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Пояснительная записка.

Методические указания для лабораторных работ по микробиологии составлены в соответствии с программой курса «Основы микробиологии» для 080401 «Товароведение и экспертиза товаров» (по областям применения).

Работы придерживаются определенной структуры, включающей тему, цель занятия, оснащение, задания, ситуационные задачи, контрольные вопросы, оказывающие помощь студентам в теоретической подготовке.

Особое внимание направлено на практическое изучение морфологии и физиологии основных групп микроорганизмов; методы качественного и количественного анализа микроорганизмов и их культивирование; бактериологический контроль за санитарным состоянием; микробиологический контроль качества товаров народного применения.

В плане лабораторных работ предусмотрены коллоквиумы по контрольным вопросам и зачет, позволяющие контролировать и закреплять теоретические знания и практические навыки студентов.

ЗАНЯТИЕ 1.

Тема: Организация микробиологической лаборатории.
Основы микроскопической техники
Цель: Ознакомиться с организацией работы микробиологической лаборатории и устройством микроскопа и основами микроскопической техники. 

Материальное обеспечение:

Оборудование рабочего стола: микроскоп, закрытый чехлом; готовые препараты микробных клеток и культуры бактерий на МПА и среде Кесслера:

а) Гр+ окраски (стафилококк, возбудитель молочнокислого брожения, сарцина и т.д.)

б) Гр- окраски (кишечная палочка, возбудитель уксуснокислого брожения и т.д.).

в) Смесь Гр+ и Гр- бактерий.

Методические указания:

Организация микробиологической лаборатории

Существуют три типа лабораторий:

1.  Диагностические – при инфекционных больницах, диспансерах, поликлиниках;

2.  Санитарно-бактериологические – при Роспотребнадзоре;

3.  Производственные – при молочных, консервных заводах, мясокомбинатах, хлебозаводах, насосно-фильтровальных станциях и т.д.

Диагностические лаборатории исследуют материал, взятый от больных людей и животных, с целью обнаружения болезнетворных микроорганизмов.

Лаборатории при Роспотребнадзоре осуществляют санитарный надзор на различных предприятиях, следят за санитарным состоянием помещений, оборудования, инвентаря, соблюдением правил личной гигиены персонала,  на пищевых предприятиях следят за санитарными правилами при технической обработке, хранении, реализации и транспортировке пищевых продуктов.

Задачи производственных лабораторий – контроль за санитарно-гигиеническим состоянием сырья, микробиологическими изменениями в продуктах в процессе их переработки, выпуском высококачественных продуктов в соответствии со стандартами.

Перечисленные лаборатории оснащаются однотипно. Каждая из микробиологических лабораторий должна иметь производственное помещение для проведения бактериологических исследований; бокс (комната или стеклянный шкаф) для работы в асептических условиях; автоклавную; комнату для приготовления и хранения сред; моечную.

При работах в лабораториях необходимо соблюдать особые правила, чтобы не внести микробы из окружающей среды в исследуемый продукт или чистую культуру микроорганизмов, не допустить заражения болезнетворными микробами сотрудников лаборатории. Этих требований должны придерживаться и студенты в учебных микробиологических лабораториях.

Правила работы в учебной лаборатории 
1.  За каждым студентом закрепляется постоянное место и оборудование.

2.   Следует работать только в белом халате, шапочке или косынке.
3.   Не разрешается:
· выходить за пределы лаборатории в халате и надевать на него верхнюю одежду;

· приносить пищу, пить воду, курить;
· держать личные вещи (книги, портфели и др.) у рабочего стола, они помещаются в специально отведенном месте.
4. По завершению работы:

· использованные предметные стекла, пипетки помещают в сосуды с дезинфицирующим  раствором (1%-ный раствор хлорамина; 3-5%-ный раствор фенола); 

· приводят в порядок и дезинфицируют лабораторный стол;

· руки обрабатывают дезинфицирующим раствором или моют их тщательно с мылом.

Устройство микроскопа и правила работы с ним.
Микроскоп (от греческого micros- малый и scopio – смотрю) – это оптический прибор, состоящий из трех основных частей: механической, оптической и осветительной.
Для изучения морфологических особенностей микроорганизмов, их отношения к окраске и структуре колоний используют несколько типов микроскопов (биологический, люминисцентный, электронный, протонный) и специальные методы микроскопии (фазовоконтрастный и темнопольный).

В микробиологической практике широко используют биологические микроскопы. Они предназначены для изучения с предельным увеличением 1350 раз и выше формы, структуры, размеров и некоторых других признаков различных микроорганизмов, величина которых составляет 0,2–0,3 мкм.

Схема светового биологического микроскопа представлена на рисунке 1.
Механическая часть состоит из основания, предметного столика, бинокулярной насадки, револьверного устройства, рукоятки грубой фокусировки (макрометрического винта), рукоятки тонкой фокусировки (микрометрического винта) рукоятки перемещения объекта в поперечном направлении. препаратодержателя, винтового упора (ограничителя перемещения предметного столика при фокусировке), рукоятки перемещения объекта в продольном направлении, винта крепления конденсора, винта крепления насадки, диска регулирования яркости горения лампы.

Оптическая часть является наиболее ценной частью микроскопа. Она состоит из объективов и окуляра.

Осветительная часть микроскопа состоит из двухлинзового кондесора, ирис-диафрагмы и патрона с низковольной лампочкой накаливания, питающейся через понижающий трансформатор от сети напряжения 120–220В. 

Бинокулярная насадка обеспечивает визуальное наблюдение изображения объекта.

Насадка имеет возможность разворота вокруг вертикальной оси прибора на 360˚.
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Рисунок 1. Микроскоп медицинский МИКМЕД-5. 

1 – окуляры; 2 – бинокулярная насадка; 3 – винт крепления насадки; 4 - револьверное устройство; 5 – объективы; 6 – винтовой упор (ограничитель перемещения предметного столика при фокусировке); 7 – предметный столик; 8 – рукоятка перемещения объекта в поперечном направлении;  9– рукоятка механизма грубой фокусировки; 10 – рукоятка механизма микрометрической фокусировки; 11– рукоятка перемещения объекта в продольном направлении; 12 – коллектор в оправе; 13 – препаратоводитель; 14 – винт крепления конденсора; 15  – диск регулирования яркости горения лампы; 16 – конденсор; 17- основание.

Установка расстояния между осями окуляров, соответсвующего глазной базе наблюдателя, осуществляется разворотом корпусов с окулярными трубками в диапазоне от 55 до 75 мм.

Левая окулярная трубка снабжена диоптрийным механизмом перемещения окуляра (вращающееся кольцо на левой окулярной трубке насадки) для компенсации ошибки глаза наблюдателя от +5 до –5 диоптрий.
Окуляр состоит из двух плосковыпуклых линз, заключенных в общую металлическую оправу. Верхняя линза – глазная (увеличивающая), нижняя – собирающая. Расстояние между линзами равно полусумме их фокусного расстояния. Между линзами имеется диафрагма, ограничивающая поле зрения и задерживающая краевые лучи света. Окуляры обозначаются цифрами, показывающими собственное увеличение (7х,10х, 15х)
Револьверное устройство четырехгнездное обеспечивает установку объективов в рабочее положение. Смена объективов производится вращением рифленого кольца револьверного устройства до фиксированного положения.
Объективы – наиболее важная и ценная часть микроскопа, определяющая  его оптическую мощность. Объективы, входящие в комплект микроскопа, рассчитаны на механическую длину тубуса микроскопа 160мм и толщину покровного стекла – 0,17мм.

Объективы ввинчиваются в гнезда револьверного устройства и состоят из системы линз, заключенных в металлическую оправу. Передняя (фронтальная) линза объектива является самой маленькой и единственной, дающей увеличение. Остальные линзы в объективе только исправляют недостатки полученного изображения (явления сферической и хроматической аберрации) и называются коррекционными.

Увеличение объектива указано на его корпусе х4, х10, х40, х100.

На корпусе каждого объектива выгравированы линейное увеличение и числовая апертура и имеется цветовая маркировка, соответствующая увеличению.

Объективы увеличением х40 и х100 снабжены пружинящими оправами, предохраняющими от повреждения объекты и фронтальные линзы объективов при фокусировании на поверхность объектов.
Объективы подразделяются на сухие и иммерсионные.

При работе с сухими объективами (х4, х10, х40), предназначенными для изучения крупных биологических и гистологических объектов, между фронтальной линзой и объектом находится воздух. В этом случае лучи света проходят среды с различными показателями преломления (покровное стекло, воздух), часть их отклоняется и не попадает в объектив.
При изучении микроорганизмов почти постоянно пользуются иммерсионным или маслянопогружным объективом (х100), дающим большое увеличение. Для того чтобы максимально использовать лучи, освещающие препарат и воспрепятствовать их отражению и рассеиванию поверхностями предметного и покровного стекол, препарата и фронтальной линзы объектива, между последней и препаратом помещают иммерсионное масло.
Конденсор служит для лучшего освещения препарата. Он собирает световые лучи в пучок и направляет их через отверстие предметного столика на препарат. С помощью рукоятки для перемещения кронштейна конденсора его можно перемещать вверх и вниз, благодаря чему меняется угол схождения лучей и, следовательно, степень освещения объекта. Чем выше положение конденсора, тем лучше освещен препарат.
Ирис-диафрагма – располагается под конденсором и служит для регулировки потока света, поступающего в конденсор. Она состоит из металлических серповидных пластинок. Расширить или сузить отверстие диафрагмы можно с помощью специального рычажка. При вращении его по часовой стрелке отверстие ирис-диафрагмы увеличивается и, следовательно, увеличивается степень освещения объекта.
При работе с иммерсионным объективом степень освещения препарата должна быть максимальной, поэтому шторку ирис-диафрагмы открывают, а конденсор поднимают в крайнее верхнее положение.
При работе с сухими объективами, как правило, рассматривают неокрашенные объекты. Для достижения контрастности конденсор опускают вниз, а отверстие ирис-диафрагмы уменьшают.
Осветительное устройство предназначено для получения контрастного равномерного освещенного изображения объекта.
Встроенный в основание микроскопа осветитель состоит из коллектора в оправе, который ввинчен в отверстие основания, и галогенной лампы (12В, 20Вт) патрон которой закреплен в основании микроскопа.
Осветитель включается с помощью выключателя, расположенного на задней поверхности основания микроскопа. Яркость горения лампы можно изменять, вращая диск регулирования яркости горения лампы, расположенный на боковой поверхности основания микроскопа слева от наблюдателя.
Фокусировочный механизм размещен в корпусе микроскопа. Фокусирование на объект производится рукоятками, расположенными по обеим сторонам корпуса микроскопа. При вращении рукояток происходит перемещение предметного столика по высоте в пределах 10мм.
Грубое перемещение осуществляется рукояткой грубой фокусировки, точное перемещение – рукояткой механизма микрометрической фокусировки (рукоятка меньшего диаметра). 
Рукоятка механизма микрометрической фокусировки имеет шкалу с ценой деления 5мкм.
Перемещение предметного столика ограничивается винтами с упором для предотвращения случайного повреждения объекта объективом, а также для быстрого повторного фокусирования на объект.
Предметный столик служит для размещения в нем изучаемого препарата, снабжен механизмом координатного перемещения объекта в горизонтальной плоскости в двух взаимно перпендикулярных направлениях. Перемещение осуществляется рукоятками, расположенными на одной оси (рукояткой перемещения объекта в поперечном направлении на 30 мм и рукоятки перемещения объекта в продольном направлении на 70мм). Цена деления шкал 1мм, цена деления нониусов 0,1мм.
Объект крепится на поверхности столика между держателями и прижимом препаратоводителя, для этого прижим отводится в сторону. При снятом препаратоводителе объект можно перемещать рукой.
В центре предметного столика находится отверстие для прохождения лучей света и освещения препарата.


Четкость получаемого изображения определяется способностью микроскопа, т.е. той наименьшей величиной объективов или их деталей, которые можно увидеть с помощью этого прибора. Разрешающая способность зависит от длины проходящего через объект света, показателя преломления оптической среды (показатель преломления воздуха равен 1,0; иммерсионного масла – 1,516; стекла –1,520) и апертурного угла объектива. Эту зависимость вывел немецкий физик Эрнст Аббе во второй половине XIX века

ά = λ / 2n sinά
где, ά – минимальное расстояние между двумя точками, видимыми раздельно;

λ – длина волны света, проходящего через исследуемый объект;

n sinά – числовая апертура, где n показатель преломления светом оптической среды; ά – апертурный угол объектива.
Э. Аббе доказал, что нет смысла беспредельно повышать увеличение светового микроскопа. Минимальное расстояние между двумя точками при осве​щении объекта светом с длиной волны 550 нм, к которому наиболее чувствителен глаз, при использовании микроскопа, апертурный угол которого 90° (это предельный угол для которого sin a = 1), для сухой системы составляет около 300 нм, а для иммерсионной системы – около 200 нм.

Таким образом, повысить разрешающую способность микроскопа можно:

– путем снижения длины волны света, проходящего через объект;

– использования иммерсионной системы;

– повышения апертурного угла до предельного (до 90°).

Правила работы с микроскопом 

Работа микроскопа состоит из правильной установки освещенности поля зрения  препарата и его микроскопии разными объективами. Освещение может быть естественным (дневным) или искусственным. Для искусственного освещения используют специальные источники света. Для получения максимального освещения поля зрения револьвер переводят на объектив наименьшего увеличения так, чтобы последний находился от исследуемого объекта на расстоянии 1–1,5 см. Наблюдая в окуляр, зеркалом улавливают лучи, направляя их через отверстие диафрагмы конденсора на объектив, получая равномерное освещение поля зрения. Установленный на столе в начале работы микроскоп в дальнейшем не следует сдвигать с места. Это способствует поддержанию всегда одинаковых условий освещения и служит условием порядка на рабочем столе и сохранности самого микроскопа.

При микроскопировании неокрашенных препаратов поле зрения затемняют, сокращая отверстие диафрагмы или опуская конденсор и фокусируя его на плоскости препарата.
При микроскопировании препаратов с иммерсионным объективом следует:

·  на приготовленный и окрашенный мазок нанести каплю иммерсионного масла и поместить препарат на предметный столик;

·  повернуть револьвер и установить иммерсионный объектив (100х), осторожно при визуальном наблюдении сбоку опустить тубус микроскопа вниз до погружения фронтальной линзы в каплю масла почти до соприкосновения с препаратом; затем, глядя в окуляр, макровинтом очень медленно поднимают объектив до появления изображения (расстояние от препарата до объектива около 0,15 мм);

·  с помощью микровинта производят окончательную фокусировку микроскопа.

После окончания работы микроскоп необходимо привести в нерабочее положение: специальной фланелевой тряпочкой вытирают масло с иммерсионного объектива, переводят револьвер на малый сухой объектив (4х), кладут под объектив марлевую салфетку, конденсор и тубус опускают. Микроскоп помещают в футляр для защиты от пыли.

Задания:

1.  Ознакомиться с устройством биологического микроскопа. Зарисовать микроскоп и надписать его основные части.

2.  Описать методы микроскопирования в тетрадь.

