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Значение раздела. Усвоение данного раздела обеспечивает приобретение студентами знаний, необходимых при изу​чении последующих дисциплин санитарно-гигиенического профиля, умений пользоваться санитарно-бактериологическими методами и показателями ГОСТ в практике ветеринарных лабораторий и клиник для оценки эпизоотологической и эпидемиологической ситуаций.

Цель раздела. Усвоить знания о предмете, задачах и значении санитарной микробиологии, об условно-пато​генных и санитарно-показательных микроорганизмах, принципах и методах санитарно-микробиологического ис​следования воздуха, воды, почвы, предметов обихода, пищевых продуктов; знать возбудителей пищевых токсикоинфекций и токсикозов, их биологические свойства, лабораторную диагностику бактериальных от​равлений людей и кормовых отравлений животных микробного происхождения. Изучить методы санитарно-бактериологического иссле​дования воздуха, воды, почвы, пищевых продуктов, кормов, смывов с предметов для оценки микробиологического моноторинга в животноводческих помещениях, оценки качества дезинфекции.

Занятие 1.

Тема: Санитарно-микробиологическое исследование 

воздуха и воды.

4 часа

Цель занятия. Овладеть методами санитарно-бактерио​логического исследования воздуха, воды.

Содержание занятия: 1) определение общей микробной загрязненности воздуха; 2) определение микробного числа воды; 3) определение коли-титра воды бродильным мето​дом; 4) определение коли-индекса воды с помощью мем​бранных фильтров; 5) определение индекса энтерококка воды; 6) изучение методов исследования воды на наличие сальмонелл.

Вопросы для самоподготовки. Роль, значение и задачи санитарной микробиологии. Учение о санитарно-показательных микроорганизмах. Микрофлора воздуха и методы микробиологического исследования (атмосферный воздух и воздух закрытых помещений). Санитарно-показательные микроорганизмы воздуха. Микрофлора воды и методы ее бактериологического исследования. Санитарно-показа​тельные микроорганизмы воды. Методы индикации пато​генных микроорганизмов.

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ  ИССЛЕДОВАНИЕ  ВОЗДУХА

Задание 1. Определить микробное число воздуха: седиментационным методом (по Коху) — посев воздуха на мясопептонный агар и аспирационным методом (с по​мощью аппарата Кротова) — посев воздуха на мясопеп​тонный агар, кровяной и молочно-желточно-солевой агар.

Материалы и оборудование. Чашки Петри с мясопептонным ага​ром, кровяным и молочно-желточно-солевым агаром, аппа​рат Кротова.

Методические указания к выполнению работы

Загрязненность воздуха закрытых помещений микроба​ми определяется по двум показателям: 1) общему коли​честву микробов, содержащихся в 1 м3 воздуха; 2) каче​ственному составу микрофлоры воздуха, определяемому по выявлению санитарно-показательных бактерий (золоти​стых стафилококков и стрептококков) и спорообразующих бактерий. Обнаружение санитарно-показательных бактерий в воздухе свидетельствует о санитарно-эпизоотологическом и эпидемиологическом  не​благополучии, так как они выделяются от больных или бактерионосителей. Появление спорообразующих — пока​затель загрязненности воздуха микроорганизмами почвы.

Седиментационный метод (по Коху) — оседание мик​робов на поверхность твердой питательной среды под дей​ствием силы тяжести. Для исследования воздуха поме​щений чашки Петри со средой открывают на 5—10 мин (для определения общей обсемененности воздуха) и на 40 мин (для учета кокковой флоры). Осевшие из воздуха микробы в термостате при 37(С в течение 24 часов и затем при комнатной температуре (сутки). О степени загрязненности воздуха судят по количеству выросших колонии, которые подсчитывают, затем определяют количество микробов в 1 м3 воздуха (микробное число) по формуле Омелянского: 

где Х — количество микробов в 1 м3 (1000 л) воздуха; а — количество выросших колоний в чашках; в — площадь чашки; Т —время, в течение которого чашка была откры​та; 5 — время по правилу Омелянского; 10 — объем воз​духа в литрах (1 м3). Правилом Омелянского подразумеваеся, что на поверхности агара в чашке Петри с площадью 100 см2 за 5 мин из воздуха оседает такое количество микробов, которое находится в его 10 л.

Аспирационный метод более точный по сравнению с предыдущим и используется для исследования как воздуха помещений, так и атмосферного воздуха.

Для определения общей бактериальной обсемененности воздуха закрытых помещений используют две чашки Пет​ри с мясопептонным агаром и пропускают через аппарат по 100 л воздуха. После подращивания посевов в течение 48 ч при температуре 37°С подсчитывают количество выросших колоний на обеих чашках, вычисляют среднее арифметическое и делают пересчет на количество микро​бов в 1 м3 воздуха.

При определении санитарно-показательных бактерий используют две чашки Петри с 3—5% кровяным агаром (определение (- и (-гемолитических стрептококков), а также две чашки Петри с молочно-желточно-солевой сре​дой (обнаружение золотистых стафилококков). При этом через аппарат пропускают по 250 л воздуха. Через сутки подращивания в термостате и еще одни сутки сохранения при комнатной температуре производят макро- и микро​скопическое исследование колоний, определяют патогенность бактерий по общепринятым тестам.

Состав микрофлоры воздуха оценивают с учетом спорообразующих анаэробов. С этой целью посев воздуха в объеме 200—300 л производят на чашку с железосульфитной средой (среда Вильсона — Блера) и заливают ее 15 мл расплавленного и охлажденного до 45°С мясопептонного агара для создания анаэробных условий. После суток подращивания в термостате подсчитывают количе​ство черных колоний и делают перерасчет на 1 м3 иссле​дуемого воздуха (табл. 1).

Таблица 1 

Санитарно-бактерио логическое исследование воз​духа

	Метод исследования
	Число микробов  в I м3 воздуха (пигментных, споровых, плесневых грибов)
	Число золотистых стафилококков и  стрептококков в1 м3 воздуха

	Посев по методу Коха


	
	

	Посев с помощью аппарата Кротова
	
	


САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ  ИССЛЕДОВАНИЕ  ВОДЫ

Исследование воды проводится по трем
показателям: 1) микробное число воды; 2) коли-индекс и коли-титр; 3) обнаружение патогенных бактерий кишечной группы.

Задание 2. Определить микробное число воды: произ​вести взятие проб воды и сделать посев разведений исследуемой воды на мясопептонный агар (табл. 2).

Материалы и оборудование. Колба с исследуемой водой — 50 мл, пробирки со стерильной водой по 9 мл, стерильные чашки Петри, стерильные пипетки на 1—2 мл, пробирки с мясо-пептонным агаром по 10 мл, водяная баня, термометр.

Методические указания к выполнению работы.

Из открытых водоемов про​бы воды отбирают с глубины 10—15 см от поверхности и на расстоянии 10—15 см от дна. Из водопровода воду берут в стерильные флаконы с при​тертой пробкой емкостью 0,5 л, а с глубины водоема — привязанным к шесту батометром или стеклянным сосудом с притертой пробкой, к ко​торой прикреплен шнур. Водопроводную воду наливают после предварительного обжигания крана и стекания первых порций воды из него в течение 10—15 мин. Воду из колодца следует брать утром до начала пользования им или через 10—12 ч после прекращения пользования. Хлорированную воду перед исследованием нейтрализуют   серноватистокислым натрием из расчета 10 мл на 1 л воды. Промежуток времени с момента взятия пробы до бактериологического исследо​вания не должен превышать 2 ч (при температуре 1—5°С можно хранить до 6 ч).
Микробное число воды — количество микробов в 1 мл используемой воды — определяют путем высева воды на мясопептонный агар. 

Исследуемую воду разводят в 10, 100 и 1000 раз. В пробирку с 9 мл стерильной воды вносят 1 мл исследуемой воды (разведение 1:10), затем после перемешивания другой пипеткой переносят в аналогичную пробирку 1 мл разведенной воды (разведение 1 : 100) и т. д. По 1 мл полученных разведении воды, начиная с большего, переносят в маркированные стерильные чашки Петри и заливают 10 мл расплавленного и охлажденного до 45°С мясопептонного агара. Осторожно кругообраз​ными движениями перемещают по поверхности стола чаш​ку Петри, перемешивая содержимое. Затем чашки Петри с застывшим агаром переворачивают вверх дном и поме​щают на сутки в термостат. При исследовании водопро​водной воды в каждую из двух чашек засевают 1 мл неразведенной воды.

