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Лабораторная работа № 1

Микробиологическое исследование мяса

Цель работы: изучение микробиологических показателей качества мяса и освоение методики исследования микрофлоры мяса.


Оборудование и материалы: микроскоп, предметные стекла, набор красок, спиртовки, стерильные ступки, пипетки, чашки Петри, песок, вода, МПА.

1. КРАТКИЕ ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПОЛОЖЕНИЯ

Бактериологическое исследование мяса производят периодически по графику с целью контроля санитарного состояния не реже 1-го раза в 10 дней. Обязательное микробиологическое исследование мяса осуществляют в следу-ющих случаях:

· при заболевании желудочно-кишечного тракта или дыхательных путей;

· при подозрении на инфекционное заболевание животного;

· при убое из-за травмы;

· при «вынужденном» убое;

· при убое животных-продуцентов.


Микробиологическое исследование мяса выполняют в соответствии с инструкцией ветеринарно-санитарного надзора. Для анализа отбирают следующие образцы: мышцы сгибателя и разгибателя конечности, часть печени, легкого, селезенку, почку, лимфатические узлы с окружающей соединительной тканью, трубчатую кость. Образцы упаковывают в стерильный материал, пломбируют и направляют в лабораторию с сопроводительным документом, в котором указывают вид животного, дату и время убоя, фамилию и адрес хозяина, предполагаемый диагноз.


Анализ начинают с изучения мазков-отпечатков, окрашенных по Граму. Этот этап называют бактериоскопическим исследованием, целью которого является обнаружение возбудителей сибирской язвы и ботулизма. Выявление в мазках грамположительных палочек, расположенных в цепочках, имеющих капсулы и споры, позволяет обосновать предварительный диагноз сибирской язвы. Если в мазках обнаруживают небольшие грамположительные палочки, имеющие форму ракеток, то возникает подозрение на заражение проб возбудителем ботулизма.


Далее выполняется собственно бактериологическое исследование. Для этого отбирают навески проб массой 5 г, растирают в ступках со стерильным песком, добавляя стерильный физиологический раствор из расчета, чтобы получить разведение 1:10. После отстаивания суспензии надосадочную жидкость высевают на различные питательные среды для выделения чистых культур аэробных и анаэробных микроорганизмов. Выделенные чистые культуры подвергают дальнейшему изучению по стандартным схемам для идентификации. Целью исследования является выявление возбудителей зооантропонозных инфекций.


Определение доброкачественности мяса. Доброкачественность (свежесть) мяса оценивают по результатам органолептического, биохимического, бактериоскопического и микробиологического исследований согласно ГОСТам.


Органолептическую оценку производят по общепринятым признакам: описывают цвет, консистенцию, запах мясной и жировой ткани, характер бульона при варке.


Бактериоскопическое исследование выполняют следующим образом: готовят мазки-отпечатки с поверхности мяса, с глубины 2-2,5 см и 3-4 см, окрашивают их по Граму. В каждом мазке изучают не менее 5-ти полей зрения, в которых подсчитывают число бактерий и отмечают другие изменения.


Оценка свежести мяса представлены в таблице 1.
Таблица 1

Оценка свежести мяса
	Качество мяса
	рН
	Бактериоскопическая картина

	1. Свежее
	5,6-6,2
	В мазках-отпечатках микробов нет или имеются единичные бактериальные клетки на поверхности мяса

	2. Пониженной свежести
	6,3-6.5
	В мазках-отпечатках из глубины мяса обнаруживают 20-30 кокков и единичные палочки, на поверхности - несколько десятков клеток в поле зрения. Имеются распавшиеся мышечные волокна

	3. Несвежее
	6,6 и выше
	В мазках-отпечатках с поверхности и с глубины мяса выявляются масса клеток с преобладанием палочек, имеется множество распавшихся мышечных волокон



Свежесть мяса характеризуется также показателями общей бактериальной обсемененности в 1 г или на 1 см2 поверхности.