3.  Рассмотреть с помощью иммерсионного объектива готовые окрашенные бактериологические препараты, идентифицировать бактерии по форме (рис.2,3) и зарисовать в тетрадь. 
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Рис. 2. Взаимные расположения кокков: а - микрококки; 
б - диплококки; в - стрептококки; г - тетракокки; д - стафилококки; е - сарцины
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Рис. 3. Морфология палочковидных бактерий:
а - диплобакгерии; б - стрептобакгерии; в - бациллы; г - клостридии

Контрольные вопросы:

1. Назовите виды микробиологических лабораторий, принцип организации и режим их работы.

2. Каково назначение микроскопов и их использование в микробиологической практике?

3. Расскажите об устройстве биологического микроскопа.

4. Правила работы с биологическим микроскопом. 

5. Как следует производить установку препарата на резкость при различных видах объективов?

ЗАНЯТИЕ 2.
Тема: Фиксированные препараты.
Морфология микроорганизмов
Цель:  Ознакомиться с правилами приготовления фиксированных препаратов. Изучить бактериологические краски. Ознакомиться с основными формами бактерий, назначением сложных и специальных методов окраски микробов. Научиться окрашивать препараты по методу Грама. Закрепить знания по морфологии микроорганизмов.

Материальное обеспечение:

Оборудование рабочего стола: микроскоп, закрытый чехлом; набор красителей (метиленовый синий, метиленовый голубой, фуксин, люголь, генциавиолет); спирт; спиртовка; спички; бактериологические петли; предметные стекла; ванночка со стеклянным мостиком для окраски препарата; стерильный физиологический раствор (0,9%-ный раствор NaCl); промывалка с водой; пробирка с пастеровской пипеткой; песочные часы; салфетка из материала; фильтровальная бумага; карандаш по стеклу; сосуды с ватой и дезинфицирующим раствором, иммерсионное масло.

Методические указания: 

Приготовление бактериальных препаратов 

Приготовление бактериального препарата состоит из следующих операций: подготовка предметных стекол, приготовление мазка, высушивание, фиксирование и окраска.

Предметные стекла, используемые для фиксированных препаратов должны быть совершенно чистыми, обезжиренными (капля воды должна равномерно расплываться по поверхности стекла, не образуя выпуклых участков). 

Для этого их выдерживают 2 часа в смеси серной кислоты с двухромовокислым калием, промывают водопроводной водой. Кипятят 20 минут в 1% растворе соды и снова моют дистиллированной водой в течение 5 – 10 мин. Обрабатывают горячим (80 – 90() 10%-ным раствором  NaOH или KOH, после чего ополаскивают водой, переносят в 96( спирт и хранят в нем до использования.

Новые стекла сначала промывают в воде, затем в равной смеси спирта и эфира.

Для приготовления мазка используется бактериологическая петля или пастеровская пипетка. Для приготовления препарата поступают следующим образом:

1.  На предметное стекло наносят каплю стерильной воды или физиологического раствора (при приготовлении мазка культур, выросших на плотных средах).

2.  Бактериологической петлей, соблюдая правила асептики, берут микробную культуру и переносят в стерильную воду или физиологический раствор.

3.  Смешивают, делают тонкий мазок, т.е. размазывают на середине поверхности стекла.
4.  Сушат или на воздухе, или высоко над пламенем спиртовки, держа стекло мазком вверх. Высушивают мазок для того, чтобы клетки не теряли свойственную им форму из-за грубого свертывания белков.

5.  Фиксируют, т.е. проносят низко над пламенем спиртовки 3 – 4 раза. Цель фиксации: 1) умерщвление живых микробов (кроме спор), 2) закрепление мазка на стекле, 3) гомогенизация белковых элементов мазка для лучшего проникновения краски. Фиксацию можно считать законченной, если ощущается легкое жжение при прикосновении стекла к тыльной стороне руки. Длительная фиксация может изменить структуру микробов и их форму. Недостаточно фиксированный мазок смывается со стекла при последующей обработке. 

6.  Красят.

7.  Промывают водопроводной водой до тех пор, пока стекающая вода будет совершенно бесцветной.

8.  Сушат, осторожно промокая фильтровальной бумагой.

Если культура выращена на жидкой питательной среде, то стерильную петлю опускают в жидкость, захватывают каплю и растирают ее на предметном стекле.

После приготовления мазка бактериологическую петлю обязательно прокаливают, чтобы убить оставшиеся на ней микроорганизмы, и кладут на место, а использованную пипетку опускают в сосуд с дезинфицирующим раствором.

Окраска бактерий

Для изучения формы микробной клетки и некоторых ее структур мазок из материала, содержащего исследуемый вид микроба, окрашивают.

 Для окраски микроорганизмов применяют методы простой и сложной окраски.  Способы приготовления красителей указаны в Приложении 2.
 Основой для приготовления красящих растворов служат сухие порошкообразные или кристаллические краски, так называемые анилиновые, готовящиеся из производных каменноугольного дегтя.

Метод и техника окраски:

При простом методе окраски используют один какой-нибудь красящий раствор, чаще всего фуксин (красят 1– 2 мин), метиленовый синий или голубой (красят 5 мин) и т.д.

Кроме простого окрашивания, в микробиологической практике применяют и сложный метод окраски. Различные виды микроорганизмов имеют не одинаковый химический состав протоплазмы, они по-разному окрашиваются одними и теми же красками и не одинаково отдают краску при последующем обесцвечивании спиртом, кислотами и другими реагентами. В ряде случаев различные составные части микробной клетки избирательно реагируют на воздействие различных красящих растворов. На этом свойстве основаны сложные способы окраски микроорганизмов, применяющиеся как для дифференциации (отличия) одних микроорганизмов от других, так и для изучения структуры микробной клетки (наличие спор, капсул, жгутиков и т.д.). Одним из таких дифференциальных окрасок является окраска по Граму. По отношению окраски по Граму все виды бактерий делятся на две группы: грамположительные и грамотрицательные. Грамположительные окрашиваются в синефиолетовый цвет в результате того, что протоплазма у этих бактерий дает с йодом (входящий в раствор Люголя) и генцианвиолетом устойчивое и нерастворимое в спирте соединения. Это зависит от содержания в наружном слое протоплазмы клетки магниевой соли рибонуклеиновой кислоты, муреина, тейхоевых кислот, полисахаридов. Грамотрицательные бактерии содержат больше липидов, поэтому не могут прочно удержать эти две краски, то есть не дают устойчивого соединения и при действии спирта обесцвечиваются (становятся бесцветными).

При дополнительном окрашивании контрастной краски фуксином бактерии принимают красное окрашивание и называются грамотрицательными.

Окраска по методу Грама:

1.  Фиксированный на огне мазок окрашивают генцианвиолетом через фильтровальную бумагу 2 мин.

2.  Убирают фильтровальную бумажку, сливают краску и наливают раствор Люголя на 2 минуты. Мазок приобретает серо-бурую окраску.

3.  Сливают раствор Люголя и действуют на мазок 96( спиртом 30 секунд (до тех пор, пока спирт не перестанет окрашиваться).

4.  Промывают водой.

5.  Окрашивают дополнительно фуксином 2 минуты.

6.  Промывают водой, высушивают фильтровальной бумагой и микроскопируют.

С помощью микроскопирования мазков устанавливается свежесть мяса, рыбы, присутствие посторонней микрофлоры в кисломолочных продуктах и т.д.

Определение свежести мяса с помощью микроскопирования

Пробы мяса для микроскопического исследования отбирают согласно требованиям ГОСТ Р 51448 – 99 «Мясо и мясные продукты. Методы подготовки проб для микробиологических исследований».

Чтобы приготовить мазок-отпечаток с поверхности слоя, стерильными ножницами вырезают кусочек мяса в 0,5 – 1,0 г и срезом делают отпечатки на слегка подогретом предметном стекле. Если готовят отпечатки более глубоких слоев, то поверхность куска мяса предварительно стерилизуют горящим ватным тампоном, а затем, стерильным скальпелем делают разрез, раздвигая края пинцетом, вырезают ножницами кусочки тканей на предметном стекле, как в первом случае.

Мазки высушивают на воздухе, фиксируют, окрашивают по Граму и микроскопируют. В каждом мазке просматривают не менее 5 полей зрения, а в каждом поле обращают внимание на окраску бактерий и подсчитывают отдельно кокки и палочковидные формы, после чего определяют среднеарифметическое количество в одном поле зрения.

Мясо по качеству делится на три категории: 1 – свежее, 2 – сомнительной свежести, 3 – несвежее.
Оценка качества при этом производится органолептическим методом (внешний вид, цвет, консистенция, запах, бульон при варке), химическим (рН, количество аминного азота, летучих жирных кислот и др.) и результатам бактериологического исследования.

Мясо свежее –  в мазках поверхностного слоя обнаруживаются единичные кокки, палочки, дрожжи; микрофлора грамположительная; в мазках из глубоких слоев микроорганизмы почти совсем не обнаруживаются.

Мясо сомнительной свежести – в мазках поверхностного слоя обнаруживаются несколько десятков микроорганизмов, из глубинных слоев - не более 20-30 бактерий с преобладанием кокков. Микрофлора в равной степени грамположительная и грамотрицательная; следы распада мышечной ткани на стекле заметны.

Мясо несвежее – в поле зрения мазков с поверхности и глубинных слоев наблюдается много микроорганизмов с преобладанием грамотрицательных палочек, кокковые формы почти отсутствуют; на стекле четко видны следы разложившейся ткани; такое мясо в пищу не пригодно.

Задание:

1. Изучить способ приготовления фиксированных препаратов и основные методы окраски, описать в тетради.

2. Приготовить бактериологические препараты, из микробной культуры, окрасив простым способом. Определить и зарисовать обнаруженные в препаратах формы бактерий.

3. Приготовить и окрасить препараты из смеси микроорганизмов (кишечная палочка и стафилококк) по Граму;

4. Определить свежесть предложенного образца мяса. Результаты оформить в виде таблицы 1.
Таблица 1. – Степень свежести мяса
	Рисунок поля зрения микроскопа
	Количество коокковидных бактерий
	Количество палочковидных бактерий
	Заключение о степени свежести мяса.

	
	
	
	


5. Решить ситуационные задачи к занятию 1 (см. Приложение 1).

Контрольные вопросы:

Для чего используются бактериологические краски в микробиологической практике?

1.  Что называется простой и сложной окраской микроорганизмов?

2.  Какие формы имеют бактерии?

3.  Чем обеспечивается особая устойчивость бактерий во внешней среде и в организме животного?

4.   В чем сущность окраски микробов по Граму?

5.  Назовите способы размножения бактерий.

11. Назовите группы бактерий по расположению и количеству жгутиков.
12.  Назовите отличительные признаки строения клетки бактерий, грибов, вирусов и бактериофагов.

13.  Объясните значение терминов: мицелий, гифы, септы.
14.  Назовите органы и основные пути размножения плесневых грибов. Перечислите их классы.
15.  Назовите низшие и высшие плесневые грибы; совершенные и несовершенные. Объясните причину данной классификации.
16.  Назовите особенности строения и размножения дрожжей.
17.  Дайте классификацию дрожжей.
18.  Назовите примеры пользы и вреда бактерий, плесеней, дрожжей, ультрамикробов (вирусов и бактериофагов).
ЗАНЯТИЕ 3
Тема: Живые препараты микроорганизмов.
Физиология микроорганизмов
Цель:  Ознакомиться с методами приготовления живых препаратов. Закрепить теоретические знания по физиологии микроорганизмов.
Материальное обеспечение:

Биологические микроскопы; предметные стекла, стекла с лункой, покровные стекла; фильтровальная бумага; препаровальные иглы; бактериологические петли; набор бактериологических красок и реактивов (метиленовый голубой); чашки Петри с чистыми культурами плесневых грибов (мукор, пенициллиум, аспергиллюс, оидиум, фузариум и т.д.); продукты, пораженные плесневыми грибами; пробирки с взвесью дрожжей (хлебных, пивных, винных); продукты, испорченные дрожжами.

Методические указания: 

Исследования микробов в живом состоянии 

В живом состояния у бактерий изучают процессы размножения, спорообразования, влияния различных химических и физических факторов. В практических лабораториях изучение микробов в живом состоянии используют для определения подвижности.

Движение микробов можно изучать в препаратах «раздавленной» или «висячей» капли. Микроскопируют эти препараты сухим или иммерсионным объективом, в затемненном поле зрения.
Препарат «раздавленная» капля 

На середину предметного стекла наносят каплю исследуемого материала. Каплю покрывают покровным стеклом так, чтобы в жидкости не образовалось пузырьков воздуха. Избыток жидкости удаляют фильтровальной бумагой.

Препарат «висячая» капля
Для приготовления этого препарата используют специальные предметные стекла с углублением (лункой) в центре. Небольшую каплю исследуемого материала наносят на середину покровного стекла. Края лунки предварительно смазывают вазелином. Предметное стекло накладывают на покровное стекло так, чтобы капля находилась в центре лунки. Затем осторожно перевертывают полученный препарат, в котором  капля свисает в центре герметически закрытой полости лунки. В такой полости капля защищена от высыхания.

Морфологию плесневых грибов и дрожжей также изучают в живых препаратах.

Предварительно колонии грибов микроскопируют непосредственно на чашках или пробирках под малым увеличением. Под микроскопом органы спороношения будут у гриба рода Penicillium в виде кисточки или метелки, у грибов рода Aspergillius в виде «мохнатых» головок, а у грибов рода Mucor головки совершенно гладкие, гифы грибов просматривают в виде нити.

Для изучения морфологии плесневых грибов готовят препарат «раздавленная капля». При приготовлении этого препарата препаровальными иглами отделяют небольшой участок мицелия с плодоносящими гифами. У мукора берут воздушный светлоокрашенный мицелий, у аспергилового, пенициллового гриба - воздушный светлоокрашенный мицелий на границе с неокрашенной частью плесени. Осторожно, не нарушая структуру мицелия, материал помещают в каплю воды или смеси равных объемов этилового спирта и глицерина на предметное стекло. Иглой расправляют мицелий, накрывают покровным стеклом, слегка придавливают и микроскопируют.

Морфологические особенности грибов представлены на рисунке [image: image4.jpg]



Рис. 4. Морфологические особенности грибов различных классов:
а - Мисог; 6 - Perticillium; в - Aspergillus; г - Alteniaria

Результаты работ по изучению плесневых грибов протоколируются в таблице с учетом дифференциальных и морфологических признаков (табл.2).
 Таблица 2. –  Морфологические признаки грибов

	Наименование рода
	Мицелий
	Тип  спор
	Рисунок

	1.
	
	
	

	...
	
	
	


Для изучения морфологии клеток дрожжей приготовляют препараты в живом виде – готовят препараты типа «раздавленная» капля, «висячая» капля и фиксированные.

Первые применяют для идентификации форм дрожжевых клеток (рис.5) и анализа продуктов, испорченных дрожжами.