     Таблица 2
Определение микробного числа воды

	Ингредиенты
	Разведения исследуемой воды

	
	1:10
	1:100
	1:1000

	Исследуемая вода, мл 

Мясопептонный агар, мл 

Количество выросших колоний
	1,0 

10,0
	1,0 

10,0
	1,0

10,0

	Результат
	


Задание З. Определить коли-титр воды бродильным ме​тодом (I этап): сделать посевы исследуемой воды на глюкозопептонную среду (табл. 3). 

Таблица 3

Определение коли-титра воды

	Этапы исследования
	Объем засеваемой воды, мл

	
	100
	10
	1
	0,1 или 1(1:10)
	0,01 или 1(1:100)

	I. Посев в пробирки с

глюкозопептонной

средой» мл

Результат ( + или  - )
	10

(конц.)


	1

(конц.)


	10

(норм.

конц.)


	10

(норм.

конц.)
	10

(норм.

конц.)



	2. Высев из глюкозо-пептонной среды 

на среду Эндо

Результат:

цвет колоний

микроскопия

проба на оксидазу
	
	
	
	
	

	 3. Высев со среды

Эндо в глюкозо-

пептонную среду

Результат (+ или  - )
	
	
	
	
	

	Заключение:


	


Материалы и оборудование. Колба с исследуемой водой — 50 мл; пробирки с разведенной водой в 10, 100 раз (приготовлен​ные при определении микробного числа воды); пробирки с концентрированной глюкозопептонной средой — одна с 10 мл и одна с 1 мл среды; 3 пробирки, содержащие по 10 мл среды нормальной концентрации; пипетки на 10 мл и на 1—2 мл.

Методические указания к выполнению работы.
Сущность метода заключается в посеве определенных объемов исследуемой воды в среде накопления (глюкозо-пептонная или лактозопептонная среда с индикатором и поплавком), последующем культивировании посевов и высе​ве из забродивших пробирок на среду Эндо. Выросшие на среде Эндо колонии изучают с целью определения БКГП. Затем определяют по расчетным таблицам коли-титр и коли-индекс.

Для анализа отбирают различные объемы воды, регла​ментированные ГОСТом 18963-73.

Первый день исследования. В случае исследования во​ды на этапах очистки и обеззараживания производят посев 100; 10; 1; 0,1; 0,01 мл воды соответственно во флаконы с 10 и 1 мл концентрированной среды накопления и 10, 10 и 10 мл среды накопления нормальной концентра​ции. При исследовании питьевой водопроводной воды производят посев 100, 100, 100 и 10, 10, 10 мл воды соответственно во флаконы с 10 и 1 мл концентрированной среды накопления и по 1, 1, 1 мл в 10 мл среды накопле​ния нормальной концентрации. Культивирование посевов производят при температуре 37° в течение 24 ч.

Задание 4. Определить коли-индекс воды методом мем​бранных фильтров, используя демонстрацию.

Материалы и оборудование. Чашки Петри со средой Эндо с вы​росшими на фильтре колониями бактерий группы кишеч​ной палочки.

Методические указания к выполнению работы.

Для анализа отбирают различные объемы воды, рег​ламентированные ГОСТ 18963-73 в зависимости от пред​полагаемого количества БГКП в пробе воды. Исследуе​мую воду фильтруют в фильтровальном аппарате, напри​мер в аппарате Зейтца через мембранные фильтры № 2 или № 3, а также планктонные фильтры № 6. Фильтро​вальный аппарат стерилизуют фламбированием после об​работки ватным тампоном, смоченным спиртом. Подго​товленный фильтр помещают на стерильный столик филь​тровального аппарата и закрепляют верхней частью ап​парата (воронкой, цилиндром). Вода фильтруется с по​мощью водоструйного насоса или аппарата Комовского. После фильтрования фильтр стерильным пинцетом пере​носят, не переворачивая, на среду Эндо, в чашку Петри. Фильтр должен плотно прилегать к поверхности питатель​ной среды. На дне чашки Петри ставят номер пробы, объ​ем профильтрованной воды, дату посева и помещают в тер​мостат при температуре 37°С на сутки. За это время из осевших на фильтре бактерий образуются колонии. Учи​тывают колонии, характерные для кишечных палочек (темно-красные с металлическим блеском и без него, ро​зовые прозрачные). Из нескольких колоний различных оттенков готовят мазки и окрашивают их по Граму. В слу​чае присутствия нетипичных кишечных палочек (короткие или длинные, полиморфные) дополнительно проводят оксидазный тест, который позволяет отличить бактерии семейства Enterobacteriacae от других грамотрицательных бактерий. С этой целью мембранный фильтр с колониями бактерий помещают на больший по размеру диск фильтро​вальной бумаги, смоченный реактивом — раствором фе-нилендиамина. Результат реакции учитывают через 2—4 мин. колонии бактерий, не относящиеся к семейству Еntегоbасtеriасеае, дают положительную реакцию на оксидазу в виде посинения колоний или появления синего ободка. Колонии, не изменившие окраску и состоящие из грамотрицательных палочек, относят к колониям БГКП, так как у них отсутствует оксидазная активность.

Результат анализа выражают в виде коли-индекса, ко​торый высчитывают, умножая количество выросших на фильтре колоний БГКП на 1000 и делят на объем про​фильтрованной воды. Если в 1 л питьевой воды содержит​ся более 3 БГКП, а в 1 л воды бассейнов — более 10, то это свидетельствует о фекальном загрязнении, превы​шающем норму.

Задание 5. Определить в воде индекс энтерококка (1-й этап): сделать посевы исследуемой воды на щелочную элективную среду (табл. 4).

Таблица 4

Определение индекса энтерококка в воде

	Этапы исследования


	Объем засеваемой воды, мл

	
	1


	0.1

1(1:10)
	0,01

1 (1:100)

	
	
	
	

	I. Щелочная элективная среда, мл

Результат (+ или -) + помут​нение и изменение цвета среды с синего на желтый
	5


	5


	5



	2. Высев на секторы молочно-ингибиторной среды, микро​скопия 

колоний, окраска по Граму
	
	
	

	Заключение


	
	
	


Материалы и оборудование. Колба с исследуемой водой — 50 мл пробирки с разведенной водой в 10 и 100 раз (приготовленные при определении микробного числа воды), пробирки с щелочно-элективной средой по 5 мл, пипетки на 1—2 мл.

Методические указания к выполнению работы.

Определение индекса энтерококка, т. е. количество энтерококков в 1 л воды, проводится параллельно с определением микробного числа и индекса БГКП путем посев различных объемов воды (см. табл. 4) на жидкую щелочную элективную среду с полимиксином. Высокая элективность среды достигается установлением рН 10—10,2 и применением полимиксина, подавляющих рост посторон​них бактерий. Посевы помещают в термостат при тем​пературе 37°С на 48 ч.

МЕТОДЫ ПРЯМОГО ОБНАРУЖЕНИЯ ПАТОГЕННЫХ 

МИКРООРГАНИЗМОВ В ВОДЕ
Задание 6. Изучить методы исследования воды на на​личие сальмонелл.

Материалы и оборудование. Колбы с исследуемой водой — 500 мл и 200 мл, колбы с 10% пептонной водой — 10 мл и селе​нитовой средой — 200 мл.

Методические указания к выполнению работы.

При исследовании воды на сальмонеллы питьевую воду и воду открытых водоемов засевают по 200 мл в среды обогащения — селенитовую среду (или магниевую среду) двойной концентрации. Посевы культивируют при темпе​ратуре 37°С в течение 18—20 ч.

Заполнить табл.2-4. 

Занятие 2.

Тема: Санитарно-микробиологическое исследование 

воздуха (окончание), воды (продолжение), почвы.

4 часа

Цель занятия: Освоение методов санитарно-бактериологического исследования воздуха, воды, почвы.