Определение общего количества бактерий на поверхности мяса. Пробы для анализа отбирают методом срезов. Стерильным скальпелем срезают пластинку мяса толщиной 2-3 мм и взвешивают в стерильном бюксе. Навеску растирают со стерильным песком. Кашицу смывают 10 мл стерильной воды. В течение 5-ти минут смесь тщательно взбалтывают и дают отстояться. В чашки Петри высевают по 1 мл надосадочной жидкости, которую заливают расплавленным мясо-пептонным агаром и перемешивают. Посевы выращивают в термостате при температуре 37 оС в течение 2-х суток, а затем подсчитывают число выросших колоний.


При расчете бактериальной обсемененности 1 см2 поверхности мяса исходят из того, что микрофлора 1 г среза соответствует 1,5 см2 поверхности. Количество микроорганизмов на поверхности свежего мяса не должно превышать 100 тысяч клеток на 1 см2.


Определение общего количества микроорганизмов в мясе. Пробу мяса массой 100-150 г погружают в кипящую воду на 1-2 мин, чтобы убить микроорганизмы на поверхности. Из глубины вырезают кусочки мяса массой 1-2 г, взвешивают в стерильном бюксе и растирают в ступке со стерильным песком. Кашицу смывают стерильной водой до разведения 1:10, взбалтывают и дают отстояться.


Надосадочную жидкость в количестве 1,0 и 0,1 мл высевают в чашки Петри и заливают расплавленным мясо-пептонным агаром с температурой 45-50 оС. Материал и среду перемешивают путем покачивания чашек. После застывания агара чашки помещают на 1-2 суток в термостат при температуре 37 оС, затем подсчитывают число выросших колоний. Для определения общего количества бактерий число колоний в чашках умножают на степень разбавления исходного материала. В свежем мясе хорошего качества бактериальная обсемененность не должна превышать 100 тысяч клеток в 1 г.


2. ПОРЯДОК ВЫПОЛНЕНИЯ РАБОТЫ


1. Произвести исследование доброкачественности мяса органолептическим, бактериоскопическим и бактериологическим методами. 


2. Результаты исследований оформить в тетрадях и сделать заключение о доброкачественности мяса.


Контрольные вопросы
1. В каких случаях производят обязательное микробиологическое исследование мяса и какова его цель?

2. Из каких этапов состоит микробиологическое исследование мяса?

3. Как выполняют бактериоскопическое исследование мяса и с какой целью?

4. Как определяют количество микроорганизмов в мясе и на его поверхности?

5. Какими методами оценивают доброкачественность мяса?

6. По каким показателям оценивают доброкачественность мяса?

Лабораторная работа № 2*
Исследование микрофлоры мясных продуктов
Часть 1 

Цель работы: ознакомление с принципами проведения микробиологических исследований пищевых продуктов; освоение методов определения микроорганизмов в продуктах.


Оборудование и материалы: образцы продуктов, пробирки со стерильной водой, стерильные  пипетки, чашки Петри, ступки и пестики, пинцеты, пробирки с питательными средами (МПА, среды Кесслер, Эндо, Китт-Тароцци, Вильсона-Блера), набор красителей, бактериальные петли, микроскопы, предметные стекла.

_______


* Работа выполняется на двух занятиях

1. КРАТКИЕ ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПОЛОЖЕНИЯ


Исследование микрофлоры пищевых продуктов является составной частью микробиологического контроля на предприятиях пищевой промышленности. Задачей данного исследования является определение микробиологических показателей сырья и готовых изделий для сравнения их с нормативами государственных стандартов (ГОСТ), технических условий (ТУ), СанПиНа. 

Главным нормативным документом является СанПиН «Гигиенические требования к качеству и безопасности  продовольственного сырья и пищевых продуктов», в котором приведены нормативы микробиологических показателей всех групп пищевых продуктов. Нормативные документы составлены на базе микробиологических критериев безопасности пищевых продуктов, которые включают определение в них 4-х групп микроорганизмов. 