В фиксированных и окрашенных препаратах изучают различные включения клетки (гликоген, волютин, спору), характеризующие ее физиологическое состояние и жизнеспособность. (Для определения гликогена р-р Люголя наносят на препарат на 2-3 мин; гликоген дифференцируют в виде зернышек темно-коричневого цвета).
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Рис. 5. Формы дрожжевых клеток: 
а - овальная яйцевидная; б - цилиндрическая; в - апикулятная, лимоновидная; г – стреловидная; д - треугольная; е - серповидная; ж - колбовидная; з - мицелевидная

Определение качества дрожжей с помощью камеры Горяева

Камера Горяева (рис. 6) представляет собой толстое предметное стекло, разделенное поперечными желобками (бороздками) на три прямоугольных площадки, средняя из которых небольшим желобком вдоль предметного стекла еще раз поделена на две части (рис.6а). На их поверхности выгравирована сетка, имеющая большие и малые квадраты. Кроме того, толщина стекла здесь на 0,1 мм меньше, чем у предметного стекла в целом. Следовательно, если притереть над сеткой покровное стекло, то оно хорошо притирается только на двух боковых площадках, образуя при этом радужные кольца. А над самой сеткой возникает зазор высотой 0,1 мм. Так как это фактически микрокапилляр, то достаточно прикоснуться к зазору каплей взвеси, в которой необходимо определить количество микроорганизмов, как камера моментально заполнится, а избыток взвеси стечет в желобки. 
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Рис. 6. Счетная камера Горяева:
а - вид сверху; б - вид сбоку; в - деление камеры на квадраты; h - глубина камеры

Для работы используют 0,1% взвесь прессованных дрожжей (0,1 г/100мл). Ею заполняют камеру пипеткой Пастера и через несколько минут, когда дрожжи осядут на дно камеры, начинают подсчет при объективе 10х или 40х на затемненном фоне. Для получения достоверных результатов подсчет следует вести в трех препаратах в пяти больших (площадью 1/25 мм2) или двадцати малых (площадью 1/400 мм2) квадратах. Затем находят среднее количество дрожжевых клеток в одном квадрате, т.е. фактически в объеме 1,250 мм3 (1,25 мм2 х 1/10 мм) или 1/4000 мм3 (1/400 мм2 х 1/10 мм). При умножении найденного среднего числа знаменатель дроби (250 и 4000) находят количество дрожжевых клеток в 1 мм3, а умножая на 1000 – в 1 см3 (мл) взвеси. Далее количество дрожжевых клеток в 1 г прессованных дрожжей можно определить по формуле: 
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 где, а – количество дрожжевых клеток в 1 см3 (мл) взвеси; 
б – объем приготовленной взвеси, мл;  
в – навеска прессованных дрожжей, г.

Установлено, что в 1 г доброкачественных прессованных дрожжей содержится от 8 до 12 млрд. жизнеспособных клеток, тогда как данным способом определяются все клетки дрожжей. Процентное соотношение живых и мертвых клеток определяется дополнительным исследованием.

Для этого каплю взвеси дрожжей помещают на предметное стекло, добавляют к ней на кончике спички метиленовой синьки (окраска капли должна быть голубая, а не синяя), накрывают покровным стеклом и через одну-две минуты микроскопируют. Подсчитывают количество окрашенных и неокрашенных клеток в 10 полях зрения, находят среднеарифметический процент мертвых клеток и уменьшают на это количество сумму дрожжевых клеток       в 1 г.

Задание:

1.  Изучить и описать способы исследования микроорганизмов в живом состоянии.

2.  Приготовить прижизненный препарат «раздавленная» капля:
а) плесневого гриба, выросшего на питательной среде в чашках Петри;

б) из продуктов, пораженных плесневыми грибами.

 Просмотреть под микроскопом изучаемые грибы, заполнить таблицу и зарисовать.

3.  Приготовить препараты «висячая» капля:
а) из продуктов, испорченных дрожжами.
б) из культур пекарских, винных и пивных дрожжей.
4.  Приготовить фиксированные препараты и окрасить их для выявления гликогена.
Определить характерные особенности морфологии различных дрожжей, зарисовать.

5. Определить свежесть хлебопекарных прессованных дрожжей. Результаты оформить в виде таблицы 3.
Таблица 3. – Свежесть хлебопекарных прессованных дрожжей

	Количество дрожжевых клеток, установленное с помощью камеры Горяева
	Количество окрашенных метиленовой синькой клеток
	Количество неокрашенных метиленовой синькой клеток
	% окрашенных клеток от общего количества 
	Количество жизнеспособных клеток
	Заключение о качестве хлебопекарных прессованных дрожжей
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6. Решение ситуационных задач к занятию 2 (см. Приложение 1)

Контрольные вопросы:

1.  Основные отличительные признаки грибов рода Mukor, Aspergillus, Penicillium(
2.  Как приготовить препарат «раздавленная и висячая капля» для микроскопирования(
3.  Отличительные признаки химического состава бактерий, грибов, ультрамикробов.

4.  Ферменты, участвующие в обменных процессах микроорганизмов.

5.  Назовите практическое использование микробных ферментов.

6.  Механизм питания микроорганизмов.

7.  Назовите классификацию микроорганизмов по типу питания.

8.  Назовите классификацию микроорганизмов по типу дыхания.

 ЗАНЯТИЕ 4
Тема: Питательные среды. Методы стерилизации.
Культивирование микроорганизмов.
Методы посева и выделения чистых культур микроорганизмов.
Биохимические процессы микроорганизмов

 Цель: Ознакомиться с основными питательными средами и техникой их приготовления. Изучить основные методы стерилизации. Получить опыт культивирования микроорганизмов. Уяснить понятие «чистая культура» и  методы ее получения. Закрепить теоретический материал по основным биохимическим процессам, происходящим в микроорганизмах.

 Материальное обеспечение:

Чашки Петри; пробирки с пробками; колбы; электрическая плитка; штативы; лакмусовая бумажка; автоклав; сухие питательные среды: МПА,  Китт-Тарроци; пробирки с бактериальной культурой для посева; стерильные чашки Петри с МПА; бактериологические петли; стерильные пастеровские пипетки; спиртовки; карандаш по стеклу.

Методические указания:

Питательные среды
Питательные среды широко применяются в микробиологической практике для выращивания разных микроорганизмов с исследовательской целью, для обнаружения микроорганизмов в пищевых продуктах, их выделения, изучения свойств, культивирования, диагностики инфекционных заболеваний, для получения из микроорганизмов различных продуктов жизнедеятельности (токсинов, антибиотиков и др.).

Любая питательная среда должна отвечать следующим требованиям: быть питательной, т.е. содержать в легко усвояемом виде все вещества, необходимые для удовлетворения пищевых и энергетических потребностей; иметь оптимальную рН (7,2 – 7,4); быть изотонической для микробной клетки (0,5% раствор натрия хлорида); быть стерильной; иметь достаточную влажность; обладать определенным окислительно-восстановительным потенциалом; быть унифицированной (содержать постоянное количество отдельных ингредиентов).

Питательные среды готовят из естественных продуктов животного и растительного происхождения (мяса, молока, яиц, сыворотки крови, овощей, дрожжей, казеина др.); из искусственно полученных из этих продуктов веществ (пептона, амидопептида, дрожжевого экстракта, кукурузного экстракта и др.) или из химически чистых соединений с точно известным составом (аминокислот, углеводов, витаминов, минеральных солей) – синтетических, то есть питательные среды могут быть естественными, искусственными и синтетическими. Способы приготовления питательных сред указаны в Приложении 2.
В бактериологической практике чаще всего используют питательные среды комбинированного состава, включающие мясную воду с добавлением пептона, натрия хлорида, а в некоторых случаях – набора органических и минеральных соединений, углеводородов, крови и других веществ.

Большое значение имеет наличие в составе питательных сред ростовых факторов, играющих роль катализаторов метаболических процессов и нуклеиновых кислот, которые бактерии не способны синтезировать. К ним относятся витамины (никотиновая кислота, витамин В1,  рибофлавин и др.), пуриновые и пиримидиновые основания, аминокислоты (глютаминовая, триптофан, метионин и др.).

По целевому назначению питательные среды разделяются на общеупотребительные, элективные и дифференциально-диагностические.

К общеупотребительным относятся мясо-пептонный агар (МПА), мясо-пептонный бульон (МПБ), мясо-пептонный желатин (МПЖ), которые применяются для культивирования большинства микроорганизмов.

Элективные или избирательные – предназначаются для выращивания только определенного вида микроба, рост других микроорганизмов на этих средах подавляется (среды для анаэробных, для молочнокислых бактерий, для кишечной палочки, для гемолитического стафилококка, для протеолитических микроорганизмов и др.)

Целевое назначение дифференциально-диагностических сред (Гисса, Эндо, Плоскирева, бактоагар Ж и др.) состоит в возможности распознавания отдельных видов бактерий по их ферментативным свойствам. Наличие у бактерий ферментов к субстрату, входящему в состав питательных сред, приводит к образованию разных метаболических продуктов.

По консистенции питательные среды могут быть жидкими (МПБ), плотными (МПА), полужидкими (0,4 – 0,5% агар-агара). 

Методы стерилизации питательных сред и посуды.

Стерилизация – полное освобождение веществ и предметов от микроорганизмов (обеспложивание).

Стерилизация не должна приводить к порче материала или изменению его физического или химического состояния.

Стерилизацию проводят физическими методами, главным образом путем воздействия высокой температуры и ультрафиолетового облучения, механическим путем – фильтрацией жидкостей через бактериальные фильтры. С помощью химических соединений – антисептических веществ осуществляют дезинфекцию – уничтожение патогенных микроорганизмов при обеззараживании различных материалов.

Физические методы стерилизации:

1.  Прокаливание в пламени горелки или спиртовки (пастеровские пипетки, бактериологические петли, препаровальные иглы, пинцеты).

2.  Кипячение применяют для стерилизации предметных и покровных стекол.

3.  Стерилизация сухим жаром производится в сушильном шкафу (печи Пастера) при t(165 – 170(С в течение 1 часа. При более высокой температуре начинается обугливание ватных пробок, бумаги. Стерилизуют сухим жаром стеклянную посуду, шпатели, завернутые в специальные индивидуальные бумажные пакетики.
4.  Стерилизация паром под давлением. Это один из наиболее эффективных методов стерилизации, основанный на сильном гидролизующем действии насыщенного пара. Проводится в автоклаве. Работа с автоклавом требует точного выполнения специальной инструкции и правил безопасности.

Многое питательные среды, перевязочный материал, белье стерилизуют при давлении 1 атм. в течение 20 – 30 мин, питательные среды с углеводами – при 0,5 атм. в течение 15 мин, а обеззараживание инфицированного материала при 1,5 – 2 атм. в течение 20 – 25 мин.

5.  Стерилизация текучим паром - применяется в тех случаях, когда материал не выдерживает более высокой температуры (питательные среды с витаминами, углеводами, желатином и др.). Стерилизацию текучим паром проводят при открытом выпускном кране и не завинченной крышке автоклава или в аппарате Коха.

Для данного обеспложивания применяют принцип дробной стерилизации, то есть стерилизуют материал при 100(С (или 80 – 90(С), в течение 20 – 30 мин, в течение трех дней подряд в одно и тоже время. При этом вегетативные формы погибают, а споры сохраняются в течение суток, прорастают при комнатной температуре. Последующее двукратное прогревание обеспечивает достаточно надежную стерильность материала.

6.  Пастеризация – нагревание материала до 60 – 65(С в течение 15 – 30 мин. или 70 – 80(С  в течение 5 – 10 мин. для уничтожения неспоровых микроорганизмов. Применяется для стерилизации пищевых продуктов (пиво, вино, молоко, соки и пр.).

7.  Тиндализация – это дробная стерилизация материалов при 56 – 58(С в течение часа 5 – 6 дней подряд. Применяется для стерилизации легко разрушающихся при высокой температуре веществ (сыворотки, витамины и пр.).

8.  Стерилизация ультрафиолетовыми лучами применяется для стерилизации воздуха в боксах, холодильных камер, микробиологических лабораториях и т.д. Для этого используют бактерицидные лампы различной мощности.

Механическая стерилизация (фильтрование):

Фильтрованием стерилизуют жидкие материалы, не выдерживающие нагревания (сыворотку крови, антибиотики, бактериальные токсины и др.). Фильтрование проводят с помощью мелкопористых фильтров разных типов, задерживающих только клеточные формы микроорганизмов и их споры.

В зависимости от размеров пор фильтра различают их марки и номера:

Фильтры Шамберлана изготовлены из каолина с примесью песка и кварца, имеют вид внутриполых свечей.

Фильтры Беркфальда сделаны из инфузорной земли тоже в виде свечи.

Фильтр Зейтца состоит из асбестовой пластинки, которая монтируется в специальную металлическую воронку, вставленную через резиновую пробку в колбу Бунзена. Фильтрование проводят под вакуумом.

Химические методы (дезинфекция):

Обеззараживание материалов с помощью химических веществ: растворы карболовой кислоты или фенола (3 – 5%), лизола (1 – 2%), хлорамин (1 – 5%), перекиси водорода (3 – 6%) и др.

Культивирование микроорганизмов. Получение чистых культур.

Выделение микроорганизмов, получение накопительных и чистых культур является основой микробиологической работы,  так как исходный материал практически всегда содержит смесь различных микроорганизмов. Чистые культуры необходимы для изучения отдельных свойств микроорганизмов, определения их вида (идентификация), установления бактериологического диагноза болезни человека, животных, растений и причины порчи пищевых продуктов.

Видимый рост микробных клеток одного вида, выращенных на плотной или жидкой средах, называют чистой культурой. Культуры микробов одного вида, выделенные из разных источников или из одного источника, называют штаммами.

Для выделения культуры микроорганизмов из исследуемого материала (воды, почвы, мяса, молока и т.д.) в лабораторных условиях используют метод посева и пересева. Посевом называется внесение материала в стерильную питательную среду, пересевом – перенос части, выросшей на питательной среде, культуры микроорганизмов на другую свежую стерильную среду.

Техника посева на скошенный МПА (рис.7):
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Рис. 7. Пересев культуры микроорганизмов в пробирки 
1. Пробирки с культурой и питательной средой помещают в левую руку в наклонном положении. В правой руке большим и указательным пальцем держат бактериальную петлю и стерилизуют в пламени горелки.
2. Вынимают ватные пробки из обеих пробирок, прижимают их к ладони мизинцем и безымянным пальцем правой руки и обжигают края пробирок. Следят за тем, чтобы пробки не касались посторонних предметов.
3. Петлю вводят в пробирку с пересеваемой микробной культурой. Осторожно, не касаясь стенок, отбирают каплю жидкой культуры. Если производят пересев с косого слоя агара, то для охлаждения петли вначале следует прикоснуться к поверхности агара, где нет культуры, после чего берут небольшое количество микробной массы со скошенной питательной среды.
4. Вводят петлю с материалом в пробирку со стерильной жидкой средой, стараясь не задевать стенок пробирки. При посеве на скошенные питательные среды петлю с клетками микроорганизмов опускают почти до дна, где скапливается небольшое количество конденсационной воды. Слегка касаясь петлей поверхности плотной среды, не разрыхляя ее, проводят от дна вверх штрих.

