоривают и оставляют на 12 ч в холодном темном месте. Добавляют такое количе​ство 2Н соляной кислоты (10мл), чтобы при высыхании на предметном стекле реактив не давал розового налета. Реактив Шиффа хранят в темноте.

84. Несколько раз отмывают стекло раствором, со​стоящим из 2 г метабисульфита калия и 5 мл концент​рированной соляной кислоты в 500 мл дистиллирован​ной воды.

85. Отмывают препарат водопроводной водой и допол​нительно окрашивают 0,002%-ным (вес/объем) водным раствором малахитового зеленого в течение 2—5 с.

86. Отмывают препарат водопроводной водой, подсу​шивают и смотрят в микроскоп.

Полисахариды окрашиваются в красный цвет, все остальные компоненты цитоплазмы — в зеленый.

Метод окраски полисахаридов альциановым синим

Для выявления полисахаридов можно также исполь​зовать альциановый синий. Обычно применяют 1%-ный (вес/объем) раствор альцианового синего в 95%-ном (объем/объем) этаноле, а в качестве дополнительного красителя используют карболфуксин. Последователь​ность операций такова:

87. Мазок препарата на предметном стекле фиксиру​ют нагреванием.

88. Окрашивают мазок в течение 1 минуты разведенным в 9 раз (в воде) альциановым синим, приготовленным так, как описано выше.

89. Отмывают препарат водопроводной водой и высу​шивают.

90. Дополнительно очень быстро окрашивают (не сле​дует допускать перекрашивания!) препарат карболфуксином и сразу же отмывают водопроводной водой. Высушивают мазок на воздухе и смотрят в мик​роскоп.

Полисахариды окрашиваются в голубой цвет, а другие составляющие цитоплазму компоненты — в красный.

Питательные среды

Известно очень много питательных сред для культивирования микроорганизмов (более двух тысяч наименований было классифи​цировано Левином и Шенлейном еще в 1930 г.), но число ингредиентов, являющихся их неотъемлемыми компонентами, отно​сительно невелико. Однако качественный диапазон этих сред весьма широк — от растворов неорганических солей, на которых могут расти автотрофы, до сложных питательных сред, приготавливаемых из мясных гидролизатов, обогащенных кровью или сывороткой; ими обычно пользуются для выделения патогенных микроорганиз​мов типа стрептококков, отличающихся высокой требовательностью к составу питательной среды. Различают два основных типа пита​тельных сред: так называемые синтетические среды, главные состав​ные части которых точно известны (например, глюкозо-солевая питательная среда), и эмпирически подобранные питательные среды природного происхождения, состав которых точно неизве​стен (к ним относятся пептоны, приготавливаемые из частично гидролизованного белка).

Выбор питательной среды зависит в значительной степени от цели эксперимента. Герберт настойчиво высказывался за по​всеместное использование синтетических питательных сред. Однако следует признать, что они обладают рядом практических неудобств. Микроорганизмы, выращенные на таких питательных средах, обычно фенотипически отличаются от выращенных на питательных средах естественного происхождения типа бульона (например, по составу и по скорости деления). Размножение микроорганизмов на таких средах обычно легче подавляется избыточной аэрацией или токсическими катионами; они также более чувствительны к нарушениям баланса между некоторыми составными частями питательной среды, особенно аминокислотами. Многие бактерии нуждаются в большом числе факторов роста, и для некоторых из них до сих пор не найдены искусственные среды, на которых они могли бы размножаться. Возможно, что все эти неудобства со временем будут преодолены, но пока среды неизвестного состава ти​па бульонов, приготовленных из перевара, используются весьма ши​роко, хотя они и вносят в эксперимент неконтролируемые факторы.

В литературе опубликованы результаты количественных анали​зов многих питательных сред природного происхождения, что является определенным шагом на пути к их стандартизации. Однако данными этих анализов следует пользоваться с осторожностью, поскольку результаты определений, проведенных независимо друг от друга, демонстрируют существенные различия состава различ​ных партий одной и той же питательной среды. Более того, при проведении анализов обычно игнорируется наличие в питательных средах многих существенно важных составных частей, хотя ясно, что компоненты, требуемые в следовых количе​ствах, например витамины и катионы, могут присутствовать в исклю​чительно малой концентрации. При этом может оказаться, что размножение бактерий идет нормально, тогда как про​цессы типа споруляции или адсорбции фага ингибируются.

В состав сред, применяемых для выращивания бакте​рий, входят необходимые для построения белков цитоплазмы элементы: азот, углерод, водород, кислород, неорганиче​ские соединения, содержащие фосфор, калий, серу, натрий, магний, железо, микроэлементы: кобальт, йод, марганец, бор, цинк, молибден, медь и др. Все перечисленные элементы должны находиться в питательной среде в удобоусвояемом для данного микроорганизма соединении, причем требования различных микробов в этом отношении неодинаковы. Потреб​ность в кислороде и водороде бактерии удовлетворяют глав​ным образом за счет поступающей в клетку воды.

По характеру усвоения азота патогенные микроорганиз​мы делятся следующим образом: одни из них извлекают азот из простых аммонийных соединений, другие нуждаются в аминокислотах, третьи расщепляют высокомолекулярные вещества — пептоны, представляющие собой продукты непол​ного ферментативного переваривания белков. Строго пара​зитические виды бактерий размножаются только в присут​ствии нативного, т. е. неизмененного, белка.

Источником углерода для патогенных бактерий являются, главным образом, различные углеводы: сахар, многоатомные спирты, органические кислоты и их соли.

Потребность бактерий в неорганических элементах удов​летворяется прибавляемыми к питательной среде солями: NaCI, KH2PO4, K2HPO4 и т. д. Микроэлементы,  выполняющие роль катализаторов химических процессов, необходимы в ничтож​но малых количествах и поступают в питательную среду с пептоном, неорганическими солями и водой.

Наряду с перечисленными органическими и неорганиче​скими элементами бактерии нуждаются в ростовых факторах, которые по своей роли соответствуют витаминам для живот​ных. Источником факторов роста являются прибавляемые к питательной среде продукты растительного и животного про​исхождения, содержащие в своем составе никотиновую, пантотеновую, парабензойную кислоты, витамины А, В, С и др.

Питательные вещества могут усваиваться микробами только при определенной реакции питательной среды, так как проницаемость оболочек микробных клеток изменяется в зависимости от рН среды.

Потребность в питательных веществах и физических усло​виях у различных видов микробов неодинакова и этим ис​ключается возможность создания универсальной питательной среды.

По консистенции различают плотные и жидкие пи​тательные среды. Плотные питательные среды готовят из жидких посредством прибавления к ним клеевых веществ - агара или желатина. Агар-агар (по малайски – желе) — про​дукт растительного происхождения, добываемый из морских водорослей. В воде агар-агар растворяется при температуре 80—86°С, застудневает при 36—40°С. Применение агаровых сред благодаря их способности сохранять плотность при тем​пературе 37°С дало возможность выращивать патогенные микробы при оптимальной для большинства из них темпера​туре на плотных средах. Желатин — вещество белковой при​роды животного происхождения. В теплой воде при темпера​туре 32—34°С он набухает и растворяется, а при более низ​кой температуре превращается в студень. Однако при рН ниже 6,3 и выше 7,0 плотность желатина уменьшается, и он плохо застывает.

Исходные продукты для приготовления пи​тательных сред. Для приготовления питательных сред используют:

· Продукты животного происхождения (мясо, рыба, ка​зеин, молоко, яйца, кровь и т. д.).

· Продукты растительного происхождения (картофель и др.).

· Органические и неорганические соединения определен​ного химического состава.

Питательные среды, приготовленные из продуктов расти​тельного и животного происхождения, несмотря на то, что они не могут быть стандартны и не имеют определенного химического состава, находят широкое применение в прак​тике микробиологии. Синтетические питательные среды, со​ставленные из химических соединений, используют пре​имущественно для изучения обмена веществ микробной клетки.

Требования, предъявляемые к питатель​ным средам. Питательные среды должны:

· Содержать необходимые для питания микроба питательные вещества.

· Иметь реакцию рН, оптимальную для выращиваемого вида микроба.

· Иметь достаточную влажность, так как микробы пита​ются по законам диффузии и осмоса.

· Обладать изотоничностью.

· Быть стерильными, обеспечивая тем самым возмож​ность выращивания чистых культур микробов.

Питательные среды подразделяются на среды общего назначения и специальные.

К первой группе отно​сятся мясо-пептонные: агар, бульон, питательный желатин. Среды общего назначения используют для выращивания мно​гих патогенных микробов и применяют в качестве основы для приготовления специальных сред, добавляя к ним кровь, сахар, молоко, сыворотку и другие ингредиенты, необходи​мые для размножения того или иного вида микроба.

К специальным питательным средам относятся электив​ные (избирательные) и дифференциально-днагностическне.

Элективные (избирательные) среды. Принцип создания элективных питательных сред основан на удовлетворении ос​новных биохимических и энергетических потребностей того вида микроба, для культивирования которого они предназначены. Определенный состав и концентрация питательных микроэлементов, ростовых факторов при строгом значении рН обеспечивают оптимальные условия для выращивания одного или нескольких видов микроорганизмов. При посеве на них материала, содержащего смесь раз​личных микроорганизмов, раньше всего будет проявлять​ся рост того вида, для которого данная среда будет электив​ной.

Дифференциально-диагностические питательные среды. Дифференциально-диагностиче​ские питательные среды ис​пользуют для определения видовой принадлежности иссле​дуемого микроба, основываясь на особенностях его обмена веществ. По своему назначению дифференциально-диагности​ческие питательные среды подразделяются следующим об​разом:

· Среды для выявления протеолитической и гемолитической способности микробов, содержащие в своем составе бел​ковые вещества: кровь, молоко, желатин, свернутую кровя​ную сыворотку и т. д.

· Среды с индифферентными химическими веществами, которые служат источником питания для одних видов микро​бов и не усваиваются другими видами.

· Среды с углеводами и многоатомными спиртами для обнаружения соответствующих ферментов.

· Среды для определения редуцирующей способности микробов.

В состав дифференциально-диагностических сред, пред​назначенных для выявления сахаролитических и окислитель​но-восстановительных ферментов, вводят индикаторы: ней​тральный красный, метиленовый синий, лакмусовую настой​ку, кислый фуксин, бромтимоловый синий, водный голубой краситель и розоловую кислоту. Изменяя свою окраску при различных значениях рН, индикатор указывает на нали​чие или отсутствие расщепления, окисления или восстанов​ления введенного в среду ингредиента. Однако индикатор не является обязательной составной частью сред, предназначен​ных для выявления ферментов. Так, наличие желатиназы и других протеолитических ферментов в культуре определяют по разжижению желатина, свернутого яичного или сыворо​точного белка.

Сухие питательные среды. Приготовление питательных сред — один из наиболее ответственных и трудных участков работы бактериологической лаборатории. В связи с этим биопромышленность выпускает стандартные, консервированные, сухие питательные среды, различного назначения, для культивирования микроорганизмов.

Приготовление обычных питательных сред. Основой для приготовления этих сред служит мясная вода, содержащая экстрактивные вещества.

Посуда. Питательные среды готовят в кастрюлях, эмалированных или из нержавеющей стали. Готовые питательные среды разливают во флаконы, пробирки, чашки.

Новую стеклянную посуду кипятят в 1—2% растворе соляной кис​лоты для нейтрализации растворимой щелочи, затем тщательно промывают в проточной воде и сушат. Посуду, бывшую в употреблении, стерилизуют, затем моют, прополаскивают и сушат. Сухие флаконы, колбы, пробирки закрывают ватно-марлевыми пробками.

Мясная вода. 

91. 500 г свежей говядины или телятины освобождают от костей, жира и сухожилий, пропускают через мясорубку, фарш заливают 1 литром водопроводной воды, хорошо размешивают. Оставляют на сутки в прохладном месте или помещают на 2 часа в термостат.

92. Мясную пасту отжимают через марлю, кипятят в течение 5 минут. Для свертывания белков дают остыть. Фильтруют через ватный фильтр, доливают водой до первоначального объема. Мясную воду разливают во флаконы, стерилизуют 20-30 минут при 120°С и сохраняют в темном месте. Она имеет вид прозрачной желтоватой жидкости слабокислой реакции (рН 6,2—6,4), без белков. В мясной воде содержит​ся небольшое количество аминокислот, солей, углеводов, факторов роста и экстрактивных веществ. Для приготовле​ния обычных питательных сред к мясной воде прибавляют сухой пептон, который является первичным продуктом гид​ролиза белка и состоит из смеси полипептидов и аминокислот, полученных путем пептического или триптического переваривания.

На мясокомбинатах для производства сухого пептона ис​пользуют фибрин, кровь и другие отходы. Сушат пептон в распылительной вакуум-сушилке.

Жидкий пептон можно приготовить в лабораторных усло​виях путем пептического переваривания белков.

Пептон Мартена. Свиные желудки (не промытые водой) с обильным слизистым слоем очищают от пленок, жира и пропускают через мясорубку. К фаршу прибавляют воду и соляную кислоту в следующем соотношении: фарш из свиных желудков 250 г, вода водопроводная, нагретая до 50°С, 1000 мл, соляная кислота (удельный вес 1,18) 10 мл. Смесь выдерживают в термостате при 50°С. Через 24 часа пептон прогревают в автоклаве при 100°С и фильтруют, фильтрат подщелачивают 10% раствором NaOH до щелоч​ной реакции по лакмусу. После этого фильтрат разливают в колбы и стерилизуют при 115°С 30 минут.

Для приготовления бульона пептон Мартена смешивают с равным объемом мясной воды, устанавливают необходи​мую реакцию, кипятят 30 минут, фильтруют и стерилизуют при 115°С 30 минут.

Мясо можно переваривать с помощью трипсина — пере​вар Хоттингера, при этом более полно используют белки мя​са, которые расщепляются до пептонов, полипептидов и сво​бодных аминокислот. При триптическом переваривании мя​са получают в 10 раз больше бульона, чем при обычном методе.

Мясной перевар Хоттингера. Мясо, освобож​денное от жира и сухожилий, нарезают небольшими кусоч​ками, помещают в кастрюлю с кипящей водопроводной во​дой (в полуторном объеме) и кипятят 15—20 минут, затем мясо извлекают из жидкости и пропускают через мясорубку. Установив рН охлажденной до 40—45°С жидкости, равный 8, заливают ею фарш. К полученной смеси добавляют сухой панкреатин в количестве 0,5—1% или поджелудочную же​лезу из расчета 100 г железы на 1 л жидкости. Затем смесь снова подщелачивают до рН 8 и разливают ее в бутыль. Туда же добавляют 2—3% хлороформа и, закрыв бутыль резиновой пробкой, несколько раз встряхивают содержимое. Бутыль ставят на 7—14 суток при температуре 37°С.

В результате переваривания мясной фарш превращается в гомогенный сероватый осадок, над которым находится со​вершенно прозрачная жидкость соломенно-желтого цвета. Перевар Хоттингера хорошего качества дает положитель​ную реакцию на триптофан и содержит 560—860 мг% аминного азота. Для приготовления бульона к 1 части перевара прибавляют 6—7 частей воды.

Мясо-пептонный бульон (МПБ). 

93. В 1 л мяс​ной воды растворяют при подогревании и помешивании 10 г пептона (1%) и 5 г (0,5%) хлористого натрия. Рекоменду​ется брать 3 части хлористого натрия и 2 части двузамещенного фосфорнокислого натрия. Смесь вводится в количестве 0,5%. Фосфорнокислый натрий стабилизирует реакцию сре​ды и служит дополнительным источником фосфора. Уста​навливают рН среды до 7,6—7,8, кипятят 30—45 минут до выпадения осадка.

94. Охлаждают, фильтруют через бумажный фильтр, доли​вают водой до первоначального объема, проверяют рН.

95. Разливают по пробиркам, флаконам и стерилизуют 15— 20 минут в автоклаве при 120°С.

Концентрированный мясо-пептонный бульон готовят на особой мясной воде (1 кг мяса заливают 1 л воды). Такой бульон служит для выращивания анаэробных и других мик​робов.

Мясо-пептонный агар (МПА). 

96. К мясо-пептонному бульону для придания плотности добавляют 2—2,5% мелко нарезанного и промытого агар-агара.
Агар-агар получают путем специальной обработки морских водо​рослей. Он является веществом полисахаридной природы, содержит незначительное количество азота и не представляет собой питательный субстрат. Студень, образуемый агар-агаром, расплавляется при 70— 100°C и застывает при 40—50°.

97. Кипятят, помешивая, до полного расплавления агара. В некоторых случаях для просветления среды прибавляют белок одного куриного яйца, смешанного с двойным коли​чеством холодной воды. Среду помещают в автоклав на 45 минут при 115°С. Свернувшиеся хлопья белка адсорбируют взвешенные частицы и осаждаются на дно.

98. Проверяют и исправляют реакцию среды. Отстаивают и фильтруют через ватно-марлевый фильтр в горячем авто​клаве или в специальной металлической воронке с двойными стенками, между которыми находится горячая вода.

99. Разливают среду через стеклянную воронку с зажимом в пробирки и флаконы и стерилизуют в автоклаве при 120°С в течение 15—20 минут.

100. Из расплавленного стерильного мясо-пептонного агара приготовляют скошенный и прямой агар (агар столбиком). В первом случае пробирки укладывают горизонтально до полного застывания, во втором — пробирки помещают в штатив вертикально.

В настоящее время бактериологические лаборатории ши​роко используют сухие питательные среды в ви​де порошков, хранящихся в герметически закрытых банках и пакетах. 
Кроме обычных питательных сред (МПБ и МПА), имеются специальные и дифференциально-диагнос​ти​че​ские среды. Го​товят среды по прописи, указанной на этикетке, навеску порошка растворяют в определенном объеме дистиллирован​ной воды, среду разливают в пробирки и стерилизуют при соответствующей температуре. Постоянство состава, стан​дартность среды, простота и удобство в работе, легкость транспортировки и хранения являются большим преимуще​ством сухих питательных сред.

