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Введение

Санитарная микробиология – наука, изучающая микрофлору окружающей среды (в том числе патогенные бактерии и вирусы) и вызываемые ее жизнедеятельностью процессы, которые могут непосредственно или косвенно оказывать неблагоприятное влияние на здоровье людей и окружающую среду. Изучение микрофлоры и микробиологических процессов в среде обитания человека необходимо для гигиенической оценки взаимоотношения человека и окружающей его среды. Санитарная микробиология разрабатывает методы контроля за санитарным состоянием воды, воздуха, почвы, пищевых продуктов и предметов обихода.


Началом развития санитарной бактериологии можно считать 1888 г., когда впервые французский врач Е. Масе предложил считать кишечную палочку показателем фекального загрязнения воды.


Перед современной санитарной микробиологией стоят следующие задачи:


1. Разработка, совершенствование и оценка микробиологических методов исследования объектов окружающей среды - воды, воздуха, почвы, пищевых продуктов, предметов обихода и т.д.


2. Оценка путей воздействия человека и животных на окружающую среду. Эта проблема интересует санитарных микробиологов, прежде всего, потому, что человек и животные являются источниками загрязнения окружающей среды, как патогенными микроорганизмами, так и другой разнообразной флорой, которая может оказывать неблагоприятное воздействие на объект внешней среды.


При оценке путей воздействия человека особое внимание уделяется изучению нарушений процессов естественного самоочищения воды, почвы, вызванных производственной деятельностью человека или неправильной очисткой и обеззараживанием отходов и сточных вод. На основе этих знаний создаются методы активного вмешательства человека в жизнь природы в целях ее сохранения и оздоровления.


3. Разработка ГОСТов и других нормативов, методических указаний, определяющих соответствие микрофлоры объектов окружающей среды гигиеническим требованиям, включая микробиологические показатели.


4. Разработка рекомендаций и мероприятий по оздоровлению объектов окружающей среды и контроль за их выполнением.


5. Охрана окружающей среды.

1. Предмет исследования санитарно-бактериологических лабораторий


Предметом исследования в санитарно-бактериологических лабораториях являются:

— вода – питьевая, открытых водоемов, сточные воды;

— воздух – операционных, родильных домов, детских садов, палат больниц, аптек, школ, кинотеатров и других подобных помещений;

— лекарственные препараты;

— почва при строительстве детских учреждений, коммунальных сооружений, некоторых других объектов и по эпидемиологическим показателям;

— хирургический материал на стерильность;

— пищевые продукты;

— предметы обихода, инвентарь, оборудование предприятий общественного питания, торговых учреждений, руки персонала.


Работа в санитарно-бактериологических лабораториях ведется с потенциально заразным исследуемым материалом (сточные воды, почва, пищевые продукты и др.) и с выделенными патогенными культурами. 
2. Санитарно-показательные микроорганизмы


Основными источниками распространения возбудителей большинства инфекционных болезней, поражающих человечество, являются люди и теплокровные животные. Наиболее массивное выделение ими микроорганизмов в окружающую среду происходит воздушно-капельным и фекальным путями.


Санитарно-микробиологические исследования объектов окружающей среды подтверждают наличие или отсутствие в них опасных для человека микроорганизмов. Непосредственное обнаружение возбудителей инфекционных болезней в объектах окружающей среды имеет целый ряд трудностей. Во-первых, патогенные микроорганизмы находятся в окружающей среде непостоянно – сравнительно легко их можно обнаружить в период эпидемии той или иной инфекции, но очень трудно – в межэпидемические периоды. Основная же деятельность санитарных микробиологов направлена на предупреждение возникновения эпидемий и поэтому вся работа ведется в межэпидемические периоды. Во-вторых, количество патогенных микроорганизмов, попавших в окружающую среду, значительно уступает непатогенным и распространение их в загрязненных объектах неравномерно. Трудности возникают и при выделении патогенных микробов при посевах на питательные среды, т.к. неизбежно страдают от конкуренции сапрофитной флоры. Вот почему получаемые отрицательные результаты определения патогенных микроорганизмов в объектах окружающей среды еще не говорят с достоверностью об их отсутствии.


Поэтому приходится подходить к оценке различных объектов непрямым путем, устанавливая факт загрязнения их выделениями человека или теплокровных животных. И чем обильнее это загрязнение, тем более вероятно попадание в объект патогенных микробов.


Для многих видов микробов (обитателей тела здорового человека) полость рта или кишечник являются биотопом – единственной природной средой обитания. Поэтому находки таких микробов вне организма свидетельствуют о загрязнении соответствующими выделениями. Находя в исследуемом материале представителей микрофлоры полости рта, мы вправе думать о попадании слизи из дыхательных путей, в которой могут содержаться и возбудители дифтерии, скарлатины, туберкулеза и пр., а обнаруживая нормальных обитателей кишечника, мы делаем заключение о наличии фекального загрязнения и возможной опасности присутствия брюшнотифозных, дизентерийных палочек, возбудителей других кишечных инфекций. Выделяемые в этих случаях микробы служат показателями санитарного неблагополучия, потенциальной опасности исследуемых объектов, а потому названы “санитарно-показательными”.


Санитарно-показательные микроорганизмы – это такие микроорганизмы, которые постоянно обитают в естественных полостях тела человека (животных) и постоянно выделяются во внешнюю среду.

Однако не все микроорганизмы, входящие в состав нормальной флоры тела человека или животных, могут быть санитарно-показательными.


Санитарно-показательные микроорганизмы должны отвечать следующим требованиям:


1. Они должны постоянно содержаться в выделениях человека и теплокровных животных и поступать в окружающую среду в больших количествах.


2. Они не должны иметь другого природного резервуара кроме организма человека и животных.


3. После выделения в окружающую среду, они должны сохранять жизнеспособность в течение сроков, близких к срокам выживания патогенных микробов, выводимых из организма теми же путями.


4. Они не должны размножаться в окружающей среде.


5. Они не должны сколько-нибудь значительно изменять свои биологические свойства в окружающей среде.


6. Они должны быть достаточно типичными, с тем, чтобы их дифференциальная диагностика осуществлялась без особого труда.


7. Индикация, идентификация и количественный учет должны производиться современными, простыми, легко доступными и экономичными микробиологическими методами.


Поскольку первых два признака считались решающими, то длительное время кишечную палочку признавали индикатором фекального загрязнения, а зеленящий стрептококк – показателем воздушно-капельного загрязнения.


Преимущество кишечных палочек как санитарно-показательных микроорганизмов связано с их свойствами, которые соответствуют основным критериям: они являются постоянными обитателями кишечника человека и животных, выделяются в окружающую среду с фекалиями, их выживаемость и устойчивость в окружающей среде несколько превышает подобные свойства патогенных энтеробактерий, они не обладают способностью размножаться ни в воде, ни в почве. Преимущество кишечных палочек заключается еще и в том, что в загрязненных объектах количество их превалирует над всей остальной кишечной флорой. Бактерии группы кишечных палочек (БГКП) признаются бактериологами всего мира основным показателем фекального загрязнения и, следовательно, косвенным индикатором эпидемической опасности объектов окружающей среды. Однако в ряде случаев при обнаружении превышения нормативных показателей контаминации БГКП проводится дополнительное определение показателей свежего фекального загрязнения – E. coli, энтерококков, колифагов. Обнаружение энтерококков подтверждает наличие свежего фекального загрязнения, т.к. они быстрее отмирают в окружающей среде и в то же время более устойчивы к действию пестицидов и детергентов. Следует отметить, что понятие БГКП – утилитарное (санитарно-бактериологическое и экологическое), но не таксономическое. Эта группа представлена микроорганизмами родов Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Serratia, Klebsiella, экологические особенности которых определяют их индикаторную значимость. Необходимо также отметить, что кишечная палочка не является идеальным санитарно-показательным микроорганизмом.

В настоящее время выделяют 3 группы санитарно-показательных микроорганизмов.