5. Петлю вынимают, обжигают края пробирок и внутренние концы пробок, после чего пробирки закрывают.
6. Петлю вновь прокаливают в пламени горелки.
Посев на плотную питательную среду производят:

штрихом – проводят зигзагообразную линию по поверхности среды;

чертой – проводят петлю по прямой линии;

сплошной – растирают материал непрерывными круговыми движениями по всей поверхности;

уколом –  прокалывают столбик агара или желатина иглой с набранным на нее материалом.

Посев на жидкую питательную среду производят бактериологической петлей с набранным на нее материалом, который тщательно растирают по стенке пробирки у верхнего края среды, все время смывая средой. Можно посев производить пипеткой Пастера, если культура была жидкая.

С целью предупреждения загрязнения среды микрофлорой воздуха пробирки держат наклонно, а у чашек Петри чуть приоткрывают крышку около пламени горелки или спиртовки.

5. Петлю (пипетку) извлекают, обжигают края пробирок и пробок, закрывают пробками, а затем стерилизуют петлю (пипетку), пробирки подписывают.

Пипетки помещают в сосуд с дезинфицирующей жидкостью, а бактериологическую петлю прокаливают над пламенем спиртовки.

При получении чистой культуры микроорганизмов пользуются различными методами в зависимости от цели исследования и свойств исходного материала, основанные на механическом разобщении бактериальных клеток на поверхности питательной среды, которые после инкубации образуют изолированные колонии микроорганизмов.

Наиболее старым является метод Коха, который заключается в приготовлении ряда разведений материала в стерильном изотоническом растворе хлорида натрия и внесении одной капли  (петли) каждого разведения в пробирки с расплавленным и остуженным до 40 – 50(С агаром. После тщательного перемешивания содержимое каждой пробирки выливают в стерильную чашку Петри.

В настоящее время применяют метод Дригальского, который состоит в том, что материал петлей или пипеткой наносят на поверхность агара в  чашку Петри и равномерно распределяют стерильным шпателем. Затем этим шпателем (не прожигая его в пламени горелки) материал растирают на поверхности агара во второй и третьей чашках. Таким образом, постепенно уменьшая количество высеваемого материала на шпателе, в последней чашке можно получить отдельные колонии, каждого вида микробов, содержащихся в смеси.

Посев в некоторых случаях делают бактериологической петлей. Для этого в верхней части густо заштриховывают небольшой участок агаровой среды, освободив, таким образом, петлю от излишнего материала. Затем наносят параллельно штрихи по оставшейся части среды.

Вышеперечисленные методы применяются для выделения чистой культуры аэробных бактерий.

Для выделения же чистой культуры анаэробных бактерий к культивированию применяют другие требования. Одним из основных требований является удаление кислорода из питательной среды. Условия пониженного давления кислорода создают различными способами: внутри питательной среды или при помощи специальной аппаратуры. Жидкие среды используют для накопления бактерий; плотные, разлитые в чашки и пробирки, с целью выделения чистых культур.

Из жидких питательных сред применяют среду Китта-Тароцци (среду накопления), состоящую из концентрированного МПБ, 1% глюкозы и 0,15% агара (рН 7,2 – 7,4). На дно пробирки помещают кусочки печени, а сверху заливают вазелиновым маслом (для создания аэробиоза). Среду перед посевом необходимо прогреть для удаления растворенного в ней кислорода воздуха на водяной бане в течение 10 – 20 мин, а затем быстро охладить до 30 – 37(С.

При выделении споровых форм анаэробов засеянную среду вновь прогревают при 80(С в течение 20 мин, для уничтожения неспоровых форм бактерий.

После посевов на дне чашек (или пробирках) отмечают номер чашки, дату и место, откуда взят материал, затем посевы (чашки вверх дном) помещают в термостат для инкубирования при 37(С. (Термостат – аппарат для выращивания микроорганизмов, в котором поддерживается температура в пределах 28 – 43(С). 

Через 48 часов чашки с посевом вынимают из термостата и осматривают выросшие колонии микроорганизмов. Отдельные виды микроорганизмов образуют разные колонии, отличающиеся по форме, цвету, размеру, консистенции, характеру края и поверхности.

Для выделения чистой культуры проводят следующие этапы:

Первый этап:

1.  Выделяют и отмечают изолированные колонии, выросшие на значительном расстоянии друг от друга.

2.  Определяют чистоту изолированных колоний путем приготовления мазка-препарата.

3.  Проводят пересев материала из чистой колонии на косячок МПА. Для этого бактериологической петлей захватывают культуру в колонии, опускают ее в каплю конденсационной воды у основания скоса агара, готовят петлей взвесь и зигзагообразный штрих по поверхности косячка.

Второй этап:

1.Визуально осматривают налет на косячке МПА; в чистой культуре характер роста налета однороден по всему штриху посева.

2.  Микроскопируют. В приготовленном и окрашенном по Граму мазке-препарате определяют однородность клеток по форме, размеру, окраске. Если в препарате все клетки кажутся однородными, то культура считается чистой.

Получив чистую культуру, необходимо определить к какому семейству, роду и виду микроорганизмов она относится.

Вид – это совокупность микроорганизмов, имеющих общее происхождение, общие наследуемые признаки и приспособившихся к определенной среде обитания.

Принадлежность организма к классу, порядку, семейству, а иногда к роду можно установить на основе морфологических признаков и сведений, получаемых в процессе выделения чистой культуры.

Определение бактерий до вида – труднейшая задача. Она возможна лишь при изучении совокупности морфологических, культуральных и физико-биохимических свойств.

Морфологические признаки изучаются под микроскопом в препаратах живых и мертвых бактерий. При этом обращают внимание на:

· форму бактерий: палочка, кокк, извитые;

· тип роста: отдельные клетки, цепочки, пакеты;

· размер большинства клеток: мелкие, крупные, короткие;

· спорообразование: наличие спор и их расположение;

· подвижность клетки: подвижная, неподвижная;

· капсулообразование: слизистое образование вокруг клетки;

· окраску по Граму: отрицательная, положительная.

Для характеристики культуральных свойств описывают особенности роста микроорганизма на плотных и жидких средах. Из них наиболее существенны следующие:

1.  Типы колоний на мясопептонном агаре (рис.8, 9,10, 11):
· форма: округлая, амебовидная, неправильная и т.д.;
· размер: точечная, мелкая, крупная;

· край: гладкий, волнистый, зубчатый;

· цвет и оттенок: белая, желтая, флюоресцирующая и др.;

· поверхность: гладкая, шероховатая, бугристая.

· профиль: изогнутый, кратерообразный, бугристый и т.д;
· структура: однородная, зернистая, мелковолокнистая и т.д.
2.  Рост на картофеле: определяют тип колоний на поверхности клубня картофеля.

3.  Тип роста на мясопептонном бульоне:

· пленка и ее тип – тонкая, жирная, слизистая;

· муть: слабая, умеренная, сильная;

· осадок: обильный, плотный, хлопьевидный, слизистый.

4.  Рост по уколу в столбик МПА. Характер роста указывает на отношение микроорганизма к кислороду воздуха. Если рост культуры в столбике питательного агара поверхностный, то микроорганизм следует отнести к аэробам. Интенсивный рост по всей длине укола – характерный признак факультативного анаэроба. Если рост наблюдается внизу укола, у самого дна пробирки, то микроорганизм относится к анаэробам.

Биохимические признаки обуславливаются наличием в клетке различных ферментов, производящих расщепление и синтез различных химических веществ. Эти признаки выявляются при росте микроорганизмов на питательных средах различного состава вследствие изменения этих сред под влиянием выделяемых микрорганизмом ферментов и образования разных продуктов обмена. Для определения наличия ферментов производится посев чистой культуры в разные питательные среды. Такой набор сред называют «пестрым рядом». После термостатирования посевов в течение двух-трех суток отмечают изменения, происходящие в составе питательных сред. По этим изменениям и судят о наличии тех или иных ферментов, вырабатываемых данным организмом.
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Рис. 8.  Форма колоний:
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1 - круглая; б - круглая с фестончатым краем; в - круглая с валиком по краю; г, д - ризоидная; е - с ризоидным 'аем; ж - амебовидная; з - нитевидная; и - складчатая; к - неправильная; л - концентриеская; м – сложная
Рис.9.  Профиль колонии: 
1 — изогнутый; 2 — кратерообразный; 3 —  бугристый; 4 — врастающий в субстрат; 5 — плоский; 6 — выпуклый;  7 — каплевидный; 8 — конусовидный
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Рис. 10  Край  колонии: 
 /  — гладкий; 2 — волнистый; 3 — зубчатый; 4 — лопаст​ной; 5 — неправильный;  6 — реснитчатый;  7 — нитчатый;  8 — ворсинчатый; 9 — ветвистый
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Рис.11. Структура колонии: 1 — однородная; 2 — мелкозернистая; 3 — крупнозер​нистая; 4 —  струйчатая; 5 — волокнистая

После изучения морфологических, культуральных и биохимических признаков определяют вид бактерий, используя для этого «Краткий определитель бактерий Берги».

Задание:

1.  Отработать технику работы с автоклавом, заложив подготовленную посуду (чашки Петри, пипетки, пробирки, колбы и т.д.) на стерилизацию.

2.  Приготовить среды из сухого питательного агара и разлить в стерильные пробирки.

3.  Записать в тетрадь и отработать технику посевов бактерий на плотные и жидкие питательные среды;

·  произвести посевы аэробных микробов на скошенный МПА;

·  произвести посев анаэробных микробов на среду Китта-Тароцци.

4.  Разобрать и записать в тетрадь методы выделения чистых культур бактерий.

Контрольные вопросы

1.  С какой целью используются питательные среды?
2.  Классификация питательных сред и их применение в микробиологической практике?
3.  Какие требования предъявляются к питательным средам?
4.  Основные ингредиенты для приготовления сред. Какие вещества используют для приготовления жидких и плотных питательных сред?  

5.  Какие наиболее стандартные среды применяют для выращивания бактерий, дрожжей, плесеней?
6.  Основные питательные среды и методы их приготовления.

7.  Что такое элективные питательны среды? Их применение.

8.  Какие известны дифференциально-диагностические среды. Их целевое назначение.

9.  Методы определения рН среды.

10.  Какие существуют методы стерилизации?
11.  Какими способами стерилизуют посуду и другие предметы?
12.  Что такое дробная стерилизация, тиндализация и пастеризация? Какие материалы стерилизуют этими методами?
13.  В каких случаях используют для стерилизации УФО?
14.  Что такое механическая стерилизация?
15.  Что такое чистая культура микроорганизмов?
16.  Методы выделения чистых культур аэробных бактерий. От чего зависит выбор определенного метода?
17.  Какие существуют методы культивирования анаэробных микроорганизмов?
18.  Какие меры предосторожности против заражения исследуемого материала посторонними микроорганизмами используются при пересевах?
19.  Спиртовое брожение, возбудители, химизм, условия брожения, промышленное применение.

20.  Молочно-кислое брожение, возбудители, химизм, условия брожения, промышленное применение.

21.  Масляно-кислое брожение, возбудители, химизм, условия брожения, промышленное применение.

22.  Уксусно-кислое брожение, возбудители, химизм, условия брожения, промышленное применение.

23.  Лимонно-кислое брожение, возбудители, химизм, условия брожения, промышленное применение.

24.  Гниение, возбудители, химизм, значение

ЗАНЯТИЕ 5 

Тема: Санитарно-бактериологический контроль.

 Распространение микроорганизмов в природе. 
Влияние внешних факторов на микроорганизмы. 
Патогенные микроорганизмы

Цель: Ознакомиться с методиками контроля санитарно-гигиенического состояния. Закрепить теоретические знания о распространении микроорганизмов в природе, в том числе патогенных и влиянии внешних факторов на микроорганизмы.

Материальное обеспечение:

Чашки Петри с МПА; пробирки с пробками; стерильные флаконы; стерильные тампоны; штатив; термостат; питательные среды: МПА, Эндо, КОДА или Кесслера или глюкозопептонная (ГПС) среда Эйкмана с индикатором и бродильными трубками; изотонический раствор хлорида натрия в пробирках.

Методические указания:

Одним из санитарно-бактериологических показателей на предприятии общественного питания являются бактерии группы кишечной палочки (БГКП). В эту группу входят микроорганизмы, вызывающие инфекционные заболевания (тиф, дизентерию и др.), пищевые отравления (некоторые бактерии рода Salmonella) и нормальные постоянные обитатели кишечника человека и животных – кишечная палочка (Escherichia) и ее разновидности.

Обитая в кишечнике, все представители кишечно-тифозной группы обладают многими общими свойствами. По морфологическим свойствам – это короткие, мелкие, грамотрицательные палочки без спор; по типу дыхания – факультативные анаэробы. На МПА растут в виде мелких голубовато-желтоватых колоний с ровными краями и гладкой поверхностью, т.е. и по культуральным свойствам они идентичны.

Различаются отдельные представители кишечно-тифозной группы по биохимическим свойствам и степени патогеничности для человека. В практике же микроорганизмы различают по способности сбраживать отдельные сахара. Например: лактозу могут сбраживать только сапрофиты; патогенные представители кишечно-тифозной группы такую способность утратили.

Санитарно-показательные микроорганизмы – это своеобразные индикаторы, по которым судят о загрязнении внешней среды. Из всех перечисленных микроорганизмов за санитарный показатель принята кишечная палочка, так как сроки ее сохранения в неизменном виде во внешней среде совпадают со сроками выживания патогенных микроорганизмов. Удобным оказалось и то, что методы обнаружения кишечной палочки довольно простые.

Для воздуха санитарным показателем является условно-патогенные микроорганизмы полости рта и носоглотки (зеленящий и гемолитический стрептококки, гемолитический стафилококк).

Не менее важным показателем служит общее бактериальное загрязнение воды, воздуха, инвентаря, оборудования и т.д. Для этого определяют количество мезофильных аэробных и факультативно анаэробных микроорганизмов (МАФАМ)  через количество образующихся единиц (КОЕ).  

Для предотвращения возникновения инфекционных заболеваний (дизентерии, брюшного тифа, вирусного гепатита «А»), передающихся через воду, проводят исследование воды централизованного водоснабжения.

1.  Требования к воде централизованного водоснабжения регламентированы  Санитарными правилами и нормами СанПиН 2.1.4.1074-01 «Питьевая вода. Гигиенические требования к качеству воды централизованных систем питьевого водоснабжения. Контроль качества». 
Безопасность питьевой воды в эпидемическом отношении определяется ее соответствиям нормативам по микробиологическим показателям (табл.4).
Таблица 4. – Нормативы микробиологических показателей питьевой воды
	Показатели
	Единицы измерения
	Нормативы

	Термотолерантные колиморф-ные бактерии 1)
	Число бактерий в  100 мл 1)
	Отсутствие

	Общие колиморфные бактерии 2)
	Число бактерий в  100 мл 1)
	Отсутствие

	Общее микробное число 2)
	Число образующих колонии бактерий в 1 мл
	Не более 50

	Колифаги 3)
	Число бляшкообразующих единиц (БОЕ) в 100 мл
	Отсутствие

	Споры сульфитредуцирую-щих клостридий 4)
	Число спор в 20 мл
	Отсутствие


Примечание:

1)  При определении проводится трехкратное исследование по 100 мл отобранной воды.