Для определения рН плотных питательных сред их рас​плавляют. Определяют pH с использованием pH-метров или (менее точно) с помощью индикаторной бумаги.

После установления соответствую​щего рН среду кипятят, фильтруют, осветляют, разливают во флаконы, пробирки и стерилизуют. Следует учитывать, что после стерилизации среда становится более кислой.

Стерилизация питательных сред. Стерилизацию питательных сред осуществляют различными способами в зависимо​сти от тех ингредиентов, которые входят в их состав.

101. Синтетические среды и все агаровые среды, не содер​жащие в своем составе нативного белка и углеводов, стери​лизуют 15—20 мин в автоклаве при температуре 115—120°С.

102. Среды с углеводами и молоком (в состав которого вхо​дит лактоза), питательный желатин стерилизуют текучим паром при температуре 100°С дробно или в автоклаве при 112°С.

103. Среды, в состав которых входят белковые вещества (сыворотка крови, асцитическая жидкость), обеспложивают​ся тиндализацией или фильтрованием.

104. Для стерилизации питательных сред, содержащих в своем составе нативные белки, пользуются фильтрацией че​рез мембранные фильтры Зейтца.

Подготовленные к употреблению питательные среды про​веряют на стерильность. Для этого их ставят в термостат при температуре 37°С. Среды, простерилизованные в автоклаве, выдерживают в термостате 1 сутки, простерилизованные теку​чим паром — 3 суток.
Техника посева микроорганизмов

Бактериологический метод—выделение чистых культур микробов и их последующая идентификация — имеет боль​шое значение в диагностике инфекционных заболеваний, при изуче​нии санитарно-гигиенического состояния объектов внешней среды (вода, воздух, почва, продукты питания) и исследова​нии их по эпизоотическим и эпидемиологическим показателям на зараженность патогенными видами микробов. Однако первым этапом этой методики является посев или пересев бактериальной культуры на различные типы питательной среды.

Материалом для посева могут быть пересеваемые культу​ры бактерий, различные выделения животных и человека, ткани трупа, вода, почва, продукты питания.

Жидкий материал для посева берут петлей или пипеткой. При взятии петлей жидкость должна образовать в кольце петли тонкую прозрачную пленку — «зеркало». Пипетками пользуются в том случае, когда материал засевают в боль​шом или точно отмеряемом объеме.
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Рис.  4. Схема пересева культуры микробов из пробирки в пробирку
Способ взятия плотного материала определяется его кон​систенцией. При посевах чаще всего пользуются бактериаль​ной петлей. Все манипуляции, связанные с посевом и выделением микробных культур, производят над пламенем горелки. Бактериальную петлю прокаливают над пламенем непосредст​венно перед взятием материала, затем петлю остужают. Для этого при пересеве микробной культуры с пробирки горячую петлю погружают в конденсационную жидкость, а при пере​севе с чашек Петри прикасаются к поверхности питательной среды, свободной от микробного роста. Достаточно остужен​ная петля не вызывает шипения конденсационной жидко​сти и не растапливает агар при соприкосновении со средой. После окончания посева петлю прожигают повторно для уничтожения находящейся на ней микроб​ной культуры или инфицированного микроорганизмами ма​териала.

Пипетки и шпатели, используемые для посевов, так же, как и бактериальные петли, перед посевом прожигают, а после посевов опускают в дезинфицирующий раствор.

Перед посевом вся посуда проверяется на целостность, далее, на чашках Петри со стороны дна, на про​бирках в верхней трети, надписывают название засеянного материала или ставят номер анализа и дату посева.

Техника посевов на плотные и жидкие питательные среды

1. При посеве в жидкую питательную среду петлю с находя​щимся на ней материалом погружают в среду. Если матери​ал вязкий и с петли не снимается, его растирают на стенке сосуда, а затем смывают жидкой средой. Жидкий материал, набираемый в пастеровскую или градуированную пипетку, вливают в питательную среду.

2. При посеве на скошенный мясо-пептонный агар про​бирку берут в левую руку между I и II пальцами, чтобы ос​нование пробирки находилось на поверхности кисти руки и посев осуществлялся под контролем глаза. Пробку из про​бирки вынимают правой рукой V и IV пальцами, не прика​саясь к той части пробки, которая входит внутрь пробирки. Остальные 3 пальца правой руки остаются свободными для взятия бактериальной петли, посредством которой произво​дится посев. Петлю держат, как писчее перо. После вынима​ния пробки пробирку с питательной средой держат в наклон​ном положении во избежание попадания в нее посторонних микроорганизмов из воздуха.

Петлю с находящимся на ней пересеваемым материалом вводят в пробирку до дна, опускают плашмя на поверхность питательной среды и скользящими движениями наносят штрих снизу вверх, от одной стенки пробирки к другой (рис. 4).

3. При посеве на поверхность плотной питательной среды в чашки Петри чашку держат в левой руке. Дно ее с одной стороны придерживают I и II пальцами, а с другой — IV и V пальцами. Крышку, приоткрытую настолько, чтобы в об​разовавшуюся щель свободно проходили петля или шпатель, фиксируют I и III или I и II пальцами. Небольшое количество исследуемого материала втирают бактериальной петлей в поверхность питательной среды у края чашки (рис. 5). За​тем петлю прожигают, чтобы уничтожить избыток находяще​гося на ней материала. Линию посева начинают с того ме​ста, в котором находится материал. Бактериальную петлю кладут плашмя на питательную среду, чтобы не поцарапать ее поверхности, и проводят штрихи по всей среде или по сек​торам, разграфив предварительно дно чашки (при условии, что среда прозрачна) на несколько равных частей. Нужно стараться, чтобы штрихи, наносимые петлей, располагались как можно ближе друг к другу, так как это удлиняет общую линию посева и дает возможность получить изолированные колонии микроорганизмов.
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Рис.  5. Посев на плотную питательную среду в чашки Петри

Для равномерного распределения засеваемого материала по поверхности плотной питательной среды можно пользо​ваться вместо петли тампоном или шпателем.

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

4. Из материала, подлежащего посеву в толщу плотной питательной среды, готовят взвесь в стерильной водопровод​ной воде или в изотоническом растворе. Набирают 0,1—1 мл взвеси в пипетку (в зависимости от степени предполагаемого микробного загрязнения) и выливают в пустую стерильную чашку Петри. Вслед за этим чашку заливают 15—20 мл мясо-пептонного агара, расплавленного и остуженного до тем​пературы 40—45°С (при такой температуре пробирка со сре​дой, приложенная к щеке, не должна вызывать ощущения ожога). Для равномерного распределения исследуемого ма​териала в питательной среде закрытую чашку с содержимым слегка вращают по поверхности стола.

5. Посев уколом в столбик питательной среды производят в пробирку со средой, застывшей в виде столбика. Пробир​ку берут в левую руку, как обычно, и в центре столбика до дна пробирки вкалывают петлю с находящимся на ней мате​риалом.

Получение чистых культур

Чистой культурой микробов называют популяцию микроорганизмов одного вида, полученную из изолированной микробной колонии. Под микробной колонией подразумевает​ся потомство бактерий, возникающее в результате размно​жения одной микробной клетки.

Выделение чистой культуры микробов является обяза​тельным этапом всякого бактериологического исследования. Чистая культура необходима для изучения морфологических, культур культуральных, биохимических и антигенных свойств, по со​вокупности которых определяется видовая принадлежность исследуемого микроорганизма.

Для выделения чистых культур микробов из материалов, содержащих обильную смешанную микрофлору, предложено много различных методов. Наибольшее распространение по​лучил метод механического разъединения микроорганизмов, находящихся в исследуемом материале, с целью получения изолированных колоний на поверхности или в глубине пита​тельной среды.

Очень широко применяются элективные питательные сре​ды, стимулирующие развитие тех микроорганизмов, чистую культуру которых предполагается выделить.

Некоторые виды микробов обладают высокой чувствитель​ностью к воздействию определенных факторов внешней сре​ды. Индивидуальная устойчивость микробов к тому или ино​му фактору была использована для разработки методов вы​деления чистых культур путем умерщвления сопутствующей микрофлоры. Этим способом производится выделение споpoвых форм микробов, устойчивых к действию высокой температуры, микобактерий туберкулеза, безразличных к действию концентрированных растворов минеральных кислот, в отли​чие от остальных микробов, содержащихся в мокроте.

При выделении чистой культуры патогенных микробов из патологического материала, загрязненного посторонней мик​рофлорой, прибегают иногда к заражению лабораторных жи​вотных, восприимчивых к тому виду микроба, который пред​полагается выделить из исследуемого материала. Биологи​ческий метод выделения чистой культуры применяется при исследовании мокроты на содержание в ней пневмококков, микобактерий туберкулеза.

Для выделения бактерий в виде чистых культур из​вестно сравнительно мало методов. Чаще всего это де​лают путем изолирования отдельных клеток на твердой питательной среде, используя метод посева штрихом или разлива по чашкам небольшого количества жидкой культуры. Однако получение отдельной колонии не всег​да гарантирует чистоту культуры, поскольку колонии могут вырасти не только из отдельных клеток, но из их скоплений. Если микроорганизмы образуют слизь, то к ней часто прикрепляются посторонние формы. В слу​чае выделения штаммов Bacillus или актиномицетов контаминирующие микроорганизмы могут быть опутаны цепочками клеток или, соответственно, гифами этих микробов. Для очистки предпочтительнее использовать не​селективную среду, поскольку на ней лучше растут кон​таминирующие микроорганизмы и их легче обнаружить. Но даже на неселективной среде не следует очень быст​ро отбирать колонии, поскольку за данный отрезок вре​мени могут не вырасти медленно растущие кон​таминирующие бактерии.

Из чистой культуры обычно вырастают одинаковые колонии и при микроскопировании выявляются похожие клетки, в частности, по размеру и окраске по Граму. Однако возможны исключения, например, колонии, вы​растающие из чистой культуры, могут быть гладкие (S) и шероховатые (R). Кроме того, в чистых культурах различных микроорганизмов могут появиться кокковидные клетки, цисты и споры. Наконец, некоторые микро​организмы проявляют грамвариабельность. Тем не ме​нее, указанные критерии широко используются при опре​делении чистоты культур.

Посев штрихом

Существует много методов посева штрихом в чашки с твердыми средами («штрихованные чашки»), но лишь некоторые из них почти всегда дают изоли​рованные колонии даже при отсутствии навыков у экс​периментатора. Кроме того, можно наливать разведен​ные растворы смешанной культуры на поверхность твер​дых сред в чашках. При работе с анаэробами «штрихованные чашки» или чашки с внесенной в них жидкой культурой в атмосфере воздуха инкубируют затем в анаэростате. Для анаэробов необходимы свежеприготовленные среды, и посев штрихом следует проводить в течение первых 4 ч после их автоклавирования, чтобы избежать накоп​ления растворенного кислорода.
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Рис. 6. Удобный метод по​сева штрихом в чашки для получения отдельных коло​ний. А. Для маркировки на обратной стороне чашки Петри карандашом наносят букву Т, разделяющую дно на 3 сектора. Б. Петлей с культурой зигзагом наносят штрихи на поверхности ага​ра в секторе 1, как показано на рисунке. Для этого крыш​ку чашки сначала приподни​мают, а после нанесения штриха сразу закрывают. Петлю стерилизуют в пламе​ни и дают ей остыть (15 с). В. Проводят петлей по по​верхности среды в секторе 1, как показано на рисунке, и затем немедленно наносят ею зигзагом штрихи на по​верхности среды в секторе 2. Прогревают петлю в пла​мени и дают ей остыть. Г. Проводят петлей по поверх​ности среды в секторе 2, как показано, и затем наносят ею зигзагом штрихи на по​верхности среды в секторе 3. Д. Инкубируют опрокинутые вверх дном чашки, как по​казано на рисунке, для того, чтобы конденсирующаяся во​да с крышки не попала на поверхность агара. В секто​ре 1 вырастает большое чис​ло колоний, тогда как в сек​торах 2 и 3 появляются от​дельные хорошо изолирован​ные колонии.

Получение чистой культуры методом рассева в глубине среды (по Коху)

Три пробирки, содержащие по 15 мл мясо-пептонного агара, ставят в водяную баню для расплавления агара. Расплавленную среду остужают до температуры 43—45°С. В пробирку вносят одну бактериальную петлю иссле​дуемого материала. Для лучшего перемешивания материала со средой засеянную пробирку вращают несколько раз, зажав между ладонями. После этого прокаленной и остуженной петлей содержимое 1-й пробирки переносят во 2-ю и таким же образом из 2-й в 3-ю. Приготовленные разведения мик​робов выливают из пробирок в стерильные чашки Петри, обозначенные номерами, соответствующими номерам про​бирок.

После застудневания среды с исследуемым материалом чашки помещают в термостат. Количество колоний в чашках с питательной средой уменьшается по мере разведения мате​риала.

Выделение чистой культуры по способу Дригальского

Расплавленную питательную среду разливают в три чашки Петри. Застывшую среду обязательно подсушивают, так как влажная поверхность ее способствует образованию сливаю​щегося роста. В первую чашку вносят одну каплю исследуе​мого материала и стерильным шпателем втирают его в по​верхность питательной среды. Далее, не прожигая шпателя и не набирая нового материала, шпатель переносят во вто​рую и третью чашки, втирая в поверхность питательных сред оставшийся на нем материал.

Метод рассева по поверхности, предложенный Дригальским, является наиболее употребительным для получения чи​стой культуры микробов. Вместо шпателя можно пользовать​ся петлей. Материал на питательной среде распределяют па​раллельными штрихами по всей чашке в одном направлении. Затем, повернув чашку на 180°, проводят штрихи в направле​нии, перпендикулярном первым штрихам. При таком способе посева материал, находящийся на петле, расходуется посте​пенно, и по линиям сетки, нанесенным в конце посева, вы​растают изолированные колонии микробов.

Анаэростат для культивирования анаэробов

Анаэростат — прибор для выращивания микробов в анаэробных услови​ях. Представляет собой толстостенный металлический цилиндр с герметически привинчивающейся крышкой, на ко​торой имеются вакуумметр и два крана для присоединения к вакуум-насосу.

Методы, позволяющие изучить культуральные свойства микроорганизмов

Культуральные признаки микробов определяются харак​тером роста их на питательных средах. Будучи постоянными для каждого вида микроба, они являются важным диагно​стическим признаком.

Рост микробов на плотной питательной среде

 Для изуче​ния свойств колоний микробы культивируют на плотных пи​тательных средах в чашках Петри. При посеве материала стараются получить изолированный рост колоний. Чашки с посевом просматривают сначала невооруженным глазом или через лупу, затем помещают их на столик микроскопа вверх дном и просматривают колонии в проходящем свете с объ​ективом малого увеличения и с суженной диафрагмой.

Колонии характеризуют по величине, форме, контуру края, рельефу, поверхности, цвету, структуре и консистенции.

Величина колонии определяется ее диаметром. В за​висимости от диаметра различают колонии точечные (диа​метр меньше 1 мм), мелкие (диаметр 1—2 мм), средние (диаметр 2—4 мм) и крупные (диаметр 4—6 мм и более).

Форма колонии бывает правильная — круглая, непра​вильная — амебовидная, ризоидная — корневидная, напоминающая переплетающиеся корни деревьев.

Характер контура края определяют при рассмотрении колонии под лупой или микроскопом с малым увеличением. Различают ровные края в виде четко выраженной ли​нии и неровные. Последние делят на:

1. фестончатый край, состоящий из крупных, слегка округ​лых или уплощенных зубцов правильной формы;

2. волнистый край, который несколько отличается от фе​стончатого тем, что крупные зубцы его выражены нечетко;

3. эрозированный, или зазубренный, край, состоящий из острых зубцов различной величины и формы;

4. бахромчатый край, имеющий нежные ворсинки. В некоторых случаях четко выраженная линия, отграни​чивающая колонию от поверхности среды, отсутствует. Такой край колонии называется расплывчатым.

Рельеф колонии характеризуется приподнятостью ее над поверхностью питательной среды и контуром формы в вертикальном разрезе. Определяется рельеф колонии нево​оруженным глазом или с лупой при рассматривании сверху и сбоку. Различают:

1. каплеобразные и куполообразные колонии правильной круглой формы с различно выраженной степенью выпукло​сти, которые в вертикальном разрезе представляют собой сегмент шара и отличаются только длиной радиуса. Коло​нии слабовыпуклые имеют большую длину радиуса; куполо​образные — меньшую;

2. колонии плоско-выпуклые с плоским верхом, пологими или круто обрывающимися краями; имеют в вертикальном разрезе форму трапеции;

3. колонии конусообразные, имеющие в вертикальном разрезе форму треугольника:

4. колонии с приподнятой в виде соска серединой и ва​ликом по периферии;

5. колонии с вдавленным центром;

6. колонии плоские, стелющиеся по поверхности среды. 

Поверхность колонии изучают с помощью лупы или под микроскопом при малом увеличении. Поверхность коло​ний бывает матовая или блестящая с глянцем, сухая или влажная, гладкая или шероховатая. Гладкие колонии обозна​чают буквой S (smooth), шероховатые — буквой R (rough), что означает соответственно «гладкий» и «шероховатый». Ме​ханизм формирования гладких и шероховатых форм колоний обусловлен различием процессов клеточного деления. Мик​робные клетки в колониях S-форм располагаются, соприка​саясь своими боковыми поверхностями, клетки R-форм, сохраняя при делении цитоплазматические мостики, об​разуют цепочки, которые, накладываясь друг на друга, об​условливают шероховатую поверхность и неровный край колонии.

Переход S-форм в R-формы наблюдается при диссо​циации. Явление диссоциации у патогенных микробов на​блюдается под действием антибиотико- и химиотерапии, фак​торов специфического иммунитета, формирующихся в течение инфекционного процесса, а также факторов внешней среды. Среди шероховатых форм колоний различают: складча​тые, гирозные, по виду напоминающие исчерченную извили​нами поверхность мозга; бородавчатые, концентрически или радиально исчерченные; шагреневые, т. е. мелкозернистые.