1-я группа (индикаторы фекального загрязнения – представители микрофлоры кишечника человека и животных): 

– бактерии группы кишечных палочек (БГКП)

– энтерококки

– протей

– сульфитредуцирующие клостридии

– термофилы, кишечные бактериофаги, сальмонеллы

– бактероиды, бифидо- и лактобактерии

– синегнойная палочка

– грибы рода Candida
– ацинетобактер

2-я группа (индикаторы воздушно-капельного загрязнения – комменсалы верхних дыхательных путей):

– стрептококки 

– стафилококки

3-я группа (индикаторы процессов самоочищения – обитатели внешней среды): 

– протеолиты

– аммонификаторы и нитрификаторы

– аэромоносы и бделловибрионы

– споровые микроорганизмы

– грибы и актиномицеты

– целлюлозобактерии
Показателем биологического загрязнения воздуха помещений являются стрептококки и стафилококки (табл. 1).

Таблица 1

Санитарно-показательные микроорганизмы, определяемые
в объектах окружающей среды (Кочемасова и др., 1987)

	Исследуемые объекты


	Санитарно-показательные микроорганизмы



	Почва
	БГКП

Энтерококки

Клостридии

Термофилы



	Воздух
	Стрептококки

Стафилококки



	Предметы обихода
	БГКП

Стафилококки

Энтерококки



	Пищевые продукты
	БГКП

Энтерококки

Стафилококки

Бактерии группы протея




БГКП – бактерии группы кишечных палочек
3. Санитарно-микробиологическое исследование воды


Вода является естественной средой обитания разнообразных микробов. В воде рек, открытых водоемов, морей, океанов обнаруживаются представители всех таксономических групп микроорганизмов, а также простейшие, грибы, водоросли.


Микрофлора природных вод в значительной степени зависит от их происхождения. Различают пресные поверхностные воды, к которым относятся проточные воды рек, ручьев и стоячие воды – озер, прудов, водохранилищ; подземные – почвенные, грунтовые, артезианские (межпластовые); атмосферные – дождь, снег и морские воды.


По характеру использования различают воду питьевую, воду плавательных бассейнов, лед медицинский и хозяйственный, хозяйственно-бытовые сточные воды после обеззараживания и очистки. Особого внимания с санитарной точки зрения требуют сточные воды, микрофлора которых загрязняет природные воды.


Микрофлора и гигиеническая характеристика воды различны в зависимости от ее происхождения и использования.


Основной целью санитарно-микробиологического исследования воды является обеспечение населения доброкачественной водой, для чего проводится гигиеническая оценка воды с точки зрения инфекционной безопасности для здоровья человека. Исследованию подлежит вода: центрального водоснабжения, колодцев, открытых водоемов (реки, озера), плавательных бассейнов, сточные воды.


Особое внимание уделяется санитарно-бактериологическому исследованию питьевой воды, контроль которой осуществляется на всех этапах водоснабжения, начиная с точки водозабора, в распределительной сети и в кранах внутренних водопроводов.


Все санитарно-микробиологические исследования воды централизованного хозяйственно-питьевого водоснабжения регламентируются соответствующими ГОСТами и санитарными нормами и правилами (СанПины).

При исследовании санитарно-микробиологических показателей качества питьевой воды в каждой пробе проводится определение термотолерантных колиформных бактерий (ТКБ), общих колиформных бактерий (ОКБ), общего микробного числа (ОМЧ), колифагов, спор сульфитредуцирующих клостридий и цист лямблий (табл.2).


Долгое время в России при контроле качества питьевой воды основными индикаторными микроорганизмами служили БГКП (бактерии группы кишечных палочек). Однако, являясь надежным индикатором бактериальных кишечных инфекций, E. coli не обеспечивает безопасность питьевой воды в отношении кишечных вирусов и паразитарных простейших. В руководстве ВОЗ индикаторная группа БГКП не рассматривается.
Таблица 2

Гигиенические требования и нормативы качества питьевой воды

(СанПин 2.1.4.1074-01)

	Показатель

	Единицы измерения


	Нормативы



	Термотолерантные

колиформные бактерии (ТКБ)

	Число бактерий в 100 мл (см3)
	Отсутствуют

	Общие колиформные

бактерии (ОКБ)

	Число бактерий в 100 мл

(см3)


	Отсутствуют

	Общее микробное число (ОМЧ)
	Число образующих колонии бактерий в 1 мл (см3)

	Не более 50

	Колифаги
	Число бляшкообразующих единиц (БОЕ) в 100 мл (см3)

	Отсутствуют

	Споры сульфитреду- цирующих клостридий


	Число спор в 20 мл (см3)
	Отсутствуют

	Цисты лямблий


	Число цист в 50 мл (см3)
	Отсутствуют


Альтернативой E. coli в мировой практике при контроле качества питьевой воды применяют общие колиформные бактерии и термотолерантные колиформные бактерии.

3.1. Определение общего микробного числа (ОМЧ) воды 

методом серийных десятикратных разведений с посевом на МПА


Общее микробное число (ОМЧ) относится к чувствительным показателям качества очистки питьевой воды. В настоящее время используются два показателя ОМЧ: рост при 22°С и 37°С. В первом случае определяют поступление микроорганизмов в воду извне, во втором – определяют общее число видимых при двукратном увеличении мезофильных аэробных и факультативно анаэробных микроорганизмов (водные сапрофиты, населяющие водоемы), способных образовывать колонии на питательном агаре при температуре 37°С в течение 24 часов.


Общая микробная обсемененность определяется количеством микроорганизмов, содержащихся в 1 мл (см3) воды. Для определения количества бактерий чаще всего используют метод 10-кратных разведений. Исследуемую воду в зависимости от степени загрязнения разводят стерильной водопроводной водой, получая ряд разведений 1:10, 1:100 и т.д. Затем по 1 мл из каждого разведения, начиная с большего, вносят в стерильные чашки Петри. В каждую чашку Петри вливают по 15-20 мл расплавленного и остуженного до 45(С МПА, плавными вращательными движениями равномерно перемешивая содержимое чашки. Остывшие чашки с посевами помещают вверх дном в термостат и инкубируют при 37°С в течение 24 часов, после чего производят подсчет выросших колоний. При малом количестве колоний счет ведут, помечая на дне чашки чернилами или карандашом каждую сосчитанную колонию. При количестве колоний более 300 следует считать с помощью аппарата для автоматического счета колоний. Число выросших колоний соответствует количеству микроорганизмов в засеянном объеме воды. Если делается посев из разведений, для определения количества бактерий, содержащихся в 1 мл воды, число колоний, выросших на чашке, умножают на соответствующее разведение. Полученное число и будет являться показателем общей микробной обсемененности воды, т.е. соответствовать общему числу мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов (МАФАнМ).

3.2. Определение общих и термотолерантных колиформных бактерий

методом мембранной фильтрации

К общим колиформным бактериям относятся грамотрицательные не образующие спор палочки, не обладающие оксидазной активностью, ферментирующие лактозу или маннит с образованием альдегида, кислоты и газа при температуре 37°С в течение 24-48 часов. Общие колиформы представляют широкую группу микроорганизмов семейства Enterobacteriaceae, включающую наряду с E. coli микроорганизмы родов Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, которые также могут находиться в кишечнике. Колиформный тест применяется как индикатор очистки и санитарного состояния водоснабжения. Обнаружение общих колиформных бактерий свидетельствует о недостаточной очистке воды.


Термотолерантные колиформные бактерии обладают всеми признаками общих колиформных бактерий, которые также способны ферментировать лактозу до кислоты, альдегида и газа, но при температуре 44°С в течение 24 часов. В группу термотолерантных колиформных бактерий входит род Escherichia, а также отдельные виды родов Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter. Термотолерантные колиформные бактерии рассматриваются как показатели фекального загрязнения.

Метод основан на фильтрации установленного объёма воды через мембранные фильтры, выращивании посевов на селективной питательной среде с лактозой и последующей идентификации колоний по культуральным и биохимическим свойствам.