Содержание занятия: 1) исследование воздуха на общую обсемененность (учет результатов); 2) определение микробного числа воды (окончание); 3) определение коли-титра воды бродильным методом (продолжение); 4) определение индекса энтерококка воды (продолжение); 5) исследова​ние воды на наличие сальмонелл (продолжение); 6) определение микробного числа почвы; 7)определение коли-титра почвы; 8) определение перфрингенс-титра почвы.

Вопросы для самоподготовки. Санитарно-показательные микроорганизмы воздуха. Микрофлора почвы, методы микробиологического исследования. Санитарно-показательные микроорганизмы почвы.

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

ВОЗДУХА (ОКОНЧАНИЕ)

Задание 1. Учесть результаты исследования воздуха на общую обсемененность микробами, подсчитать число колоний, выросших на чашках с мясопептонным агаром, определить количество микробов в 1 м воздуха. Произ​вести микроскопическое исследование колоний, выросших на кровяном и молочно-желточно-солевом агарах, опре​делить количество золотистых стафилококков и стрепто​кокков в 1 м3 воздуха. 

Материалы и оборудование. Посевы, сделанные студентами на занятии 1; аппарат для счета колоний.

Методические указания к выполнению работы. Пояснение к работе и таблицу см. в занятии 1 (зада​ние 1). Результаты записать в табл.1.

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ВОДЫ (ПРОДОЛЖЕНИЕ)

Задание 2. Определить микробное число воды (учет результатов): подсчитать количество колоний, выросших на чашках с мясопептонным агаром и определить коли​чество микробов в 1 мл исследуемой воды.

Материалы и оборудование. Посевы, сделанные студентами на за​нятии, счетная камера.

Методические указания к выполнению работы.
Выросшие в толще и на поверхности мясопептонного агара колонии подсчитывают, пользуясь лупой, дающей пятикратное увеличение, или аппаратом для полуавтома​тического подсчета колоний. При большом количестве выросших колоний (более 300) для облегчения подсчета пользуются счетной камерой. Под стекло камеры поме​щают чашку Петри с колониями и подсчитывают их коли​чество на 20 см2, затем делят на 20 и умножают на пло​щадь чашки Петри (78,5 см2). Для получения микробного числа необходимо количество выросших колоний в каждой чашке Петри умножить на соответствующее разведение воды, полученные результаты сложить и разделить на количество чашек. Результат записать в табл. 2. Для водопроводной воды микробное число не должно превы​шать 100.

Задание 3. Продолжить определение коли-титра воды бродильным методом (II этап): учесть результаты броже​ния в глюкозопептонной среде (с учетом показателей табл. 11, 12) и записать в табл. 4; из положительных проб произвести высев на сектора среды Эндо.

Материалы и оборудование: посевы на глюкозопептонной воде, сделанные на занятии 1; чашки Петри со средой Эндо.

Методические указания к выполнению работы.

 В среде накопления — глюкозопептонной среде — учи​тывают положительные пробы (по помутнению, кислото- и газообразованию или по помутнению и кислотообразованию) и отмечают результаты в табл.. Из положи​тельных проб производят высевы в чашки Петри на среду Эндо, разделенную на 3—4 сектора в зависимости от коли​чества положительных проб. Посевы необходимо произво​дить штрихами, чтобы получить рост изолированных ко​лоний. Культивируют посевы при температуре 37°С в те​чение 16—18 ч.

Задание 4. Продолжить определение индекса энтеро​кокков воды (II этап): отметить в табл. 39 результаты посева воды на щелочно-элективной среде, произвести высев с нее на сектора молочно-ингибиторной среды.

Материалы и оборудование: Посевы на щелочно-элективной среде, сделанные студентами на занятии 1, чашки Петри с мо​лочно-ингибиторной средой.

Методические указания к выполнению работы 

Из всех пробирок с посевом воды на щелочно-элек​тивной среде делают высев секторами в чашку Петри с молочно-ингибиторной средой. Посевы помещают в термо​стат на сутки. Ход исследования записывают в табл..

Задание 5. Продолжить исследование воды на наличие сальмонелл (II этап): отметить в протоколах исследования характер роста на пептонной воде и селенитовой среде, пересеять из селенитовой среды на среду Эндо и висмут-сульфитный агар.

Материалы и оборудование:

 Посевы, сделанные студентами на за​нятии 1, чашки Петри со средой Эндо и висмут-сульфит​ным агаром.

Методические указания к выполнению работы. 

При наличии диффузного роста в колбах с селенито​вой средой делают высев на чашки Петри со средой Эндо и на 2—3 чашки с висмут-сульфитным агаром. Посевы помещают в термостат на 18—20 ч при температуре 37°С

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ПОЧВЫ

Оценка фекального загрязнения почвы и его давности производятся по коли-титру, перфрингенс-титру, иногда по титру энтерококков. Параллельно с этими показателя​ми определяется микробное число почвы. Предварительно производят отбор проб почвы. На обследуемой территории площадью до 1000м2 выбирают два участка по 25 м3 (один — вблизи источника загрязнения, другой — в отдалении от него. На каждом из участков (с соблюдением стерильности) берут из 5 точек (4 — по углам участка, одна — в центре) на глубине 10—20 см стерильным совком (из более глубоких с помощью специального бура.

Помещают по 200—300 г почвы в широкогорлые колбы с ватными пробками (можно все взятые пробы одного участка перемешать и направить на исследование. На банки наклеивают этикетки, пишут сопроводительное письмо и отправляют с нарочный. Пробы почвы полагается исследовать сразу же или в течение 6—18 ч, сохраняя их при температуре не выше 1—5 °С.

В лаборатории пробу почвы измельчают, освобождают от камней, осколков стекол, корней растений, просеивают через сито, тщательно перемешивают и отвешивают 30 г. в колбу объемом 500 мл, наливают 270 мл стерильной водо​проводной воды и вносят в нее отвешенную пробу почвы,  все интенсивно встряхивают 10 минут и, не давая отстояться частицам суспензии, готовят серию десятикратных после​довательных разведений.

Задание 6. Определить микробное число почвы; по​сеять почвенную болтушку в чашки с мясопептонным агаром (табл.).

Материалы и оборудование. Пробирка с 10% суспензией почвы (почвенная болтушка), пробирки со стерильной водой по 9 мл, пипетки на 1—2 мл, пробирки с мясопептонным агаром по 15 мл, стерильные чашки Петри.

Методические указания к выполнению работы. 

При определении микробного числа почвы по 1 мл при​готовленных разведении почвенной суспензии вносят в чашки Петри, заливают расплавленным и охлажденным мясопептонным агаром; культивируют 48 ч при 28—30°С.

Таблица 5 

Определение микробного числа почвы

	Ингредиенты


	Номера пробирок



	
	1
	2
	3

	Засеваемые объемы, мл
	1
	1 (1:100)
	1 (1:100)

	Мясопептонный агар, мл
	15
	15
	15

	Результат
	
	
	

	Заключение


	
	
	


Задание 7. Определить коли-титр почвы (I этап): посеять почвенную болтушку в среду Кесслера (табл. 41).

Материалы и оборудование: Пробирка с 10% суспензией почвы, пробирки с разведениями (1:10, 1:100) почвенной болтушки, пробирки со средой Кесслера по 9 мл, пипетки на 1—2 мл.

Методические указания к выполнению работы. 

Готовят 10% почвенную суспензию, из нее делают раз​ведения. Из суспензии и разведении 1:10, 1:100 засевают по 1 мл в пробирки со средой Кесслера. Таким образом, в среду вносятся 0,1 г, 0,01 и 0,001 г исследуемой почвы.

Задание 8. Определить перфрингенс-титр почвы: посеять почвенную болтушку в среду Вильсона — Блера (табл. 42).

Материалы и оборудование: Пробирка с 10% суспензией почвы, пробирки с разведениями суспензии (1:10, 1:100), стериль​ные пробирки, пипетки на 1—2 мл, стерильные чашки Пет​ри, пробирки со средой Вильсона—Блера по 15 мл, водя​ная баня, термометр. 