1-я группа - санитарно-показательные микроорганизмы. В этой группе определяют 2 показателя: 


1. Во всех мясных продуктах производят определение количества мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов (КМАФАнМ) на мясо-пептонном агаре чашечным методом. Результаты выражают числом колониеобразующих единиц (КОЕ) в 1 г продукта. 


2. Во всех продуктах определяют также бактерии группы кишечной палочки (БГКП) в качестве индикатора фекального загрязнения. К БГКП относят грамотрицательные бесспоровые палочки, сбраживающие лактозу с образованием кислоты и газа при температуре 37 оС. Учитывают цитратотрицательные и цитратположительные варианты БГКП, включая следующие роды: эшерихия, клебсиелла, энтеробактер, цитробактер и серрация. Анализы выполняют на среде Кесслер. Признаком роста является газообразование.


2-я группа - условно-патогенные микроорганизмы. Производят выделение бактерий рода протея, клостридиум перфрингенс, коагулазоположительных стафилококков, бациллу цереус. 


3-я группа - патогенные микроорганизмы, в том числе сальмонеллы. Определение сальмонелл производят во всех продуктах.


4-я группа - показатели микробиологической стабильности. С этой целью выявляют количество дрожжей и плесневых грибов.


Микробиологические показатели некоторых мясных продуктов представлены в таблице 2.

Для мясоперерабатывающих предприятий разработаны инструкции по выполнению микробиологических анализов, в которых указаны объекты исследования, количество отбираемых образцов, масса проб, рекомендованы методики проведения анализов. Далее рассмотрим, как производится исследование микрофлоры колбасных изделий.


Отбор и подготовка проб для исследования. Для анализов отбирают образцы продукции в цельной упаковке или куском массой 250-300 г. Образцы заворачивают в стерильную бумагу и отправляют в лабораторию с сопроводительным документом, в котором указывают наименование изделия, номер партии, дату и время выпуска. В лаборатории из каждого образца подготавливают пробы массой 1-5 г и 25 г. Работу выполняют в боксе в стерильных условиях. Образцы стерилизуют протиранием спиртом, разрезают продольно по всей длине и раскрывают, как книгу. Затем пинцетом выщипывают кусочки колбасного фарша в бюксы и взвешивают. Каждую пробу помещают в ступки со стерильным песком и растирают до гомогенного состояния, добавляя понемногу стерильную воду. Пробу массой 25 г используют для определения сальмонелл, так как именно в таком количестве продукта эти бактерии не должны обнаруживаться.


Пробы массой 1-5 г применяют для определения всех других микробиологических показателей исследуемых изделий. Из этой пробы готовят разведения продукта. Для приготовления разведений берут пробирки со стерильным физиологическим раствором или водой по 9 мл в каждой. В первую пробирку вносят 1 г растертого продукта из ступки, перемешивают путем вращения между ладонями и дают отстояться в течение 5-ти минут. В результате получается 1 разведение в соотношении 1:10. Стерильной пипеткой отбирают 1 мл надосадочной жидкости и переносим во вторую пробирку с водой для получения 2-го разведения продукта 1:100. В дальнейшем разведенный продукт используем для посевов. Из каждой пробы следует сделать посевы из двух разных разведений. Схему посевов планируют исходя из нормируемых в СанПиНе микробиологических показателей, представленных ниже.

Методы количественного учета микроорганизмов

Основным методом определения количества микроорганизмов в пищевых продуктах является чашечный метод, который основан на посеве разного количества исследуемого материала (по 1 мл из разных разведений) в чашки Петри на плотные питательные среды с последующим культивированием при оптимальной температуре в течение определенного времени и дальнейшим подсчетом выросших колоний. При этом полагают, что каждая отдельная колония возникает в результате развития одной клетки. Результат анализов выражают числом колониеобразующих единиц (КОЕ) в 1 г продукта.