Для качественного анализа используют воду в объёме 100 мл. Этот объём воды фильтруют через нитроцеллюлозный мембранный фильтр. Для этих целей используют фильтры с диаметром пор 0,45 мкм. Перед фильтрованием фильтр помещают в дистиллированную воду и кипятят 15-20 минут. Обработанный таким образом фильтр помещают блестящей поверхностью вниз на сетку фильтра Зейтца, вставленного в колбу Бунзена. В воронку наливают исследуемый объём воды и фильтруют с помощью водоструйного насоса или аппарата Комовского. После фильтрования фильтр переносят стерильным пинцетом на чашку Петри со средой Эндо. Чашки с фильтрами помещают на сутки в термостат дном вверх и инкубируют посевы при температуре 37°С (определение общих колиформных бактерий).


Для определения термотолерантных бактерий посев инкубируют при температуре 44°С в течение 24 часов.

Учёт результатов.

Результат считается отрицательным, если на фильтрах нет роста колоний или отмечен рост пленчатых, губчатых, плесневых, прозрачных и расплывчатых колоний. При наличии типичных лактозоположительных колоний, дающих отпечаток на обратной стороне мембранного фильтра и среде – темно-красных, красных с металлическим блеском и без него, выпуклых с красным центром и других оттенков, а также лактозоотрицательных – розовых без отпечатков, подсчитывают число колоний каждого типа.


Для идентификации отбирают колонии каждого вида, делают их посев на скошенный МПА или на чашки секторами, инкубируют при температуре 37°С 16-18 часов.


Все дальнейшие биохимические тесты проводят только с чистыми культурами.


В качестве подтверждающих тестов используют оксидазный тест и тест образования кислоты и газа при ферментации лактозы или маннита.

Тест на оксидазную активность проводят с помощью системы индикаторной бумажной (СИБ). СИБ для определения оксидазной активности представляет собой хроматографическую бумагу, пропитанную растворами диметил-парафенилендиамина и α-нафтола. Цвет индикаторных полосок серовато-фиолетовый.


Механизм реакции: оксидаза, продуцируемая микроорганизмами, обуславливает взаимодействие между диметил-парафенилендиамином и

α-нафтолом, при этом образуется индофенол синий, окрашивающий культуру в синий цвет.


Постановка оксидазного теста: часть изолированной колонии изучаемой культуры петлей наносят на пропитанную реактивом фильтровальную бумагу, помещенную в чашку Петри. Если в течение 1 мин. появляется фиолетово-коричневое окрашивание, культура считается оксидазоположительной и дальнейшему изучению не подлежит. Если реакция на оксидазу отрицательная (цвет на месте нанесения культуры не меняется), культура подлежит дальнейшему исследованию. Оксидазоотрицательные колонии засевают в пробирки с полужидкой лактозной средой.


Полужидкая среда с лактозой или маннитом (глюкозой): в 1 л дистиллированной воды растворяют 10 г пептона, 5 г NaCl, 4-5 г агар-агара, доводят до кипения, устанавливают рН 7,2-7,4, добавляют 1 мл 1,6% спиртового раствора бромтимолового синего. Стерилизуют при 120°С 20 минут. В расплавленную среду вносят 5 г лактозы или маннита (глюкозы), нагревают до кипения, разливают в стерильные пробирки на высоту 3-5 см и стерилизуют при 112°С 10 минут. Правильно приготовленная среда – зеленого цвета с синеватым оттенком (цвет бутылочного стекла).


Посев производят уколом до дна пробирки. При образовании кислоты цвет среды изменяется в жёлтый, при газообразовании газ скапливается или по уколу, или на поверхности, или в толще среды появляются разрывы.


Для определения общих колиформных бактерий посев инкубируют при 37°С, для определения термотолерантных колиформных бактерий посев инкубируют при 44°С в течение 24 часов.


Грамотрицательные колонии учитывают как общие колиформные бактерии при отрицательном оксидазном тесте, ферментации лактозы при температуре 37°С с образованием кислоты и газа. Грамотрицательные колонии учитывают как термотолерантные колиформные бактерии при отрицательном оксидазном тесте и ферментации лактозы при температуре 44°С с образованием кислоты и газа.
3.3. Определение общих и термотолерантных колиформных бактерий

титрационным методом


Титрационный метод может быть использован:

– при отсутствии материалов и оборудования, необходимых для выполнения анализа методом мембранной фильтрации;

– при анализе воды с большим содержанием взвешенных веществ;

– в случае преобладания в воде посторонней микрофлоры, препятствующей получению на фильтрах изолированных колоний общих колиформных бактерий.


Метод основан на накоплении бактерий после посева установленного объёма воды в жидкую питательную среду, с последующим пересевом на селективную плотную питательную среду с лактозой и идентификации колоний по культуральным и биохимическим тестам.


Для качественного анализа засевают 100 мл воды в 10 мл концентрированной лактозо-пептонной среды (ЛПС – среда накопления). При исследованиях воды с целью количественного определения общих колиформных бактерий производят посев по 10 мл и по 1 мл. Посев 1 мл пробы проводят в 10 мл среды обычной концентрации.


Лактозо-пептонная среда (ЛПС).

В состав ЛПС входят 10 г пептона, 5 г NaCl, 5 г лактозы (глюкозы), которые растворяют при нагревании в 1 л дистиллированной воды. После растворения всех ингредиентов устанавливают рН 7,4-7,6 и разливают по 10 мл в пробки, стерилизуют при 112°С 10 мин. 


Для приготовления концентрированной лактозо-пептонной среды все ингредиенты, кроме воды, увеличивают в 10 раз.


Посевы инкубируют при температуре 37°С в течение 24-28 часов. Если после инкубации отмечено наличие роста (помутнение) и образование газа или только помутнение, то производят высев на среду Эндо для получения изолированных колоний. Посевы на среде Эндо инкубируют при температуре 37°С в течение 18-20 часов. Колиформные бактерии образуют на чашках Петри темно-красные или красные колонии с металлическим блеском и без него. Затем проводят подтверждающие тесты на оксидазную активность и образование кислоты и газа при ферментации лактозы (см. Определение общих и термотолерантных бактерий методом мембранной фильтрации).

Учёт результатов.

Результат считается положительный на присутствие общих колиформных бактерий в данном объёме пробы при образовании помутнения и газа в среде накопления и росте на среде Эндо типичных для лактозоположительных бактерий колоний, а также при обнаружении кислоты и газа на среде с лактозой (при 37°С).


Для определения термотолерантных колиформных бактерий работают со средой Эндо, где выросли типичные лактозоположительные колонии и отмечены помутнение и газообразование в среде накопления (лактозо-пептонная среда). Делают посев изолированных колоний в пробирки с лактозной средой, которую перед посевом нагревают до 44°С. После посева пробирки помещают в термостат и инкубируют при 44°С в течение 24 часов. 


Ответ считается положительным при наличии роста и образовании газа в среде накопления, росте на среде Эндо и при обнаружении кислоты и газа на среде с лактозой (при 44°С).

3.4. Определение общих и термотолерантных колиформных бактерий

с помощью пластины биохимической для дифференциации энтеробактерий (ПБДЭ)

Определение общих и термотолерантных колиформных бактерий можно проводить с помощью одноразовой диагностической тест-системы для идентификации энтеробактерий (ПБДЭ). 

ПБДЭ позволяет определить следующие биохимические свойства: утилизацию цитрата натрия, как в присутствии сахара (модификация цитратной среды Христенсена), так и без него (модификация цитратной среды Симмонса), малоната натрия, глюкозы, лактозы, маннита, сахарозы, инозита, сорбита, арабинозы, мальтозы, образование индола, сероводорода, ацетилметилкарбинола (реакция Фогес-Проскауэра), наличие уреазы, β-галактозидазы, декарбоксилаз орнитина и лизина, дегидролазы аргенина, дезаминазы фенилаланина.