Таблица 6

Определение коли-титра почвы

	Этапы исследования


	Номера пробирок



	
	1
	2
	3

	Засеваемые объемы, мл


	1

(0.1 г)
	1 (1 : 10)

(0,01 г)
	1(1: 100)

(0,001 г)

	Среда Кесслера, мл
	9
	9
	9

	Высев на среду Эндо (секто​рами)
	
	
	

	Результат
	
	
	

	Заключение
	
	
	


Методические указания к выполнению работы. Перфрингенс-титр определяют, используя для посева два ряда параллельных разведении почвы. При этом про​бирки с одним рядом разведении прогревают при 80° С 15 мин. По 1 мл из обоих рядов разведении переносят в чашку Петри и заливают расплавленной средой Вильсо​на — Блера. Пробирки помещают в термостат при 37°С на 24 ч.

Таблица 7

Определение перфрингенс-титра почвы

	Ингредиенты


	Номера пробирок



	
	

	
	1
	2
	3

	Засеваемые объемы, мл
	1
	1 (1 : 10)
	1 (1 :100)

	Среда Вильсона—Блера, мл
	15


	15


	15



	Результат
	
	
	

	Заключение
	
	
	


Оформление альбома. Записать полученные результаты в табл. 36—39. Подготовить таблицы 40, 41, 42.

Занятие 3

Тема: Санитарно-микробиологическое исследование воды 

(окончание), почвы (продолжение), пищевых продуктов

4 часа

Цель занятия. Изучить методы санитарно-бактериологического исследования воды, почвы, пищевых продуктов. 

Содержание занятия: 1) определение коли-титра воды бродильным методом (окончание); 2) определение индек- энтерококков воды (окончание); 3) исследование воды на наличие сальмонелл (окончание); 4) определение мик​робного числа почвы (окончание); 5) определение колититра почвы бродильным методом; 6) определение перфрингенс-титра почвы (окончание); 7) опре​деление общей микробной обсемененности молока; 8) оп​ределение коли-титра молока; 9) бактериоскопическое ис​следование сметаны и кефира; 10) исследование пищевых продуктов при пищевых токсикоинфекциях.

Вопросы для самоподготовки. Общие принципы санитар-но-микробиологического исследования пищевых продуктов. Бактериальная флора молока и молочнокислых продуктов. Методы санитарно-бактериологического исследования мо​лока и молочных продуктов. Значение условно-патоген​ных микроорганизмов в этиологии пищевых токсикоинфекций. Микотоксикозы. Мясопродукты как источник и фактор передачи инфекционных заболеваний. Методьэ санитарно-бактериологического исследования мясных про​дуктов. Методы санитарно-бактериологического исследо​вания консервов.

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ВОДЫ 

(ОКОНЧАНИЕ)

Задание 1. Закончить определение коли-титра воды бродильным методом (III этап): учесть характер роста на среде Эндо. Записать результаты и заключение в табл..

Материалы и оборудование Посевы на среде Эндо, фильтровальная бумага, смоченная фенилендиамином.

При учете результатов на среде Эндо изучают цвет выросших колоний. Если на секторах среды выросли темно-красные колонии, характерные для БГКП, то проводят подтверждающие исследования путем микроскопии окра​шенных по Граму мазков и постановки оксидазного теста. Для этого по 2—3 характерные колонии снимают петлей и наносят на фильтровальную бумагу, смоченную реактивом. При отсутствии изменения цвета бумаги пробу на оксидазу считают отрицательной и, наоборот, посинение бумаги в течение 1 мин свидетельствует о наличии активной оксидазы у бактерий. Обнаружение в мазках грамотрицательных палочек с отрицательным оксидазным тестом позволяет дать положительный ответ о наличии БГКП в исследуемой пробе воды.

Задание 2. Закончить определение индекса энтерокок​ков воды (III этап): отметить в табл. 39 результаты посева на молочно-ингибиторную среду и записать заключение.

Материалы и оборудование:. Посевы на молочно-ингибиторной среде, сделанные студентами на занятии 2.

Методические указания к выполнению работы. На молочно-ингибиторной среде отмечают рост круп​ных черных с металлическим оттенком колоний (Streptococcus faecalis) и мелких сероватых колоний (Streptococcus faecium). При микроскопии мазков из колоний обнаружи​вают грамположительные, слегка вытянутые диплококки, часто располагающиеся в виде цепочек. Окончательный ответ об индексе энтерококка вычисляется по табл. 11, 12.  Записать данные в табл. 39.

Задание З. Закончить исследование воды на наличие сальмонелл (III этап). Отметить в протоколах характер роста колоний на средах Эндо и висмут-сульфитных средах.

Материалы и оборудование Посевы на средах Эндо и висмут-суль​фитном агаре.

Сальмонеллы образуют на висмут-сульфитном агаре круглые черные колонии с сероватым металлическим обод​ком или зеленые колонии (с потемнением среды под коло​нией). Подозрительные колонии (в количестве 4 и 5) пере​севают на среду Ресселя или трехсахарный агар с мочеви​ной по Олькеницкому, далее исследование проводят по обычной схеме: посев на пестрый ряд, определение под​вижности, агглютинация с поливалентной и монорецептор-ными сальмонеллезными сыворотками, фаготипирование.

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ПОЧВЫ 

(ПРОДОЛЖЕНИЕ)

Задание 4. Закончить определение микробного числа почвы: подсчитать количество колоний, выросших на чаш​ках с мясопептонным агаром, определить число микро​бов в 1 г исследуемой почвы, результаты записать в табл. 40.

Материалы и оборудование Посевы, сделанные на занятии 2, счет​ная камера.

Методические указания к выполнению работы. Подсчитать выросшие в толще агара и на поверхности колонии, пользуясь лупой (Х 5) или счетной камерой. Высчитать среднее арифметическое. Записать в табл. 40 результат и заключение.

Задание 5. Продолжить исследование по определению коли-титра почвы бродильным методом (II этап): учесть результаты в среде Кесслера, записать в табл. 41, сделать пересев со среды Кесслера на сектора среды Эндо.

Материалы и оборудование Посевы на среде Кесслера, сделанные на занятии 2, чашки Петри со средой Эндо.

Методические указания к выполнению работы. Присутствие в бродильной пробе кишечных палочек подтверждается высевом со среды Кесслера на среду Эндо. Посевы помещают в термостат на сутки.

Задание 6. Закончить определение перфрингенс-титра почвы, отметить в табл. 42 результаты посева почвенной суспензии на среде Вильсона — Блера и дать заключение о перфрингенс-титре (по последнему положительному ре​зультату) .

Материалы и оборудование Посевы на среде Вильсона — Блера, сделанные студентами на занятии 2.

Методические указания к выполнению работы. Результат учитывают через 24 ч культивирования при температуре 37°С по образованию колоний черного цвета. Присутствие патогенных клостридий в почве связано с попаданием их в почву с фекалиями человека и животных. Существуют следующие критерии оценки степени загряз​нения почвы по титру БГКП и клостридиум-титру: для сильно загрязненных почв коли-титр 0,009 и ниже, клостридиум-титр 0,00009 и ниже; для чистых почв коли-титр 1 и выше, лостридиум-титр 0,01 и выше.

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ

Санитарно-микробиологическое исследование пищевых продуктов проводится в плановом порядке или по эпидеми​ческим и эпизоотологическим показаниям. В плановом порядке проводятся иссле​дования на: 1) общее микробное обсеменение; 2) обнаруже​ние санитарно-показательных бактерий, например, БГКП и энтерококков, а также иногда обнаружение патогенных микроорганизмов.

По эпидемическим показаниям исследования проводят​ся на обнаружение патогенных микроорганизмов — воз​будителей пищевых отравлений микробной этиологии.

Задание 7. Определить общую микробную обсемененность молока или мороженого: сделать посев из разведе​нии продукта на мясопептонный агар (табл. 43).

Материалы и оборудование. Пробирка с молоком или мороженым пробирки со стерильной водой по 9 мл, пипетки на 1—2 мл, стерильные чашки Петри, пробирки с мясопептонным ага​ром по 10 мл, водяная баня, термометр.

Методические указания к выполнению работы. Общее микробное обсеменение пищевого продукта определяется путем высева из 10-кратных разведении про​дукта на мясопептонный агар, последующего подращивания при температуре 37°С и перерасчета по выросшим колониям количества мезофильных микробов — аэробов и факультативных анаэробов на 1 г продукта. Ход определе​ния сводится к приготовлению разведении пробы продук​та в соотношении 1:10, 1:100, 1:1000 и высеву по 1 мл из каждого разведения в чашки Петри, которые заливают 10 мл расплавленного и охлажденного (до 45°С) мясопептонного агара. Посевы инкубируют 48 ч при температуре 37° С.