Определение количества мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов (КМАФАнМ). По 1 мл из каждого разведения стерильной пипеткой вносят в стерильные чашки Петри вблизи пламени горелки. Затем в каждую чашку добавляют по 10-12 мл расплавленного и охлажденного до температуры 45-50 оС мясо-пептонного агара. Материал и среду перемешивают путем покачивания чашек и оставляют их в покое до полного застывания агара. Далее чашки переворачивают вверх дном и помещают в термостат с температурой 37 оС на 24-48 часов для инкубации. Потом производится подсчет колоний.

Таблица 2
Микробиологические показатели мяса и мясопродуктов

	Наименование

продукта
	КМАФАнМ

КОЕ/1г
	Масса продукта (г), в которой не допускаются
	Энтерококки,

КОЕ/1г

	
	
	БГКП
	Сульфитредуцирующие
клостридии
	Золотистый

стафилококк
	Сальмо-

неллы
	

	Мясо охлажденное
	1 ( 103
	0,1
	
	
	25
	

	Колбасы вареные

в/с, 1 сорта
	1 ( 103
	1,0
	0,01
	1,0
	25
	

	Колбасы вареные

2 сорта
	2,5 ( 103
	1,0
	0,01
	1,0
	25
	

	Колбасы с использо-ванием мяса 
птицы вареные
	1 ( 103
	0,1
	0,01
	1,0
	25
	

	Колбасы сыро-

копченые, сыро-

вяленые
	
	1,0
	0,01
	
	25
	

	Быстрозамороженные
мясные блюда
	1 ( 104
	0,01
	
	1,0
	25
	1 ( 103

	Паштеты из

печени
	1 ( 103
	1,0
	0,1
	0,1
	25
	

	Консервы

пастеризованные
	2 ( 102
	1,0
	0,1
	1,0
	25
	



Определение количества микроскопических грибов и дрожжей производится так же чашечным методом, но в качестве питательной среды применяется сусловый агар или среда Сабуро. Посевы культивируют при температуре 25-27 оС в течение 2-3 суток. Подсчет колоний плесеней и дрожжей ведут отдельно.


Определение коагулазоположительных стафилококков. Эти анализы выполняются тем же методом. В качестве питательной среды используют молочно-солевой или желточно-солевой агар. Инкубацию проводят при температуре 37 оС в течение 24-48 часов. На молочно-солевом агаре подсчитывают колонии с зонами просветления, которые образуются за счет пептонизации казеина. При росте на желточно-солевом агаре вокруг колоний коагулазоположительных стафилококков образуются зоны помутнения агара перламутрового оттенка. Необходимо считать колонии с характерными признаками.

Методы, основанные на накоплении микроорганизмов на

элективных питательных средах

Эти методы применяются для определения микроорганизмов, которые содержатся в пищевых продуктах в незначительных количествах. Для количественного учета таких микробов вначале следует накопить их на элективных жидких или плотных питательных средах, а затем идентифицировать на плотных  дифференциально-диагностических питательных средах. Поэтому определение таких микроорганизмов проводят в два этапа. На первом этапе выясняют, содержатся ли эти микроорганизмы в определенном количестве продукта, в котором их быть не должно согласно санитарным нормам. При обнаружении микроорганизмов производят их идентификацию.


Определение бактерий группы кишечной палочки. На первом этапе делают посевы нужного количества продукта в пробирки со средой Кесслер, которая является накопительной для БГКП. Термостатирование посевов осуществляют при температуре 37 оС в течение 18-20 часов. БГКП сбраживают лактозу, которая входит в состав среды Кесслер, с образованием кислоты и газа. Газ скапливается в поплавках и свидетельствует о наличии БГКП в данном количестве продукта.