2)  Превышение норматива не допускается в 95% проб, отбираемых в точках водоразбора наружной и внутренней водопроводной сети в течение 12 месяцев, при количестве исследуемых проб не менее 100 за год.
3)  Определение проводится только в системах водоснабжения из поверхностных источников перед подачей воды в распределительную сеть.
4)  Определение проводится при оценке эффективности технологии обработки воды. 
Отбор проб воды проводят в стерильные флаконы вместимостью 500мл, закрытые ватно-марлевыми пробками и покрытые бумажными колпачками.

Кран предварительно обжигают тампоном, смоченным спиртом, после чего воду спускают в течение 10 – 15 мин. и набирают во флаконы. Заполненные флаконы закрывают стерильными пробками.

Примечание:

 1.Пробы хлорированной воды берут во флаконы с дехлоратором(гипосульфитом).

 2.Исследуют 333 мл воды. 

Определение общего микробного числа  (ОМЧ). Общее микробное число- это то количество микроорганизмов, которое содержится в 1 мл исследуемой воды, способных в течение суток при температуре 37(С образовывать колонии, видимые невооруженным глазом (или при увеличении с помощью лупы).

При исследовании водопроводной воды посев делают в 2 чашки. В одну из них вносят 1 мл не разведенной воды, в другую 1 мл воды разведенной в 10 раз (т.е. 0,1 мл исходной пробы). По 1 мл вносят в чашку и заливают тонким слоем (12 – 15 мл) растопленного и остуженного до 45(С питательного агара. Для равномерного распределения исследуемой воды, залитые агаром чашки перемешивают путем вращения их. После застывания агара посевы ставят в термостат и инкубируют при температуре 37(С в течение 24 ч. Чашки с посевами вынимают из термостата и подсчитывают число выросших колоний

Определение БГКП. Наличие БГКП (бактерий группы кишечной палочки) является показателем интенсивность которого характеризуют:

Коли-индекс - количество кишечных палочек, обнаруженных в 1 л воды.

Для  выявления БГКП в воде можно пользоваться  двумя методами: титрационным (бродильным) и методом мембранных фильтров.

Титрационный.
Для исследования воды используют среду накопления – глюкозопептонную (ГПС) среду Эйкмана с индикатором и бродильными трубками. 

1 день. Исследуемую воду засевают по 100 мл в 3 колбы, по 10 мл в 3 пробирки (с концентрированной средой) и по 1 мл в 3 пробирки (со средой нормальной концентрации) – всего 333 мл. Посевы инкубируют в термостате при температуре 37(С.

2 день. При наличии помутнения в колбах или пробирках из них производят посев петлей на сектора среды Эндо в чашках Петри. Посевы инкубируют в термостате при температуре 37(С.

3 день. Просматривают чашки. Из подозрительных колоний делают мазки. При наличии грамотрицательных палочек ставят пробу на оксидазную активность. Положительная проба на окидазную активность дает право дать отрицательный ответ.

Отрицательная проба на оксидазу свидетельствует о наличии в воде БГКП. В этом  случае вычисляют коли-индекс с помощью стандартных (эмпирических) таблиц ГОСТа 18963-73.
О микробном загрязнении воздуха судят по микробному числу – количеству микроорганизмов, содержащихся в 1м3  воздуха. 

Существует два основных способа отбора проб воздуха для исследования:

1.  Седиментационный – основан на механическом оседании микрорганизмов;

2.  Аспирационный – основан на активном просасывании воздуха.

Седиментационный метод. Чашки Петри с питательной средой (МПА) устанавливают в открытом виде, горизонтально, на разном уровне от пола. Чашки со средой экспонируют от 10 до 20 мин., в зависимости от предполагаемого загрязнения воздуха. Затем ее закрывают и инкубируют при 37(С в течение 24 часов, а затем учитывают результаты роста. Согласно правилу  Омелянского на площадь 100 см2 в течение пяти минут оседает столько микроорганизмов, сколько их находится в 10 литрах воздуха (1 м3 равен 1000 л). Определяют микробное число по формуле:
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 где: Х – количество микроорганизмов в 1м3 воздуха;

а – количество колоний в чашке;

в – площадь чашки;

t – время, в течение которого чашка была открыта;

5 – время по расчету Омелянского;

10 – объем воздуха (в литрах), из которого происходит оседание микроорганизмов за 5 минут;

100 – площадь (в квадратных сантиметрах), на которую происходило оседание; 

1000 – искомый объем воздуха (в литрах). 

Аспирационный метод. Для посева воздуха чашку Петри с МПА помещают в аппарат Кротова и включают его в сеть ( скорость просасывания воздуха- 25 л/мин в течении 10 мин). Микроорганизмы осаждаются на поверхность агара. Чашку вынимают и инкубируют в течение суток при 37(С, а затем учитывают результаты роста. Бактериальное загрязнение воздуха выражается общим числом микробов в 1 м3 его. Расчет микробного числа проводят по формуле
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, где а – количество микробных колоний, выросших на МПА в чашках; V – объем пропущенного через прибор воздуха в л; 1000 – искомый объем воздуха в литрах. Оценивают чистоту воздуха по таблице 5.
Таблица 5. –  Нормативы чистоты воздуха 
	Воздух жилых

 помещений
	Допустимые показатели в 1 м3

	
	Микробное число
	            Стрептококки

	летом
	          до 1500
	              до 16

	зимой
	          до 4500
	              до 36


Расчет: Например, за 10 мин пропущено 250 л воздуха, на поверхности выросло 50 колоний. Число микробов в 1м3 воздуха = (50 . 1000) : 250 = 200
Для обнаружения патогенных микробов пользуются соответствующими элективными питательными средами.  
Для оценки санитарно-гигиенического состояния предприятий общественного питания, предприятий пищевой промышленности проводят исследование смывов с рук персонала и предметов окружающей обстановки.

В зависимости от цели исследования определяют:

Общее количество бактерий.

Наличие бактерий группы кишечной палочки (БГКП).

Наличие S.aureus (золотистый стафилококк).

Метод смывов дает объективную оценку санитарно-гигиенического состояния контролируемых объектов.

Исследования на патогенную микрофлору проводят только по эпидпоказаниям.

Отбор проб. Взятие проб осуществляют методом смывов. Используют ватные тампоны (палочка с намотанной на нее ватой вставлена в пробирку) или стерильной салфеткой 5х5 см, которые захватывают стерильным пинцетом. Тампоны и салфетки увлажняют, помещая их в пробирки с 2 мл изотонического раствора натрия хлорида. Марлевые салфетки, предварительно завернутые по одной в бумажные пакетики, и ватные тампоны , помещенные в пробирки, стерилизуют в стерилизационном шкафу 1ч при 160(С.

Смывы с рук  делают в следующей последовательности: начинают с левой руки, с участков с меньшей загрязненности – протирают тыльную сторону руки от кисти к пальцам, затем ладонную сторону, между пальцами и под ногтевым ложем. Этим же тампоном в такой же последовательности производят смывы с правой руки.

Смывы с предметов обихода при контроле больших поверхностей делают из нескольких мест. Исследуемые участки ограничивают рамкой трафарета площадью 100х100 см. Трафареты изготавливают из проволоки и перед  применением прожигают над пламенем горелки.

При взятии смывов со спецодежды протирают 4 площади по 25 см2, нижнюю часть каждого рукава и 2 площади с верхней передней части спецодежды. С различных мест полотенца берут 4 площади по 25 см2.

Смывы с мелкого инвентаря делают со всей поверхности предмета. У тарелок протирают всю внутреннюю поверхность, у столовых приборов – нижнюю часть ручки. Смывы с мелких предметов делают одним тампоном с трех одноименных предметов – 3 тарелок, 3 ложек и т.д.

Смывы, как правило, берут с чистых, подготовленных к работе предметов, а с бывших в употреблении только по эпидпоказаниям.

Определение общего числа бактерий.
К 2 мл взятых смывов прибавляют 8 мл изотонического раствора натрия хлорида. Получается разведение 1:5. Тампоны тщательно отмывают встряхиванием; 1 мл засевают в чашку Петри и заливают 12 мл расплавленного и остуженного до 45(С агара. Чашки инкубируют в термостате при 37(С в течение 24 часов. Посевы вынимают из термостата, подсчитывают количество выросших колоний и делают пересчет на 1см2 исследуемой поверхности.

Исследования на БГКП.
Взятые смывы засевают на среду КОДА. При росте кишечной палочки среда изменяет цвет. При изменении цвета среды исследуемый материал пересевают на среду Эндо. Изучают колонии на среде Эндо. Из подозрительных колоний делают мазки и микроскопируют.

Задание:

Разобрать и записать в тетрадь методику забора воды на микробиологическое исследование.

Разобрать и записать в тетрадь методики посева воды:

а) определение микробного числа;

б) определение коли-индекса.

3.  Провести посев воды для определения:

· ОМЧ;

· определение коли-индекса титрационным методом.

4.  Разобрать и записать в тетрадь методику посева воздуха:

а) определение микробной обсемененности (аспирационным и седиментационным методами), методику расчета;

5.  Провести посев воздуха седиментационным методом для определения санитарно-бактериологического состояния воздуха.

6.  Произвести смывы с рук, посуды, столов и др.

7.  Решение ситуационных задач к занятию 4 (см. Приложение 1). 

Контрольные вопросы:
1.  Микрофлора воды, воздуха, почвы, человека.

2. Методы санитарно-бактериологического исследования воды.

3.  Что такое общее микробное число, коли-индекс? В каких объектах определяются?
4.  Методы санитарно-бактериологического исследования воздуха.

5.  Какие микробы являются санитарно-показательными для воздуха? Почему?
6.  В чем разница общего микробного числа, коли-индекса водопроводной воды и воды открытых водоемов?
7.  Какое значение имеет обнаружение в воде кишечных палочек?
8.  Как установить коли-индекс титрационным методом?
9.  По каким признакам оценивается санитарно – бактериологическое состояние воздуха?
10. Как определить микробное число седиментационным методом?
11. В чем преимущество аспирационного метода перед седиментационным?
12. Какое значение имеет обнаружение в воздухе санитарно-показательных микроорганизмов?
13. Каковы цели микробиологического исследования смывов с рук и объектов внешней среды?
14. Что определяется в смывах?
15. Какое значение имеет обнаружение кишечной палочки на руках и оборудовании?
16. Как проводят обследование рук?
17. Как проводят обследование объектов внешней среды?
18. Как учитывается наличие кишечной палочки в смывах?
19. Какие физико-химические факторы влияют на развитие микроорганизмов?

20. Назовите физические факторы, влияющие на микроорганизмы.

21. Назовите химические и биологические факторы, влияющие на микроорганизмы.

22. Перечислите патогенные микроорганизмы, распространяющиеся через почву, воздух, воду, контакт с животным и человеком.

23. Биологические особенности патогенных микроорганизмов.

24. Инфекции, ее источники и пути передачи. Бактерионосительство.

25. Иммунитет, его виды.

26. Пищевые заболевания (инфекции и отравления). Их отличительные особенности, примеры.

ЗАНЯТИЕ 6
Тема:  Определение качества товаров
по микробиологическим показателям
 Цель: Ознакомиться с методами определения КОЕ (количество образующихся единиц) и  БГКП (бактерий группы кишечной палочки) при определении качества пищевых продуктов.

Материальное обеспечение:

Стерильные чашки Петри с МПА; пробирки с пробками; колбы мерные на 100 мл; ступки и пестики; пипетки на 1 мл; стерильный кварцевый песок; стерильная среда Кесслер в пробирках; весы; 0.1% раствор пептона в воде или изотонический раствор хлористого натрия; стерильный 10% раствор двууглекислого натрия; универсальная индикаторная бумага; пищевые продукты.
Методические указания:

Исследование горячих блюд проводятся для определения остаточной микрофлоры с целью проверки эффективности термической обработки, а также вторичного обсеменения в процессе реализации. Исследования холодных блюд проводят для определения общего количества микроорганизмов, титра БГКП - с целью установления вторичного обсеменения в процессе приготовления или реализации этих блюд.

Если по результатам бактериологических исследований установлено, что отдельные блюда, пищевые продукты оказываются систематически обсемененными санитарно-показательными микроорганизмами, то проводят санитарно-бактериологическое обследование производства данного блюда или продукта по ходу технологического процесса, чтобы установить этап, по которому происходит обсеменение продуктов микрофлорой. Целесообразно параллельно с отбором проб продуктов на разных этапах технологического процесса делать смывы с оборудования, инвентаря и посуды, с которыми соприкасается продукт.

При плановом санитарно-бактериологическом контроле пищевых продуктов подлежат исследованию:

1.  Количество мезофильных аэробных и факультативно анаэробных микроорганизмов (МАФАМ) – в виде количества образующихся единиц (КОЕ), данный показатель не определяется в продуктах, содержащих специфическую микрофлору: кисломолочных заправленных салатах, винегретах с квашеными овощами, поскольку подсчет бактерий в таких случаях не может быть показательным).

2.   Количество БГКП, а в части продуктов – количество БГКП методом наиболее вероятного числа (НВЧ). (В тех случаях, когда коли-титр меньше 1, целесообразно характеризовать обсемененность исследуемого продукта в виде коли-индекса).
3.  Коагулазоположительные стафилококки (St.aureus).
4.  Бактерии рода (Proteus)
5.  Бактерии рода (Salmonella) в 25 г продукта.
Отбор проб пищевых продуктов должен производиться санитарным врачом или помощником санитарного врача с привлечением представителя обследуемого учреждения.

.При отборе проб пищевых продуктов, методики исследования которых, предусмотрены соответствующими НТД, следует руководствоваться указаниями раздела «отбор проб» или специальным стандартом по правилам отбора проб.

При осмотре продуктов, на которые стандарты отсутствуют, вскрывают до 5% единиц упаковки от общего их количества в партии, но не менее 5 единиц.

В процессе отбора проб составляется акт отбора проб по установленной форме, в котором указывается: дата и час взятия пробы, точное наименование обследуемого предприятия, место и точка (участок, цех, рабочее место и т.п.), подробное описание взятой пробы и т.д.

Для отбора проб продуктов и блюд в лаборатории заготовляются стерильные банки, закрытые двумя слоями бумаги, обвязанные бечевкой, стерильные ложки, стерильные пинцеты и ножи, завернутые в бумагу.

Если проба блюда берется с раздаточной, то в банку переносят с тарелки всю порцию; если образец отбирают на производстве от большой массы продукта из кастрюли, от большого куска мяса), то пробу берут весом около 200г, жидкие блюда – после тщательного перемешивания; плотные – из разных мест в глубине куска. Напитки минеральные, безалкогольные, слабоалкогольные и пиво отбирают в количестве 1 бутылки заводской упаковки и 200 мл напитка, изготовленного на предприятии.

Подготовка навески проб пищевых продуктов:

Пищевые продукты подразделяются по физическим свойствам на плотные и жидкие, следовательно, и способ обработки их перед исследованием должны быть различными. Навеска должна характеризовать всю доставленную пробу. Навески продукта берут в условиях бокса стерильно из разных мест пробы, с поверхности и из глубины.