Таблица 8 

Определение микробного числа пасте​ризованного молока

	Ингредиенты


	Разведение



	
	1:10
	1:100
	1:1000

	Засеваемые объе​мы молока, мл
	1
	1
	1

	Мясопептонный агар, мл
	10
	10
	10

	Количество выросших колоний
	
	
	

	Результат
	
	
	


Задание 8. Определить коли-титр молока (I этап): посеять исследуемый продукт в пробирки со средой Кесслера (табл. 9).

Материалы и оборудование. Пробирка с молоком, пробирка с молоком, разведенным в 10 раз, 6 пробирок со средой Кесслера по 5 мл, пипетки на 1 —2 мл.

Методические указания к выполнению работы. Для определения коли-титра молока и молочных про​дуктов используют посевы различных объемов или развода ний проб продукта в среды Кесслера (в ряде случае используют среду Хейфеца). БГКП при росте на сред Кесслера расщепляют глюкозу, о чем судят по образованию газа в поплавке, при росте на среде Хейфеца происходит исходит изменение цвета из красно-фиолетового на желтый впоследствии - до салатово-зеленого в результате появления кислых продуктов.

Таблица 9

Определение коли-титра пастеризованного молока

	Этапы исследования


	Номера пробирок



	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Засеваемые объемы молока в

среду Кесслера, мл
	1
	1
	1
	0,1
	0,1
	0,1

	Рост на среде Кесслера*
	
	
	
	
	
	

	Пересев на среду Эндо

Характер колоний на среде Эндо.
	
	
	
	
	
	

	Микроскопия (окраска по Граму)
	
	
	
	
	
	

	Заключение
	


* Знаком + отмечают помутнение и образование газа в среде Кесслера.

Методические указания к выполнению работы. Молоко, сливки, мороженое, пахту, простоквашу, ряжен​ку, йогурт, кефир засевают по 1 мл в 3 пробирки со средой Кесслера и по 1 мл из разведения 1:10 (0,1 мл продукта) также в 3 пробирки со средой Кесслера. Наличие в среде Кесслера генцианового фиолетового препятствует росту молочно-кислых бактерий. Посевы выдерживают сутки при температуре 43°С.

Задание 9. Провести бактериоскопическое исследо​вание сметаны и кефира: приготовить мазки, ок​расить метиленовым синим, микроскопировать, зари​совать.

Материалы и оборудование. Пробирки со сметаной и кефиром, предметные стекла, флакон с метиленовым синим.

Методические указания к выполнению работы. Общее микробное обсеменение не определяют в кисло​молочных продуктах — твороге, сметане, кефире и других, содержащих специфическую микрофлору (молочно-кислые стрептококки, ацидофильные палочки). В этих продук​тах определяют микробный пейзаж молочно-кислой флоры бактериоскопическим исследованием неразведенных про​дуктов, окрашенных метиленовым синим. Присутствие молочной плесени, дрожжей и отсутствие молочно-кислых стрептококков указывает на неудовлетворительное приго​товление, нарушение технологии или неправильное хра​нение продукта. Исключение составляет кефир и кумыс, где обязательно присутствуют в поле зрения 2—5 дрож​жевых клеток, поскольку эти продукты — результат ком​бинированного брожения — молочно-кислого и спир​тового.

Оценку качества молока и молочных продуктов следует давать согласно следующим бактериологическим норма​тивам (табл.10).

Таблица 10

Ориентировочные   санитарно-бактериологические нормативы для 

молока и молочных продуктов

	Пищевой продукт


	Допустимые бактериологические показатели

	
	данные микроскопического исследования
	общее микроб​ное число
	коли-титр




	Молоко, сливки


	Не проводится


	Группа А — не

более 75000

Группа В — не

более 150000

Фляжное —

300 000
	Группа А —не

менее 3,

группа В и

фляжное — не

менее 0,3

	Сухое молоко
	Не проводится
	Не более 2500
	Не допускается

	Простокваша, ря​женка, йогурт,

напиток «Юж​ный»
	Мелочно-кислые

стрептококки,

палочки
	Не определяется


	0,3



	Кефир


	Молочно-кислые

стрептококки,

палочки, единич​ные дрожжи
	-//-


	0,3



	Творог, сметана
	Молочно-кислый стрептококк 


	-//-
	Не менее 0,001—0,0001

	Мороженое, мо​лочные коктейли
	Не проводится
	Не более 100000
	Не менее 0,3

	Кремы и кремовые

изделия
	-//-
	Не нормирует​ся
	Не менее 0,01


ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА ПИЩЕВЫХ ТОКСИКОИНФЕКЦИЙ

Задание 10. Провести лабораторную диагностику пи​щевых бактериальных отравлений (I этап): посеять мясо или фарш на селенитовый бульон, на среду Эндо, висмут-сульфитную среду, в конденсат ско​шенного агара (посев по Щукевичу), в среду Китта— Тароцци, (табл 11). Начать оформление протокола исследования.

Материалы и оборудование. Чашка Петри с фаршем — 5 г, стерильная фарфоровая ступка, пробирка с 2 г стерильного песка, колба с 50 мл стериль​ного изотонического раствора хлорида натрия, колба с селенитовой средой—40 мл, пипетки на 1—2 мл и 5— 10 мл, чашка Петри со средой Эндо, чашка с висмут-сульфитной средой, пробирка со свежескошенным мясопептонным агаром, со средой Китта-Тароцци, пробирка с б,5°С солевым бульоном, чашки Петри с кровяным, молочно-солевым и желточно-солевым агарами.

Т а б л и ц а 46

Схема исследования пищевых продуктов при бакте​риальных отравлениях

	Микроорганизмы, выде​ляемые из пищевых продуктов
	Посев на питательные среды в 1-й день исследования
	Характер роста после первичного посева

	Сальмонеллы


	1.Селенитовый бульон

2.Висмут-сульфитная среда

3. Среда Эндо
	1. Помутнение

2. Колонии с металличе​ским блеском, иногда зеленоватые, прокраши​вающие в черный цвет среду под колонией

3.Бесцветные или слегка розовые колонии

	Энтеропатогенные

эшерихии


	1. Среда Эндо

2. Среда Кесслера

(для определения колииндекса)
	1.Рост колоний красно​го цвета с металлическим оттенком

2. Помутнение среды

	Протей
	 Мясопептонный агар

(по Щукевичу)
	 Вуалеобразный (ползу​чий) рост

	С. perfringens 
	Среда Сидоренко —

Пивоварова
	В пробирках интенсивное 

почернение среды

	Энтерококки
	Молочно-ингибиторная среда с полимиксином и теллуритом калия
	Колонии правильной фор​мы (1,5—2 мм) с зоной протеолиза и черной или серой окраской

	Патогеные стафило​кокки


	1. Молочно-солевой агар, желточно-соле​вой агар

2.Среды обогащния: солевые бульоны с 6,5 и 10 % хлорида натрия; сахарный

бульон с 1% глюкозы
	1. Колонии правильной формы (2—4 мм); цвет от белого до оранжевожелтого на желточно-солевом агаре — ореол коа​гулята (действие фермен​та лецитиназы)

2. Диффузный рост



	Bacillus cereus

	Среда Донована


	Крупные плоские белые колонии со слегка изре​занными краями и окру​женные зоной матового коагулята (положитель​ная реакция на лецити-

назу)


П р и м е ч а н и е. Последующее выделение и идентификация чистой куль​ты ведутся по обычной схеме.

Методические указания к выполнению работы. 

Обнаружение  с а л ь м о н е л л   в мясе и колбасных изделиях проводиться из объема 5 г, взятого из нескольких кусочков внутренней и наружной проб (части) полуфабриката или готового кулинарного изделия. Пробу измельчают с помощью гомогенизатора или в стерильной фарфоровой ступке с 2—3 г стерильного песка, приливая 45 мл сте​рильного изотонического раствора хлорида натрия: в 1 мл исследуемой взвеси содержится 0.1 г продукта. 10 мл исследуемой взвеси вносят в колбу с 40 мл обогатительной среды. Одновременно высевают по 0,1 мл на среду Эндо и висмут-сульфитный агар. Посевы инкубируют при 37°С 18—24 ч.