ПБДЭ представляет собой панель с 20 конусообразными лунками, на дно которых нанесены соответствующие субстраты с индикатором, стабилизированные поливиниловым спиртом. Панель закрывается крышкой. Панель и крышка изготовлены из полистирола. 


Субстраты с индикаторами вносят в лунки в жидком виде, затем высушивают и стерилизуют.


ПБДЭ предназначена для определения ферментативной активности микроорганизмов семейства Enterobacteriaceae, выделяемых в ходе бактериологического исследования, и идентификации представителей данного семейства до вида.


С этой целью готовят микробную суспензию, равную 10 единицам стандартного образца мутности из колоний, выращенных в течение 18-24 часов при 370С, подозрительных на энтеробактерии (темно-красные, красные колонии с металлическим блеском и без него). При отсутствии стандартного образца в 4 мл стерильного фосфатно-солевого буферного раствора (или физраствора, рН 6,0) вносят исследуемую культуру (2-3 петли) до образования видимой мутности. Затем раскапывают мерной пипеткой по 0,15 мл микробной суспензии в каждую лунку, кроме теста на сероводород (№ 11), куда вносится только 1 капля (0,05 мл) суспензии. Лунку с тестом на сероводород заливают 0,1 мл растопленного и охлажденного до 40°С полужидкого 0,6% агара. Для создания анаэробных условий лунки с тестами заливают сверху стерильным вазелиновым маслом (1-2 капли): лизин (№ 4), аргинин (№ 5), орнитин (№ 6), уреаза (№ 10) и H2S (№ 11). Закрывают крышку планшета и инкубируют 18-24 часа при 37°С (для общих колиформных бактерий) и при 44°С (для определения термотолерантных колиформных бактерий).

После окончания инкубации в лунки с тестами на фенилаланин (№ 7) добавляют 1 каплю 10% FeCl3, на ацетилметилкарбинол (№ 9) – 1 каплю 6% α-нафтола и затем 1 каплю40 % КОН, на индол (№ 8) – 1-3 капли реактива Эрлиха.

Учет результатов производится в соответствии с цветовым указателем, приложенным к ПБДЭ (табл. 3).


Идентификацию культур микроорганизмов осуществляют с использованием таблицы биохимических свойств энтеробактерий и диагностического «ключа».


ПБДЭ обезвреживают автоклавированием или помещением в дезраствор на 18-24 часа.
Таблица 3
Цветовой указатель результатов биохимических реакций
	№п/п

	Тесты
	Цвет среды в раст-воренном виде
	Положительная реакция
	Отрицательная реакция

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Утилизация цитрата натрия
	желтый, светло-зеленый

	темно-зеленый, синий
	желтый, светло-зеленый

	2
	Утилизация малоната натрия

	желтый
	темно-зеленый, синий
	желтый, светло-зеленый

	3
	Утилизация цитрата натрия с глюкозой

	желтый, коричневый
	фиолетовый, бурый
	желтый, коричневый

	4
	Наличие лизин-декарбоксилазы

	желтый, светло-зеленый
	темно-зеленый, синий
	желтый, светло-зеленый

	5
	Наличие аргинин-дегидролазы

	желтый, светло-зеленый
	темно-зеленый, синий
	желтый, светло-зеленый

	6
	Утилизация орни-тиндекарбоксилазы

	желтый, светло-зеленый
	темно-зеленый, синий
	желтый, светло-зеленый

	7
	Наличие фенил-аланиндезаминазы
	бесцветный
	темно-зеленый 
	желтый

	8
	Образование индола

	бесцветный
	розовый
	бесцветный

	9
	Образование аце-тилметилкарбинола

	бесцветный
	розовый, малиновый
	бесцветный

	10
	Наличие уреазы

	желтый
	малиновый, красный
	желтый

	11
	Образование сероводорода

	бесцветный
	черный, темно-серый
	желтый

	12
	Утилизация глюкозы

	красный
	желтый
	красный

	13
	Наличие β-галактозидазы

	бесцветный
	лимонно-желтый
	бесцветный

	14
	Утилизация лактозы

	красный
	желтый
	красный

	15
	Утилизация маннита

	красный
	желтый
	красный


	1
	2
	3
	4
	5

	16
	Утилизация сахарозы

	красный
	желтый
	красный

	17
	Утилизация инозита

	красный
	желтый
	красный

	18
	Утилизация сорбита

	красный
	желтый
	красный

	19
	Утилизация арабинозы

	красный
	желтый
	красный

	20
	Утилизация мальтозы

	красный
	желтый
	красный


3.5. Определение спор сульфитредуцирующих клостридий

методом мембранной фильтрации


Сульфитредуцирующие клостридии не всегда встречаются в фекалиях, они успешно размножаются в почве, донных отложениях, в воде. В этой связи их санитарно-показательная значимость ограничена. Однако споры клостридий обладают высокой устойчивостью к обеззараживающим реагентам и способны к существованию в воде значительно дольше других индикаторов. Обнаружение спор сульфитредуцирующих клостридий в питьевой воде указывает на ее недостаточную очистку, в частности, на дефекты при фильтрации.

Сульфитредуцирующие клостридии, преимущественно Clostridium perfringens – спорообразующие анаэробные палочковидные микроорганизмы, восстанавливающие сульфит натрия на железо-сульфитном агаре при температуре 44°С в течение 24 часов.


Метод основан на фильтрации исследуемого объёма воды через мембранные фильтры, выращивании посевов в железо-сульфитном агаре в условиях, приближённых к анаэробным, и подсчёте числа чёрных колоний.

Ход анализа.

Перед фильтрацией пробу воды в количестве 20 мл прогревают на водяной бане в пробирках при температуре (75±5)°С в течение 15 минут для исключения вегетативных форм. Затем производят посев на железо-сульфитный агар.


Железо-сульфитный агар.

Основная среда. К 1000 мл стерильного расплавленного МПА добавляют 10 г глюкозы, нагревают до растворения, разливают в пробирки или во флаконы и автоклавируют при 112°С 12 минут. 


20% раствор сульфита натрия (Na2SO3) и 8% раствор сульфата железа (FeSO4) или хлорида железа (FeCl2) готовят непосредственно перед употреблением в стерильной посуде на стерильной дистиллированной воде. Раствор сульфита натрия нагревают до полного растворения.


Перед выполнением анализа в 100 мл расплавленной основной среды вносят 5 мл 20% раствора сульфита натрия (Na2SO3), перемешивают, затем вносят 1 мл 8% раствора сульфата железа (FeSO4), перемешивают и разливают с соблюдением правил стерильности в стерильные пробирки высотой 12-15 см – для работы методом мембранной фильтрации, или во флаконы – для работы методом прямого посева.


Существует два варианта определения спор сульфитредуцирующих клостридий методом мембранной фильтрации. 


Вариант 1 – определение в пробирках. 


Перед посевом пробирки с железо-сульфитным агаром расплавляют на водяной бане (не кипятить!). 


После фильтрации установленного объёма воды (20 мл), предварительно прогретой на водяной бане, мембранный фильтр стерильным пинцетом берут за два противоположных края и, согнутым в виде трубочки, помещают в пробирку с горячим агаром. Сторона фильтра с осевшими бактериями обращена внутрь. При этом фильтр распрямляется и располагается по стенке пробирки. Пробирку с агаром и фильтром быстро охлаждают для создания анаэробных условий, помещая в ёмкость с холодной водой. Посевы инкубируют при 44°С в течение 24 часов.


Вариант 2 – определение в чашках Петри. 


Чашки Петри заливают тонким слоем железо-сульфитного агара. После фильтрации фильтр помещают фильтрующей поверхностью вниз на застывшую питательную среду так, чтобы под фильтром не было пузырьков воздуха. Затем заливают расплавленным железо-сульфитным агаром до верхнего края чашки, чтобы крышка плотно прилегала к среде для создания анаэробных условий. Посевы инкубируют при 44°С в течение 24 часов.

Учёт результатов.