На втором этапе материал из пробирок с газом пересевают петлей в чашки с дифференциально-диагностической средой Эндо (посев делают штрихом). Посевы инкубируют при температуре 37 оС в течение 24-х часов. БГКП на среде Эндо образуют колонии или налет красного цвета с характерным металлическим блеском. Из типичных колоний готовят мазки, окрашивают по Граму и микроскопируют. Если в мазках выявляют мелкие бесспоровые грамотрицательные  палочки, то делают вывод о фекальном загрязнении продукта.


Определение сальмонелл. Для обнаружения сальмонелл на анализ берут достаточно большое количество продукта (25, 50 г). Продукт измельчают в ступке со стерильным песком и вносят в колбы со 100 мл жидкой накопительной среды: Кауфмана, хлористомагниевой «М» или селенитовой. Посевы культивируют при температуре 37 оС в течение 18-20 часов. При наличии помутнения среды делают пересев на среду Эндо, растирая материал шпателем на поверхности среды. Посевы инкубируют при температуре 37 оС в течение 24-х часов. Сальмонеллы на среде Эндо образуют бесцветные или сероватые колонии. 


Определение анаэробных сульфитредуцирующих клостридий. Данный анализ ведут в два этапа. На первом этапе производят накопление указанных микроорганизмов на элективной среде Китт-Тароцци. Делают посев 1 мл из 2-го разведения (доза продукта - 0,01 г) в нижнюю часть пробирки со средой и помещают в термостат с температурой 37 оС на 24-48 часов. Признаком роста является помутнение среды, образование осадка, пены. Если обнаружен рост, то затем производят идентификацию выделенных бактерий. В данном количестве продукта хорошего качества анаэробных клостридий быть не должно.


Определение бактерий рода протея. Палочки протея определяют методом Шукевича, основанном на их высокой подвижности. В коденсационную воду свежескошенного мясо-пептонного агара вносят 1-2 капли взвеси из первого разведения продукта, не касаясь поверхности агара. Пробирки с посевами термостатируют при температуре 37 оС в течение 24-х часов. Палочки протея быстрее других вползают на поверхность агара, образуя нежный голубоватый вуалеобразный налет. При микроскопии препарата из верхней части налета обнаруживаются бесспоровые грамотрицательные палочки. Для выделения чистой культуры с целью дальнейшего исследования производят пересев бактерий из верхней части налета в пробирку со скошенным МПА.


2.ПОРЯДОК ВЫПОЛНЕНИЯ РАБОТЫ

1. Изучить микробиологические показатели исследуемого продукта и составить схему проведения анализа. 

2. Взвесить пробы продукта, растереть в ступках со стерильным песком и приготовить нужное количество разведений. 

3. Сделать посевы для определения нормируемых микробиологических показателей.

Часть 2


Цель работы: определение микробиологических показателей исследуемого продукта и оценка его качества. Изучение свойств выделенных микроорганизмов и идентификация их.


1. КРАТКИЕ ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПОЛОЖЕНИЯ

Изучение посевов и оценка качества продукта. В чашках с посевами производится подсчет выросших колоний. Подсчет ведут со стороны дна чашек в проходящем свете, отмечая каждую колонию карандашом, причем каждая отдельная колония принимается за одну клетку. Полученные цифры умножаются на показатели разведения продукта, и таким образом получается количество микроорганизмов в 1 г (КМАФАнМ), которое сравнивается с нормативами.


Рост бактерий группы кишечной палочки на среде Кесслер характеризуется появлением газа в поплавках. Это связано с тем, что БГКП сбраживают лактозу с образованием кислоты и газа. 


В чашках с молочно-солевым агаром следует обратить внимание на наличие колоний круглой формы золотистого или белого цвета с гладкой блестящей поверхностью, с зонами просветления вокруг, характерных для стафилококков. В посевах для определения сальмонелл и анаэробных клостридий признаком роста является помутнение среды, на что следует обратить внимание.


Необходимо проанализировать результаты посевов и оценить качество исследуемого продукта по соответствию полученных результатов нормативным микробиологическим показателям. 