Подготовка навески проб пищевых продуктов, на которые имеется ГОСТ на методы исследования, осуществляется в соответствии с требованиями последних. Для продуктов, не имеющих последних, отбирают навеску в количестве 15 г на технических весах 1 класса усредненной пробы.

Навеску плотных продуктов растирают в стерильной фарфоровой ступке с песком и гомогенизируют в микроизмельчителе тканей с постоянным добавлением 135 мл 0,1% раствора пептона в воде или изотонического хлористого натрия и оставляют при комнатной температуре на 15 минут. Затем для посевов взвесь отбирают стерильной пипеткой с широким концом. Принимается, что 1 мл приготовленной взвеси содержит 0,1г исходного продукта.

Продукты жидкой консистенции – молоко, компоты, напитки, изготовленные на предприятиях общественного питания, засевают без предварительной обработки; пищевые продукты, имеющие кислую реакцию (рН 4,0 – 6,0), перед исследованием нейтрализуют стерильным 10% раствором двууглекислого натрия до слабощелочной реакции (рН 7,2 – 7,4). Реакцию среды проверяют с помощью рН-метра или по универсальной индикаторной бумаге.

Приготовление разведений пищевых продуктов для посева:

Для пищевых продуктов жидкой и полужидкой консистенции, не требующих предварительного размельчения и растирания, разведения готовят следующим образом:

Берут ряд пробирок (обычно не более 5), каждая пробирки должна содержать 9,0 мл стерильного 0,1% водного раствора пептона или изотонического раствора натрия хлорида. В первую пробирку стерильной градуированной пипеткой вносят 1,0 мл исследуемого продукта, затем новой стерильной пипеткой после тщательного перемешивания содержимое 1-й пробирки в количестве 1мл переносят в следующую пробирку, не прикасаясь к поверхности жидкости в этой пробирке и т.д. (рис.12).
В результате исследуемый продукт оказывается разведенным в 10,100,1000 и более раз в соответствии с количеством взятых пробирок, 1 мл взвеси в первой пробирке содержит 0,1 г (мл) продукта (первое разведение), во второй пробирке – 0,01 г (мл) продукта (2-е разведение ) и т.д.

При исследовании пищевых продуктов плотной консистенции в качестве первого разведения используют 10% взвесь, полученную после механической обработки продукта в ступке или гомогенизаторе, описанном выше способом.  

Метод определения количества мезофильных аэробных и факультативно анаэробных микроорганизмов в 1 г (мл) продукта (МАФАМ).

Метод основан на способности мезофильных аэробов и факультативно анаэробных микроорганизмов расти на  питательных средах определенного состава при температуре 30(С с образованием колоний, видимых при увеличении в два раза.

Для определения мезофильных бактерий следует выбирать разведения, при посевах которых на чашках вырастает не менее 30 и не более 300 колоний.
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Рис. 12. Схема приготовления разведений продукта и высева его в чашки Петри
Из каждой пробы делают посев «глубинным методом» на 2 параллельные чашки Петри из 2 – 3 последовательных разведений в количестве 1,0 мл, используя для этого 2% агар, приготовленный из сухого питательного агара. Контролировать температуру надежнее и проще, если агар разливают небольшими порциями в пробирки (12 – 15 мл). Агар в пробирках быстрее расплавляется и охлаждается более равномерно до нужной температуры. Чашки заливают расплавленным и остуженным до температуры 45(С агаром сразу же после внесения материала. В противном случае может наблюдаться неравномерное распределение колоний в виде отдельных скоплений в толще агара; для более равномерного распределения посевного материала, кроме того, содержимое чашки перемешивают вращательными движениями.

После застывания агара чашки с посевами помещают в термостат дном вверх, инкубируют при температуре 30(С в течение 72 часов; при необходимости предварительный учет производится через 48 часов. Количество колоний подсчитывают на каждой чашке из высеянных чашек. Счет колоний на чашках производят с помощью лупы. Для лучшей видимости считают колонии на темном фоне (под чашку кладут темную бумагу), чашки помещают дном к верху. Каждую колонию отмечают на дне чашки чернилами или тушью.

При подсчете придерживаются следующих правил:

· если на чашке выросло небольшое количество колоний, примерно 100, подсчитывают все колонии;

· если колонии распределены равномерно и их количество измеряется несколькими сотнями (200 – 300), допускается подсчет колоний не менее, чем на 1/3 площади чашки. В этих случаях дно чашки делят карандашом на 6 секторов и считают колонии в 3-х секторах. Затем делают пересчет на всю площадь чашки; вычисляют среднее количество колоний на одном секторе и умножают на 6;

· если в чашке вырастает более 300 колоний, они распределены равномерно и не представляется возможным повторить анализ, то применяя прибор для подсчета колоний (камера Фольфгюгеля), подсчитывают 10 полей зрения площадью по 1 см2 в разных местах чашки. Полученные числа складывают и выводят среднее арифметическое. Чтобы высчитать количество колоний на всей чашке, полученное количество умножают на площадь чашки. Обычно диаметр чашки равен 8,5 – 10 см. При отсутствии прибора для счета колоний можно использовать обычную миллиметровую бумагу, в которой вырезают «окошко» площадью 1см2. Подсчет колоний производят с лупой как указано выше.

· число колоний, выросших на чашке, должно отражать количество жизнеспособных микроорганизмов, содержащихся в засеянном объеме исследуемого материала. Поскольку последний, как правило, засевают в разведенном виде, число выросших на чашке колоний умножают на степень взятого разведения, рассчитывают среднее арифметическое и устанавливают количество МАФАМ в 1 г (мл) продукта.

· При установлении количества мезофильных бактерий не все чашки могут быть использованы для вычисления среднего арифметического:

· нельзя использовать посевы для вычисления среднего арифметического, если количество выросших колоний на чашках менее 30. В этом случае в протокол исследований вносят показатели обсемененности, полученные при подсчете колоний только по одной или двум чашкам, число колоний на которых больше 30. В случае роста колоний на засеянных чашках в количестве менее 30, в результатах анализа рекомендуется следующая формулировка: «Рост единичных колоний  при посеве (указать количество засеянного продукта)»;

· не используются посевы для вычисления среднего арифметического показателя на тех чашках, на поверхности которых более, чем на 1/2 площади отмечается ползучий рост спорообразующих микроорганизмов, последние могут маскировать рост прочих бактерий. Возможны случаи, когда на чашках из всех разведений получен рост споровых микроорганизмов, и подсчет изолированных колоний практически не возможен. В этих случаях в протоколе исследования следует указывать: «Рост спорообразующих микроорганизмов»

Для получения более точных данных по количеству мезофильных бактерий, целесообразно сопоставлять результаты подсчета колоний, полученных на чашках  с посевами материала из последующих разведений.. Если количество колоний на чашках с посевами из последующих разведений (1:10:100) почти совпадает или мало отличается, то это указывает на недостаточное перемешивание посевного материала при приготовлении разведений и перед посевом.

Метод определения количества и титра БГКП.

К «БГКП» отнесены грамотрицательные, не образующие спор палочки, сбраживающие лактозу с образованием кислоты и газа при температуре 36(С.

При необходимости производится дальнейшее исследование с идентификацией до e.coli.

1. В тех случаях, когда на продукт имеется норматив-отсутствие БГКП в определенной массе продукта (альтернативный показатель), то результат записывается в соответствии с количеством продукта, подвергнутому микробиологическому анализу. Например, «БГКП в 1 г – отсутствуют».

2. В тех случаях, когда продукт должен содержать сравнительно низкие количества БГКП  –  не выше 10 (например, диетические молочные продукты: творог, сметана детская диетическая и т.д.), определение БГКП проводят методом НВЧ (наиболее вероятного числа).

3.  В тех случаях, когда на продукт имеется соответствующий ГОСТ, предусматривающий норматив по коли-титру, или необходимо выяснить значительную степень загрязнения продукта БГКП, определяют их коли-титр.

Методика посева продуктов при альтернативном определении БГКП

Для посева используется то количество продукта, в котором в соответствующей НТД предусматривается отсутствие БГКП. При этом продукты жидкой консистенции (напитки, кисели, компоты) засевают непосредственно в среду Кесслер с лактозой (с поплавком) или в среду КОДА, соблюдая соотношение продукта и среды 1:10. Продукты плотной консистенции подготавливают к посеву способом, указанном выше, при определении МАФАМ. Посевы помещают в термостат при температуре 37(С на 24 часа. При отсутствии признаков роста - газообразование или изменение среды дают заключение о соответствии исследуемого продукта нормативу (например, БГКП в 1 г отсутствует). При наличии признаков роста на среде КОДА дают заключение о несоответствии продукта нормативу на БГКП.  При наличии признаков роста на среде Кесслер с лактозой необходимо для окончательного заключения произвести высев из газ-положительных пробирок на чашки со средой Эндо. Чашки помещают в термостат с температурой 37(С на 18 – 20 часов. Посевы просматривают . Из колоний, подозрительных или типичных на БГКП готовят мазки, окрашивают по Граму и микроскопируют. Обнаружение грамотрицательных палочек указывает на  наличие БГКП.

Задание:

1.  Произвести оценку санитарно-бактериологического состояния водопроводной воды по результатам опытов предыдущего занятия:

·  определение ОМЧ;

·  определение коли-индекса.

2.  Произвести оценку санитарно-бактериологического состояния воздуха по результатам опытов предыдущего занятия (определение ОМЧ седиментационным методом);

3.  Произвести  оценку результатов смывов с рук и объектов окружающей среды, дать заключение по результатам смывов.

4.  Описать методы определения КОЕ и БГКП в товарах и способы подсчета микроорганизмов.

5.  Решение ситуационных задач к занятию 5 (см. Приложение 1).

6.  Провести анализ товаров по общему микробному числу и БГКП (см. Приложение 2). Подсчет микроорганизмов и оценку качества товаров произвести через 24-48 часов с момента посева.

Контрольные вопросы:

1.  Как производят отбор проб для микробиологического анализа?

2.  Как определяют КОЕ  продуктов?
3.  Как определяют БГКП продуктов?
4.  Способы и условия подсчета микроорганизмов на чашках Петри.
5.  Опишите возможность обсеменения, микробиологические дефекты и микробиологические показатели качества продовольственных и непродовольственных товаров. 
ЗАНЯТИЕ 7
Тема: Защита  расчетно-графической работы

Цель: показать способность каждого студента применять теоретические знания и практические навыки при самостоятельном исследовании пищевых продуктов по санитарно-эпидемиологическим показателям  на этапах производства, хранения и реализации населению.
Методические указания:

При выполнении Расчетно-графической работы (РГР) объектом исследования могут являться товары по выбору студента или рекомендации преподавателя.

РГР рассчитана на выполнение теоретическо-исследовательской работы каждого студента в объеме 10 страниц рукописного текста на бумаге формата 210 х 297 мм.

Структура работы:

Введение

1.  Современные теоретические сведения о микрофлоре объекта.

2.  Методы исследования.
3.  Исследовательская работа студента.
4.  Заключения, рекомендации и выводы по исследовательской работе.
5.  Список использованной литературы.
Введение включает в себя вопросы актуальности изучения санитарно-эпидемиологических показателей данного объекта.

В первом разделе студент демонстрирует знания накопленного теоретического материала, учитывая современные положения и сведения по данному объекту.

Во втором разделе описываются методы проведения исследований:

·  схема исследований;

·  отбор проб;

·  метод посева и культивирования микроорганизмов; 

·  описание колоний;
·  метод подсчета микроорганизмов и получения результатов;

·  техника микроскопирования и т.д.

·  расчет микробиологических показателей;
·  сравнить с нормами СанПин 2.3.2.1078 – 01 (прил. 2).
В третьем разделе необходимо составить таблицы, диаграммы, схемы, рисунки и т.д., отображающие полученные данные собственных исследований и проанализировать их.

В четвертом разделе необходимо дать заключения, предложения и выводы по исследовательской работе.

В конце работы необходимо составить список использованной литературы по стандартной форме. 
ЗАНЯТИЕ 8

Тема: Итоговый контроль знаний студентов
Цель: провести контроль знаний студентов. 

Вопросы к зачету
1. Виды микробиологических лабораторий, принцип организации и режим их работы.

2. Назначение микроскопов и их использование в микробиологической практике. Устройство биологического микроскопа. Правила работы с микроскопом. Установку препарата на резкость при различных видах объективов.

3. Цель использования бактериологических красок в микробиологической практике. Простая и сложная окраска микроорганизмов.

4. Классификация бактерий по форме.

5. Способы размножения бактерий.

6. Группы бактерий по расположению и количеству жгутиков.
7. Отличительные признаки строения клетки бактерий, грибов, вирусов и бактериофагов.

8. Значение терминов: мицелий, гифы, септы. Органы и основные пути размножения плесневых грибов, их классы.
9. Низшие и высшие плесневые грибы; совершенные и несовершенные. 
10. Особенности строения и размножения дрожжей. Классификация дрожжей.
11. Польза и вред бактерий, плесеней, дрожжей, ультрамикробов (вирусов и бактериофагов). Основные отличительные признаки грибов рода Mukor, Aspergillus, Penicillium.
12. Отличительные признаки химического состава бактерий, грибов, ультрамикробов.
13. Ферменты, участвующие в обменных процессах микроорганизмов. Практическое использование микробных ферментов.

14. Механизм питания микроорганизмов. Классификация микроорганизмов по типу питания.

15. Классификация микроорганизмов по типу дыхания.

16. Классификация питательных сред и их применение в микробиологической практике. Требования к питательным средам. Основные питательные среды и методы их приготовления.

17. Дробная стерилизация, тиндализация и пастеризация. 

18. Чистая культура микроорганизмов. Методы выделения чистых культур аэробных бактерий. 

19. Спиртовое брожение, возбудители, химизм, условия брожения, промышленное применение.

20. Молочно-кислое брожение, возбудители, химизм, условия брожения, промышленное применение.

21. Масляно-кислое брожение, возбудители, химизм, условия брожения, промышленное применение.

22. Уксусно-кислое брожение, возбудители, химизм, условия брожения, промышленное применение.

23. Лимонно-кислое брожение, возбудители, химизм, условия брожения, промышленное применение.

24. Гниение, возбудители, химизм, значение

25. Микрофлора воды, воздуха, почвы, человека.

26. Методы санитарно-бактериологического исследования воды.

27. Методы санитарно-бактериологического исследования воздуха. Санитарно- показательные микроорганизмы для воздуха.

28.  Санитарно-показательные микроорганизмы воды. 

29.  Микробиологическое исследование смывов с рук и объектов внешней среды?
30. Физико-химические и биологические факторы, влияющие на развитие микроорганизмов.

31. Патогенные микроорганизмы, распространяющиеся через почву, воздух, воду, контакт с животным и человеком.  Биологические особенности патогенных микроорганизмов.

32. Инфекции, ее источники и пути передачи. Бактерионосительство. Иммунитет, его виды.

33. Пищевые заболевания (инфекции и отравления). Их отличительные особенности, примеры.