Цвет колонии определяется пигментом, который проду​цирует культура микробов. Преобладающее большинство патогенных бактерий пигмента не образуют, вследствие чего колонии их бесцветны или молочно-мутного цвета, похожи на опал. В проходящем свете такие колонии в большей или меньшей степени прозрачны. Пигментообразующие виды мик​робов дают колонии различных цветов: кремовые, желтые, золотисто-оранжевые, синие, красные, сиреневые, черные и др.

Структура колоний определяется в проходящем све​те при слабом увеличении микроскопа, суженой диафрагме или при несколько опущенном конденсоре. У пигментирован​ных колоний и колоний, не пропускающих света, она не опре​деляется.

По характеру структуры различают следующие виды ко​лоний:

1. гиалиновые — бесцветные, прозрачные, без видимой определенной структуры;

2. зернистые, которые в зависимости от величины зерен разделяются на мелко- и грубозернистые;

3. нитевидные или волокнистые, характеризующиеся на​личием длинных, густо переплетающихся нитей в толще ко​лонии.

Колонии бывают однородные и неоднородные. Строение первых одинаково во всех частях, у вторых центральная часть отличается от периферической или отдельные сектора имеют строение, неодинаковое с остальной массой.

Консистенцию колонии, определяющую ее физиче​ское состояние, исследуют посредством прикосновения или взятия из нее части материала бактериальной петлей. По характеру консистенции колонии бывают: 

1. пастообразные, легко снимающиеся и размывающиеся по поверхности питательной среды наподобие сливочного масла;

2. вязкие или слизистые, прилипающие и тянущиеся за петлей;

3. волокнистые или кожистые, плотные, снимающиеся с поверхности питательной среды в виде упругой пленки, соот​ветствующей величине и форме колонии;

4. хрупкие, сухие, рассыпающиеся при прикосновении петли.

Особенности микробного роста на жидких питательных средах

На жидких питательных средах характер роста мик​робов менее разнообразен, чем на плотных питательных средах. Однако и здесь выявлены следующие формы роста бак​терий.

Рост бактерий с равномерным помутне​нием среды, цвет которой остается неизмененным или из​меняется в соответствии с цветом водорастворимого пигмен​та, образующегося в культуре микроба. Такой рост харак​терен для многих патогенных бактерий, относящихся к груп​пе факультативных анаэробов.

Придонный рост бактерий характеризуется обра​зованием осадка на дне пробирки с жидкой питательной сре​дой. Осадок может быть скудным или обильным, крошковидным, гомогенным, волокнистым или в виде крупных рыхлых хлопьев, по консистенции вязким, слизистым, хрупким или пастообразным. Питательная среда над осадком может быть прозрачной или мутной. Цвет осадка и среды, находящейся над ним, определяется наличием пигмента, продуцируемого культурой микробов. Если культура пигмента не образует, цвет среды не изменяется, а осадок приобретает, как прави​ло, серовато-белый или желтоватый цвет. Придонный рост специфичен для бактерий с анаэробным типом дыхания.

Пристеночный рост бактерий выражается в том, что питательная среда, находящаяся в пробирке, остается совершенно прозрачной. Бактерии растут, образуя более или менее крупные рыхлые хлопья или, наоборот, компактные зерна, прикрепленные к внутренней поверхности стенок со​суда, с которых в зависимости от вида бактерий снимаются легко или с трудом.

Поверхностный рост бактерий характеризуется появлением на поверхности жидкой питательной среды пленки, внешний вид и характер которой могут быть раз​личны:

· пленка тонкая, нежная, бесцветная, имеет вид едва заметного налета, исчезающего при встряхивании пробирки и взбалтывании среды;

· пленка влажная, толстая, хорошо видимая простым глазом, вязкой, слизистой консистенции, прилипает к петле и тянется за ней;

· пленка плотная, сухая, внешним видом напоминает ку​сочки кожи и при попытке взятия из нее материала сни​мается целиком в виде круглого диска, соответствующего диаметру пробирки:

· пленка плотная, сухая, со сморщенной, а иногда боро​давчатой поверхностью, краями прикрепленная к стенкам со​суда; при взбалтывании жидкости или прикосновении бакте​риальной петли разбивается на кусочки, погружающиеся в глубь жидкости.

Цвет пленки, как и питательной среды, зависит от пигмен​та, вырабатываемого растущей культурой микробов. Рост бактерий в виде поверхностной пленки характерен для микробов-аэрофилов.

Рост на полужидкой питательной среде

Для выявления особенностей микробного роста на полужидкой питательной среде исследуемую культуру засевают в столбик 0,2—0,5% полужидкого агара. Для того, чтобы особенности роста про​являлись наиболее четко, прокол среды делают в непосред​ственной близости к стенке пробирки. Посев, произведенный таким образом, дает возможность выявить подвижные расы микробов и дифференцировать их от неподвижных.

Подвижные микробы в столбике полужидкого агара вы​зывают выраженное помутнение, распространяющееся более или менее равномерно по всей толщине среды.

Неподвижные формы микробов растут только по ходу прокола среды, напоминая сосульки цилиндрической или ко​нической формы. При этом окружающая среда остается со​вершенно прозрачной.

Методы изучения биохимических свойств микроорганизмов

В жизнедеятельности микробов ферменты играют боль​шую роль. Они являются обязательными участниками разно​образных биохимических реакций, лежащих в основе функ​ций питания, дыхания, размножения. По характеру связи с цитоплазменными структурами и по месту проявления своего действия ферменты делятся на внутри- и внеклеточные. Каж​дый вид микроорганизмов продуцирует постоянный для него набор ферментов, одни из которых расщепляют в разной сте​пени белки и углеводы, а другие вызывают окисление и вос​становление различных субстратов.

Стабильность ферментативных систем бактерий позволя​ет использовать биохимические свойства бактерий в сочета​нии с их морфологическими, культуральными и другими по​стоянными признаками для определения видов и типов бак​терий.

Для обнаружения ферментов исследуемую культуру мик​робов засевают на специальные дифференциально-диагности​ческие питательные среды.

Сахаролитические свойства микроорганизмов

Свойство расщеп​лять углеводы и высокоатомные спирты, которые принято объединять в одну группу, именуемую сахарами, присуще многим патогенным микробам. Под действием сахаролитических ферментов бактерий сахара расщепляются на альдегиды и кислоты. Конечными продуктами их расщепления явля​ются газообразные вещества: СO2 и Н2.

Характерно, что различные виды и даже разновидности микробов относятся по-разному к одним и тем же сахарам. Так, например, одни бактерии, ферментируя лактозу, оста​ются нейтральными в отношении глюкозы, другие, наоборот, сбраживают глюкозу, а третьи, наиболее активные, вызыва​ют расщепление и глюкозы, и лактозы.

Для обнаружения сахаролитических ферментов исследуе​мую культуру бактерий засевают в питательные среды Гисса, называемые также «пестрым» рядом. «Пестрый» ряд Гисса содержит обычно 5 пробирок: с глюкозой, лактозой, маннитом, мальтозой и сахарозой. При некоторых исследова​ниях для более углубленного изучения биохимических свойств выделенного микроба ряд Гисса дополняют дульцитом, сорбитом, ксилозой, арабинозой и некоторыми другими сахарами. Другими словами, есть «большой» и «малый» «пестрый ряд».

Название «пестрый» ряд обусловлено тем, что под дей​ствием ферментов микроба одни углеводы остаются неизмен​ными и, следовательно, цвет питательной среды не меняет​ся, в то время как другие сахара расщепляются, образуя кислые продукты распада, которые изменяют цвет индикато​ра и, соответственно, цвет питательной среды.

Среды Гисса бывают жидкими и полужидкими (с добав​лением 0,2—0,5% агар-агара). В пробирки с жидкими сре​дами Гисса для обнаружения газов, являющихся конечными продуктами распада сахаров, опускают «поплавок» — трубоч​ку диаметром 0,5—0,7 см, запаянную с одного конца. «По​плавок» помещают запаянным концом кверху; при стерили​зации он полностью заполняется питательной средой. При образовании в среде газообразных продуктов они вытесняют часть жидкости, находящейся в «поплавке», вследствие чего у запаянного конца его собирается воздушный пузырек.

В полужидких средах Гисса газообразование определяют по наличию мелких пузырьков газа в толще среды и стой​кой пены на ее поверхности.

Таким образом, при изучении сахаролитических фермен​тов, выделяемых микробами, учитывают не только явления расщепления тех или иных сахаров по кислотообразованию, но и глубину ферментативного процесса по наличию в пита​тельной среде конечных газообразных продуктов.

Пробирки с набором сред Гисса ставят в штатив в один ряд. На каждой пробирке надписывают название сахара, со​держащегося в среде. На первой пробирке каждого ряда, кроме названия сахара, указывают номер или вид исследуе​мой микробной культуры. Культуру берут на кончик петли в очень небольшом количестве и засевают по общепринятой методике.

Протеолитические свойства микроорганизмов

Некоторые виды микроорганизмов продуцируют и выделяют во внешнюю сре​ду протеолитические ферменты — протеазы, катализирующие расщепление белков. В результате расщепления молекулы белка образуются высокомолекулярные промежуточные про​дукты распада — пептоны, альбумозы и полипептиды. Под действием других протеолитических ферментов пептоны в свою очередь расщепляются на полипептиды (соединения двух или нескольких аминокислот) и отдельные аминокис​лоты.

Для выявления протеолитических ферментов исследуемую культуру микроба засевают в питательную среду, содержа​щую тот или иной белок. Чаще всего для этой цели приме​няют желатин, реже — свернутую лошадиную сыворотку, коа​гулированный яичный белок, молоко или кусочки вареного мяса.

Протеолитическая активность одного и того же микроба при определении ее на разных питательных средах будет проявляться неодинаково, что обусловлено специфичностью ферментов. Поэтому для разных видов микробов рекоменду​ют питательные среды различного состава.

Определение протеолитической активно​сти микробов
а) На желатине. Мясо-пептонный желатин разливают в пробирки столбиком по 5— 6 мл. Посев производят уколом, погружая петлю с исследуе​мой культурой в глубь питательной среды до дна пробирки. Микробы, способные расти при низкой температуре, остав​ляют стоять в комнате при 20—22°С. Остальные посевы ин​кубируют в термостате при 37°С. Вместе с опытными про​бирками в термостат ставят одну или две пробирки с неза​сеянным желатином для контроля. При температуре 37°С желатин плавится, поэтому после инкубации пробирки, вы​нутые из термостата, опускают в холодную воду или ставят в холодильник. После застудневания желатина в контроль​ных пробирках приступают к просмотру роста и учету изме​нений в питательной среде опытных пробирок. Там, где под действием фермента желатиназы произошло расщепление белков желатина, отмечается разжижение питательной сре​ды. Пробирки, в которых после суточного инкубирования среда остается без изменения, оставляют в термостате. Наблю​дение за изменением среды ведется в течение 20 суток. В прото​коле исследования обязательно отмечают день появления признаков разжижения среды, степень и характер ее разжи​жения.

б) На молочном агаре Эйкмана. Молочный агар Эйкмана, разлитый и остуженный в чашках Петри, засевают исследуемой культурой микробов. Посев делают петлей или шпателем так, чтобы получить изолированные ко​лонии. Через 24—48 ч инкубации в термостате культуры, продуцирующие протеолитический фермент, обусловливают пептонизацию молочного белка — казеина, в результате чего вокруг таких колоний образуются прозрачные зоны, четко выделяющиеся на общем молочно-мутном фоне среды.

в) На свернутой кровяной сыворотке. Куль​туру исследуемых аэробных микробов засевают на чашки, анаэробных — уколом в столбик свернутой лошадиной сыво​ротки, инкубируют в термостате при 37°С. Штам​мы, продуцирующие протеолитические ферменты, разжижая питательную среду, образуют углубления вокруг колоний или на поверхности столбика среды.

г) В бульоне с куриным яичным белком. В пробирку с мясо-пептонным бульоном или бульоном Хоттингера, содержащим кусочек свернутого куриного белка, вносят одну петлю исследуемой культуры микроба. Посевы просматривают ежедневно в течение 5 дней. Протеолитически активные культуры микробов расщепляют коагу​лированный яичный белок; кусочки белка, содержавшиеся в среде, заметно уменьшаются в размере, превращаясь в крошкообразную массу, или полностью растворяются.

Аналогичным образом проявляются протеолитические свойства микробов в средах с кусочком вареного мяса.

Некоторые виды патогенных микробов с выраженной про​теолитической активностью обладают способностью расщеп​лять белок и пептон до продуктов глубокого распада: индо​ла, сероводорода, мочевины и аммиака.

При определении видов и дифференциации разновидно​стей патогенных микробов наибольшее значение имеет выяв​ление двух первых продуктов: индола и сероводорода.

Определение индола в культуре микроор​ганизмов

Индол образуется при расщеплении сложной гетероциклической аминокислоты — триптофана. Для выявления индолообразования петлю исследуемой культуры засевают в среду Строгова или другие среды, рекомендуемые для обнаружения индола. Тотчас после посева в пробирку вносят полоску индикаторной бумаги, пропитанную раствором щавелевой кислоты, так, чтобы индика​торная бумага не касалась питательной среды. Для этого верхнюю треть бумажной полоски прижимают пробкой к стенке пробирки. Посевы инкубируют 24—48 ч при темпера​туре 37°С. Образование индола определяют по окрашиванию нижнего конца индикаторной бумаги в бледно-розовый цвет, хорошо заметный в проходящем свете.

Определение сероводорода

Сероводород яв​ляется конечным продуктом расщепления аминокислот: цистина, цистеина и метионина, содержащих серу. Петлю ис​следуемой культуры микробов засевают в пробирку с мясо-пептонным бульоном или бульоном Хоттингера. Тотчас после посева в пробирку вносят пропитанную ацетатом свинца по​лоску индикаторной бумаги на определение сероводорода. В положительных случаях образующийся в культуре сероводород вступает в соединение с бесцветным ацетатом свинца и превращается в сульфид свинца, который придает индикаторной бумаге черно-бурое окрашивание.

Окончательный учет результатов на образование индола и сероводорода проводят на 7—10‑й день после посева, так как процесс ферментативного расщепления белка и образова​ния конечных продуктов распада происходит иногда в тече​ние длительного времени.

Окислительно-восстановительные свойства микроорганизмов

В культуре микробов могут быть обнаружены окисли​тельно-восстановительные ферменты, связанные главным об​разом с дыхательной функцией микроорганизма.

Как известно, процесс окисления субстрата может про​исходить посредством присоединения к нему кислорода с участием ферментов оксидаз или в результате отщепления от него водорода с участием ферментов дегидрогеназ. Для этого типа реакции характерно то, что окисление какого-либо од​ного вещества всегда сопровождается восстановлением (ре​дукцией) другого органического вещества. Первое вещество, от которого отщепляется водород, называют донатором, а то вещество, к которому он присоединяется, — акцептором.

Акцептором водорода чаще всего является кислород воз​духа, однако им могут быть также многие органические со​единения, способные легко окисляться и восстанавливаться.

С целью выявления ферментов дегидрогеназ и определения их активности в практике микробиологических исследований предложен метод, основанный на введении в питательную среду органической краски, выполняющей роль акцептора водорода. В результате присоединения водорода краситель восстанавливается, превращаясь в бесцветное соединение, называемое лейкобазой. При обильном доступе кислорода оно может вновь окислиться и приобрести прежний цвет.

В качестве акцептора водорода используют метиленовый синий, лакмусовую настойку, малахитовый зеленый, индигокармин, нейтральный красный и др.

Для выявления редуцирующих свойств микроорганизмов указан​ные красители добавляют к обычным питательным средам: мясо-пептонному бульону, мясо-пептонному агару, молоку.

Один и тот же вид микроба ведет себя неодинаково по отношению к краскам разного состава. Это свойство микро​ба использовано в микробиологической практике в качестве дифференциального признака. Бактерии брюшного тифа ре​дуцируют метиленовый синий, но не редуцируют лакмуса и не изменяют нейтрального красного в противоположность ки​шечной палочке, которая остается нейтральной в отношении метиленового синего, но восстанавливает лакмус и нейтраль​ный красный.

Определение редуцирующей способности

1. В 5 мл среды—молока с метиленовым синим— засевают петлю исследуемой культуры с плотной питательной среды или 0,1 мл 18-часовой бульонной культуры и после 24 ч инкубации учитывают результаты роста. При положительной реакции на редукцию метиленового синего среда из голубой становится кремового цвета, а при слабоположи​тельной — приобретает зеленоватое окрашивание.

2. Пробирки с лакмусовым молоком, средой Минкевича засевают так же, как молоко с метиленовым синим, суточной культурой с плотной или жидкой питательной сре​ды. Посевы инкубируют в термостате в течение 10 дней, еже​дневно наблюдая за изменением цвета среды. Редукция лак​муса проявляется полным обесцвечиванием молока, имеюще​го розовато-сиреневый цвет до посева. В протоколе иссле​дования редукцию лакмуса обозначают буквой Р.

Среда Минкевича позволяет также выявлять кислото- или щелочеобразование, выражающееся соответственно в покрас​нении или посинении молочной среды. Образование кислоты обозначается буквой К, щелочи — буквой Щ.

Определение фермента каталазы

Некоторые виды микроорганизмов, принадлежащие к группе аэробов, в процессе дыхания образуют перекись водорода, являющую​ся клеточным ядом. Количество перекиси водорода в культуре никогда не достигает высоких концентраций, так как по ме​ре образования перекись расщепляется на воду и молекуляр​ный кислород при участии фермента каталазы. На поверх​ность микробной культуры, выращенной на плотной пита​тельной среде в чашке Петри, наносят 1—2 мл 1% раствора перекиси водорода так, чтобы она покрывала поверхность культуры тонким слоем. Появление пузырьков газа в слое нанесенной жидкости свидетельствует об образовании кис​лорода в результате расщепления перекиси водорода под действием каталазы. Подобный результат в протоколе опыта отмечается знаком + как положительный результат реакции на каталазу.