Учёту подлежат только те посевы, где получены изолированные колонии, как выросшие на фильтрах, так и в толще среды. Подсчитывают чёрные колонии. 

3.6. Определение спор сульфитредуцирующих клостридий

методом прямого посева

Метод основан на посеве установленного объема воды в пробирки с железо-сульфитным агаром, инкубации посевов при температуре 44(С в течение 24 часов и подсчёте чёрных колоний.


Из каждой пробы делают посев воды, предварительно прогретой на водяной бане в пробирках при температуре (75±5)°С в течение 15 минут, в железо-сульфитный агар.


С этой целью в стерильные пробирки вносят по 5 мл воды, заливают горячим 75-80°С железо-сульфитным агаром в количестве, превышающем объём воды в 2 раза. Среду заливают по стенке пробирки, избегая образования пузырьков воздуха. После этого пробирку быстро охлаждают, помещая её в ёмкость с холодной водой для создания анаэробных условий. Посевы инкубируют при 44°С в течение 24 часов.

Учет результатов.

Учёту подлежат те посевы, где получены изолированные черные колонии, выросшие в толще среды. Результат выражают числом КОЕ спор сульфитредуцирующих клостридий в 20 см3 воды.
3.7. Определение колифагов

Не только бактериальное загрязнение питьевой воды представляет угрозу здоровью населения. Более опасным является контаминация водопроводной воды патогенными вирусами, более устойчивыми, по сравнению с бактериями, к воздействию физических и химических факторов, а также к обеззараживающим агентам (хлор, озон). Попадая с недостаточно очищенными хозяйственно-бытовыми сточными водами в водоёмы вирусы, в силу своей высокой устойчивости, свободно распространяются в водной среде и через очистные сооружения водопроводных станций проникают в воду распределительной сети. Это свидетельствует о том, что бактериальные индикаторы не могут служить адекватными показателями надежности обработки питьевой воды в отношении вирусов. Адекватными индикаторами вирусного загрязнения являются колифаги. Они не патогенны и безопасны для человека, имеют единый с энтеровирусами источник поступлений в окружающую среду; по размерам, строению и физико-химическим свойствам, по устойчивости к факторам окружающей среды и дезинфектантам наиболее близки к вирусам. Колифаги сами являются бактериальными вирусами, способными лизировать кишечную палочку, обнаруживаются во всех объектах, где встречаются вирусы. Уровни содержания колифагов и энтеровирусов в питьевой воде изменяются одинаково по сезонам года. Колифаги являются индикаторами очистки питьевой воды в отношении энтеровирусов.

Колифаги – бактериальные вирусы, способные лизировать кишечную палочку и формировать зоны лизиса бактериального газона (бляшки) через 18-20 часов при температуре 37°С на питательном агаре.

Метод предназначен для проведения текущего контроля качества питьевой воды.

Ход анализа.


 Накануне проведения анализа необходимо сделать посев E. coli на косяк с питательным агаром.


Перед проведением анализа сделать смыв бактерий с этого косяка 5 мл стерильной водопроводной воды. По стандарту мутности приготовить взвесь E. coli в концентрации 109 бактериальных клеток в 1 мл. Расплавить и остудить до 45°С 2% питательный агар. Исследуемую воду (100 мл) внести в 5 стерильных чашек Петри по 20 мл в каждую. В питательный агар добавить смыв E. coli из расчета 1,5 мл смыва бактерий (в концентрации 109 клеток в 1 мл) на 150 мл агара и осторожно перемешать. Полученной смесью по 30 мл залить сначала пустую чашку Петри (контроль газона E. coli), а затем все чашки, содержащие исследуемую воду. Содержимое чашек осторожно перемешать. Чашки оставить на 30 минут при комнатной температуре для застывания, затем дном вверх поместить в термостат для инкубирования при температуре 37°С.


Если агар застыл не полностью, чашки Петри следует инкубировать в термостате, не переворачивая. 

Учёт результатов.

Учёт результатов проводят путём подсчета и суммирования бляшек, выросших на 5 чашках Петри. Результаты выражают в бляшкообразующих единицах (БОЕ) на 100 мл пробы воды. В контрольной чашке бляшки колифагов должны отсутствовать. 

Накопленный к настоящему времени материал свидетельствует о возможности передачи лямблиоза и криптоспоридиоза через централизованную систему водоснабжения. Цисты лямблий и ооцисты криптоспоридий обладают более выраженной, по сравнению с бактериями и вирусами, резистентностью к действию дезинфицирующих агентов, используемых на водопроводных станциях. Передача этих возбудителей в большинстве случаев осуществляется через питьевую воду, удовлетворяющую стандартам по колиформным бактериям. В отношении паразитарных возбудителей заболеваний человека индикаторные организмы не выявлены, поэтому предусматривается непосредственное определение цист в воде.

4. Санитарно-бактериологическое исследование смывов с рук

и объектов внешней среды


Санитарно-микробиологическое исследование предметов обихода и окружающей обстановки проводится для осуществления контроля за общим гигиеническим состоянием и определения фекальной загрязненности и контаминации патогенными микроорганизмами объектов окружающей среды как возможных факторов при передаче возбудителей инфекционных болезней. Для оценки санитарного состояния детских учреждений, родильных домов, клиник хирургического профиля и др. определяют загрязненность предметов обихода, оборудования и рук персонала.


Эти исследования могут быть количественными, при которых определяется степень общей микробной обсемененности (микробное число) и качественными, имеющими целью определить видовой состав микрофлоры, причем особое внимание уделяется определению БГКП как показателя фекального загрязнения исследуемых предметов.

4.1. Бактериологическое исследование смывов с рук


Смыв с поверхности рук проводят увлажненным стерильным ватным тампоном. Смывы делают с обеих рук, тщательно протирая ладони, межпальцевые и подногтевые пространства. Затем тампон помещают в пробирку со стерильной водой или физраствором, в котором его тщательно прополаскивают.


Из исходного смыва делают посевы на чашки Петри с МПА (на общее бактериальное загрязнение) и на среду Эндо (на наличие БГКП). Посевы выдерживают в термостате при температуре 37(С в течение суток. Из колоний, характерных для БГКП, готовят мазки, окрашивают их по Граму, микроскопируют, при необходимости дополнительно идентифицируют по общепринятым тестам для БГКП. Обнаружение БГКП свидетельствует о грубых нарушениях санитарного режима.

4.2. Бактериологическое исследование смывов с поверхности предметов


Взятие смыва осуществляется при помощи стерильного ватного тампона или стерильной марлевой салфетки. Непосредственно перед взятием смывов тампоны (или салфетки) смачивают в пробирке со стерильной водопроводной водой (2 мл). После тщательного протирания исследуемого объекта смоченным тампоном (или салфеткой) его помещают в ту же пробирку. Смывы с поверхности предметов делают с помощью трафаретов (шаблонов) из проволоки, имеющих площадь 25 см2 (100 см2). Трафареты перед взятием смывов стерилизуют над пламенем горелки, затем накладывают на исследуемую поверхность и с площади, ограниченной шаблоном, производят смыв тампоном (или салфеткой).


В пробирку после взятия смыва добавляют 8 мл стерильной воды, в которой тщательно прополаскивают тампон.


Из исходного смыва делают посевы на МПА и среду Эндо.


Смывы исследуют на общее бактериальное загрязнение (микробное число) и на наличие БГКП. Обнаружение БГКП в исследуемых смывах свидетельствует о грубых нарушениях санитарного режима.

5. Микрофлора лекарственного сырья и готовых лекарственных форм


Обсемененность микробами растений, в том числе и лекарственных, может быть очень высокой и зависит от условий их произрастания, от характера растения, высоты стебля и других причин. Микрофлора растений, а, следовательно, растительного лекарственного сырья, чрезвычайно разнообразна. На поверхности растений обнаруживаются представители микрофлоры почвы, среди которых основное место занимают спорообразующие бактерии, актиномицеты и грибы.