Изучение качественного состава микрофлоры продукта. В чашках с посевами, содержащими изолированные колонии микроорганизмов, следует определить их видовую принадлежность. Для этого необходимо изучить морфологические, культуральные, ферментативные свойства выделенных микробов.


Выделенные колонии рассматривают на свету с помощью лупы и описывают по следующим признакам:

· форма колоний  (круглая, эллипсоидная, неправильная и т.д.);

· размер колоний (крупные - более 5-ти мм; средние - 3-5 мм; мелкие - 1-3 мм; точечные - менее 1-го мм);

· цвет колоний; у бактерий, не образующих пигменты, колонии имеют серовато-матовый оттенок;

· рельеф колоний  (выпуклые, плоские, стелющиеся и др.);

· характер края  (ровный, волнистый, бахромчатый и др.);

· характер поверхности  (гладкая,  блестящая,  матовая,  тусклая, морщинистая, шероховатая, зернистая и др.); 

· прозрачность  (прозрачная, непрозрачная, полупрозрачная);

· консистенция  (маслянистая, тягучая, пленчатая, крошащаяся).


Для описания морфологических свойств из изолированных колоний готовят мазки, окрашивают по методу Грама и изучают под микроскопом. Следует обратить внимание на форму клеток, их взаимное расположение, наличие спор, капсул, результат окраски по Граму. При необходимости можно использовать и другие методы окраски микроорганизмов.


С целью дальнейшего исследования свойств микроорганизмов производят пересев в пробирки на скошенный МПА.


На основе исследованных свойств ориентировочно определяют род или вид выделенных культур микроорганизмов, используя «Краткий определитель бактерий Берги».


2. ПОРЯДОК ВЫПОЛНЕНИЯ РАБОТЫ


1. Внимательно осмотреть чашки и пробирки с посевами, отметить признаки роста на разных питательных средах. 

2. Подсчитать число выросших в чашках колоний и вычислить количество микробов в 1 г продукта. 

3. Оценить качество продукта по микробиологическим показателям, сравнивая полученные данные с нормативами.


4. Изучить культуральные и морфологические признаки выделенных микроорганизмов и определить их род.

Контрольные вопросы
1. Дайте характеристику микробиологическим критериям безопасности пищевых продуктов.

2. Что такое КМАФАнМ? С какой целью определяют этот показатель и каким методом?

3. Что такое БГКП? С какой целью определяют этот показатель и каким методом?

4. Какие условно-патогенные микроорганизмы определяют в мясных продуктах?

5. Какие патогенные микроорганизмы определяют в мясных продуктах?

6. Как производится отбор образцов продуктов для исследования микрофлоры?

7. Как производится подготовка проб для исследования?

8. В каких документах содержатся микробиологические показатели пищевых продуктов?

Лабораторная работа № 3

Санитарно-микробиологический контроль 
на предприятиях по переработке мяса

Цель работы:  изучение видов и методов микробиологического контроля на предприятиях по переработке мяса.


Оборудование и материалы: тампоны для взятия смывов, чашки с пита-тельными средами.


1. КРАТКИЕ ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПОЛОЖЕНИЯ


Задачей санитарно-микробиологического контроля является максимально быстрое обнаружение микроорганизмов-вредителей, выявление путей их проникновения, возможности накопления на отдельных этапах технологического процесса и попадания в готовые изделия. Целью микробиологического контроля является предотвращение развития посторонней микрофлоры путем соблюдения санитарного режима и проведения профилактических мероприятий. 


Микробиологический контроль на предприятиях по переработке мяса производится для определения санитарного качества сырья, полуфабрикатов и готовой продукции, выявления причин и источников загрязнения продуктов микроорганизмами в ходе технологического процесса. Он включает контроль сырья и готовой продукции, контроль условий производства и санитарного состояния оборудования.