Определение чувствительности микроорганизмов к антибиотикам

Для успешного проведения лечения антибиотиками, особенно в случаях хронической инфекции, необходимо предварительно опреде​лить степень чувствительности к антибиотикам микробов, вызвавших заболевание. При определении чувствительности желательно иметь чистые культуры возбудителя и лишь при необходимости срочного получения ответа используют смешанные культуры, содержащие всю микрофлору, имевшуюся в исследуемом материале.

Наиболее прост и доступен метод определения чувствительно​сти с помощью дисков, пропитанных антибиотиками. В стерильные чашки Петри, расположенные на горизонтальной поверхности, раз​ливают по 15 мл плотной питательной среды (чаще всего 2% агар на переваре Хоттингера, содержащий 0,11—0,13% аминного азота). На поверхность застывшего и слегка подсушенного агара наливают 1 мл суспензии суточной культуры микроба-возбудителя или, если чистая культура не выделена, взятого для исследования патологи​ческого материала (гной, экссудат и т. п.), слегка разведенного изо​тоническим раствором хлорида натрия. Бактериальную взвесь равно​мерно распределяют по поверхности агара, а ее избыток удаляют пастеровской пипеткой. На поверхности засеянного агара пинцетом раскладывают диски с антибиотиками — по 5—6 дисков на каждую чашку на расстоянии 25 мм от центра чашки. Чашки выдерживают при 37°С 16—18 ч, после чего учитывают результаты опыта путем измерения зон задержки роста микробов вокруг дисков, включая диаметр самого диска. Размер зон зависит от степени чув​ствительности возбудителя к данному антибиотику. При зоне диа​метром до 10 мм штамм расценивается как устойчивый, 11–15 мм — как малочувствительный, 15–25 мм — как чувствительный. Зоны, превышающие 25 мм, свидетельствуют о высокой чувстви​тельности микроорганизма к данному антибиотику. Однако этот метод нельзя считать количественным.

Более точные результаты можно получить, применяя метод се​рийных разведений в жидкой среде. Бульон Хоттингера (или другую среду, пригодную для роста данного микроорганизма) разливают по 2 мл в пробирки, расставленные в штативы, по 10 в каждом ряду. Готовят раствор антибиотика, содержащий 100 ЕД в 1 мл, и добавляют 2 мл этого раствора в первую пробирку. После тща​тельного перемешивания новой стерильной мерной пипеткой пере​носят 2 мл из этой пробирки в следующую, и т. д. до девятой про​бирки, из которой 2 мл выливают. Десятая пробирка, не содержа​щая антибиотика, служит контролем роста культуры. Для поста​новки этого опыта вместо стандартов антибиотиков можно с успехом использовать имеющиеся в продаже препараты, на этикет​ке которых указано количество единиц во флаконе. Например, если флакон содержит 500000 ЕД пенициллина, то, добавив в него 10 мл дистиллированной воды, получают раствор, содержащий в 1 мл 50000 ЕД, при дальнейшем разведении в 100 раз получают раствор с концентрацией пенициллина 500 ЕД/мл. Для получения требуемой концентрации 100 ЕД/мл нужно развести этот раствор еще в 5 раз; это разведение делают при помощи бульона и 2 мл полученного раствора вносят в первую пробирку. Таким образом, в первой пробирке концентрация пенициллина 50 ЕД/мл, во вто​рой — 25 ЕД/мл и т. д. Если на этикетке препарата дозировка указана в весовых единицах, следует иметь в виду, что для большей части антибиотиков 1 г активного вещества соответствует 1 000 000 ЕД. Из этого расчета и следует разводить антибиотик.

Если порошок антибиотика расфасован не мерно, и на этикет​ке указано количество единиц активности в 1 мг, необходимо к точной навеске препарата (20—25 мг), сделанной на аналитических весах, добавить равный объем растворителя, т. е. получить раствор мг/мл, в 1 мл которого содержится столько единиц, сколько их было указано на этикетке. Из этого основного раствора делают дальнейшие разведения по указанной выше схеме. Суточную ага​ровую культуру испытуемого микроба смывают изотоническим раствором хлорида натрия и, определив густоту взвеси по стандарту мутности, разводят до густоты 10000 микробов в 1 мл. Полученную взвесь по 0,2 мл вносят во все пробирки ряда, начиная с контроль​ной. Таким образом, во всех пробирках содержится в 1 мл 1000 микроорганизмов. Результаты опыта учитывают после инкуба​ции при 37°С в течение 18—20 ч. Последняя пробирка с прозрач​ным бульоном при наличии густого роста в контроле определяет минимальную, подавляющую рост данного микроорганизма концен​трацию антибиотика.

Для определения чувствительности микробов к сульфаниламидам может быть применен любой из указанных методов, причем во внимание принимается только степень разведения навески пре​парата. Общую чувствительность к сульфаниламидам, как и к анти​биотикам, можно определить методом канавки. На агаре в чашке Петри по ее диаметру прорезают канавку, в которую вносят опре​деленное разведение изучаемого препарата. Перпендикулярно к канавке засевают штрихом изучаемые культуры микроорганизмов. После инкубации при 37°С 18—20 ч отмечают наличие участков задержки роста микроорганизмов, если последние чувствительны к данному препарату.

Выделение и практическое использование веществ антибиотиче​ской природы основано на взаимоотношениях между микроорга​низмами разных видов.

В настоящее время обнаружены также и антимикробные ве​щества, действующие внутри одного вида, что и отличает их от антибиотиков.

Лабораторные животные

В диагностической работе бактериологических лаборато​рий часто приходится прибегать к заражению так называемых лабо​раторных, или опытных, животных. Чаще всего в повседневной практике применяют для этой цели мелких, наиболее дешевых, животных: белых мышей и крыс, морских свинок, кроликов, а из птиц—голубей и кур. Реже используют собак и кошек, еще реже — различные виды сель​скохозяйственных животных. Цель биологических методов исследования заключается в определении патогенности или степени вирулентности иссле​дуемого материала, выделении из материала чистых культур микробов, отделении патогенных микроорганизмов из смеси с сапрофитными видами и т. д. Широкое применение находят лабораторные животные и в серологической практике: морские свинки — для получения комплемента, кролики (овцы, телята) — при изготовлении различных агглютинирующих сывороток, гемолизина, эритроцитов и т. п. Для изготовления специальных питатель​ных сред от животных получают кровь, сыворотку, различные органы, ткани и т. д. Кроме того, лабораторные животные широко используются при определении качеств биологических и химиотерапевтических препаратов, а также научно-экспериментальной работе. Лабораторные животные служат так​же для диагностики некоторых инфекционных заболеваний, моделирования экспериментальных острых и хронических ин​фекционных процессов, установления вирулентности и токсигенности изучаемых штаммов микробов, определения актив​ности приготовленных вакцин и исследования их на безвред​ность.

Бактериологические лаборатории для повседневной работы обычно разводят лабораторных животных в специально организованных для этой цели питомниках. Это дает возможность всегда получать в достаточном количестве проверенный и безупречного качества подопытный материал. Если животные не разводятся, а только содержатся в лаборатории, то помещение для них носит название – виварий. Новые партии животных закупаются в питомниках. Условия содержания и кормления в данных подразделения практически аналогичны, поэтому в ниже приведенном материале не будет дифференциации между указанными структурами лаборатории.

Краткие сведения о содержании, разведении, кормлении и заболеваниях лабораторных животных

Содержание животных в питомниках должно по возможности соответствовать условиям существования их в природе. Это положение особенно относится к диким, родившимся на воле животным и птицам (дикие голуби, воробьи, домашние серые мыши и крысы). В небла​гоприятных для них условиях содержания и кормления эти животные быстро погибают в неволе (особенно воробьи и серые мыши). Обязательным условием успешной работы питомника является строгое соблюдение всех ветеринарно-санитарных, зоотехнических и зоогигиенических правил. Последние предусматривают содержание животных в просторных, светлых, сухих и чистых клетках, в хорошо вентилируемых, с нормальной температу​рой помещениях, рациональное и полноценное кормление и проведение про​филактических мероприятий в целях предупреждения различных заболе​ваний. Громадное значение для питомника имеет хороший состав произво​дителей (самцов и самок).

Питомник (виварий) должен иметь несколько отделений для содержания различных видов животных (кролики, морские свинки, мыши и т. д.). В структуру вивария входят:

1. отделение для карантинирования и адаптации вновь поступивших животных;

2. экспериментально-биологическая клиника для содер​жания животных, находящихся в опыте;
3. изоляторы для подозрительных на инфекционные заболевания и заведомо больных животных, уничтожение которых по условиям эксперимента нежелательно;

4. экспериментальное помещение (или манипуляционная), в котором осуществляются взвешивание, термометрия, заражение, вакцинация животных, взятие у них крови и не​которые другие процедуры.

Оборудование экспериментального помещения определяется в каждом конкретном случае задачами и условиями проводимых научных исследований.

Карантинное отделение, отделение для подопытных и изо​лятор для инфицированных животных размещаются в поме​щениях, строго изолированных одно от другого и от всех остальных помещений вивария.

Кроме основных перечисленных выше структурных еди​ниц, в составе вивария должны находиться: 

а)
кормокух​ня из двух смежных помещений для переработки и изго​товления кормов с самостоятельными выходами в коридор из каждого помещения, кладовая со специально оборудован​ными ларями (металлическими или обитыми внутри жестью) и холодильниками для хранения запаса кормов,

б)
дезинфек​ционно-моечное отделение из 2 комнат, объединенных пере​ходным автоклавом или сухожаровой камерой.

Работа дезинфекционно-моечного отделения определяется состоянием материала, поступающего на обработку. Инфи​цированный материал, например клетки, подстилки, кор​мушки, вначале дезинфицируют, а затем подвергают механи​ческой чистке и мойке. Материал, не представляющий опас​ности для заражения, вначале подлежит механической очист​ке, а затем (при необходимости) стерилизации.

Моечное помещение в правильно организованном вива​рии имеет мусоропровод для удаления нечистот и грузоподъ​емник для доставки в виварий материала и оборудования.

Рядом с дезинфекционно-моечным отделением размеща​ются склад чистого (запасного) инвентаря с клетками, поил​ками, кормушками и т. п., бытовые помещения и санитарный блок (душевая и туалет) для обслуживающего персонала.

В соответствии с существующими санитарными правила​ми, виварий размещается в отдельно расположенном здании или на верхнем этаже лабораторного корпуса. При размеще​нии вивария в лабораторном корпусе он должен быть полно​стью изолирован от всех других помещений.

Помещение для содержания лабораторных животных должно быть теплым, светлым и сухим с центральным отоплением, естественным и искусственным освещением, прину​дительной приточно-вытяжной вентиляцией, подводкой горя​чей и холодной воды.

Полы в виварии делают из водонепроницаемого материа​ла, без плинтусов, с уклоном к отверстиям или желобам, присоединенным к канализации. Стенки покрывают глазу​рованной плиткой, потолки и двери окрашивают масляной краской.

Правила пополнения вивария новыми животными

Попол​нение вивария новыми лабораторными животными проводят из государственных специализированных питомников в со​провождении ветеринарного свидетельства, удостоверяюще​го, что животные поступают из хозяйства, благополучного по инфекционным заболеваниям, и клинически здоровы. Живот​ных принимают в чистые, заранее продезинфицированные клетки, размещают в карантинном отделении сроком на 3 дня для адаптации к новым условиям. В период карантина за животными ведется регулярное клиническое наблюдение с ежедневной термометрией и регистрацией общего состоя​ния в специальном журнале по приводимой ниже форме.

Таблица  LISTNUM "таблица" 
Журнал регистрации поступления и распределения лабораторных животных в экспериментально-биологической клинике (виварии)

	Дата посту​пления
	Вид живот​ных
	Пол
	Масса тела, 
воз​раст
	Пос​тав​щик
	Распреде​ление 
(No клетки)
	Наблю​дение во время ка​рантина
	Дата окончания карантина
	Кому вы​даны 
жи​вотные

	
	
	
	
	
	
	
	
	


Для животных, полученных не из государственных питом​ников, устанавливаются следующие сроки карантинирования: для мышей и крыс—14 дней, для морских свинок и кроли​ков—21 день.

В целях предупреждения заноса и распространения ин​фекции в виварии уход и наблюдение за животными, нахо​дящимися в карантине, осуществляются персоналом, закреп​ленным за данным отделением. По этим же соображениям запрещается выносить из карантинного отделения в другие помещения вивария корма, спецодежду и инвентарь.

Чистка и мойка посуды, клеток и другого инвентаря из карантинного помещения производится в общем дезинфек​ционно-моечном отделении вивария только после предвари​тельного обеззараживания. Методы дезинфекции в каждом конкретном случае определяются соответственно специфике работы учреждения.

В случае появления в карантинном отделении подозре​ния на инфекционное заболевание животные подвергаются бактериологическому обследованию. При подтверждении ин​фекции вся поступившая партия животных уничтожается.

При возникновении массовых заболеваний среди живот​ных, находящихся в карантине, или при обнаружении в пе​риод экспериментов отдельных случаев инфекционных за​болеваний, особо опасных для лабораторных животных, в ви​варии проводится необходимый комплекс профилактических мероприятий. В этих случаях опыты на животных временно прекращаются.

Правила содержания экспериментальных животных в ви​варии

По истечении карантинного срока животных перево​дят в экспериментальную секцию. Мышей, крыс, морских сви​нок и кроликов содержат в клетках, установленных на ме​таллических стеллажах. Грызуны содержатся в клетках со сплошным дном на подстилке или с сетчатым дном-полом. Подстилочным материалом могут служить древесные опил​ки, стружка, волокнистый торф, мягкая солома. Подстилки заранее автоклавируют или дезинфицируют в сухожаровой печи при температуре 150—180°С в течение 15—20 мин. При размещении животных по клеткам следует исходить из при​водимых ниже нормативов (табл. 6).

Примечание. Для примерного определения производственной площади сле​дует исходить из расчета, что 1 см площади дна клетки должен приходиться на 1 г массы животного. Стеллажи размещаются в основном вдоль стен и должны занимать примерно 0,4 м производственной площади.

В каждом отдельном помещении вивария рекомендуется содержать только один вид животных. Если по условиям эксперимента в одной секции совместно содержатся живот​ные разных видов, размещать их следует на разных стел​лажах. На каждой клетке с животными вывешивают паспор​та, образец которого приводится ниже.

Таблица  LISTNUM "таблица" 
Нормы площади для содержания лабораторных животных

	Вид 
животных
	Минимальная площадь дна клетки на одно животное, см2
	Максимально допустимое число живот​ных в клетке
	Число животных на 1 м2 пло​щади пола помещения (взрослых / молодняка)

	Мыши
	40
	15
	65 / 240

	Крысы
	150
	10
	20 / 100

	Морские свинки
	300
	5
	15—18

	Кролики
	2000
	1
	3—4


На клетках подопытных животных, которые могут явить​ся источником заражения человека, укрепляют паспорта яр​кого цвета. Животные, наиболее опасные в смысле возможности заражения окружающих, содержатся в изоляторе в ме​таллических клетках или стеклянных банках в металличе​ской оправе.

Отделение (лаборато​рия)

Клетка No,..

Вид, линия, пол живот​ных

Возраст... Дата поступления

(фамилия экспери​ментатора)

Начало эксперимента

Окончание экспери​мента

Особые отметки

Рис.  7. Образец этикетки (паспорта)

При уходе за животными, зараженными особо опасными инфекциями, персонал должен надевать два халата, резино​вый фартук, нарукавники, резиновые перчатки, маску и га​лоши.

В заразное помещение разрешается входить только рабо​чим, обслуживающим животных, и научно-техническим со​трудникам, участвующим в опыте.

Трупы животных, погибших в ходе эксперимента, до вскрытия хранятся в специальном холодильнике (не более суток). Вскрытие животных производится экспериментато​ром. В случае гибели животного вне зависимости от опыта на вскрытии присутствует представитель вивария. Каждый случай падежа или вынужденного забоя животных фикси​руется в специальном журнале по приводимой ниже форме.

Таблица  LISTNUM "таблица" 
Журнал регистрации павших или вынужденно забитых животных

	Дата
	Вид 
жи​вотных
	Секция 
животных
	Предполагае​мый диагноз
	Результат вскрытия
	Кто произво​дил вскрытие
	Результат 
экспертизы

	
	
	
	
	
	
	


После вскрытия трупы заразных животных сжигают под. контролем ответственного лица, выделенного администраци​ей, трупы незараженных животных сдают утильзаводу в во​донепроницаемых металлических ящиках с обязательным оформлением соответствующей документации.

Работа по уходу и содержанию лабораторных животных строится в соответствии с распорядком дня и регламентом работы, утвержденным руководителем учреждения. В рас​порядке дня предусматривается время на санитарную обра​ботку помещения и оборудования, раздачу кормов и прове​дение экспериментальных работ и манипуляций.

Клетки для индивидуального содержания кроликов делают обычно деревянными, длиной 75 см, шириной 45—50 см и высотой 50—55 см, с ре​шетчатым полом, под которым должен быть железный приемник (противень). Переднюю стенку клетки обивают металлической сеткой с диаметром ячеек в 2—3 см.

Клетки для морских свинок такие же, как и для кроликов, но несколько меньших размеров (65(55(40 см). В клетках одноярусного содержания оби​вают сеткой снимающийся верх клетки, а при двухъярусном—одну из боко​вых стенок.

Клетки для белых мышей делают металлическими, размером 50(40(30 см, вставляемыми в противень, на дно которого насыпают мелкий, сухой торф или опилки. Стенки такой клетки—переднюю (дверка), одну боковую, верхнюю и дно—обтягивают мелкой сеткой. Внутри клетки помещается сет​чатое гнездо. При очистке клетку поднимают, и все нечистоты через сетку попадают в противень. Для мышей можно применять деревянные клетки того же размера, что и металлические, с сетчатыми передней (дверка) и верх​ней стенками.