Особенно сильно заселяются микробами срезанные и сорванные растения, т.к. они являются лучшей питательной средой, чем живые растения. Среди микроорганизмов, встречающихся на растениях и в растительном лекарственном сырье, могут встречаться фитопатогенные виды, т.е. виды, вызывающие заболевания растений.


Некоторые виды микроорганизмов, находящихся в лекарственном растительном сырье, обладающие сильной ферментативной активностью, могут при соответствующих условиях разрушать фармакологически активные вещества, тем самым, снижая ценность лекарства.


Консервирование лекарственного сырья и условия его хранения оказывают существенное влияние на микробную обсемененность. При хранении в условиях повышенной влажности микроорганизмы не только более длительно сохраняют жизнеспособность, но могут размножаться и вызывать порчу лекарственного сырья. Порчу лекарственного сырья обнаруживают по изменению цвета высушенного растения, появлению очагов размножения плесени и др.


Лекарственные препараты, изготовляемые в аптеках и на фармацевтических заводах, в той или иной степени обсеменены различными микроорганизмами. Количество микробов в лекарствах сильно варьирует в зависимости от ряда причин – от обсемененности лекарственного сырья, от формы препарата, от особенностей приготовления, от санитарного состояния аптечного учреждения. Известную роль в загрязнении изготовляемых лекарственных препаратов играет дистиллированная вода, посуда, пробирки, руки аптечных работников, а также воздух аптечных лабораторий.


Стерильные инъекционные растворы могут обладать пирогенными свойствами (повышение температуры тела), что обусловлено наличием в них убитых бактерий и продуктов их распада.


Среди готовых лекарственных форм наиболее обсемененными являются препараты растительного происхождения – настои и отвары. При хранении этих лекарств, особенно в теплом месте, количество микробов в них возрастает до высоких цифр и появляются признаки порчи: муть, пленка, изменение цвета, необычный запах.


Бактерии обнаруживаются в настойках, растворах солей, а из порошкообразных препаратов особенно обсемененными являются тальк, крахмал, сахар.


Для изучения микрофлоры, а также для определения степени обсемененности лекарств производят посев определенных объемов или навесок этих препаратов на МПА для определения микробного числа.

5.1. Определение микробного числа дистиллированной воды


Для посева используют неразведенную воду и разведение в соотношении 1:10. В стерильные чашки Петри вносят по 1 мл дистиллированной воды, после чего заливают расплавленным и остуженным до 45°С МПА, быстро и тщательно перемешивая агар с водой. После  застывания агара чашки помещают в перевернутом виде в термостат при температуре 37°С на сутки, после чего производят учет результатов.


Дистиллированная вода для приготовления инъекционных растворов не должна содержать бактерий.

5.2. Определение микробной обсемененности

растительного лекарственного сырья


Для определения микробной обсемененности растительного лекарственного сырья берут 1 г сырья (или вырезают из листа или верхнего слоя корневища кусочек площадью 1 см2), помещают в пробирку с 10 мл физраствора (или дистиллированной воды) и взбалтывают в течение 5 минут. Из полученного смыва делают десятикратные разведения (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 и т.д.). В связи с большой обсемененностью растительного сырья, для посева используют только последние разведения. В стерильные чашки Петри вносят по 1 мл соответствующего разведения, заливают расплавленным и остуженным до 45(С МПА, быстро и тщательно перемешивая. После застывания агара чашки помещают в перевернутом виде в термостат при температуре 37(С на сутки, после чего производят учет результатов: подсчитывают количество выросших колоний и вычисляют обсемененность 1 г препарата или 1 см2 поверхности листа или корневища.

5.3. Определение микробной обсемененности готовых лекарств


а) Исследуемый отвар или настой (1 мл) разводят стерильным физраствором (или дистиллированной водой) в соотношении 1:10 и 1:100 и засевают на чашку с МПА для определения микробного числа.


б) 1 г порошка или 1 таблетку или 1 пилюлю помещают в пробирку с 10 мл стерильного физраствора. После тщательного взбалтывания до растворения (или распадения) из исходного раствора или взвеси делают разведение в соотношении 1:10 и 1:100. Последнее разведение используют для посева на чашку с МПА для определения микробного числа. 

в) Готовые инъекционные растворы применяют неразведёнными. В чашку Петри с МПА делают посев 1 мл раствора.


г) При бактериологическом исследовании глазных капель, их также засевают неразведёнными.


Чашки с посевами помещают в термостат на сутки при 37°С, затем подсчитывают количество выросших колоний и вычисляют микробное число для жидких лекарственных форм и обсеменённость 1 г препарата.

Лекарственные неинъекционные средства должны также подвергаться бактериологическому исследованию на количество сапрофитных бактерий, дрожжевых и плесневых грибов, наличие бактерий кишечной группы, псевдомонад и стафилококков.

Образец для бактериологического исследования (10 г или 10 мл) должен быть взят не менее чем из 10 упаковок. Его разводят фосфатным буфером (рН 7,0) до объёма 50 мл (разведение 1:5). Затем 25 мл полученного раствора или суспензии разводят до 50 мл тем же буферным раствором (разведение 1:10); 1 мл этого разведения разводят ещё в 10 раз (разведение 1:100).

1. Для количественного определения сапрофитных бактерий на чашки Петри с МПА засевают по 0,5 мл разведений 1:10 и 1:100. Колонии подсчитывают через 48 часов после пребывания посевов в термостате при 37°С.

2. Для определения количества дрожжевых и плесневых грибов производят посев на чашки Петри со средой Сабуро по 0,5 мл разведения 1:5 и 1:10.

Раздельный подсчёт колоний дрожжеподобных и плесневых грибов производят через 5 суток пребывания посевов в термостате при 20-22°С.

3. Для обнаружения бактерий рода Proteus 0,5 мл разведения 1:10 вносят в конденсационную воду свежескошенного агара (посев по Щукевичу). При наличии ползучего роста через 24-48 часов выделяют чистую культуру и проводят её идентификацию.

4. Идентификацию энтеробактерий можно провести с помощью ПБДЭ.

5. Для выделения псевдомонад и стафилококков 1 мл разведения 1:10 вносят в накопительную среду и после инкубации в течение 24 часов при 37°С делают высев на соответствующие дифференциальные среды.

Питательные среды, используемые при бактериологическом исследовании лекарств. 
Среда Сабуро: к 1 л дистиллированной воды добавляют 10 г пептона, 40 г глюкозы или мальтозы, 3,0% агара. Среду стерилизуют при 110°С в течение 30 минут.

Накопительная среда для выделения псевдомонад и стафилококков. В 1 л дистиллированной воды растворяют 5 г дрожжевого экстракта, 20 г казеинового гидролизата, 5 г хлорида натрия, 10 г пептона, 2 г глюкозы, 2,5 г двузамещённого фосфата натрия. Среду стерилизуют при 120°С в течение 15 минут.

6. Санитарно-микробиологическое исследование пищевых продуктов


Пищевые продукты являются самым сложным объектом в санитарной микробиологии. Это объясняется не только разнообразием и обилием микрофлоры в продуктах, но также использованием микроорганизмов в производстве многих продуктов и отсутствием полноценных методик выявления микробов.


В продуктах питания различают специфическую и неспецифическую микрофлору.


Специфическая микрофлора – это микроорганизмы, которые используются для приготовления того или иного продукта и являются обязательным звеном в технологии его получения. Специфическая микрофлора используется в приготовлении всех кисломолочных продуктов, хлеба, пива, вина, в квашении капусты, овощей и т.д.


К неспецифической микрофлоре относятся микроорганизмы, которые попадают на пищевые продукты случайно из окружающей среды, загрязняя их. Среди них различают микробы-сапрофиты, патогенные и условно-патогенные, а также микроорганизмы, вызывающие порчу пищевых продуктов.


Многие пищевые продукты характеризуются обильной сапрофитной микрофлорой. Степень загрязненности посторонней микрофлорой зависит от многих факторов: правильной заготовки самого пищевого продукта, его транспортировки, хранения, технологии последующей обработки и на всех этапах – от соблюдения санитарного режима.