При определении  б а к т е р и й   р о д а   P r o t e u s исследуемую взвесь продукта в количестве 0,5 мл вносят в конденсат свежескошенного мясопептонного агара (разлитого по широким пробиркам), не затрагивая скошеиной поверхности среды. Штатив с пробиркам помещают в термостат на 18—24 ч при 37(С.

При определении   к л о с т р и д и й  по 0,1 мл исследу​емой взвеси продукта вносят стерильно на дно пробирки с прогретой при 100°С в течение 25 минут и охлажденное до 40°С средой Китта — Тароцци и в пробирку с той же средой, которую после посева нагревают на водяной бане течение 20 мин при 80°С с целъю теплоктавации спор и уничтожения вегетативных клеток неспорообразующих бактерий. Посевы культивируют при 37°С до 5 суток, ежедневно просматривая появление роста клостридий, что сопровождается помутнением среды и выделе​нием газа.

Оформление альбома. Записать результаты в табл. 39, 40, 41 и заключение в табл. 38, 39, 40. Закончить протокол исследования на наличие сальмонелл в воде. Записать табл. 43, 44. Составить протокол «Исследование фарша для обнаружения бактерий, вызвавших пищевое отравление» (см. табл. 46). Зарисовать: 1) микрофлору кефира, 2) микрофлору сметаны, 3) энтерококки.

Занятие 4. 

Санитарно-микробиологическое 

исследование почвы (окончание), 

пищевых продуктов (продолжение). 

Лабораторная диагностика пищевых 

бактериальных отравлений (продолжение), 

бактериологический контроль качества дезинфекции.

Цель занятия. Провести заключительное санитарно-бактериологическое исследование почвы. Освоить методы санитарно-бактериологического исследования пищевых продуктов и лабораторную диагностику пищевых бактери​альных отравлений. Отработать методику определения качества проведенной дезинфекции; научиться составлять документацию и брать пробы для бактериологического анализа. Отработать методику бактериологического контроля качества дезинфекции.

Содержание занятия: 1) определение коли-титра почвы бродильным методом (окончание); 2) определение общей микробной обсемененности молока (окончание); 3) опре​деление коли-титра молока (продолжение); 4) исследова​ние пищевых продуктов при токсикоинфекциях (про​должение); 5) взятие проб и посев их на среды для определения качества дезинфекции, определения качества дезинфекции. 

Вопросы для самоподготовки. Инфекционные заболе​вания, связанные с употреблением зараженных пищевых продуктов. Характеристика токсикоинфекций и бактери​альных интоксикаций. Идентификация условно-патоген​ных микроорганизмов, выделенных из пищевых продуктов. Показательные микроорганизмы для бактериологического контроля качества дезинфекции.

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ПОЧВЫ

Задание 1. Закончить определение коли-титра почвы бродильным методом: изучить характер колоний на среде Эндо, из подозрительных колоний сделать мазки, окра​сить по Граму, микроскопировать. 

Материалы и оборудование. Посевы на среде Эндо, сделанные студентами на занятии 3.

Методические указания к выполнению работы. 

Результаты внести в табл. 41, дать заключение о коли-титре почвы по положительному результату в последнем разведении.

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ

Задание 2. Закончить определение общего микробного обсеменения молока (или мороженого), подсчитать коли​чество колоний, выросших на чашках с мясопептонным агаром, и определить количество микробов в 1 мл или 1 г продукта, результаты записать в табл. 43, дать заключе​ние (см. табл. 45).

Материалы и оборудование. Посевы на мясопептонном агаре, сде​ланные студентами на занятии 3, счетная камера.

Методические указания к выполнению работы. 

Учет результатов общего микробного числа молока проводится так же, как и при определении микробного числа воды.

Задание 3. Продолжить определение коли-титра моло​ка или мороженого (II этап): учесть результаты брожения в среде Кесслера, записать в табл. 44, сделать пересев из пробирок со средой Кесслера на среду Эндо.

Материалы и оборудование.Посевы на среде Кесслера, сделан​ные студентами на занятии 3, чашка Петри со средой Эндо.

Методические указания к выполнению работы. Из пробирок, где обнаруживается брожение (газ в поплавке), производят высев на сектора среды Эндо в чашках Петри. Чашки выдерживают сутки при 37°С.

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА ПИЩЕВЫХ ТОКСИКОИНФЕКЦИЙ

Задание 4. Продолжить лабораторную диагностику пищевых бактериальных отравлений (II этап): изучить характер роста на селенитовом бульоне, среде Эндо, висмут-сульфитной среде (выделение сальмонелл и эшерихий), скошенном агаре (выделение протея), на среде Китта—Тароцци (выделение клостридий), в 6,5% соле​вом бульоне, кровяном агаре, молочно-солевом или жел-точно-солевом агаре (выделение патогенных стафилокок​ков); результаты сравнить с данными табл. 46 и записать в протоколе исследования. Колонии, характерные для сальмонелл, пересеять на среду Ресселя. Из колоний, выросших на молочно-солевом агаре, приготовить мазки, окрасить по Граму, микроскопировать. Колонии грамположительных кокков отсеять на скошенный мясопептон-ный агар для выделения чистой культуры.

Материалы и оборудование. Посевы, сделанные студентами на занятии 3, пробирка со средой Ресселя, ингредиенты для окраски по Граму, пробирка со скошенным мясопептон-ным агаром.

Методические указания к выполнению работы.
С а л ь м о н е л л ы    образуют на среде Эндо бесцветные или розоватым оттенком колонии, а на висмут-сульфитном агаре — серо-зеленые колонии с черным центром и под​крашенной в черный цвет средой под колонией. В случае отсутствия роста колоний, характерных для сальмонелл, делают высев на эти же среды из селенитового бульона.

Колонии, характерные для сальмонелл, пересевают на среду Ресселя штрихом по скошенной поверхности и уколом в столбик среды. При росте сальмонелл исход​ный цвет скошенной поверхности среды не изменяется, изменяется только цвет столбика среды. Газообразование определяют по разрыву столбика.

На свежескошенном мясопептонном агаре  б а к т е р и и   р о д а   п р о т е я образуют вуалеобразный налет с голубова​тым оттенком» издают неприятный гнилостный запах. Для установления вида протея применяют соответствую​щие агглютинирующие сыворотки.

Со сред Китта — Тароцци для обнаружения клостридий проводят бактериоскопию мазков, окрашенных по Граму. Подтверждающим исследованием является также высев 1—2 капель культуры в расплавленную и остужен​ную до 45°С среду Вильсона — Блера, которую выливают в стерильную чашку Петри и после застывания заливают слоем голодного агара толщиной не менее 5 мм. Рост колоний черного цвета указывает на присутствие клостридий.

При обнаружении   с т а ф и л о к о к к о в   окрашивают по Граму мазки из колоний, выросших на молочно-солевой среде. Колонии грамположительных кокков отсевают на скошенный мясопептонный агар (выделение чистой культуры) и подращивают сутки при температуре 37°С. Выделенную чистую культуру стафило​кокков испытывают на плазмокоагулазу (посев в плазму), которая вызывает образование сгустка, и лецитовителлазу (посев на желточно-солевой агар) — по образованию вокруг колоний матового коагулянта в результате действия фермента на лецитовителлин желтка. При отсутствии роста коагулазоположительных стафилококков на молочно-солевом агаре исследуют колонии, выделенные со сред обогащения. Для этого производят высев из сред обогащения на сектора плотных питательных сред (кровяной агар, желточно-солевой агар).

Колонии коагулазоположительных стафилококков подлежат подсчету и перерасчету на 1 г продукта.

БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА ДЕЗИНФЕКЦИИ

 Задание 5. Взять пробы смывов для бактериологического исследования качества дезинфекции. Произвести посевы на среду
Материалы и оборудование. Пробирки, дезинфектанты, стерильная вода, вата, чашки Петри с питательными средами.

Методические указания к выполнению работы.
Студенты разбиваются на бригады по 3 человека, проводят визуальную проверку качества проведенной дезинфекции, берут пробы для бактериологического анализа. 