Белых мышей помещают в клетки группами, из расчета 6‑8 самок и 1 самец, а для крыс—2‑4 самки и 1 самец в каждой. Клетки должны иметь затемненное отделение для устройства гнезда и отдыха белых мы​шей и крыс.

Клетки располагают на стеллажах, рядами, в один или 2—3 яруса, на расстоянии 40—50 см от пола и стен в целях защиты животных от диких грызунов (крыс, хорьков). Клетки нужно регулярно, не реже одного раза в три дня, очищать и мыть горячей водой. После такой обработки клетки высушивают огнем паяльной лампы, а в летнее время—на солнце. В сырые клетки помещать животных нельзя. Нечистоты из питомника следует удалять немедленно после уборки в специально определенное для этой цели место.

Некоторые общие сведения о лабораторных животных мы приводим в виде таблицы 8.

Таблица  LISTNUM "таблица" 
Общие сведения о лабораторных животных

	
	Собака
	Кошка
	Кролик
	Морск. свинка
	Крыса
	Мышь
	Курица
	Голубь
	Лягушка

	Продолжитель​ность жизни 
(в годах)
	15-20
	10-12
	4-9
	6-8
	2-2,5
	1,5-2
	10-14
	10
	6-7

	Продолжитель​ность беремен​ности (в днях)
	60-63
	56
	30
	60-68
	20-30
	20-25
	21
	18
	

	Количество детенышей
	1-10
	3-6
	3-5-15
	1-6
	5-9
	5-9
	
	
	

	Количество по​метов в год
	2
	2-3
	3-5
	3-5
	4-7
	4-7
	
	
	

	Продолжитель​ность лакта​ционного пе​риода у са​мок (в днях)
	30-40
	30-40
	30-50
	30
	30
	25-35
	
	
	

	Время удвое​ния веса те​ла новорожденных (в днях)
	8
	9
	6
	12
	
	
	
	
	

	Время отделе​ния от мате​ри детены​шей (в неделях)
	6-8
	8
	6-8
	3-5
	2,5-3
	3-4
	
	
	

	То же, самцов от самок (в месяцах) 
	
	
	4
	2
	1-1,5
	1-1,5
	
	
	

	Соотношение ко​л-ва сам​цов и самок в питомнике
	
	
	1:10-12
	1:5-10
	1:1-4
	1:5-8
	
	
	

	Возраст первой случ​ки (в месяцах)
	12
	6-8
	6-10
	4-6
	3,5-4
	2,5-3
	
	
	

	Предел производительности самцов (в годах)
	
	
	2-2,5
	2,5-3
	1-2
	1-1,5
	
	
	

	Температура тела
	37,5-39°
	38-39°
	38,5-39,5°
	38-39°
	38,5-39,3°
	37-39°
	40,5-42°
	41-43°
	

	Количество ударов серд​ца 
(в минуту)
	70-150
	120-140
	120-150
	130-790
	
	520-780
	312
	244
	35

	Количество крови 
(отношение к ве​су тела)
	1:14,5
	1:5
	1:18
	1:17
	1:13
	
	1:11
	1:10
	1:15

	Число дыха​тельных движений 
(в минуту)
	14-24
	20-30
	50-60
	100-150
	(30
	
	40-50
	50-70
	


Уборка и дезинфекция вивария

Уборку вивария произво​дят ежедневно в утренние часы, придерживаясь определенной последовательности. Начинают с осмотра животных, вы​являя заболевших и погибших. Из клеток вынимают кор​мушки и поилки. Пол каждой клетки чистят веником и металлическим скребком. Находящиеся в клетках кал, остат​ки пищи соскабливают в совок, сбрасывают в металлический бак с плотно закрывающейся крышкой. После чистки каждой клетки скребок обеззараживают, погружая его на несколько минут в банку с дезинфицирующим раствором. Вынутые из клеток кормушки и поилки моют горячей водой с зольным щелоком или содой, а затем обдают кипятком. Переставлять кормушки и поилки из од​ной клетки в другую нельзя.

Очистив клетки, служитель вивария приступает к уборке помещения вивария: протирает пол, стены и подоконники горячей водой с мыльно-карболовым раствором, 1% раствором хлорамина или другим дезинфицирующим веществом.

Для поддержания чистоты и предупреждения заноса инфекции у входа в каждую комнату вивария кладут плотную мешковину, натянутую на лист железа. Один или 2 раза в день мешковину смачивают 3—5% раствором дезинфектанта.

Работу, связанную с уборкой клеток и помещения, слу​жители вивария производят в специальной одежде: халате, фартуке, косынке и резиновых перчатках.

Периодически, примерно один раз в 2 нед, клетки животных моют горячей водой и дезинфицируют 5% раство​ром карболовой кислоты или горячим зольным щелоком или прожигают пламенем паяльной лампы в целях профилакти​ки инфекционных паразитарных заболеваний и размножения насекомых.

В период текущей дезинфекции животных пересаживают в чистые, заранее продезинфицированные клетки с подго​товленными подстилками, кормушками и поилками. Осво​бождающиеся при этом клетки передают для дезинфекции и обработки в дезинфекционно-моечное отделение. Чистка, дезинфекция, мойка клеток, кормушек и поилок производятся рабочими, специально закрепленными за дезинфекционно-моечным отделением.

По окончании уборки весь собранный в виварии мусор (кал, остатки пищи, опилки, сено, солома и т. д.) сжигают или утилизируют, согласуя этот вопрос в каждом конкрет​ном случае с местными органами и учреждениями СЭН.

При работе с инфицированным материалом производится обязательное обеззараживание отходов автоклавированием или обработкой дезинфицирующими веществами. По воз​можности весь собранный в виварии мусор сжигают в печи

Личная гигиена работников питомника (вивария)

Каждый работник обеспечивается персональной спец. одеждой, спец. обувью, полотенцем, мылом. Для каждого сотрудника должен быть индивидуальный шкаф с двумя отделениями. Одно из них предназначается для хранения в течение рабочего дня домашней одежды и обуви, которые работник вивария обязан снимать, приходя на работу; в другом отделении во внерабочее время находится спецодежда. Индивидуальные шкафы периодически, не реже одного раза в месяц, дезин​фицируются.

По окончании каждого этапа работы, а также перед при​емом пищи работники вивария должны обязательно мыть и дезинфицировать руки. Для этого в каждой секции вива​рия около раковины умывальника на полках находятся бу​тыли с дезинфицирующими растворами (2% раствор хлорамина). После дезинфекции руки протирают вазели​ном или детским кремом, чтобы предупредить появление тре​щин на коже.

По окончании работы персонал вивария обязан пройти обработку в санитарном блоке (принять душ или ванну).

Все лица, принимаемые на работу с лабораторными жи​вотными, проходят медицинское обследование, включающее исследование на носительство возбудителей туберкулеза и всей группы кишечных инфекций. В дальнейшем обследова​ния производятся периодически, не реже одного раза в год. Больные туберкулезом, кожными и другими заразными забо​леваниями к работе в виварии не допускаются. При проведе​нии на животных экспериментов с возбудителями, опасными для людей, обслуживающий персонал вивария подвергается профилактической иммунизации.

Для всех принимаемых в виварий сотрудников проводит​ся инструктаж по вопросам охраны труда и техники без​опасности, правилам внутреннего распорядка в зависимости от выполняемой работы. Ответственность за проведение ин​структажа возлагается на заведующего виварием.

Правила кормления лабораторных животных

В экспери​ментальных исследованиях правильное содержание и корм​ление лабораторных животных как до, так и во время опыта имеет очень большое значение.

Нарушение режима и рациона питания, несоблюдение ги​гиенических мероприятий при кормлении способствуют ослаб​лению организма животных и повышению их восприимчиво​сти к различным инфекционным и соматическим заболевани​ям. Возникновение их в течение опыта может привести к искажению результатов исследования и, следовательно, к не​правильным заключениям. В кормовой рацион нужно вводить все необходимые для животного организма вещества (белки, углеводы, жиры минеральные вещества, витамины и вода). Из концентратов кролики и морские свинки получают пшено, овес, пшеницу, ячмень, горох, чечевицу, вику кукурузу. Суточная норма концентратов: для взрослых кроликов—80 г, для молодняка—60 г, для морских свинок—20—25 г. Желательно давать в суточной норме животным смесь семян нескольких (2—3) культур. Кроли​ков и свинок можно кормить отходами пищевой промышленности (льняной, подсолнечный и конопляный жмых, пшеничные отруби). Жмых скармли​вают в запаренном и дробленом виде, а отруби—с корнеплодами или жмыхом. Суточные нормы отходов и отрубей—15-20 г для кроликов и 5-10 г для морских свинок.

Из сочных кормов кроликам и свинкам дают хорошо вымытую и наре​занную ломтиками красную морковь (витамин А), репу, свеклу, турнепс и брюкву. Введение в рацион сочных кормов в осенне-зимний период обяза​тельно. Суточная норма корнеплодов для кро​ликов 100—120 г, для морских свинок—80—100 г. Незаменимым кормом для кроликов и свинок в летнее время является свежая трава и овощная зелень, а зимой—проращенное зерно. Из грубых кормов дают сено хорошего каче​ства, а для кроликов также древесный корм (ветки липы, березы, осины, клена, тополя). Поят животных натуральным (пастеризованным или кипя​ченым или ацидофильным) молоком и чистой нехолодной водой. Кроликам молоко необходимо не только для молодняка, но и для беременных и кормя​щих самок.

Белым мышам и крысам дают овес, пшеницу, пшено, ячмень, льняное, конопляное, подсолнечное семя. Во избежание ожирения животных семена масличных культур вводят в рацион в небольших количествах. Суточная норма концентратов: 3—5 г для мышей и 12—15 г для крыс. В корм идут также пшеничный хлеб (кислый ржаной хлеб может вызвать поносы), сухари, каши (овсяная, перловая, пшенная), молодняку—манная каша на молоке. Кроме того, в рацион входят морковь, яблоки—антоновка (последние особенно необходимы при желудочно-кишечных заболеваниях) и зеленые корма (салат, шпинат, морковная ботва).

Ковалевский рекомендует вводить в рацион крысам вареную свеклу и картофельное пюре. Суточная норма хлеба и круп для мышей 3-3,5 г, для крыс—15-20 г, сочных кормов—соответственно 0,5-1 и 2-3 г, зеле​ных кормов, вымытых кипяченой водой и нарубленных,—2-3 и 4-6 г, молоко натуральное (пастеризованное или кипяченное в течение 4—5 ми​нут) или ацидофильное—в количестве 4—5 г мышам и 6—8 г крысам (часть молока используется для приготовления каш).

Кроме того, ежедневно все животные должны получать поваренную соль: мыши—по 0,01 г, крысы—по 0,07 г (в кашу), свинки—0,1 г, кролики—по 0,5 г (в виде раствора с концентратами) и костяную муку, примерно в таких же количествах. В каждую клетку для мышей и крыс кладут кусок 1 —5 г) мела из расчета на 3—4 дня. Для обогащения кормов витаминами в осенне-зимний период дают рыбий жир, сухие облученные дрожжи, томат​ный сок, а свинкам, кроме того, сок черной смородины, настойку шипов​ника (витамин С) и т.п.

Суточная норма рыбьего жира: 0,5 г кроликам, 0,3 г свинкам, 0,2 г крысам и 0,1 г мышам (с концентратами или на хлебе). В качестве подстилки для кроликов применяют солому, торф; для мышей и крыс— мелкое сено.

Кормят и поят животных два раза, а кормящих самок—три раза в сутки, в точно установленное время. Кормушки лучше всего глиняные (из обожженной глины), достаточного веса во избежание перевертывания их животными и удобные для чистки (мойки). Кормушки ежедневно очищают и моют горячей водой. В каждой клетке должно быть по две кормушки: для концентратов и для пойла. Корма задают только свежие.

Заболевания лабораторных животных

Наиболее распространенными заразными заболеваниями лабораторных животных являются пастереллез, паратиф (сальмонеллез), туляремия, инфекционная пневмония, псевдотуберкулез и кок​цидиоз.

Пастереллез. Заболевают кролики, морские свинки, мыши и крысы. Свинки болеют чаще в острой форме, а остальные виды — преимущественно в подострой или хронической форме.

Клиника при острой форме: слабость, повышение темпе​ратуры, нервные явления, понос. Смерть обычно через 12—48 часов. В скрытие: кровоизлияния (часто точечные) во всех паренхиматозных органах и на слизистой оболочке гортани и трахеи.

При подострой и хронической форме: учащенное, затрудненное, свистящее дыхание, насморк, кашель, чихание. Болезнь затягивается до двух и более недель. Вскрытие: катаральный или гнойно-катаральный ринит, бронхопневмония (иногда крупозная), серозно-фибринозный плеврит.

Диагноз подтверждается бактериологическим исследованием. Профилактика: выделение бактерионосителей и проведение санитарных мероприятий.

Паратиф поражает чаще всего крыс и мышей, но возможна передача инфекции морским свинкам и кроликам. Главные разносчики инфекции—животные-бактерионосители. Заболевание протекает в виде септицемии (острая форма) с клиникой поноса (фекальные массы желтовато-зеленоватого цвета), отказа от корма и общего угнетения. Смерть наступает обычно через 24—48 часов. При хроническом течении клинические признаки выражены неясно: апатия, уменьшение аппе​тита, взъерошенность шерсти, понос, у самок часто аборты.

Картина вскрытия при острой форме — увеличение селезенки и мезентериальных лимфатических узлов; слизистая кишечника воспалена, с наличием кровоизлияний и мелких просовидных узелков; при хрониче​ской форме изменения те же, содержимое кишечника слизистое, пенистое, желтоватого цвета. Диагноз устанавливают бактериологическим исследованием.

Профилактика: выявление бактерионосителей путем реакции агглю​тинации (титр 1:200 и выше считается положительной реакцией); ка​рантин в течение 20 суток для вновь поступающих животных, соблюдение зоогигиенических и ветеринарно-санитарных правил.

Туляремия. Заболевают крысы, мыши, реже кролики и морские свинки. При вскрытии обнаруживается увеличение лимфа​тических желез и селезенки с образованием некротических узелков. Такие же изменения находят в печени и в легких, а также подкожные гнойники (осо​бенно у кроликов). Для постановки диагноза необходимо бактериологическое исследование. Профилактика: приобретение животных из заведомо благополучных хозяйств, обязательный карантин при поступлении живот​ных, периодические ветеринарные осмотры. Больных животных немедленно убивают. Дезинфекция.

Инфекционная пневмония чаще всего поражает морских свинок. Пред​располагающие факторы: скученность, простуда, сырость поме​щений, отсутствие вентиляции, недостаточность питания, авитаминоз (А и С), бациллоносительство. Клиника: истечение из носовых отверстий, кашель, затрудненное дыхание, хрипы, лихорадка, апатия, истощение, у самок часто аборты. Патолого-анатомическая картина: очаговая гепатизация легких («мраморность»), в грудной полости значитель​ное количество мутного, с примесью фибрина, экссудата, воспаление верх​них дыхательных путей и плевры, увеличение селезенки. При постановке диагноза следует иметь в виду также пневмонии инвазионного и грибкового происхождения. Лечение: подкожно—глюкоза (40%) с 4 мг аскорбиновой кислоты в дозе 0,5—1,5 г в течение 5—6 дней. При​менение антибиотиков, если возможно, и сульфаниламидных препаратов. Профи​лактика: общие зоогигиенические и ветеринарно-санитарные мероприя​тия, изоляция больных, дезинфекция.

Псевдотуберкулез. Чаще заболевают кролики и морские свинки. Возбудитель—палочка псевдотуберкулеза грызунов. Клиника не характер​на: угнетенное состояние, отказ от корма, постепенное исхудание, иногда опухание лимфатических узлов, поносы, параличи. Продолжительность заболевания от нескольких дней до 5—6 недель; смерть от истощения. Вскрытие: поражение паренхиматозных органов, кишечника, иногда мышц, в виде мелких узелков, имеющих лучистую форму серо-белого цвета. Увеличение лимфатических узлов, преимущественно, брюшной полости. Диагноз ставят на основании патолого-анатомической картины и ре​зультатов бактериологического исследования. Меры борьбы: убой больных животных, карантинирование подозреваемых в заражении, дезин​фекция.

Кокцидиоз. Чаще всего поражаются кролики. Различают кишечную, печеночную и смешанную формы. Заболевание протекает остро и хронически (последнее чаще у взрослых кроликов, острое — у молодняка). Заражение происходит через корм и воду, загрязненную фекалиями, содержащими зре​лые ооцисты кокцидий.

Кролики — постоянные носители и выделители кокцидий, которые, выде​ляясь в виде ооцист с калом, через 2—3 дня созревают и становятся способ​ными к заражению животных.

Клиника: при острой форме — истощение, вздутие живота, понос, кроликов—потеря аппетита, прогрессирующее исхудание, периодическое появление жидкого кала.

При вскрытии — катар слизистой кишечника или наличие в печени белых узелков величиной от булавочной головки до горошины. Диагноз — на основании микроскопического обнаружения ооцист кокцидий. Меры борьбы и профилактика: лечение, создание благоприятных условий содержания животных, сухость в клетках, полноценное кормление, ежедневная чистка клеток, инвентаря, периодическая их дезинфекция, биотер​мическое обезвреживание навоза.

Лабораторные животные могут поражаться спирохетозом (кролики), септикопиэмией, энтеротоксемией, листериозом, рядом глистных ин​вазий, грибками и накожными парази​тами (чесотка, парша, стригущий лишай и др.).

Для более детального ознакомления с затронутым вопросом отсылаем интересующихся к руководству «Содержание мелких лабораторных животных в вивариях».

Подготовка животных к заражению

Перед опытом животное клеймят, взвешивают, определяют, если нужно, его пол, возраст и измеряют температуру тела.

Клеймение кроликов и морских свинок производят при помощи готовых металлических бирок с номерами или наложением тавра татуировочными щипцами.