Микроорганизмами, свидетельствующими о санитарном неблагополучии, считаются бактерии группы кишечных палочек (БГКП), бактерии рода Proteus, энтерококки, клостридии, стафилококки. Однако, присутствие этих микроорганизмов или их отсутствие еще не является достаточно достоверным показателем фекального загрязнения продукта и тем более степени обсеменения. Это объясняется, с одной стороны, возможностью микроорганизмов размножаться в благоприятных условиях пищевых продуктов, а с другой стороны – частичной гибелью бактерий в силу антагонистических взаимоотношений. Ориентироваться можно на тот несомненный факт, что обнаружение в 1 г необработанного продукта 10 БГКП и 1 БГКП в продуктах, подвергнутых термической обработке, свидетельствует о санитарном неблагополучии.


Показателями общей загрязненности пищевых продуктов посторонней неспецифической флорой является содержание санитарно-показательных и условно-патогенных микроорганизмов.

7. Определение санитарно-показательных микроорганизмов

К санитарно-показательным микроорганизмам относят количество мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов (МАФАнМ), БГКП (коли-формы), бактерии семейства Enterobacteriaceae, энтерококки.
7.1. Определение количества мезофильных аэробных и

факультативно-анаэробных микроорганизмов – МАФАнМ

(общее микробное обсеменение пищевых продуктов)


Общее микробное обсеменение пищевых продуктов (микробное число) характеризуется количеством мезофильных аэробов и факультативных анаэробов (МАФАнМ), образующих колонии на МПА при посеве 1 г или 1 мл продукта. Метод основан на способности МАФАнМ расти на питательных средах определённого состава при 20°С.


В зависимости от предполагаемой степени загрязнённости исследуемого продукта делают посевы глубинным методом по 1 мл из разведений (1:10, 1:100 и т.д.) жидкого продукта (напитки, соки и др.) или из расчёта 0,1; 0,01 г и т.д. твёрдых веществ (мясо, мясные продукты, рыба и т.д.) в чашки Петри. Навеску плотных продуктов предварительно растирают в стерильной фарфоровой ступке с добавлением 0,1% раствора NaCl и пептона. Для продуктов жидкой консистенции разведения готовят следующим образом: берут ряд пробирок (обычно не более 5), каждая из которых содержит 9 мл стерильного 0,1% раствора пептона или физраствора. В первую пробирку вносят 1 мл исследуемого продукта (разведение 1:10), затем 1 мл содержимого первой пробирки переносят в следующую (разведение 1:100) и т.д. Чашки заливают расплавленным и остуженным до 45°С агаром. Содержимое чашек перемешивается вращательными движениями. После застывания агара чашки с посевами помещают в термостат при температуре 20°С на 48 часов. После инкубации в термостате ведётся подсчёт колоний, вычисляется среднее арифметическое, умножается на степень взятого разведения и делается перерасчет микробного числа (МАФАнМ) на 1 мл (1 г) исследуемого продукта. 


Продукты, имеющие специфическую флору (молочнокислые и др.), данным способом не исследуют.


Согласно бактериологическим нормативам общее микробное число (МАФАнМ) в 1 мл пастеризованного молока должно быть не более 50000-100000, в 1 мл фляжного молока – не более 200000, в 1 г мороженого – не более 100000, в 1 г сливочного масла – не более 10000; в кефире, йогурте и сметане не допускается присутствие МАФАнМ. Общим требованием для всех молочных продуктов является отсутствие патогенных микроорганизмов.


Нормативы для санитарно-микробиологической оценки мяса и мясных продуктов следующие: обязательным требованием является отсутствие патогенных микроорганизмов и протеев (вызывающих гнилостный процесс). Допустимыми показателями в колбасах вареных и мясных продуктах без оболочки являются микробное число менее 1000, в прожаренном мясе микробное число менее 500.


Для рыбных изделий рекомендованы следующие нормативы: микробное число должно быть меньше 1000 в 1 г, патогенных бактерий не должно быть.


В газированных безалкогольных напитках количество МАФАнМ в 1 мл не должно быть больше 50, в негазированных напитках, соках – не более 100.

Пища, содержащая 106-107 бактерий в 1г (мл), потенциально опасна для здоровья и может вызвать пищевые отравления.
7.2. Метод определения количества бактерий группы кишечных палочек (колиформных бактерий) (ГОСТ 30518-97)


При исследовании пищевых продуктов под названием БГКП объединяются бактерии семейства Enterobacteriaceae родов Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Serratia. К БГКП относятся грамотрицательные, не образующие спор палочки, ферментирующие лактозу и глюкозу до кислоты и газа при температуре 37°С за 24 часа и не обладающие оксидазной активностью. БГКП выделяются в окружающую среду только из кишечника человека и теплокровных животных.

Исследуемые продукты засевают на среду Кесслера с лактозой (с поплавком) в соотношении 1:10. Посевы помещают в термостат при 37°С на 24 часа. Положительными считают посевы, в которых имеет место интенсивный рост микроорганизмов, проявляющийся в помутнении среды, образовании газа, подкислении среды (изменении цвета). При необходимости, для подтверждения принадлежности микроорганизмов, выросших на жидких средах, к БГКП делают пересевы на поверхность агаризованной селективно-диагностической среды Эндо. Посевы инкубируют при температуре 37°C в течение 24 часов. Из колоний, типичных для БГКП (красных с металлическим блеском, розовых, бледно-розовых), готовят мазки и окрашивают их по Граму. Обнаружение грамотрицательных палочек указывает на наличие БГКП.

8. Определение условно-патогенных микроорганизмов

8.1. Метод определения стафилококков

(ГОСТ 10444.2 - 94)

Из навески исследуемого продукта готовят ряд десятикратных разведений. При анализе пищевых продуктов с большим содержанием NaCI проводят посев продукта или его разведений на сахарный бульон, во всех других случаях – на солевой бульон. Посевы инкубируют в течение 18-24 часов. Для подтверждения принадлежности микроорганизмов к стафилококкам делают посевы на поверхность селективно-диагностической среды (желточно-солевой агар). Посевы инкубируют при температуре 37°С в течение 24-48 часов, после чего просматривают и отмечают рост характерных колоний. На желточно-солевом агаре колонии St. aureus окружены зоной лецитиназной активности. Для подтверждения принадлежности колоний к St. aureus отбирают не менее 5 колоний и пересевают на поверхность скошенного мясо-пептонного агара. Посевы инкубируют при температуре 37°С в течение 24 часов. У выросших микроорганизмов определяют отношение к окраске по Граму, способность коагулировать плазму крови кролика, образовывать каталазу и ферментировать маннит в анаэробных условиях.

Желточно-солевой агар. 
В расплавленный и остуженный до 60(С МПА pH 7,2 с 10% раствор хлористого натрия прибавляют 10-20 процентов желточной взвеси в соотношении 3:1. Предварительно желток асептически извлекают из яйца, взбалтывают с 200 мл физиологического раствора. Затем агар тщательно смешивают с желточной взвесью и разливают в чашки Петри.

8.2. Определение способности стафилококков коагулировать

плазму крови кролика
К плазме крови кролика, разлитой по пробиркам, добавляют по одной петле испытуемых культур, оставляя одну пробирку с разведённой плазмой в качестве контроля незасеянной. Внесённую культуру размешивают и помещают в термостат при температуре 37°С. Если через 6 ч коагуляции не произошло, то пробирки оставляют при температуре 30°С на 24 ч. Если и через 24 ч плазма не скоагулировала, то испытуемую культуру стафилококка относят к коагулазоотрицательной.

Реакцию считают положительной, если:

1. В плазме образуется небольшой компактный сгусток (++);

2. Образуется большой уплотненный сгусток (+++);

3. Плазма вся скоагулировала, сгусток не меняет своего положения при перевёртывании пробирки (++++).