Различают внутриведомственный и вневедомственный контроль. Внутриведомственный контроль выполняется микробиологом предприятия регулярно по графику. Вневедомственный контроль носит инспекционный характер и осуществляется 1 раз в год органами санэпиднадзора или центром стандартизации.


Санитарно-гигиенический контроль производится для выявления обсемененности микроорганизмами воздуха, воды, аппаратуры, тары, инвентаря, рук и спецодежды работников. Регулярно проводимое санитарно-бактериологическое обследование условий производства позволяет выявить источники микробного загрязнения продукции, оценить качество мойки и дезинфекции оборудования.


Исследование микрофлоры воздуха. Санитарную оценку воздуха помещений производят по следующим показателям: КМАФАнМ, количество санитарно-показательных микроорганизмов, количество спор плесневых грибов в 1 м3.

Анализы микрофлоры воздуха выполняют седиментационным и аспирационным методами. Более доступным является метод седиментационный, основанный на самопроизвольном осаждении микробов из воздуха на поверхность плотных питательных сред в чашках Петри. Чашки с питательными средами помещают на путях движения воздуха, в местах со стоячим воздухом, вблизи выпуска продукции и оставляют открытыми в течение 5-10 мин. Затем их закрывают и помещают в термостат для инкубации, после чего подсчитывают число выросших колоний. Этот метод не дает точных данных о количестве микробов, но при регулярном применении позволяет оценить динамику санитарного состояния  воздуха. Более точным является аспирационный метод анализа микрофлоры воздуха с использованием приборов Дьяконова, Кротова и др.


По ГОСТу в воздухе производственных помещений нормируется КМАФАнМ - не более 1500 КОЕ в 1м3; количество гемолитических стрептококков - не более 16-ти, стафилококов - не более 20-ти; количество спор плесневых грибов - не более 10-ти клеток в 1 м3.


Для определения КМАФАнМ используют чашки с мясо-пептонным агаром, которые инкубируют при температуре 30-32 ºС в течение 72-х часов; для выявления плесневых грибов применяют сусло-агар или среду Сабуро с инкубацией при температуре 25-27 ºС в течение 3-4 суток; гемолитические стрептококки и стафилококки определяют на кровяном агаре (МПА с добавлением 5 % цитратной крови), чашки термостатируют при температуре 37 ºС и через сутки подсчитывают колонии с зонами гемолиза бесцветными или зеленого цвета.


При подсчете числа выросших колоний предполагают, что каждая колония выросла из одной осевшей клетки. В зависимости от числа колоний микроорганизмов санитарное состояние воздуха оценивают по четырехбалльной системе (отлично, хорошо, удовлетворительно, плохо). Можно произвести перерасчет количества колоний на объем воздуха по правилу Омелянского: «За пять минут на 100 см2  поверхности оседает столько микробов, сколько их содержится в 10 л воздуха».


Содержание спор плесневых грибов определяют в воздухе холодильных камер до и после дезинфекции, а также в процессе хранения продукции. Если в одной чашке Петри вырастает не более 10-ти колоний, то санитарное состояние воздуха считают хорошим.


Определение санитарно-показательных микроорганизмов в воздухе (гемолитических стрептококков и стафилококков) позволяет косвенно оценить уровень загрязнения воздуха патогенными микроорганизмами, возбудителями воздушно-капельных инфекций. Значительное содержание этих микробов в воздухе указывает на плохую вентиляцию помещений. В этих условиях возможно распространение инфекционных заболеваний, заражение сырья и готовой продукции.


Исследования микрофлоры воздуха на предприятиях пищевой промыш-ленности проводятся не реже 2-х раз в месяц.


Исследование микрофлоры воды. Анализ микрофлоры воды производят не реже 1 раза в квартал при наличии централизованного водоснабжения. Пробы воды отбирают в стерильную посуду емкостью 0,5-1 л и закрывают стерильными пробками и бумажными колпачками. Вначале воду спускают в течение 10-ти минут, затем кран обжигают и набирают воду в количестве не менее 500 мл.