34.  Возможность обсеменения, микробиологические дефекты и микробиологические показатели качества мясных, рыбных, молочных, зерномучных, плодоовощных, консервных, яичных, жировых продуктов.
35.  Возможность обсеменения, микробиологические дефекты и микробиологические показатели качества тканей, бумаги, металлических, кожаных изделий.
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Приложение 1
Ситуационные задачи
Занятие 2.
1. При санитарной оценке сырого мяса, вызвавшего сомнения по органолептическим показателям, бактериологическим методом в мазке  – отпечатке в глубине мышцы ткани обнаружены до 30 кокков и единичные грамотрицательные палочки в одном поле зрения микроскопа.

Какова свежесть мяса?
Занятие 3
1. Оцените качество хлебопекарных дрожжей, если при подсчете в камере Горяева в объеме 1/250 мм3 обнаружено в среднем 40 клеток. Для анализа дрожжей приготовлено разведение 1:1000.

Занятие 5
1. В магазин поступили консервы «Колбасный фарш». Среди банок обнаружены дефектные с признаками бомбажа. При вскрытии банок не обнаружено изменения внешнего вида продукта.

Может ли быть это дефект микробиологического характера? Если – да, то какие микроорганизмы являются его причиной, дать характеристику.

2. В кондитерский магазин поступили торты «Березка», которые были реализованы в установленные для них сроки (36 ч.). На другой день выяснилось, что несколько человек после употребления торта получили тяжелую форму отравления. При исследовании обнаружены микроорганизмы. Какие это микроорганизмы? Укажите возможные пути попадания их в данный продукт.

3. Бактерии в виде подвижных крупных палочек образуют споры, особенностью их является наличие в клетках крахмала, полисахаридов, гранулезы. Какие это микроорганизмы, их место обитания, приносимый вред.

4. Температура субстрата 35(С, условия анаэробные, содержание соли 3%, среда богата углеводами и белками, рН3,7.

Являются ли эти условия благоприятными для развития палочки Cl. Botulinum? 

5. Какие микроорганизмы вызывают заболевание эрготизм и какие продукты могут быть причиной данного заболевания?

6. При определении санитарного состояния воздуха в столовой в летнее время года установлено, что на чашке Петри площадью 80 см2 за 10 мин. осело 333 микроорганизма.

Чистый ли воздух в помещении?

7. Оцените состояние питьевой воды, если после термостатирования в течение 24 часов при температуре 37(С посева (1мл) на чашках Петри (площадью 78 см2) на МПА выросло в среднем 50 колоний микроорганизмов. Коли-индекс равен 2.
8. С разделочного стола с площади 75 см2 был сделан смыв 5 мл стерильной водой. После предварительного разведения в 100 раз сделан посев 1 мл смыва в чашку Петри, на которой после термостатирования выросло 245 колоний. Дайте оценку санитарного состояния поверхности стола.

9. Чистая ли вода, если количество колоний на чашках Петри (площадь 80 см2) в одном квадрате камеры Вольфгюгеля равно 8, а коли-индекс равен 3?

10. Чистый ли воздух в кафе зимой, если при посеве на чашке Петри (площадь 80 см2) выросло 120 колоний микроорганизмов?

11. Воздух закрытого помещения исследован инструментальным методом Кротова. Сквозь щель аппарата пропущено 100 л воздуха. Через сутки инкубации в термостате выросло 75 колоний. Определите санитарное состояние воздуха по значению КОЕ.

12. Тарелки, вымытые в посудомоечной машине, взяты для исследования с раздачи. Произведен смыв с поверхности тарелок; суспензия смыва посеяна на МПА для определения микробного числа и на среду Кесслер для определения наличия БГКП. На второй день исследования установлено КОЕ, равное 
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550. В пробирке со средой Кесслер брожение отсутствует. Достигнута ли при машинном мытье необходимая чистота тарелок?

13. С целью контроля санитарного состояния мясного цеха взяты смывы с поверхности оборудования, инвентаря, санитарной одежды и рук персонала. Исследование произведено во время работы цеха.

В смывах отмечено более 100000 микроорганизмов на 1 см2 оборудования, на руках персонала и поверхности инвентаря обнаружены БГКП.

При данных условиях забора смывов являются ли бактериологические показатели свидетельством неудовлетворительного санитарного состояния?

Занятие 6
1. При микробиологическим исследовании качества вареной колбасы определили:

БГКП отсутствует в 0,5 г.; КОЕ 850 в 1 г. Определите качество колбасы.

2. После предварительного разведения молока в 1000 и 10000 раз был сделан посев (? Мл) в чашку Петри. После термостатирования при температуре (?(С) на чашках Петри выросло соответственно 75 и 8 колоний, БГКП отсутствует в 0,1 мл. К какой группе относится молоко?

3. Определите качество молока, если в третьем разведении на чашках Петри (площадь 78 см2) в одном квадрате камеры Вольфгюгеля обнаружено в среднем 2 колонии микроорганизмов. В среде Кесслер забродили пробирки, где был произведен посев 1 и 0,1 мл.

4. В пищевую лабораторию на анализ поступили кулинарные изделия из рубленного мяса – шницель жареный. Посев с глубины продукта показал наличие кишечной палочки и протея. Что является причиной этого и что может быть причиной, если бы те же микроорганизмы были обнаружены на поверхности изделий?
Окончание прил. 1
5. При исследовании сырого молока редуктазной пробой обесцвечивание метиленового голубого произошло за 30 мин от начала анализа.Какова категория молока по степени микробной обсемененности?
6. При анализе санитарного состояния предприятия произведен посев проб котлет рубленных из мяса говядины. Установлено КОЕ, равное 1000000. Бактерии группы кишечной палочки отсутствуют. Все рекомендованные для оценки готовых кулинарных изделий бактериологические показатели исследованы? Как оценить санитарное состояние предприятия по установленной величине КОЕ в котлетах?

7. При бактериологическом исследовании продукции столовой в винегрете определили содержание общего количества микроорганизмов, стафилококков и сальмонелл. Установлено следующее: КОЕ готового продукта менее 10000, коагулазоположительные стафилококки обнаружены в 1 г, сальмонеллы отсутствуют.

Отвечают ли результаты исследования на наличие стафилококка установленным нормативам на готовые кулинарные изделия и блюда? Наличие всех ли рекомендованных нормативами потенциально-патогенных и патогенных бактерий исследовано в готовом кулинарном изделии? Каковы условия загрязнения стафилококками готовых кулинарных изделий и блюд?

Приложение 2
ПРИГОТОВЛЕНИЕ НЕКОТОРЫХ КРАСИТЕЛЕЙ И ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД

КРАСИТЕЛИ
Фуксин основной спиртовой раствор – насыщенный
Фуксин основной кристаллический – 10 г. 
Этиловый спирт, 96 % - 100 мл.
Фуксин растворяют в 100 мл 96%-го этанола. Раствор может храниться долгое время в бутылке из темного стекла с притертой пробкой. 
Фуксин основиой карболовый – фуксин Циля.

 Фуксин основной кристаллический – 1 г.

 Карболовая кислота (фенол) – 5 г. 
Этиловый спирт, 96 % – 10 мл. 
Дистиллированная вода –100 мл
При приготовлении раствора предварительно взвешивают определенное количество (1 г) фуксина основного кристаллического, вносят в фарфоровую ступку и растирают с определеным количеством (5 г) карболовой кислоты, добавляя спирт небольшими порциями и дистиллированную воду до полного растворения кристаллов, после чего прилиивают оставшуюся воду. Приготовленный краситель ставят в термостат при температуре 37 °С на двое суток. Затем отфильтровывают через складчатый бумажный фильтр.

Фуксин основной карболовый устойчив и может храниться долго. Хранить следует в бутылке из темного стекла  с притертой пробкой.
Фуксин основной карболовый можно приготовить другим способом:
Вначале готовят два раствора.
1-й раствор
Фуксин основной кристаллический – 1 г.
Этиловый спирт, 96 % – 10 мл.
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Смесь растирают в фарфоровой ступке до полного растворения кристаллов фуксина.

2-й раствор
Карболовая кислота – 5 г.
Дистиллированная вода – 95 мл.
Воду подогревают до температуре 50 °С для лучшего растворения карболовой кислоты. Второй раствор вливают в первый, хорошо взбалтывают и фильтруют через складчатый бумажный фильтр.
Фуксин основной, водный (фуксин Пфейффера)
Карболовый фуксин Циля – 10 мл.
Дистиллированная вода – 90 мл.
Водный фуксин нестоек, его лучше готовить непосредственно перед употреблением. Раствор водного фуксина может храниться не более 10-ти дней. Карболовый генциановый фиолетовый
Генциановый фиолетовый (кристаллы) – 1 г.

Этиловый спирт, 96 % – 10 мл.

Карболовая кислота – 5 г.
Дистиллированная вода – 100 мл.

Техника приготовления карболового генцианового фиолетового такая же, как карболового фуксина Циля.

При приготовлении карболового генцианового фиолетового можно так же готовить предварительно два раствора.

1-й раствор
Генциановый фиолетовый – 1 г.
Этиловый спирт, 96 % – 10 мл.

2-й раствор
Карболовая кислота – 5 г.
Дистиллированная вода – 95 мл.
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Последовательность и способ приготовления первого и второго растворов такие же, как и при приготовлении карболового фуксина Циля.
Приготовление красящих бумажек генцианвиолета (по Синеву)
Для приготовления бумажек фильтровальную бумагу предварительно испытывают на пригодность. Для этого полоску фильтровальной бумаги погружают в спиртовой раствор красителя (карболового генцианового фиолетового), высушивают на воздухе. Хорошая бумага окрашивается равномерно без пятен. Если небольшой кусок такой бумаги положить на стекло с несколькими каплями воды, он сразу же пропитается водой и краситель через несколько секунд перейдет в раствор. Бумагу для пропитывания нарезают полосками (шириной 2,5 – 3 см, длиной 30 см) и погружают в краситель так, чтобы смачивались обе поверхности. Затем полоски вынимают, высушивают на воздухе при комнатной температуре или в термостате при 37 °С.

Пропитывать красящиеся бумажки можно также спиртовым раствором генцианвиолета следующего состава:

Генциановый фиолетовый (кристаллы) –1 г.

Спирт этиловый, 96 % – 100 мл.

Глицерин – 5 мл.
Метиленовый синий (насыщенный спиртовой раствор)
3 г метиленового синего растворяют в 100 мл 96 %-го этанола. Раствор выдерживают 2 – 3 дня, периодически взбалтывая. Затем фильтруют через бумажный фильтр. Раствор устойчив.
Раствор бриллиантовой зелени (раствор малахитового зеленого) Водный насыщенный раствор готовится путем растворения 10 г малахитового зеленого в 10 мл дистиллированной воды. Спиртово-водный раствор: 10 г малахито- 
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вого зеленого смешивается с 80 мл дистиллированной воды и 20 мл 96 %-го этанола.

Метиленовый синий 1:40 I мл насыщенного спиртового раствора метиленового синего смешивают с 40 мл дистиллированной воды.

Метиленовый синий, щелочной раствор (по Леффлеру) К 100 мл дистиллированной воды прибавляют 30 мл насыщенного спиртового раствора метиленового синего и 1 мл 1 %-го водного раствора гидроксида калия. Метиленовый синий по Финку Отдельно взвешивают 0,9 г гидрофосфата натрия, 13,6 дигидрофосфата калия и 0,1 г метиленового синего. Каждую навеску растворяют в 500 мл дистиллированной воды. Смешивают 0,25 мл первого раствора с 99,75 мл второго и 100 мл третьего (рН 4,6).

Сафранин (водный) 10 мл 2,5 %-го раствора сафранина в 96 %-м этаноле смешивается со 100 мл дистиллированной воды.

Раствор Люголя (в модификации Грома) В ступку вместимостью 30 – 50 мл помещают 1 г кристаллического йода и 2 г йодида калия, растирают смесь пестиком, добавляют 1 мл дистиллированной воды, продолжают растирать кристаллы и добавляют еще 5 мл воды. При этом йод растворяется в йодиде калия. Раствор количественно переносят в склянку и доводят общий объем до 300 мл. Раствор годен не более 30-ти дней, хранят его в прохладном месте, в темноте, лучше в посуде оранжевого цвета. Раствор Люголя для выявления гликогена и гранулезы Кристаллический йод – 1 г. Иодид калия – 3 г. Вода дистиллированная –300 мл. Раствор готовят так же, как и предыдущий.

Для обнаружения гликогена можно также использовать крепкий раствор Йода.

Кристаллический йод – 7 г.

Иодид калия – 20 г.
Вода дистиллированная – 100 мл.

Краска Муромцева
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Готовят два раствора: 1 -й раствор
Фуксин основной – 0,15 г. Спирт, 96 % – 20 мл. Кристаллическая карболовая кислота – 10 г.
2-й раствор
Метиленовый синий – 2,5 г.
Дистиллированная вода – 200 мл.
Оба раствора смешивают и фильтруют через бумажный фильтр. Раствор туши для выявления капсул
Смешивают 10 мл жидкой натуральной туши с 90 мл дистиллированной воды. Затем раствор центрифугируют 15 – 20 мин. Верхний слой переносят в пробирку и автоклавируют 30 мин (0,05 МПа, температура 110 °С). После автоклавирования раствор отстаивают две недели, после чего его можно использовать.
ПИТАТЕЛЬНЫЕ СРЕДЫ
УНИВЕРСАЛЬНЫЕ ПИТАТЕЛЬНЫЕ СРЕДЫ
Мясопептонный бульон. Приготавливают мясную воду: 1 кг говяжьего мяса, освобожденного от костей, жира, сухожилий, пропускают через мясорубку, заливают 2 л водопроводной воды. Фарш настаивают в воде 12.. .24 часа на холоде. За это время из мяса экстрагируются водорастворимые белки, аминокислоты, витамины, углеводы, минеральные и другие вещества. Настой фильтруют через двойной слой марли, мясо хорошо отжимают и фильтрат кипятят 30 мин для свертывания белков. Сняв жир, остывшую жидкость пропускают через ватно-марлевый фильтр и доливают водой до первоначального объема. Мясную воду разливают по колбам или бутылкам и стерилизуют в автоклаве при 0,1 МПа в течение 20-ти мин.
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Для приготовления мясопептонного бульона к мясной воде добавляют 1 пептона и 0,5 % химически чистого хлорида натрия, кипятят 10 мин, фильтруют через складчатый бумажный фильтр, устанавливают рН 7,2...7,4 10 %-раствором двууглекислой соды и снова кипятят 10 мин. Мясопептонный бульон должен иметь соломенный цвет и быть совершенно прозрачным. Его разливаю в пробирки, колбы, закрывают ватно-марлевыми пробками и стерилизуют при давлении 0,1 МПа 20 – 30 мин.
Питательный бульон можно приготовить из заменителей мяса (мясного  экстракта, рыбного гидролизата) по способу, указанному на этикетке.
Мясопептонный агар готовится из мясопептонного бульона с добавлением 2 – 3 % измельченного или порошкообразного агар-агара. Раствор нагревают до кипения и кипятят до полного растворения агара. Затем раствор охлаждают до температуры 50 °С и осветляют взбитым куриным белком (1 белок на 1 л среды), смешанным с 30 мл воды, вновь доводят до кипения и кипятят 20 мин. Белок свертывается, оседает и осветляет среду. Горячий агар фильтруют через ватно-марлевый слой, доводят до рН 7,2...7,4, разливают по пробиркам или колбам и стерилизуют 20 мин при давлении 0,1 МПа.