О качестве профилактической и вынужденной дезинфек​ции при сальмонеллезных инфекциях, роже свиней, бру​целлезе, чуме свиней и птиц, при ящуре судят по наличию или отсутствию на объектах, подвергнутых дезинфекции, кишечной палочки, а при туберкулезе, ящуре (заключи​тельная дезинфекция), оспе овец и птиц, лептоспирозе, вирусном гепатите утят — стафилококков.

По истечении определенной экспозиции (в зависимости от вида дезинфекции — текущая, заключительная и ха​рактера инфекции) берут пробы с пола, стен, углов, кормушек — всего с 10—20 разных участков. При взятии пробы намечают участок 10х10 см и стерильным ватным тампоном, предварительно смоченным раствором, нейтра​лизующим использованный дезинфектант, хорошо отжа​тым, протирают этот участок в течение 1—2 мин.

Каждый тампон отдельно помещают в сосуд (про​бирку) со стерильным нейтрализующим раствором или стерильной водой (20 мл).

Для нейтрализации хлорной извести используют 0,1 %-й раствор натрия тиосульфата; для щелочных растворов—0,01 %-й раствор уксусной кислоты; для формалина — 1—2 %-й раствор нашатырного спирта (концентрация нейтрализующих растворов должна быть в 10 раз меньше концентрации растворов, применявшихся для дезинфекции).

При применении креолина, лизола, серно-карболовой смеси и других дезинфектантов, при которых нет нейтрали​заторов, тампоны промывают двукратно по 5—10 мин в стерильной воде. Пробы доставляются в лабораторию не позже чем через 2 ч после их взятия.

К пробам пишут сопроводительную, в которой указыва​ют: 1) хозяйство; 2) тип постройки; 3) дату и время дезинфекции; 4) дату и время взятия пробы; 5) вид де​зинфекции (если текущая, то при какой болезни); 6) каче​ство механической очистки.

В лаборатории в этот же день из присланных проб делают посевы на специальные среды.

Для выделения культуры кишечной палочки исполь​зуют среду Эйкмапа с последующим прогреванием и высевом на среду Эндо или же высевают сразу непо​средственно на среду Эндо. Кроме этого, как для выде​ления кишечной палочки, так и для выделения стафи​лококка можно пользоваться модифицированной средой Хейфеца, предложенной ВНИИВС.

Посевы инкубируют в термостате при 37С в течение 24 часов.

Занятие 5. 

Санитарно-микробиологическое исследование

 пищевых продуктов, 

лабораторная диагностика 

пищевых бактериальных отравлений бактериологический контроль качества дезинфекции (окончание), исследование кормов на микотоксикозы.

Цель занятия. Провести заключительные санитарно-бактериологические исследования пищевых продуктов, идентифицировать возбудителей пищевых инфекций, освоить методы исследования кормов при поражении плесневыми грибами.

Содержание занятия. 1. Определение коли-титра молока (окончание).  

2. Исследование пищевых продуктов при пищевых отравлениях (окончание). 3. Определить качество дезинфекции по бактериологическим показателям. 4. Исследование кормов с целью диагностики микотоксикозов.

Вопросы для самоподготовки. Санитарно-бактериологическое исследование продуктов, на которые нет ГОСТов. Этапы идентификации сальмонелл и стафилококков. Методика взятия проб для бактериологического контроля качества дезинфекции. Методы диагностики микотоксикозов животных. 

САНИТАРНО-МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ

Задание 1. Закончить исследование молока или моро​женого на коли-титр: изучить колонии, выросшие на среде Эндо, из характерных колоний сделать мазки, окрасить по Граму, микроскопировать, результаты записать втабл. 44, дать заключение.

Материалы и оборудование. 

Посевы на среде Эндо, сделанные студентами на занятии 4, среда Симонса, Кеслера, жидкая среда с глюкозой.

Методические указания к выполнению работы.
При отсутствии роста колоний БГКП на среде Эндо считается, что молоко практически не загрязнено; коли-титр более 3,0. При росте на среде Эндо красных с ме​таллическим блеском колоний готовят мазки и окраши​вают их по Граму. При обнаружении в мазках грамотрицательных палочковидных бактерии проводится допол​нительное исследование: пересев колоний на жидкую сре​ду с глюкозой (вторая бродильная проба) и подращивание при 43°С в течение суток. Одновременно делают посев и на цитратную среду Симонса, инкубируют сутки при 37°С.

Показателем фекального загрязнения служат грамотрицательные палочки, имеющие характерный рост на среде Кесслера, Эндо и жидкой среде с глюкозой, способные вызывать брожение среды Кесслера и жидкой среды с глюкозой при 43°С и не дающие роста на среде Симонса (цитратотрицательные кишечные палочки).

Полученные результаты записывают в табл. 44. 

Задание 2. Закончить лабораторную диагностику пище​вых бактериальных отравлений: 1) изучить изменения в среде Ресселя, идентифицировать сальмонеллы: поставить реакцию агглютинации на стекле с выделенной культурой и диагностическими сальмонеллезными сыворотками — поливалентной (групп АВСД), а затем адсорбированны​ми О и Н. Результаты исследования записать в протокол;

2) изучить характер роста на скошенном мясопептонном агаре, поставить реакцию на плазмокоагулазу стафило​кокков, результаты исследования записать в протокол;

3) составить заключение по исследованию пищевого про​дукта, вызвавшего бактериальное отравление.

Материалы и оборудование. Посевы на среде Ресселя и скошен​ном мясопептонном агаре, сделанные студентами на заня​тии 4; пробирки с сальмонеллезными поливалентной и адсорбированными О-сыворотка ми (4, б, 9) и Н-сыворот-ками; пробирка с цитратной плазмой.

БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА ДЕЗИНФЕКЦИИ

Задание 3. Закончить исследование качества дезинфекции бактериологическим методом. Оценить качество проведенной дезинфекции.

Материалы и оборудование. Посевы, сделанные студентами на прошлом занятии.

Методические указания к выполнению работы.

Выросшие на Среде Эндо или глюкозосолевом агаре питательных средах культуру показа​тельного микроорганизма обязательно исследуют под микроскопом. Первичное ориентировочное определение кишечной палочки производят по изменению цвета питательной среды. Так, изменение цвета среды из малинового в зеленый или салатный при ее помутнении и газо​образовании свидетельствует о наличии в посевах ки​шечной палочки. Другие цветовые изменения среды — желтоватый, розовый, сероватый, обусловленные ростом посторонней микрофлоры, не учитываются. 
Профилактическая и заключительная дезинфекции признаются удовлетворительными, если нет роста показательного микроба во всех исследованных пробах, текущая – не менее чем в 90% пробах.

Исследование токсичности кормов, вызванной метаболитами грибов

Как уже указывалось, токсичности кормов обусловли​вают самые различные продукты метаболизма микроско​пических грибов, довольно различно действующие на ор​ганизм животных, поэтому и методы их обнаружения не​одинаковы.

Существуют биологические и физико-химические ме​тоды обнаружения метаболитов грибов в кормах.

Биологические методы исследования

Биологическими методами определяют в кормах комплекс (смесь) токсических веществ, химическая струк​тура и биологическое действие которых на организм животных весьма различны.

Из биологических тестов применяют скармливание животным, пораженного грибами корма.

Исследование токсичности кормов, вызванной метаболитами грибов

Как уже указывалось, токсичности кормов обусловли​вают самые различные продукты метаболизма микроско​пических грибов, довольно различно действующие на ор​ганизм животных, поэтому и методы их обнаружения не​одинаковы.

Существуют биологические и физико-химические ме​тоды обнаружения метаболитов грибов в кормах.

Для определения токсичности корма широко практи​куется кожная проба на кролике. Многие грибы продуци​руют метаболиты, обладающие некробиотическими свойствами .

Методика постановки кожной пробы на кролике. Приготов​ление экстрактов. 50 г измельченного корма помещают в бу​лыжные патроны из фильтровальной бумаги и экстрагируют  серным эфиром в течение 6 часов. Экстракт переносят в бюкс или другой сосуд и конденсируют при комнатной температуре до исчезновения запаха эфира.

Токсические вещества многих известных грибов растворимы в этаноле, спирте, хлороформе и др. Например, корма, пораженные фузариями, можно экстрагировать хлороформом.