По ГОСТ 2874-73 питьевая вода должна соответствовать следующим микробиологическим показателям: КМАФАнМ - не более 100 КОЕ в 1 мл; коли-титр - не менее 300 мл; коли-индекс - не более 3-х. На мясоперерабатывающих предприятиях разрешается использовать воду, отвечающую требованиям ГОСТа для питьевой воды.


Контроль санитарного состояния производства. Контроль качества мойки и дезинфекции оборудования, тары, инвентаря, спецодежды и рук работающих производится не реже 1-го раза в 15 дней путем исследования смывов. В смывах определяют наличие кишечных палочек и в некоторых случаях общее количество бактерий. Смывы берут стерильными ватными или марлевыми тампонами на металлических стержнях.


Для обнаружения кишечных палочек применяют среду Кода, в которой смачивают тампон и протирают им объект. Оборудование с плоской поверхностью протирают тампоном на площади 25 см2, используя металлические трафареты в форме квадрата. Взятие смывов с оборудования, инвентаря, тары производят после их санитарной обработки (мойки, дезинфекции, пропаривания) перед началом работы.


Для взятия смывов с рук работников влажным тампоном протирают ладони, пальцы и околоногтевые участки обеих рук. Смывы с рук берут перед началом работы или во время работы.


После протирания объекта тампон помещают в ту же пробирку. Составляется список смывов, согласно которому нумеруют пробирки. Затем штатив со смывами отправляют в лабораторию.


В лаборатории смывы помещают в термостат с температурой 37 ºС на 24 часа. Кишечные палочки размножаются в среде Кода, вызывают сбраживание лактозы с образованием кислоты, в результате чего изменяется цвет среды: она вместо зеленого цвета становится желтой. Среда Кода является накопительной средой для кишечных палочек, в ней содержится индикатор, который меняет цвет при накоплении кислоты. Затем производят идентификацию кишечных палочек на среде Эндо, на которой они образуют колонии характерного красного цвета с металлическим блеском. Наличие кишечных палочек свидетельствует о фекальном загрязнении объекта, обусловленного некачественной санитарной обработкой, несоблюдением правил личной гигиены.


При выполнении анализов с целью определения общего количества бактерий на поверхности объекта смывы берут тампонами, смоченными в стерильной воде или физиологическом растворе. Из полученных смывов готовят разведения  и делают посевы в чашки Петри на мясо-пептонный агар с последующей инкубацией и подсчетом выросших колоний. Санитарное состояние объекта считается удовлетворительным, если на 1 см2 поверхности обнаруживается не более 500 клеток бактерий. Смывы с упаковочных материалов, колбасных оболочек дополнительно исследуют на содержание плесневых грибов и дрожжей.


В тех случаях, когда в смывах выявляют кишечные палочки, высокую обсемененность бактериями или грибами, производят тщательную мойку и дезинфекцию с последующим микробиологическим исследованием объектов.


2. ПОРЯДОК ВЫПОЛНЕНИЯ РАБОТЫ

1. Произвести исследование микрофлоры воздуха седиментационным методом, используя чашки Петри с разными питательными средами. Поместить чашки в термостат.


2. Взять смывы с рук, инструментов, столов для определения кишечных палочек и поместить в термостат.


3. Оценить результаты по исследованиям, выполненным студентами предыдущих групп.


4. Составить протоколы исследований микрофлоры воздуха и смывов и оценить санитарное состояние объектов.


Контрольные вопросы

1. Из каких составных частей состоит микробиологический контроль на предприятиях пищевой промышленности?

2. С какой целью осуществляют санитарно-гигиенический контроль?

3. По каким микробиологическим показателям оценивают санитарное состояние воздуха?

4. Назовите микробиологические показатели питьевой воды.

5. Каким образом берут смывы с оборудования, рук?

6. Какие микроорганизмы определяют в смывах?
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