Металлические номерки имеют заостренные концы, которыми и прока​лывают ушную раковину животных с внутренней стороны; на выпуклой стороне уха концы номерков загибаются. Номерки можно приготовить своими силами из нарезанных кусочков мягкой жести.

Номер надписывают жидкостью, состоящей из смеси 5 частей насыщен​ного раствора медного купороса и 1 части крепкой соляной кислоты. Пишут на металле заостренной палочкой и тотчас же надпись высушивают фильтровальной бумагой.

Перед клеймением татуировочными щипцами ухо внутренней стороны протирают спиртом, накалывают щипцами соответствующий номер, а затем место прокола втирают тушь или спиртовой раствор копоти. В крайних случаях, при острых опытах, можно метить животных путем выстригания шерсти на различных участках тела.

Мышей и крыс метят надрезом ушей или же окрашиванием различных частей тела животного насыщенным раствором пикриновой кислоты (долго сохраняется) или 0,5% спиртовыми растворами анилиновых красок. Этих лабораторных животных можно нумеровать непосредственно во время опы​та, пользуясь для этой цели красками, дающими стойкое окрашивание, например насыщенным спиртовым раствором фуксина, насыщенным водным или спиртовым раствором пикриновой кислоты или насыщенным водным раствором перманганата калия. У подопытных животных окрашивают разные части тела. Одной краской, как правило, метят пер​вые 9 номеров. Сочетание двух различных красок позволяет пометить до 100 животных.

Ниже в качестве примера приводится одна из схем нумерации. Метки пикриновой кислоты соответствуют единицам, метки фуксином обозначают десятки. Окрашенные таким образом животные в зависимости от места рас​положения пятна и его окраски будут иметь следующие условные номера: левая передняя лапа—No1, левый бок—No2, левая задняя лапа—No3, голова—No4, спина—No5, область крестца—No6, правая передняя лапа—No7, правый бок—No8, правая задняя лапа—No9. Нанесение фук​сина на те же места (вместо пикриновой кислоты) будет означать соответ​ственно: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90.

При комбинации двух красок может быть получен любой двузначный номер, например: лапа левая передняя (фуксин) + лапа левая передняя (пикриновая кислота)—No11, лапа правая задняя (фуксин) + лапа левая задняя (пикриновая кислота)—No93.

У птиц металлические номера (браслеты) надевают на одну из ножек.

Взвешивание животных производят, смотря по их величине, или в ящике на обычных столовых весах (Беранже), или на весах для взвешивания новорожденных детей (по Метелкину). Мелких животных, например, мышей, взвешивают на ручных (аптекарских) весах с роговыми чашками.

Определение пола. Общие признаки: самцы крупнее самок по величине и грубее по конституции; передняя часть туловища самцов развита сильнее задней.

Для определения пола у кроликов захватывают их левой рукой за кожу в области шеи вместе с ушами, а другой рукой, оттянув хвост, натягивают свободными пальцами кожу у полового отверстия: у самок обнаруживается щель, сужающаяся к спине, а у самцов открывается круглое отверстие с выступающим из него половым членом. Таким же образом определяют пол у морских свинок. У самцов мышей и крыс расстояние между заднепро​ходным отверстием и половым значительно длиннее, чем у самок; кроме того, у последних хорошо заметны грудные соски.

Определение возраста у лабораторных животных при отсутствии соот​ветствующих записей довольно трудно. У старых животных редкий, без глян​ца шерстный покров, длинные когти, тусклый взгляд и темный напет на зу​бах. Приблизительное определение возраста у нормально упитанных, здоро​вых животных возможно по их живому весу.

Измерение температуры тела у лабораторных животных производится обычным максимальным термометром перед постановкой опыта, а иногда и во время нахождения животного под опытом. Колебания нормальной тем​пературы тела у животных зависят от многих причин: глубины введения термометра в прямую кишку, времени года, суток, пищевого режима и т. д. Нормальной глубиной для введения термометра принято считать 3,5 см. (удобно надевать на определенной высоте термометра резиновое колечко). Установлено, что на глубине 3 см температура тела у морских свинок равна 37,6°, на глубине 4 см 38,3°, а при 7,5 см 39,4°. Для установления нормы рекомендуют предварительное измерение температуры у животных до поста​новки опыта. Измерение температуры тела у животного следует производить постоянно в одни и те же часы, одним термометром, вводя его на одну и ту же глубину.

Термометр перед введением в прямую кишку дезинфицируется спиртом, вытирается досуха, а затем смазывается (вводимый его конец) вазелином.

Морских свинок для измерения температуры помещают в горизонталь​ное положение на ладонь согнутой в локтевом сгибе левой руки, нажимая большим пальцем на паховую область. Пальцем другой руки производят поглаживание (несколько раз) по шерсти от шеи до симфиза. Спустя несколько секунд морская свинка остается лежать совершенно неподвижно. Термометр вводят в прямую кишку сначала почти вертикально, а затем параллельно линией оси тела животного. Замечают время и следят за столбиком ртути.

Кроликов помещают на колени, охватывают левой рукой с упором головы животного в локтевой сгиб и той же рукой захватывают и поднимают хвост; правой рукой вводят термометр. Или же кролика завертывают в кусок какого-либо плотного материала («пеленают»), подтягивая конечности под живот. Показатели нормальной температуры у лабораторных животных приведены выше, в таблице 8.

Подготовка материала и инструментов для заражения. Материалом для заражения лабораторных животных в повседневной практике диагностических лабораторий обычно служат эмульсии, приготовленные из различных органов и тканей присланного для исследования материала. Кроме того, материалом для заражения могут быть различные истечения, мокрота, кровь, отделения ран, язв и т. п., полученные от больных. Эмульсии из органов (тканей) обычно готовятся на физиологическом растворе, примерно в соотношении 1:10. Для этой цели берутся небольшие кусочки из наиболее пораженных участков и растираются с физиологическим раствором в стерильной ступке до получения равномерной взвеси. Послед​няя вводится непосредственно животным или же предварительно фильтрует​ся в простерилизованную посуду через марлю (вату). При наличии трудно растираемого материала добавляют прокаленный песок, и после получения эмульсии фильтруют ее через марлю.

Бактериальную культуру готовят для заражения согласно схеме опыта или инструкции по выделению определенного микроорганизма, что указано в схеме по диагностике диагностики инфекционной болезни. Кроме материала для заражения, следует подготовить белую вату, спирт, заготовить этикетки на клетки подопытных животных, а также заранее простерилизованные ма​ленькие пакетики с ватой и т.д. На этикетках для клеток (банок) указывается фамилия ответственного за данный опыт сотрудника, дата, количество и вид животных, чем привиты, метод прививки и вводимая доза.

Подготовка шприцов к заражению. Для обеспечения безопасности при заражении животных разработаны специальные методические приёмы, включающие в себя:

· Подготовку шприцов для заражения,

· Наполнение шприцов заразным материалом,

· Заражение животных,

· Разборка шприцов после заражения,

· Обеззараживание.

Шприцы должны отвечать следующим требованиям: поршень должен плотно входить в цилиндр, не выпадать из него, свободно двигаться в нём, не пропускать набранную для контроля воду за поршень, цилиндр не должен иметь трещин.

При сборке шприца после проверки иглы на проходимость, определяют притёртость иглы к канюле цилиндра – шприц насухо вытирают стерильным ватным тампоном, наполняют через иглу водой из стерилизатора, воду под большим давлением выпускают и проверяют место насадки иглы – отсутствие капель в этом месте свидетельствует о правильной сборке шприца, плотной притёртости иглы к канюле и пригодности его к работе с инфекционным материалом. Наполнение шприца инфекционным материалом проводят над ёмкостью с дезраствором. При наполнении шприца следует избегать попадания в него пузырьков воздуха. Пузырьки воздуха из шприца с инфекционным материалом удалять категорически запрещается. Вводить животным материал с пузырьками воздуха не рекомендуется, т.к. это может повлечь за собой образование капель при извлечение иглы после заражения. В этом случае инфекционный материал следует выпустить в тампон, погружённый в дезраствор, шприц разобрать и поместить в ёмкость для кипячения. Для дальнейшего заражения использовать запасной шприц. Шприц с инфекционным материалом следует держать над ёмкостью с дез. раствором горизонтально между указательным и средним пальцем снизу и большим пальцем сверху, не касаясь поршня.

Разборка шприцов после заражения проводится над ёмкостью, предназначенной для кипячения последних. Для предотвращения разбрызгивания при разборке шприц должен быть опущен в ёмкость иглой вниз. Осторожно пинцетом последовательно снимается и опускается игла, поршень и цилиндр. Пинцет после разборки опускают в стакан со спиртом. При наличии в шприце остатков инфекционного материала его перед разборкой шприца выпускают в тампон, погружённый в дез. раствор.

Инструменты тотчас после окончания инъекции разбираются (шприцы) и вновь кипятятся 10 минут и больше (в зависимости от прививочного мате​риала). Инструменты после кипячения вытирают досуха и хранят в короб​ках в шкафу. Иглы после кипячения необходимо тщательно продуть, затем вставить мандрен, т. е. нержавеющую латунную проволочку. Стальные иглы (с мандренами), в целях предохранения их от ржавчины, можно хранить также в насыщенном на холоду и профильтрованном растворе буры или же в жид​кости следующего состава: карболовая кислота (жидкая) 0,3 мл + сода двууглекислая 1,5 г + формалин  2 мл + дистиллированная вода 100 мл.

Фиксация, методы заражения и взятия крови у лабораторных животных

Фиксация животных. При заражении лабораторных животных приме​няют различные, в зависимости от вида животных и метода введения мате​риала, способы фиксации. Для этой цели предложено довольно большое ко​личество всякого рода станков, досок-фиксаторов и т.п., но в обычной диа​гностической работе вполне можно обойтись без подобных приспособлений. Исключение составляет только заражение кроликов в мозг или под твердую мозговую оболочку, когда необходим фиксирующий столик.

В обычных условиях фиксация животных производится следующим об​разом. Кроликов помещают на стол в левом боковом положении, головой вправо от оператора. В этот момент фиксируют кролика правой рукой за кожную складку на спине; левую же руку ладонью вверх подводят под жи​вот кролика, ближе к задним конечностям. Затем захватывают между ука​зательными средним пальцами левое бедро (возможно выше), а большой па​лец охватывает тело животного со стороны правого паха. Приподняв заднюю часть животного и, освобождая правую руку, подводят ее (ладонью вверх) под грудную клетку позади передних конечностей. Затем захватывают ука​зательным и средним пальцами выше локтя левую ногу, а большим пальцем охватывают грудь в области правой подмышки так, чтобы правая нога была вынесена вперед. После этого кролика снимают со стола и вытягивают во всю длину.

Для внутривенных инъекций удобнее всего завертывать («пеленать») кролика в кусок плотного материала, предварительно подогнув ему ноги под живот; голову кролика оставляют свободной. Животное при этих спосо​бах фиксации держит помощник. Для этой цели существуют также специаль​ные закрытые ящики (боксы) с отверстием только для головы.

Туловище кролика плотно зажимают между коленями или прижимают локтем левой руки, оставляя свободной для проведения необ​ходимых манипуляций голову животного, повернутую вправо.

Фиксация головы кролика. Для этого удобно пользоваться боксом (рис.8), имеющим вид ящика с верх​ней выдвижной крышкой. Передняя стенка ящика состоит из двух частей: укрепленной неподвижно нижней, и выдвигающейся верхней. Посередине передней стенки имеется круг​лое отверстие диаметром 5 см, состоящее из двух половин: одна половина вырезана на нижней, другая—на верхней вы​двигающейся части передней стенки. Через это отверстие выводят наружу и фиксируют голову кролика. В задней ча​сти ящика с внутренней стороны на обеих боковых стенках набито по нескольку вертикальных планок, между которыми находятся пазы. Вставляя вертикально фанерную дощечку в тот или иной паз, можно увеличивать или уменьшать дли​ну бокса.
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Рис. 8. Бокс для фиксации головы кролика.
Длина бокса 40 см, ширина 15 см, высота 15,5 см (высо​та нижней передней стенки 9 см, верхней—6,5 см). Фикса​ция кролика в боксе описанной конструкции осуществляется следующим образом. Выдвигают верхнюю крышку бокса и вынимают верхнюю половину передней стенки. В ящик са​жают кролика так, чтобы шея его проходила через выемку нижней половины передней стенки, после чего голову живот​ного фиксируют, опуская на нее верхнюю половину передней стенки. В один из пазов вдвигают фанерную дощечку; ограничивая тем самым возможность движений кролика в ящике, а затем закрывают верхнюю крышку, которая фикси​рует подвижную часть передней стенки.

Фиксация кролика и других лабораторных животных (морские свинки, крысы) в лежачем поло​жении на спине или животе. Для фиксации кроли​ков и других животных (морские свинки, крысы) в лежачем положении на спине или животе пользуются специальными станками. Наиболее просто устроенный станок представляет собой обычную доску на низких ножках, по размерам соот​ветствующую тому или другому виду животного. На ребрах боковых сторон доски имеется по 2 крючка или петли. У од​ного из узких краев находится приспособление для фикса​ции головы животного—головодержатель. Он представляет собой надеваемое на голову животного кольцо, соединенное со штативом. При помощи винтов высоту кольца на стойке штатива можно регулировать.

Животное кладут в удобном для опыта положении, спи​ной или животом кверху. Все 4 лапы продевают в петли, сделанные из бинта, которые затем плотно затягивают. Сво​бодные концы тесемок из бинта (в первую очередь от перед​них лап и во вторую—от задних) привязывают к крючкам или петлям доски. Фиксацию животного к станку производят с помощником.

Фиксация морской свинки руками. Морскую свинку брюшком кверху или наружу (рис. 9) берут левой рукой так, чтобы II палец находился под шеей, а I и III паль​цы—под передними конечностями животного. Правой рукой свинку поглаживают по животу до тех пор, пока она не успокоится, и только после этого приступают к намеченной операции, придерживая задние лапы животного правой рукой.
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Рис. 9. Фиксация морской свинки руками
Фиксация крыс. Складку кожи в области затылка захватывают корнцангом, плотно прижимая голову живот​ного к поверхности стола. Другой рукой берут хвост крысы и, приподняв ее над поверхностью стола, держат в таком по​ложении, чтобы голова слегка оттягивалась корнцангом (рис. 10).
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Рис.  10. Фиксация крысы корнцангом
Фиксация мышей. Мышь пускают по столу, придер​живая ее I и II пальцами правой руки за кончик хвоста. Когда, продвигаясь в каком-либо направлении, мышь натя​нет хвост, быстрым движением левой руки хватают ее за складку кожи в области затылка, ближе к ушам, чтобы она не могла поворачивать голову (рис. 11, а). Подняв мышь над столом, по​мощник держит ее на весу одной рукой за хвост, другой—за складку кожи на затылке, несколько растягивая в поло​жении, удобном для экспериментатора.
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Рис. 11. Фиксация мыши
Работать с мышами можно и без помощника, фиксируя их левой рукой: I и II пальцами левой руки животное за​хватывают за складку кожи в области затылка, а остальны​ми 3 пальцами, прижав их к запястью, придерживают хвост и кожу в области крестца (рис. 11, б). При таком способе фиксирования правой свободной рукой можно производить различные опе​рации.

Способы заражения

В зависимости от цели исследования пользуются различ​ными способами заражения: внутрикожным, подкожным, внутримышечным, внутрибрюшинным, внутривенным, пероральным или интраназальным и др. При перечисленных способах, за исключением перорального и интраназального, заражение осуществляется с помощью шприца.

Взвесь микробной культуры, эмульсию из зараженных ор​ганов или кровь больного осторожно набирают в шприц, по​сле чего конец иглы закрывают кусочком ваты, смоченным 5% раствором хлорамина, 5% раствором карболовой кисло​ты или спиртом. Повернув шприц иглой кверху, осторожно выпускают из него пузырьки воздуха. Загрязненную вату бросают в банку с дезинфицирующим раствором.

Наркоз лабораторных животных

Для наркоза чаще всего применяют эфир или хлороформ. Мышей усыпляют в банке с притертой пробкой, куда опу​скают кусочек ваты, смоченной эфиром или хлороформом.

Эфиром чаще всего пользуются для наркоза мышей, крыс, морских сви​нок, кроликов и собак. Кошек обычно наркотизируют хлорофор​мом, но можно пользоваться для этой цели смесью спирта с хлороформом и эфиром (в равных объемах).

Применяют также 10% раствор уретана под кожу в дозах: для мышей—0,15 мл, для крыс—2-3 мл, для морских свинок—1,5-3 мл и для кроликов—8-12 мл. Наркоз наступает обычно через 45—60 минут. Несомненно, существуют и более современные схемы и препараты для обезболивания и наркоза лабораторных животных.

Внутрикожный метод

При этом способе при​меняют тонкие (No18-20) острые иглы с небольшим скосом.

После тщательного выстригания или бритья место инъекции протирают спиртом, захватывают пальцами левой руки кож​ную складку, в которую и вводят, почти параллельно складке, очень тонкую иглу. При попадании в кожу материал поступает только при довольно силь​ном надавливании на поршень шприца и образует на месте инъекции возвы​шение эпидермиса в виде пузырька (горошины). Если такого пузырька не об​разовалось, значит введенный материал попал не в толщу ко​жи, а в подкожную клетчатку. Материал внутрикожно вводят в небольших количествах (0,1— 0,2 мл).

Иногда исследуемый мате​риал втирают в неповрежден​ную или скарифицированную кожу, соответствующий участок которой предварительно осво​бождают от шерсти, обрабаты​вают спиртом и хорошо высу​шивают. Скарификацию кожи производят скальпелем, оспен​ным пером или хирургической иглой путем нанесения насечек, царапин. Материал (1—2 капли) втирают стеклянной палочкой или шпателем в недоступных слизыванию местах.