Пептонная вода. Растворяют 30 г пептона в 1 л дистиллированной воды и стерилизуют 20 мин при давлении 0,1 МПа. Пептонную воду можно также приготовить следующим образом: к 1 л дис​тиллированной воды добавляют при нагревании 10 г пептона, 5 г хлорида натрия и 0,1 г нитрата калия. - Фильтруют через бумажный фильтр и устанавливают рН 7,6...7,8. Разливают по пробиркам и стерилизуют текучим паром дробно по 30 мин в течение 3-х суток.

Солодовое сусло. 250...300 г ячменного сухого солода крупного помола заливают 1 л водопроводной воды, нагревают до температуры 48 – 50 °С и, непрерывно помешивая во избежание образования комочков, поддерживают 
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температуру в течение 30-ти мин. Затем температуру повышают до 55...58 °С, через 30 мин – до 63 °С и на этом уровне выдерживают смесь до полного осахаривания крахмала. Готовую среду отжимают через полотняный фильтр, чтобы удалить дробину, затем фильтруют через складчатый бумажный фильтр. В фильтрате определяют концентрацию сухих веществ (СВ) при температуре 20 °С, которая обычно составляет 18 – 20 %. До нужной концентрации фильтрат разводят водопроводной водой. Для выращивания дрожжей солодовое сусло должно иметь концентрацию 6...8 % СВ, для молочнокислых бактерий – 8...12 % СВ, для мицелиальных грибов 3 – 4%, рН среды 5,6...6,0. При более низком значении рН сусло подщелачивают 10 %-м раствором двууглекислой соды или гидроксида натрия. Далее сусло разливают в колбы или пробирки, закрывают их ватно-марлевыми пробками и стерилизуют при давлении 0,05 МПа 30 мин.
Для приготовления данной среды можно также использовать неохмеленное заводское пивное сусло, доведенное до определенного содержания СВ и рН.
Сусло-агар. При приготовлении сусло-агара к солодовому суслу добавляют 2 % агара. Для микроорганизмов, образующих кислоты добавляют также немного мела. Среду стерилизуют 30 мин при давлении 0,05 МПа или дробно текучим паром.
Среда используется для выделения, выращивания и хранения дрожжей, мицелиальных грибов, молочнокислых и уксуснокислых бактерий.
Дрожжевой автолизат. Способ 1. гомогенную массу из 1 кг прессованных хлебопекарных дрожжей и 1 л водопроводной кипяченой воды ставят в термостат при температуре 50 °С, добавив несколько капель толуола, и выдерживают при периодическом перемешивании 72 часа. По окончании автолиза дрожжей массу нагревают в автоклаве при 0,02 МПа 30 мин. Остывшую массу фильтруют через двойной складчатый бумажный фильтр до полной прозрачности. Прозрачный фильтрат содержит 0,9 % азота. Фильтрат нейтрализуют до рН 6,8...7,0, разли- 
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вают в пробирки или колбы и стерилизуют при давлении 0,01...0,05 МПа в течение 10...20 мин. Способ 2: 1 кг прессованных дрожжей смешивают с 4 л водопроводной воды и выдерживают в термостате при температуре 55 °С в течение 24-х час. Затем автолизат фильтруют и стерилизуют при давлении 0,05 МПа 20 мин.
СПЕЦИАЛЬНЫЕ (ЭЛЕКТИВНЫЕ) ПИТАТЕЛЬНЫЕ СРЕДЫ
Среды для выявления стафилококков
Молочно-солевой агар: в 100 см3 питательного агара растворяют при кипячении 6,5 г хлорида натрия, стерилизуют при 0,1 МПа в течение 20-ти мин. К расплавленному и остуженному до температуры 45 °С агару добавляют 10 см3 на 100 см обезжиренного стерилизованного молока, тщательно размешивают и разливают тонким слоем в чашки Петри. Учитывают колонии с зоной просветления.
Желточно-солевой агар: к 150 см3 расплавленного и охлажденного до температуры 45°С  6 %-го солевого агара стерильно добавляют 50 см3 желточного раствора (1 желток куриного яйца растворяют в 150-200 см3 физиологического раствора). Быстро перемешивают и разливают в чашки Петри.
Среды для культивирования дрожжей и микроскопических грибов
Среда Сабуро. Основой этой среды является дрожжевая вода. Для приготовления дрожжевой воды 70...100 г свежих прессованных дрожжей (7...10 г сухих дрожжей) кипятят в течение 20...30 мин в 1 л дистиллированной воды и отстаивают в высоком цилиндре на холоде 12 час. Отстоявшуюся жидкость декантируют, добавляют еще 1 л воды, кипятят 30 мин, фильтруют, доводят рН до требуемого значения. Приготовленную среду стерилизуют дробно по 20 мин 2 – 3 суток. К 100 мл стерильной дрожжевой воды добавляют 1 % пептона, 2 % агара, после растворения агара вносят 4 % глюкозы или мальтозы, фильтруют, разливают в пробирки и стерилизуют при 0,05 МПа в течение 20-ти мин.
Среду можно готовить и на обычной 1 %-й пептонной воде.
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Синтетическая среда Ридер для дрожжей. В состав среды входят (в г/л): сульфат аммония 3, сульфат магния 0,7, нитрат кальция 0,04, хлорид натрия 0,5, де-гидрофосфат калия 1,0, гидрофосфат калия. Начальное значение рН среды 6,6. Для изучения размножения дрожжей добавляют 2 % сахара, для исследования брожения - 5...10 %. Полная синтетическая среда содержит также витамины (в мкг/мл): инозит 5, биотин 0,0001, пантотеновую кислоту 0,25, тиамин 1,0, пиридоксин 0,25, никотиновую кислоту 0,5. Стерилизуют среду в автоклаве при давлении 0,1 МПа.
Картофельно-глюкозный агар. Очищенный и нарезанный ломтиками картофель массой 200 г заливают 1 л дистиллированной воды и кипятят в течение I-го часа. Отвар фильтруют, к фильтрату добавляют воду до первоначального объема, 2 % глюкозы и 2 – 3 % агар-агара. Среду разливают в пробирки или колбы и стерилизуют при ОД МПа в течение 10-ти мин. При употреблении устанавливают р 3.5 при помощи 10 %-го стерильного раствора безводной лимонной кислоты.
Синтетическая среда Чапека для грибов. Состав среды (в г/л): сахароза глюкоза 30, дигидрофосфат калия 1,0. нитрат натрия 2,0, сульфат магния 0,5, хлорид калия 0,05, сульфат железа 0,1, агар 20. Навеску агара выщелачивают и добавляют к указанным ингредиентам, предварительно растворенным в 1 л дистиллиро​ванной воды, прогревают текучим паром, устанавливают рН 4,0... 5,5 10 %-м раст​вором лимонной кислоты или гидроксида натрия. Фильтруют, разливают в пробирки и стерилизуют дробно текучим паром 3 суток по 30 мин.
Полная среда с лизином для выявления несовершенных дрожжей. В 1 л водопроводной воды вносят (в г/л): глюкозу – 50, сульфат магния – 1, дигидрофосфат калия – 2, лактат калия – 12 мл 50 %-го раствора, L(+) моногидрат лизи​на – 1, витаминный раствор (на 100 мл стерильной дистиллированной воды добавляют (в г) инозитола 2, пантотената кальция 0,4, никотинамида 0,5, хлоргидраттиамина 0,1), агара – 20, рН среды составляет 5,0...5,2. Среду разливают в пробирки и стерилизуют 15 мин при 0,1 МПа.
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Среда с ацетатом для обнаружения несовершенных дрожжей. На 1 л водопроводной воды берут 10 г ацетата натрия, 10 г хлорида аммония, 5 г глюкозы, 3 мл дрожжевого автолизата, разливают в пробирки и стерилизуют при давлении 0,05 МПа в течение 30-ти мин.

Среды для культивирования молочнокислых бактерий Цельное молоко разливают в пробирки или колбы и стерилизуют при 0,1 МПа в течение 10-ти мин. Среду используют для изучения физиологических свойств молочнокислых бактерий.

Обезжиренное молоко отделяют от сливок путем сепарирования, разливают в пробирки или колбы и стерилизуют при тех же режимах, что и цельное молоко. Среду используют для изучения физиологических свойств микробов и для группового количественного учета молочнокислых бактерий.

Гидролизованное молоко. В стерильном обезжиренном молоке устанавливают рН 7,6...7,8. Молоко нагревают до температуры 45 °С и к 1 л молока добавляют 0,5 – 1 г панкреатина, предварительно растворенный в теплой воде, и 5 мл хлороформа. Емкость с молоком плотно закрывают корковой пробкой, смесь тщательно перемешивают и ставят в термостат при температуре 40 °С на 18...24 часа. Затем полученную прозрачную жидкость декантируют и фильтруют через бумажный фильтр. Фильтрат разводят водой в 2 раза, устанавлива​ют рН 7,0...7,2 и стерилизуют при 0,1 МПа в течение 15-ти мин.

Агар с гидролизованным молоком. В гидролизованное молоко вносят 1,5...2,0 % агар-агара. Смесь нагревают до кипения и выдерживают до полного растворения агара. Горячую среду фильтруют через ватный фильтр, разливают в пробирки или колбы и стерилизуют при давлении 0,1 МПа в течение 10... 15 мин.
Агар с гидролизованным молоком, глюкозой и дрожжевым автолиза-пгом. В гидролизованное молоко вносят агар из расчета 17 г на 1,0 дм3, рас -
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плавляют и фильтруют его, после чего на 1 дм добавляют 10 г глюкозы и 10,0 см дрожжевого автолизата.

Среды для количественного учета гнилостных бактерий  Молочный агар готовят путем внесения 20 % горячего стерильного обез​жиренного молока в стерильный расплавленный 2 %-й водный раствор агар-агара. Используется эта среда для количественного учета протеолитических и пептонизирующих  бактерий  (микрококков,  маммококков).  Вокруг колоний гнилостных бактерий образуются зоны протеолиза и пептонизации.
Среда с говяжьим жиром. В состав среды входят: пептон – 1 г, дрожжевой автолизат – 0,3, двузамещенный фосфат натрия – 0,1 г, агар – 1,5 г, дистиллиро​ванная вода – до 100 мл, рН 7,0...7.4.

Отдельно готовят в пробирках стерильный говяжий жир. Среду стерилизуют при температуре 121 °С (0,1 МПа) в течение 15-ти мин.
Среды для выявления и идентификации бактерий группы кишечной палочки
Среда Кесслера: к 1 л водопроводной воды добавляют 10 г пептона и 50 мл свежей бычьей желчи. Смесь кипятят на водяной бане 30 мин, помешивая, после чего фильтруют через вату, добавляют 2,5 г глюкозы и доводят объем до 1 л. Устанавливают реакцию среды (рН 7,4 – 7,6) и добавляют 2 мл 1 %-го водного раствора кристаллического фиолетового. Среду разливают в пробирки или кол​бы с поплавками в количествах, предусмотренных для контроля отдельных продуктов. Стерилизуют при 0,05 МПа в течение 20-ти мин. Цвет среды должен быть темно-фиолетовым.

Лактозо-пептонная (глюкозо-пептонная) среда. 10 г пептона, 5 г натрия хлористого, 5 г лактозы (глюкозы) растворяют при нагревании в 1 л дистиллированной воды. После растворения ингредиентов устанавливают рН 7,4...7,6. Среду разливают по пробиркам и стерилизуют при 0,05 МПа 10... 15 мин.
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Полужидкая среда с лактозой или маннитом (глюкозой). В 1 л дистиллированной воды растворяют 10 г пептона, 5 г натрия хлористого, 4...5 г агар-агара, доводят до кипения, устанавливают рН 7,2...7,4, добавляют 1 мл 1,6 %-го спиртового раствора бромтимолового синего. Стерилизуют при давлении 0,1 МПа 20 мин. В расплавленную среду вносят 5 г лактозы или маннита (глюкозы), нагревают до кипения, разливают в стерильные пробирки на высоту 3...5 см и стерилизуют при 0,05 МПа 10... 15 мин. Правильно приготовленная среда – зеленого цвета с синеватым оттенком (цвет бутылочного стекла). Срок хранения такой среды не более 2-х недель.

Среда Эндо (фуксин-сульфитный агар): в 5 мл стерильной воды растворяют 1 г лактозы, подогревают на водяной бане при температуре 100 °С в течение 5-ти мин, соблюдая стерильность, прибавляют к 100 мл расплавленного 2 %-го мясопептонного агара с рН 7,6 – 7,8. В отдельную стерильную пробирку вносят 0,5 мл приготовленного накануне и профильтрованного 10 %-го раствора основного фуксина, к которому добавляют свежеприготовленный 10 %-й раствор сульфита натрия до получения бледно-розового окрашивания. Полученную смесь вносят в расплавленный лактозный агар, тщательно перемешивают, избегают вспенивания, и разливают в стерильные чашки Петри. Среда  Эндо должна быть свежеприготовленной.

Среды для выявления сульфитредуцирующих клостридий других анаэробов
Железо-сульфитный агар. Основная среда. В 1 л стерильного расплавленного питательного агара добавляют 10 г глюкозы, нагревают до растворения, разливают мерно во флаконы, автоклавируют при 0,05 МПа 10... 15 мин.

20 %-й раствор сульфита натрия и 8 %-й раствор железа сернокислого за-кисного готовят непосредственно перед употреблением в стерильной посуде на стерильной дистиллированной воде. Раствор сульфита натрия нагревают до
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полного растворения. Перед выполнением анализа в 100 мл расплавленной основной среды вносят 5 мл 20 %-го раствора сульфита натрия, перемешивают, 
затем вносят 1 мл 8 %-го раствора сульфита натрия, перемешивают, разливают с соблюдением правил стерильности в стерильные пробирки или флаконы.

Среда Китта-Тароцци. Проваренные и промытые водой кусочки печени или мяса опускают в пробирки и заливают мясопептонным бульоном с 1 % глюкозы на Vi объема пробирки. Сверху приливают слой вазелинового масла высотой 1 см. Стерилизуют среду при 0,1 МПа в течение 15-ти мин. 
Среды для обнаружения бактерий рода Salmonella
Среда Мюллера. К 90 см3 стерильного мясопептонного бульона добавляют:
– 4,5 г химически чистого мела (СаСОз), предварительно простерилизованного во флаконе сухим жаром (при температуре 160 °С в течение 2-х час);
– 10 см3 раствора гипосульфита натрия (50 г кристаллического гипосульфита натрия в мерной колбе доводят до 100 см3 дистиллированной водой и стери​лизуют текучим паром в течение 30-ти мин);
– 2 см3 раствора Люголя.
После добавления указанных ингредиентов смесь взбалтывают и разливают по колбам. Допускается использование среды в течение 7-ми дней после приготовления.

Среда Кауфмана готовится из среды Мюллера с добавлением 0,2 см3 0,5 %-го раствора бриллиантовой зелени и 5 см3 стерильной желчи крупного рогатого скота. Приготовленную смесь стерилизуют текучим паром в течение 30-ти мин.
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