Для извлечения токсических веществ из эфирной вытяжки взве​шивают остаток эфирной вытяжки и содержащиеся в ней токсины растворяют этанолом в зависимости от веса сухого эфирного экстракта.

Экстрагирование можно проводить в обычных 0.5-литровых бан​ках с притертой пробкой, а из растворителей применять эфир. 

Экстракты из грубых кормов (соломы, сена) крошковатой КОнсистенции, поэтому перед их использованием необходимо добавить 2—3 капли растительного масла (оливкового или другого) и смешать до получения равномерной маслянистой массы.

Постановка опыт а. В качестве подопытных животных бе​рут взрослых кроликов вышесредней упитанности.

Па выбритую, гладкую,  не поврежденную поверхность кожи (4—5 см) кролика наносят экстракт н слегка втирают его в кожу стеклянной палочкой или шпателем. Экстракт наносят двукратно с интервалами в 24 часа в количестве 700—750 мг. Чтобы кролик не слизывал нанесенный экстракт, ему па шею надевают картонный или фанерный воротник.

Занятие 39; ВОЗБУДИТЕЛИ МИКОТОКСИКОЗОВ

Цель занятия. Ознакомить студентов с правилами взятия материала для исследования и методами лабораторной диагностики микотоксикозов.

Материалы и оборудование. Культуры грибов .

препаровальные иглы или микологические крючки, предметные  стекла; таблицы и плакаты по данной теме.

Самостоятельная работа. Студентам необходимо приго​товить из культур грибов препараты «раздавленная капля», изучить под микроскопом и зарисовать в тетради морфоло гию грибов, а также ознакомиться со свойствами грибов.

Микотоксикозы — отравления животных, воз​никающие при поедании кормов, содержащих токсические продукты жизнедеятельности грибов (микотоксины). К ми-котоксинам чувствительны почти все виды домашних, ди​ких животных, птицы и рыбы. Наименование микотоксикоза происходит от названия токсина или гриба-продуцента токсина. При диагностике этих болезней наибольшее вни​мание уделяют обнаружению токсина, поскольку гриб-продуцент в ряде случаев к моменту исследования погибает и, кроме того, один и тот же микотоксин может синтезиро​вать различные виды грибов.

Лабораторная диагностика микотоксикозов включает токсико-биологические, микологические и физико-хими-ческие исследования.

Материалом для исследования на микотоксикозы служат пробы всех кормов, входивших в суточный рацион живот​ного в течение одного месяца до проявления болезни, а также остатки кормов из кормушек, содержимое желудочно-кишечного тракта павших животных. Отбор средних проб корма проводят ветеринарные и зооинженерные специалис​ты с представителями предприятий. Отобранную среднюю пробу делят на две части, упаковывают в чистые сухие стек​лянные банки емкостью 2—3 л, герметически закрывают и пломбируют. Одну часть отправляют в лабораторию, дру​гую — хранят в хозяйстве в течение одного месяца в усло​виях, предотвращающих порчу или вторичное загрязне​ние. В документе указывают цель исследования, вид кормового средства, назначение, массу всей партии корма, место отбора пробы, основные клинические признаки у больных животных. Прилагают копию акта вскрытия трупов (при гибели животных), копию экспертиз ветеринарной лабора​тории об исключении инфекционных болезней и отравлений животных химическими или растительными ядами (если та​кие исследования были проделаны лабораторией).

При токсико-биологическом исследовании определяют токсичность корма на различных биологических моделях:

кроликах, аквариумных рыбах гуппи породы Винер, бе​лых мышах или сельскохозяйственных животных.

На кроликах ставят кожную пробу. К 50 г измельчен​ного корма добавляют 150 мл диэтилового эфира (эфир для наркоза) или ацетона. Смесь встряхивают при комнатной температуре с помощью шуттель-аппарата 3 ч. Экстракт фильтруют и выпаривают до полного исчезновения запаха. Налет, оставшийся на стенках чашки» смывают небольшим количеством эфира и используют для биопробы. Биологи​ческую пробу проводят на кроликах массой 2—2,5кг. Пред​варительно у кролика в области бедра, лопатки или бока выстригают участок кожи 6х6 см. Пигментированная или с признаками шелушения кожа непригодна для исследова​ния. На одном кролике можно ставить не более 4 проб. На выстриженный участок кожи кролика наносят стеклян​ной лопаткой половину экстракта и легко втирают его. При восковиднюй консистенции экстракта его предварительно подогревают. Часть участка оставляют свободной от экст​ракта как контрольную. Через 24 ч наносят оставшийся экстракт. Чтобы предупредить слизывание его, кролику надевают воротник (не менее чем на 3 дня). Учет проводят на следующий день после повторного нанесения экстракта и продолжают вести наблюдение в течение 3—5 дней в за​висимости от реакции, после чего дают окончательную оценку  нетоксичный — отсутствуют воспали​тельная реакция и изменения на коже; корм с л а б о-т о_к си ч н ы и — шелушение кожи, отечность, болез​ненность, незначительное утолщение кожи с образованием отдельных корочек; корм  т оксичный — резкая гиперемия, отек, утолщение кожи, болезненность, появ​ление язвы и струпа.

В качестве дополнительного теста используют метод оп​ределения токсичности кормов на аквариумных рыбах. Ме​тодика основана на извлечении микотоксинов из фураж-лого зерна, продуктов его переработки и комбикормов, экстракции хлороформом и исследовании на рыбках — гуппи. В раствор экстракта помещают  независимо от пола и возраста. Ведут наблюдения в течение 24—30 ч. Оценка степени токсичности корма: нетоксичный — при гибели не более одной рыбки в течение 24 ч; с л а б о-г о к с и ч н ы и — при гибели 2—4 рыбок; токсич​ный— при гибели всех 5 гуппи за тот же отрезок времени.

Определение токсичности корма на белых мышах. Ме​тодика основана на извлечении токсических веществ из жмыхов, кормовых дрожжей ацетоном и введении концент​рированного экстракта однократно в желудок белым мышам массой 20—25 г. Наблюдают животных 3 сут, не ограничивая лх в кормлении и поении. Оценка результатов корма: н етоксичный— мыши живы, на вскрытии у убитых мышей патологоанатомических изменений нет; слаботокс и ч н ы и — мыши живы» при вскрытии у убитых обнару​живают геморрагическое воспаление желудочно-кишечного тракта, чаще очаговое; токсичный— гибнут все мы​ши (или одна), на вскрытии павших или убитых устанав​ливают геморрагическое воспаление желудочно-кишечного тракта, часто дегенерацию тканей печени, почек или кро​воизлияние в паренхиматозных органах. Если токсичность корма не выявлена всеми перечисленными методами, при​меняют скармливание подозрительных кормов лабораторным животным (цыплятам, утятам, голубям, белым мышам, морским свинкам, кроликам) или тем видам животных ко​торые болели в хозяйстве.

Микологический анализ включает выделение и иденти​фикацию грибов-продуцентов микотоксинов из кормов. С этой целью из кормов делают посевы в чашки Петри с агаром Чапека, сусло-агаром или в жидкую среду Билай. Грубые корма высевают во влажные камеры со средой Ван-Итерсона. Перед посевом агар расплавляют в водяной бане, после охлаждения до 45—50 °С в него для подавления роста сопутствующей микрофлоры добавляют антибиотики (пенициллин 50 тыс. ЕД и стрептомицин 100 тыс. ЕД на I л среды). Для приготовления влажной камеры со средой Зан-Итерсона на дно чашки Петри кладут тонкий слой ваты кружком фильтровальной бумаги по диаметру чашки и стерилизуют в сушильном шкафу. Перед посевом на фильтровальную бумагу наливают среду Ван-Итерсона до увлажнения бумаги, не создавая избытка влаги (около 5 мл).

Для выделения грибов из зерен последние раскладывают о поверхности фильтровальной бумаги по 10 штук, чтобы ли не соприкасались одно с другим. Посевы культивируют ри 22—25 °С 3—10 дней до образования характерного спороношения, после чего проводят макро- и микроскопическое исследование культур грибов с целью идентификации. ри макроскопическом исследовании учитывают различ​ие по цвет, форму, консистенции.

Физико-химический анализ проводят с целью качест​венного и количественного определения микотоксинов в кормах и других материалах (люминесцентный метод, хро-матография и т. д.).