Подкожный способ заражения

Кожу в месте введения материала берут у ее основания, приподнимают I и II паль​цами левой руки. Иглу шприца вкалывают снизу образовав​шейся складки. Проколов кожу и пройдя вглубь на несколь​ко миллиметров, иглу отклоняют вправо или влево и затем медленно вводят материал, содержащийся в шприце. Изме​нять направление иглы под кожей рекомендуется для того, чтобы введенное вещество не выступало через прокол кожи наружу. Затем складку кожи опускают, на место укола на​кладывают ватный тампон, смоченный спиртом или спирто​вым раствором, а иглу быстро вынимают. Наиболее удобны​ми местами для подкожного введения материала у кроликов и морских свинок являются область спины и боковые поверх​ности несколько ниже подмышечных впадин, у крыс и мы​шей—область спины, крестца и затылка. Количество жид​кости, вводимой подкожно, не должно превышать 30 мл для кроликов, 15 мл — для морских свинок, 10 мл—для крыс и 1 мл — для мышей.

Внутримышечный способ заражения

Выбирают участок тела с наиболее развитым мышечным слоем. У кроликов, морских свинок, крыс и мышей таким местом является на​ружная верхняя треть бедра задней лапы. Захватывают I и II пальцами левой руки толстую мышечную складку и вводят иглу почти под прямым углом в глубь мышц. Объем жидкости, допустимый для внутримышечного введения, со​ставляет для кроликов 8 мл, для морских свинок—5 мл, для крыс — 3 мл, для мышей — 0,5 мл.

Внутрибрюшинный способ заражения

Помощник держит животное вниз головой. В этом положении кишечник смеща​ется в сторону диафрагмы, что в значительной мере умень​шает возможность его повреждения в момент прокола. У жи​вотных (за исключением мышей) в нижней трети живота, не​сколько отступя от средней линии, делают скальпелем или остроконечными ножницами надсечку кожи длиной 2—3 мм и через нее вводят притупленную иглу, держа шприц перпендикулярно к брюшной стенке. Преодолевая сопротивление, очень осторожно, буравящими движениями иглу продвигают вглубь. Чувство «провала», исчезновение ощущения сопротивления на пути говорят о проникновении иглы в брюшную по​лость. После этого иглу переводят в вертикальное положение и вводят содержащийся в шприце материал в полость брю​шины. Внутрибрюшинно можно вводить до 30 мл жидкости кроликам, до 10 мл—морским свинкам, до 5 мл—крысам, до 2 мл— мышам.

Внутривенное заражение кроликов

Кроликов заражают в краевую вену уха. Вдоль наружного края уха выщипывают шерсть, затем это место слегка пощелкивают кончиками пальцев, чтобы вызвать гиперемию сосудов, и протирают ва​той, смоченной в 70% спирте или ксилолом. Но многократное применение ксилола не рекомендуется ввиду сильного раздражения кожи. После обработки кожи ксилолом его необходимо снять с поверхности. После явного набухания вены под ухо подводят II палец левой руки. Прокол вены следует делать ближе к верхушке уха, так как при частых уколах возможна облитерация сосуда в этом месте, но проксимальный участок вены остается неповрежденным. Чтобы удостове​риться, правильно ли введена игла, вводят сначала неболь​шое количество материала. При нахождении иглы в полости вены материал вводится свободно, в противном же случае жидкость из шприца вытекает с трудом, а на ухе в месте введения образуется вздутие. Если игла не попала в вену, ее вынимают и вводят повторно в другое место, ближе к осно​ванию уха. По окончании введения нижний участок вены слегка придавливают, а к месту укола прикладывают кусо​чек стерильной ваты, смоченной спиртом или спиртовым рас​твором йода, после чего из вены извлекают иглу. Внутривен​но кроликам можно вводить до 20 мл жидкости.

Внутривенное заражение крыс и мышей

Крыс и мышей заражают в боковую вену хвоста. Непосредственно перед введением материала хвост животного, чтобы вызвать гипе​ремию сосудов, погружают в сосуд с водой, подогретой до 50°С, смазывают ксилолом или толуолом. После того как со​суды заметно набухают, корень хвоста сдавливают пальцами. Для введения материала лучше всего пользоваться туберку​линовыми иглами, очень тонкими и короткими, с косым сре​зом. При введении иглы в вену шприц держат под острым углом, почти параллельно оси хвоста. Иглу повертывают от​верстием наружу. Корень хвоста освобождают от сдавливания. Как и в предыдущем случае, нахождение иглы в вене определяют по легкости введения материала и отсутствию заметного уплотнения в месте, где находится игла. Взрослым белым крысам допускается вводить до 6 мл жидкости, мы​шам—до 0,5 мл.

Заражение через пищеварительный тракт

Заразить жи​вотное через рот можно двумя способами. Материал, предна​значенный для заражения, примешивают к корму или питью животного. Такой способ является наиболее простым и есте​ственным, однако, в лабораторной практике применение его ограничено, поскольку количество материала, попадающее в организм заражаемого животного, не подлежит точному уче​ту. Поэтому значительно чаще материал, предназначенный для заражения, вводят животному шприцем, игла которого имеет незначительный изгиб и утолщение на конце в виде оливы. Наличие изгиба допускает введение иглы в пищевод животного. Диаметр иглы для мышей должен быть не более 1 мм, для крыс—1,5 мм, длина, соответственно, 35-45 и 70-75 мм.

Крыс и мышей фиксируют перед заражением в вертикаль​ном положении: одной рукой помощник держит животное за складку кожи на затылке, около ушей, другой—за корень хвоста. Животным открывают рот браншами пинцета, встав​ляя их между нижней и верхней челюстями. Иглу, введенную в рот, продвигают по задней стенке глотки на глубину 1 см у мышей и 2—2,5 см у крыс. На указанной глубине игле при​дают вертикальное положение. Процесс введения иглы, как правило, затруднений не представляет, конец ее проникает непосредственно в желудок или нижний отдел пищевода. Ко​личество материала, вводимого за один раз в желудок мы​шей, должно быть не более 1 мл, взрослым крысам — не бо​лее 3,5 мл (рис. 12).

При пероральном введении жидкостей мелким лабораторным удобнее пользоваться полихлорвиниловой трубкой, представляющей собой наружную оболочку одного провода многожильного телефонного кабеля, из которого уда​лен проводник. Длина трубки 15—17 см, наружный диаметр 1—1,5 мм, такой эластический зонд при незначительном усилии легко проникает из полости рта в пищевод и желудок животного, не требуя строгого ограничения глубины введения, так как даже при излишне глубоком введении стенки желуд​ка не повреждаются.

Вводимая жидкость дозируется с помощью шприца, на со​сок которого надевают эластический зонд, внутренний просвет которого 0,5—0,7 мм.

Морских свинок и кроликов перед заражением per os фик​сируют в нормальном для животного положении. Удобнее всего завернуть их в полотенце и посадить к помощнику на колени.

Заразный материал вводят через эластический зонд. Для этой цели обычно выбирают катетер из наиболее мягкой и эластичной резины длиной 7,5—8 см и толщиной не более 0,3—0,5 см.
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Рис.  12. Заражение через пищеварительный тракт
Перед введением зонда в рот животному вставляют роторасширитель или, как его называют, «зевник», который представляет собой дощечку с круглым отверстием в середине. Ширина дощечки для кролика равна 2 см, для мор​ской свинки —1 см. Через отверстие вставленного в рот «зевника» осторожно вводят в пищевод зонд, смазанный вазели​ном или глицерином. Для того чтобы облегчить введение зонда, животному вливают пипеткой в рот несколько капель воды, вызывая глотательные движения, во время которых зонд легко, без внешнего воздействия продвигается в глубь пищевода. Наружный конец введенного зонда присоединяют к шприцу, наполненному материалом, который вводят в же​лудок медленно в количестве 2,5—3,5 мл морским свинкам и 3,5—5 мл кроликам.

Заражение через дыхательные пути (интраназальное зара​жение)

Животному, фиксированному на доске, прикладыва​ют к носу кусочек ваты, смоченной эфиром или хлороформом. К заражению приступают после того, как у животного поя​вится состояние легкого наркоза. Зараженный материал с помощью шприца вводят в нос небольшими каплями на глубину 1—1,5 мм мышам, 2—3 мм крысам, 4 мм кроликам и морским свинкам. Чтобы не поранить слизистые оболочки, для введения материала берут абсолютно тупую иглу.

Заражение в переднюю камеру глаза (интраокулярный метод)

Произ​водится обычно у кроликов под местной анестезией глаза. Затем фиксируют глазное яблоко путем захватывания складки конъюнктивы (кнаружи от верхнего края роговицы) глазным пинцетом. После этого тонкой иглой, смоченной исследуемым материалом, про​тыкают роговицу у лимба в очень косом направлении и проникают в переднюю камеру глаза на глубину не менее 1 мм. Иглу тотчас же вынимают, а ранка закрывается сама по себе. При правильном введении иглы вытекания влаги из передней камеры быть не должно. Можно также после прокола роговицы продвинуть иглу в центральном направлении до тех пор, пока из просвета иглы не покажется жидкость. Выпустив несколько капель влаги передней камеры глаза, иглу соединяют со шприцем и вводят исследуемый материал (не более 0,05 мл).

Внутримозговой метод (интрацеребральный)

Применяется чаще у кроликов, крыс и мышей. Техника введения материала кроликам та же, что и при тральном методе, только инъекция производится прямой иглой через твердую мозговую оболочку непосредственно в толщу мозгового вещества.

Доза вводимого материала—0,2-0,3 мл. При отсутствии инструментов для трепанации можно произвести заражение в мозг путем прокола черепа через кожу, иглой шприца, несколько сбоку от средней линии в области затылочного бугра. Применяют также после разреза кожи прокол черепа острой канцелярской кнопкой с последующим введением в отверстие иглы шприца.

Кроликов можно также заражать в мозг через sulcus supraorbitalis (без тре​панации).

Техника следующая: оператор пригибает к столу левой рукой голову фиксированного помощником животного, а правой производит укол ко​роткой (4—5 мл длины) иглой в заранее прощупанную борозду. Направле​ние при проколе должно быть несколько наклонное к средней линии, а не​вертикальное (опасность попадания в глазницу). Место укола предварительно выстригают и обрабатывают йодной настойкой. При проколе кожа смещается от середины к sulcus supraorbitalis; после прокола черепное отверстие закры​вают кожей. Способ очень удобный и быстрый, животные переносят опера​цию без наркоза.

У белых мышей и крыс техника внутримозгового введения следующие: животное фиксируют в левой руке, кожу головы оттягивают большим и ука​зательным пальцами к затылку, а мизинцем и безымянным удерживают хвост. Прокол производят через кожу в область темени, латеральне средней линии; место укола предварительно обрабатывают настойкой йода. Материал вводят медленно, во избежание резкого повышения внутричереп​ного давления.

Внутриплевральный метод

Укол производят с правой стороны в межре​берное пространство короткой, тупой иглой.

Содержание животных под опытом

После заражения лабораторные животные носят название «подопытных» животных. Их содержат в особом, изо​лированном от питомника помещении при лаборатории. Технический персонал вивария обязан обо всех случаях заболевания или падежа немедленно сообщать специалисту, прово​дившему прививки данным животным. Врач и лаборант ежедневно наблю​дают за состоянием привитых ими животных, а также проводят клиниче​ские исследования.

Взятие крови у лабораторных животных и ее обработка

Небольшое количество крови получают у кроликов и мор​ских свинок из вен уха, у мышей и крыс—из вен хвоста, а большие количества — из сердца. В особых случаях прибега​ют к полному, или тотальному, обескровливанию, после кото​рого животное погибает.

Для пункции сердца животных фиксируют к доске брюш​ком кверху. Шерсть в области груди тщательно выстригают, кожу обрабатывают спиртовым раствором йода и после этого приступают к проколу, который в зависимости от вида жи​вотного имеет некоторые различия.

Пункция сердца кроликов. Определяют II пальцем, обра​ботанным спиртом и смазанным спиртовым раствором йода, сердечный толчок, т. е. точку наиболее сильно выраженной пульсации сердца. Обычно она прощупывается в третьем межреберье. Прокол грудной клетки делают в области сер​дечного толчка на расстоянии 2—4 мм от левого края гру​дины; иглу ведут в направлении к средней линии на глубину 2—2,5 см. При попадании иглы в полость сердца рука, в ко​торой находится шприц, начинает ощущать ритмичные толч​ки, связанные с пульсацией сердца и приподнимающие иглу. Поршень шприца легко выдвигается наружу и в цилиндре его тотчас появляется кровь. Взятие крови должно произво​диться по возможности быстрее во избежание ее свертыва​ния. По этой же причине шприц и иглу рекомендуется промы​вать перед опытом стерильным раствором цитрата или оксалата натрия. Взяв необходимое количество крови, быстрым движением, без рывка, вынимают иглу и на месте укола на​кладывают ватный тампон, пропитанный спиртовым раство​ром йода. Животному подкожно вводят подогретый до тем​пературы тела стерильный изотонический раствор хлорида натрия или глюкозу в количестве, равном двойному объему взятой крови. Пункцией сердца можно получить у кролика 25—30 мл крови.

Пункция сердца у морских свинок. Кончиками III—IV пальцев левой руки нащупывают сердечный толчок, в на​правлении которого вертикально на глубину 1,5—2 см вка​тывают иглу, отступя на 1—2 мм от левого края грудины. У морских свинок можно получить таким образом 10—12 мл крови.

Пункция сердца у крыс. Как и в предыдущих случаях, пальпаторно определяют место сердечного толчка. На 1 см выше от установленной точки и на 1—2 мм левее от края гру​дины делают прокол на глубину 1,5—2 см, держа иглу вер​тикально. Одномоментно у крыс можно получить 6—8 мл крови.

Тотальное обескровливание кролика. Вскрывают одну из сонных артерий, расположенных по обеим сторонам трахеи. Для получения стерильной крови руки оперируемого должны быть тщательно вымыты и обработаны спиртом или спирто​вым раствором йода, все инструменты предварительно необ​ходимо простерилизовать.

Подготовленного для кровопускания кролика привязывают станку брюшком кверху, фиксируя голову кольцом к штативу. Шерсть на шее тщательно выстригают, кожу дезинфи​цируют. К носу животного прикладывают кусочек ваты, смо​ченной эфиром. После того как наступит состояние наркоза, скальпелем делают разрез по средней линии шеи и разводят края раны пинцетом. Сонные артерии проходят по бокам тра​хеи в яремном желобке между веной и нервом. Сверху артерия прикрыта грудино-подъязычной и грудино-щитовидной мышцами. Поэтому для обнаружения нервно-сосудистого пучка эти мышцы разделяют тупым концом скальпеля или браншами пинцета. Артерию освобождают от окружающей соединительной ткани и подводят под нее две лигатуры. Ближай​шую к головке лигатуру завязывают двойным узлом, позади второй лигатуры на расстоянии 0,3—0,5 см накладывают пе​ан. Между лигатурой и пеаном маленькими остроконечными ножницами делают продольный разрез сосуда длиной не бо​лее 1,5—2 мм, вставляя в него канюлю (стеклянную трубочку с оттянутым капилляром, кончик которой скошен и хорошо оплавлен). Кончик вставленной канюли укрепляют второй лигатурой. После этого под резиновую трубку, надетую на расширенную часть канюли, подставляют пробирку или фла​кон и снимают пеан с артерии, чтобы кровь могла вытекать свободно. Обескровливание морских свинок про​изводят так же, как и кроликов.

Взятие крови из вены уха кролика. Для получения крови из краевой вены нужно, прежде всего, вызвать гиперемию уха, потирая его ладонями рук и слегка ударяя кончиками паль​цев. Затем вдоль наружного края уха удаляют пушок и про​тирают ватой, увлажненной 70% спиртом. Если в результате всех перечисленных процедур сосуды не инъецируются, ухо смазывают ксилолом или толуолом. После того как сосуды набухнут и четко обозначатся на поверхности ушной ракови​ны, наружную поверхность ее покрывают тонким слоем жид​кого парафина (во избежание быстрого свертывания крови) и делают прокол вены.

Для получения небольшого количества крови (менее 1 мл) прокалывают одну из небольших периферических ветвей, а для получения больших объемов крови (5—10 мл) вскрывают краевую вену уха. С этой целью иглу шприца вводят в вену почти параллельно поверхности уха, чтобы не повредить про​тивоположную стенку вены. При проколе вены иглой шприца кровь, как правило, выходит отдельными каплями с боль​шими интервалами, и кровотечение прекращается быстро. Для того, чтобы вызвать обильное кровотечение, нужно сде​лать ранку с рваными краями. С этой целью пользуются об​ломком тонкого капилляра пастеровской пипетки. При таком способе прокола из уха кролика получают до 30 мл крови. После взятия крови к проколу вены прикладывают на 2—3 минуты кусочек сухой стерильной ваты, не нажимая сильно на стенку сосуда, так как при этом кровотечение может усилиться. Если кровотечение долго не прекращается, хорошие ре​зультаты дает нанесение на ранку нескольких капель пе​рекиси водорода.

Взятие крови из вен у морских свинок, крыс и мышей. У морских свинок кровь в количестве 0,3—0,5 мл получают после нанесения насечек на край уха или прокола мягких по​душек лапы.

У белых крыс и мышей для получения 1—3 капель кро​ви приходится прибегать к ампутации кончика хвоста пос​ле продолжительного прогревания его в воде температуры 45—50°С или протирания ксилолом. Взяв кровь, рану прижигают перекисью водорода.

Есть способ, позволяющий получить у крыс 0,5—1 мл крови из венозного сплетения, ле​жащего в орбите, позади глазного яблока. Взятие крови про​изводят стеклянной пипеткой с оттянутым капилляром (на​ружный диаметр 0,6 мл), острие которого сточено под уг​лом 45°.

Животное берут I и II пальцами левой руки со стороны спины за шею и слегка сдавливают с боков, вызывая легкое выпячивание глаз. Вращательным движением пипетки дела​ют прокол конъюнктивального мешка в медиальном углу гла​за между глазным яблоком и орбитой. После прокола пипет​ку ведут в направлении гортани на глубину 4—5 мм. Попа​дание в венозное сплетение сопровождается заполнением ка​пилляра пипетки кровью.

Получение дефибринированной крови. Кровь животного сливают в стерильную колбу со стеклянными бу​сами и непрерывно в течение 10—15 мин встряхивают. В ре​зультате встряхивания находящийся в крови фибрин выпада​ет в осадок, обволакивая бусы, а дефибринированная кровь, слитая в другую колбу или пробирку, утрачивает способ​ность свертываться.

Приготовление взвеси эритроцитов. Для ос​вобождения от пленок фибрина дефибринированную кровь фильтруют через трехслойный марлевый фильтр. Фильтрат наливают в центрифужные пробирки и центрифугируют при 2000—3000 об./мин. в течение 10—15 минут. Эритроциты оседают на дно пробирки, а прозрачная, слегка желтоватого цвета плазма образует надосадочный слой. После центрифугирова​ния уровень жидкости в пробирке отмечают карандашом, от​сасывают плазму пастеровской пипеткой, эритроциты промы​вают, доливая до метки стерильный изотонический раствор хлорида натрия, и вновь центрифугируют. Промывание эрит​роцитов с добавлением свежего раствора производят 2—3 разa, чтобы последняя порция промывной жидкости была бес​цветна.

Из промытых эритроцитов готовят 3% или 5% взвесь, прибавляя к 3—5 мл эритроцитов соответственно 97—95 мл изо​тонического раствора хлорида натрия (для получения мень​ших количеств взвеси объемы обоих ингредиентов уменьша​ют в одинаковое число раз).

Взвесь эритроцитов можно хранить в холодильнике при температуре 3—4°С в течение 5—6 дней.

Приготовление сыворотки крови. Кровь, со​бранную в стерильную пробирку, закрывают ватно-марлевой пробкой, ставят на 20—30 мин в термостат или водяную ба​ню, отрегулированную на 37°С, так как в тепле кровь свер​тывается быстрее и лучше. Во время свертывания сгусток крови обычно прилипает к стенкам пробирки. Поэтому после взятия пробирок из термостата сгусток отделяют от стенок пробирки круговым движением капилляра стерильной пасте​ровской пипетки или стеклянной стерильной палочкой.

После отделения сгустка сыворотку ставят в холодильник при температуре 3—4°С. В течение 3—4 ч сыворотка обычно отделяется полностью, и ее можно отсосать стерильной пасте​ровской пипеткой. Для того чтобы во время отсасывания со​держимое пробирки было хорошо видно, пастеровскую пи​петку соединяют со стеклянной трубкой — «мундштуком» (ре​зиновая трубка длиной 20—25 см). При отсасывании кончик пипетки не должен соприкасаться со сгустком крови, чтобы в сыворотку не попали эритроциты.

Окрашенную в розовый цвет сыворотку центрифугируют при 2000—3000 об./мин. в течение 10—15 мин для осаждения форменных элементов крови.

При взятии крови вскоре после кормления животных, а также при повторных кровопусканиях с короткими интерва​лами возникает иногда липемия, т. е. появление избытка жи​ровых веществ в крови. Сыворотки, получаемые во время липемии, бывают мутные (хилезные), иногда опалесцирующие, и это очень затрудняет чтение диагностических реакций, осо​бенно реакции преципитации. Во избежание получения мут​ных сывороток кровь у животных берут натощак. Просветле​ние липемической плазмы наступает также при введении в кровеносное русло животного гепарина, способствующего по​вышению концентрации в крови фермента, называемого фак​тором просветления. С этой целью кроликам весом 2—2,5 кг в краевую вену уха вводят за 1—1,5 ч до обескровливания 60 мг гепарина.

Форменные элементы из крови удаляют центрифугирова​нием. В слитой с осадка плазме через короткое время после центрифугирования образуется сгусток фибрина, который уп​лотняется при перемешивании крови стеклянной палочкой. Затем этот сгусток удаляют. В некоторых случаях фибрин из плазмы выпадает не полностью. Для удаления остатков фиб​рина и выявления полноты его удаления к сыворотке при​бавляют несколько капель тромбина. Освобожденную от фиб​рина сыворотку фильтруют через асбестовые фильтры. Полу​ченная таким способом сыворотка совершенно прозрачна и не имеет признаков опалесценции.

Приготовление цитратной крови. Полученную из сердца или вены кровь сливают в пробирку с 5% раство​ром цитрата натрия (10 мл крови, 1 мл цитрата натрия). Цитратная кровь не свертывается.

Приготовление плазмы крови. Цитратную кровь ставят на 18—20 ч в холодильник или подвергают центрифу​гированию. В результате над осадком эритроцитов образуется прозрачный слой жидкости желтоватого цвета—плазмы.

Умерщвление и вскрытие лабораторных животных

В лабораторной практике приняты способы умерщвления, которые характеризуются простотой приемов и вызывают быструю, безболезненную смерть животного. Мышей, крыс, морских свинок по​мещают в стеклянную, плотно закрывающуюся банку с ку​сочком ваты, пропитанным хлороформом или эфиром. Жи​вотные засыпают и гибнут в течение 3—5 минут. Кроликов умерщвляют посредством воздушной эмболии. Для этого в краевую вену уха по направлению к его основанию вводят иглу шприца. Появление капельки крови свидетельствует о том, что игла находится в вене. После этого иглу соединяют с пу​стым 10-граммовым шприцем, поршень которого вытянут до конца. При надавливании на поршень в кровеносную систему животного поступает находящийся в цилиндре шприца дух, вызывая эмболию и быструю смерть.

Вскрытие животных

Трупы лабораторных животных вскрывают с целью выяснения причин гибели, выделения вве​денного возбудителя, выявления механизма распространения микробов в организме и места их локализации, изучения патологоанатомических изменений, наступающих в результате перенесенной инфекции. Вскрытие трупов животных произво​дят стерильными инструментами, соблюдая правила асеп​тики.

На столе должны находиться стакан, наполненный до по​ловины спиртом, стерильные ножницы, скальпель, анатомиче​ские и хирургические пинцеты, бактериальная петля, стериль​ные чашки Петри, пробирки и чашки с питательными среда​ми, стерильные пастеровские пипетки, предметные стекла, сте​рильный изотонический раствор хлорида натрия, банка с дез​инфицирующим раствором, ватные тампоны, спички и горелки (спиртовая и газовая). Вскрытие трупов следует производить таким образом, чтобы предупредить внесение микро​организмов с поверхности в глубину тканей, а также перенос микробов из одного органа в другой. С этой целью рекомен​дуется вскрывать животных в агональном состоянии, усыпив их эфиром, или тотчас после наступления смерти, так как в ближайшие часы после нее проницаемость тканей нарушается, и бактерии из одного органа могут проникнуть в другой. Особую опасность в этом отношении представляет кишечник, со​держимое которого изобилует микробами.

Труп животного брюшком кверху кладут на деревянную доску или лоток с пластинкой застывшего парафина, растяги​вают пинцетом все 4 лапы и в таком положении фиксируют их булавками или небольшими острыми гвоздиками к по​верхности дерева или парафина. Грудь и брюшко протирают ватой, смоченной 5% раствором карболовой кислоты или 5% раствором хлорамина, или, лучше, смачивают спиртом и поджигают шерсть, чтобы содержащиеся на ней микробы, в том числе спороносные палочки, не разлетались и не загрязняли стерильные инструменты и органы вскрытия трупа. В процес​се вскрытия придерживаются общепринятого порядка. Сна​чала исследуют наружные покровы и подкожную клетчатку, затем проводят вскрытие, исследование и взятие материала из органов грудной полости, а в последнюю очередь вскрытие, исследование и взятие материала из органов брюшной по​лости.

Обработанную кожу разрезают по средней линии живо​та протяженностью от симфиза до грудино-ключичного со​членения. На уровне передних и задних лап делают боковые надрезы. Кожные лоскуты отпрепаровывают от подкожной клетчатки и отворачивают в стороны, прикалывая булавками к доске.

В протоколе вскрытия отмечают состояние подкожной клетчатки и лимфатических узлов в паху и подмышечных впадинах. Подкожная клетчатка может быть развита сильно, слабо или умеренно. Подмышечные и паховые узлы обнару​живаются легко. При осмотре узлов обращают внимание на их величину, форму и цвет. Для бактериологического иссле​дования лимфатические узлы раздавливают стерильным пин​цетом и погружают в жидкую питательную среду или втира​ют в поверхность плотной питательной среды.

Сменив или простерилизовав использованные для вскры​тия кожных покровов инструменты, приступают к вскрытию грудной клетки. Грудину, захваченную пинцетом, слегка при​поднимают, делают под ней небольшой надрез, вводят в него браншу ножниц и перерезают ребра вначале с одной, а за​тем с другой стороны. Если в грудной полости есть экссудат, из него делают мазки и посев. Вновь сменив ножницы или протерев их ватой, смоченной спиртом, разрезают перикард, обнажая поверхность сердца. Накаливают на пламени го​релки бранши пинцета или скальпель, прижигают поверх​ность сердца, затем стерильным пинцетом оттягивают кверху ушко правого предсердия и после этого через прижженное место вводят в полость желудочка или предсердия капилляр пастеровской пипетки. Кровь, поднявшуюся по капилляру пи​петки, засевают в питательную среду.

Далее приступают к осмотру органов, расположенных в грудной полости, регистрируя в протоколе имеющиеся в них изменения, например наличие экссудата в полости плевры, абсцессы, гиперемию (багрово-красное окрашивание) или, на​оборот, ишемию (малокровие) в легких. Кусочки легкого с выявленными в нем изменениями вырезают для бактериоло​гического исследования.

После этого, сменив инструменты, переходят к исследова​нию органов брюшной полости. Передний листок брюшины вскрывают ножницами. При наличии экссудата в брюшной полости делают из него мазок и производят посев в пита​тельную среду. Затем осматривают печень, селезенку, почки, отмечая цвет, величину органов, характеризуя их консистен​цию (нормальная, дряблая, уплотненная, хрупкая) и имею​щиеся очаги поражения, например абсцессы.

При локализации инфекционного процесса в желудочно-кишечном тракте делают посев содержимого желудка и кишечника, набирая его в пастеровскую пипетку через приж​женную желудочную и кишечную стенки. Таким же образом для посева берут экссудат, содержимое абсцессов, желчного и мочевого пузыря.

Из паренхиматозных органов (печень, почки, селезенка) взятие материала и засев его производят одним из следующих способов.

· У стерильной пастеровской пипетки обламывают кон​чик и проводят ее через пламя горелки. Затем капилляром пипетки прокалывают прижженный участок исследуемого ор​гана и насасывают в нее тканевую жидкость, которую засе​вают в питательную среду. Пипетки после использования опу​скают в банку с дезинфицирующим раствором.

· Прижженную поверхность органа надрезают стериль​ным скальпелем и из глубины надреза соскабливают бакте​риальной петлей небольшое количество материала, которое затем вносят в питательную среду.

· На прижженной поверхности органа делают надрез, остроконечными ножницами из глубины его вырезают ма​ленький кусочек, раздавливают между браншами пинцета и опускают в жидкую питательную среду или срезом ку​сочка делают отпечатки на поверхности плотной питательной среды.

Изменения, обнаруженные при вскрытии трупа, а также результаты бактериологического исследования вносят в про​токол вскрытия и бактериологического исследования трупного материала, составленный примерно по такому образцу:

105. Вид лабораторного животного, взятого в опыт.

106. Время заражения (месяц, число, час).

107. Материал, примененный для заражения (взвесь микро​бов с плотной питательной среды, бульонная культура, взвесь патологического материала и т. д.).

108. Время гибели животного (месяц, число, час).

109. Изменения, обнаруженные при вскрытии животного в месте введения заразного материала, состояние подкожной клетчатки, лимфатических узлов; изменения, найденные во внутренних органах.

110. Вид микроба, выделенного из трупного материала, его основные морфологические, культуральные, биохимические и серологические свойства.

После вскрытия трупы животных складывают в металличе​ские бачки с плотно закрывающимися крышками и засыпа​ют сухой хлорной известью. Трупы мелких лабораторных животных можно заливать раствором различных дезинфициру​ющих веществ: 5% раствором карболовой кислоты, 3—5% мыльно-карболовым раствором, 3—5% раствором хлорамина. Трупы животных, погибших от заражения споровыми форма​ми микробов, заливают хлорно-известковым молоком или 5—10% осветленным раствором хлорной извести. В дезинфици​рующем веществе трупы животных хранят до момента их сжигания.

Определение вирулентности микробов

Вирулентность — биологическое свойство микроба, харак​теризующее степень его патогенности в момент исследования. В отличие от патогенности вирулентность является не видо​вым, а индивидуальным признаком микроба, который может усиливаться или ослабляться вплоть до полного исчезнове​ния под влиянием различных факторов внешней среды.

Для характеристики вирулентности пользуются количест​венными показателями, определяющими способность иссле​дуемой микробной культуры вызывать гибель искусственно зараженных ею подопытных животных. Изучение вирулент​ности бывает сопряжено с рядом трудностей, так как она оп​ределяется не только комплексом культурно-морфологиче​ских, токсигенных и биологических свойств микроба, но и резистентностью микроорганизма, подверженной большим колебаниям в связи с видом, возрастом животных, режимом их питания, температурой внешней среды, а также способом заражения, принятым в опыте. Поэтому при установлении ви​рулентности микроба очень важно вести исследование, точно соблюдая стандартность всех условий опыта.

Для определения вирулентности микробных культур чаще всего используют белых мышей. В том случае, когда белые мыши невосприимчивы к исследуемому возбудителю заболева​ния, пользуются другими видами животных: крысами, морс​кими свинками или кроликами.

Для определения вирулентности применяют молодую культуру микроба, так как старые культуры содержат боль​шое количество мертвых клеток.

Культуру микроба для заражения выращивают на мясо-пептонном агаре или другой плотной питательной среде, так как бульон, представляя собой сложный белковый субстрат, небезразличен для животного организма и может извращать результаты опыта. Исследуемую культуру микроба, выра​щенную на скошенном мясо-пептонном агаре, смывают изото​ническим раствором хлорида натрия и стандартизуют по оптическому стандарту так, чтобы в 1 мл этого раствора содер​жалось определенное количество микробных тел. В зависимо​сти от вида культуры, патогенности ее для животных, взятых в опыт, а также от цели и задач исследования количест​во микробных тел, содержащееся в 1 мл взвеси, может коле​баться от единиц до миллиардов. В тех случаях, когда по ка​ким-либо причинам получить агаровую культуру невозможно, пользуются суточной бульонной культурой. Для определения минимальной летальной дозы из бульонной культуры готовят ряд последовательных десятикратных разведений: 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000 и т.д.

Исследуемую взвесь бактерий вводят различными спосо​бами: внутривенно, внутрибрюшинно, внутримышечно, под​кожно, интраназально—в зависимости от целей и задач ис​следования.

Отстандартизованную взвесь микробов в изотоническом растворе хлорида натрия, а также разведения бульонной культуры готовят с таким расчетом, чтобы различные дозы микроба, используемые в опыте, содержались в одинаковых объемах жидкости.

Каждую дозу культуры вводят одновременно нескольким животным. При определении минимальной смертельной до​зы учитывают и отмечают в протоколе опыта следующие дан​ные:

· количество микробов, введенных в организм животного;

· способ их введения;

· масса тела зараженного животного;

· сроки гибели после заражения. 

Степень вирулентности чаще всего характеризуют тремя следующими показателями:

111. Минимальная смертельная доза Dlm (Dosis letalis mi​nima), т.e. наименьшая доза микробов, которая при опреде​ленном способе заражения, в определенных условиях опы​та вызывает гибель около 95% подопытных животных.

112. Наименьшая безусловно смертельная доза Dll (Dosis lerie letalis) — наименьшая доза микробов, являющаяся смертельной для всех 100% животных, взятых в опыт.

113. Средняя смертельная доза микробов LD50 (Dosis leta​lis 50%)—доза микробов, вызывающая гибель 50% зара​женных животных.

Показатель LD50 позволяет получить более достоверные результаты, и потому он чаще других используется в практи​ке экспериментальных исследований.

В отличие от Dlm и Dll, определявшихся непосредственно по результатам опыта, LD50 вычисляется путем довольно сложных математических расчетов. Более прост метод Кербера, в котором простота расчета удачно сочетается с доста​точно высокой точностью получаемых результатов.

Определение токсигенности микробов

В патологии человека большую роль играют токсигенные микроорганизмы, к которым относятся возбудители ботулизма, столбняка, газовой анаэробной инфекции, дифтерии, а так​же некоторые штаммы бактерий дизентерии Григорьев -Шига, стафилококка и стрептококка и некоторые другие.

Экзотоксины, вырабатываемые различными представите​лями этой группы микробов, обладают резко выраженной токсичностью, высокой избирательностью действия с пораже​нием отдельных органов и тканей и способностью при парен​теральном введении в организм вызывать образование анти​тел—антитоксинов, способных нейтрализовать соответствую​щие им экзотоксины.

Продуцируемые в процессе жизнедеятельности микроба экзотоксины легко диффундируют из клетки в окружающую их питательную среду. Бульонную культуру микроба выдер​живают в термостате в течение 2—3 недель для накопления в ней токсина, затем фильтруют через бактериальный фильтр. Получаемый при этом прозрачный фильтрат содержит неразведенный токсин.

Токсигенность микробов определяют по тому же принципу, что и вирулентность. Единицами измерения токсигенности, как и вирулентности, являются минимальная смертельная до​за (Dlm) и средняя смертельная доза (LD50).

Для определения Dlm и LD50 фильтрат бульонной культуры разводят стерильным изотоническим раствором хлорида натрия в сотни, тысячи и миллионы раз. Каж​дую дозу токсина испытывают одновременно на 6—10 жи​вотных. Для постановки проб подбирают животных, наибо​лее чувствительных к исследуемому токсину. Например, дифтерийный токсин титруют на морских свинках, столбнячный токсин—на мышах.

При учете полученных результатов в протоколе опыта от​мечают дозу введенного токсина, способ его введения, массу тела животного и время наступления его гибели после введе​ния токсина.
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