8.3. Ферментация маннита в анаэробных условиях
Среду с маннитом разливают в пробирки по 10 мл, стерилизуют. Перед посевом среду освобождают от воздуха, для чего пробирки кипятят в водяной бане при температуре 100°С 10 мин., затем быстро охлаждают в ледяной воде и немедленно производят посев уколом. Сверху заливают расплавленным 2% водным агаром слоем 2-3 см, чтобы исключить попадание воздуха. Посевы термостатируют при температуре 37°С в течение 4 суток. Результаты считают положительными, когда нижние и верхние части среды чётко изменяют цвет с зелёного на синий. В этом случае микроорганизмы идентифицируются как Staphylococcus aureus (табл. 4).

Таблица 4
Идентификация стафилококков

(Медицинская микробиология, 1999)

	Признаки


	St. aureus
	St. epidermidis
	St. saprophyticus

	Морфология, окраска по Граму
	Мелкие кокки

Грам (+)


	Кокки

Грам (+)
	Крупные кокки Грам (+)

	Реакция плазмокоагуляции


	+
	–
	–

	Ферментация маннита в анаэробных условиях


	+
	–
	–


(+) – реакция есть
(–) – реакции нет
8.4. Метод определения бактерии рода Proteus (ГОСТ 28560 - 90)

Для получения чистой культуры производят посев исследуемого материала из основного разведения (10% взвесь) по 0,5 мл в конденсат свежескошенного агара по методу Шукевича и термостатируют 20-24 часа. Если наблюдается ползущий нежный вуалеобразный рост, то с верхнего края выросшей культуры готовят препарат, окрашивают по Граму и микроскопируют. При наличии грамотрицательных полиморфных палочек дают заключение о наличии бактерий рода Proteus в исследуемом продукте.

Для выявления О-формы протея делают посев на поверхности питательной среды Плоскирева. 0,5 мл исходной взвеси тщательно втирают шпателем в поверхность среды, инкубируют при температуре 37°С 18-24 ч. Для получения Н-формы одну петлю суточной культуры протея наносят на поверхность свежеприготовленного 1,5% мясо-пептонного агара в центре чашки. Через 18 часов наблюдается феномен «роения» – поверхность покрывается тонким слоем налета с голубоватым оттенком.

К роду Proteus относятся 2 вида (Proteus vulgaris и Proteus mirabilis) (табл. 5).
Таблица 5
Дифференциация видов рода Proteus
(Медицинская микробиология, 1999)

	Название
	Ферментация


	Образование

	
	мальтозы


	ксилозы


	индола
	орнитинде-карбоксилазы



	Р. vulgaris

	+
	±
	+
	–

	Р. mirabilis

	–
	+
	–
	+


(+) – ферментация
(–) – отсутствие ферментации
(±) – ферментация / отсутствие ферментации
Присутствие в пищевых продуктах микроорганизмов этой группы – признак начала гнилостных изменений. Указанные бактерии также могут быть причиной пищевых токсикоинфекций.

8.5. Метод выявления сульфитредуцирующих клостридий

(ГОСТ 10444.9 – 88)

Сульфитредуцирующие клостридии выявляют путем посева определенного количества продукта (1 г или 1 см3) в среды, содержащие сульфит железа (среда Вильсона-Блер). Пробы высевают глубинным методом параллельно в две чашки Петри. Посевы помещают в термостат при температуре 440С на 24-48 часов.

При наличии в исследуемом объекте клостридий в толще среды наблюдаются черные колонии. Черное окрашивание появляется за счет восстановления бактериями сульфита натрия до сульфата натрия, который, взаимодействуя с хлоридом железа, приводит к образования черного сульфида железа (FeS). 
Среда Вильсона-Блер (железосульфитный агар). 
К 100 мл сахарного (с 1% глюкозы) расплавленного и охлаждённого до 60(С МПА добавляют 5 мл 20% раствора сульфита натрия (Na2SO3) и 1 мл 8% раствора хлорида железа (FeCl2), которые готовят непосредственно перед использованием на стерильной дистиллированной воде.

9. Определение патогенных микроорганизмов
Обнаружение патогенной микрофлоры (сальмонелл, шигелл, листерий, иерсиний) проводят путем посева продукта в регламентированных нормативными документами количествах на соответствующие питательные среды.
Метод выявления бактерий рода Salmonella (ГОСТ 20358.4 - 91)

1 этап – неселективное предварительное обогащение. Навеску продукта (25 г) помещают в забуференную пептонную воду в соотношении 1:9. Посевы инкубируют при температуре 37°С 18-20 ч.

2 этап – селективное обогащение. Культуры, полученные после инкубирования, пересевают в 100 мл магниевой среды. Инкубируют 24-48ч.

3 этап – культуры пересевают на три дифференциально-диагностические среды: висмут-сульфитный агар, среду Плоскирева и среду Эндо. Инкубируют 24-48 ч при температуре 37°С.

После этого отмечают рост колоний, характерных для бактерий рода Salmonella. На висмут-сульфитном агаре колонии чёрные с характерным металлическим блеском; на среде Плоскирева колонии бесцветные и прозрачные; на среде Эндо колонии круглые бесцветные или слегка розоватые, прозрачные. При наличии хотя бы на одной из этих сред характерных колоний, проводят их дальнейшее изучение и дифференциацию на виды с помощью моноспецифических сывороток.

В продуктах массового потребления патогенные микроорганизмы, в том числе сальмонеллы, не допускаются.
Среды для обнаружения сальмонелл.

Магниевая среда. Готовят три раствора:

1. пептон – 4,2 г; хлорид натрия – 7,15 г; KH2PO4 – 1,43 г; дрожжевой диализат – 9 мл; дистиллированная вода – 890 мл

2. хлорид магния кристаллический – 35,7 г; дистиллированная вода – 90 мл

3. 0,1% водный раствор бриллиантового зелёного – 0,9 мл.

Все растворы смешивают, стерилизуют при 0,5 атм. 30 мин.

Висмут-сульфитный агар – выпускается в сухом виде. В состав среды входят: гидролизат рыбы или китовой муки, агар-агар, глюкоза, цитрат висмута, сульфит натрия, соль Мора, фосфат натрия, бриллиантовый зелёный, рН 7,6-7,8.

Среды Эндо и Плоскирева также выпускаются в сухом виде.
Среда Плоскирева

В состав среды входят: 53,6% сухого питательного агара с желчными солями; 14,4% цитрата натрия; 11% гипосульфита; 12% лактозы; 3,7% фосфата натрия; 0,03-0,06% нейтрального красного; 0,002% бриллиантового зелёного; 1,2% соды кальцинированной; 0,04% йода; 3,7% хлористого натрия.
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Тесты
Для подготовки к зачету студентам можно рекомендовать следующие тесты:

1. Укажите основные признаки, которым должны отвечать СПМО:
1) постоянно выделяться в окружающую среду в достаточном
количестве из организма человека и теплокровных животных;

2) способны длительно выживать в окружающей среде;
3) способны к росту на простых средах;

4) способны к росту на сложных средах и к росту при температуре 200С.

2. Какими ферментативными свойствами обладают ОКБ:

1) ферментируют глюкозу до кислоты и газа при температуре 37° - 440С за 24 ч.;

2) ферментируют лактозу до кислоты и газа  при температуре 370С за 24 ч.;
3) ферментируют лактозу до кислоты и газа при температуре 
370 - 440С за 24 ч.;
4) обладают оксидазной активностью.
3. Термотолерантными колиформными бактериями называют:
1) грамотрицательные неспорообразующие палочки, не обладающие оксидазной активностью, ферментирующие глюкозу до кислоты и газа за 24 ч. при температуре 37°С;

2) грамотрицательные неспорообразующие палочки, не обладающие оксидазной активностью, ферментирующие лактозу до кислоты и газа за 24 ч. при температуре 44°С;

3) мезофильные, грамположительные спорообразующие палочки
4. Какими ферментативными свойствами обладают термотолерантные колиформные бактерии?
1) ферментируют глюкозу до кислоты при температуре 370С за 24 ч.;

2) ферментируют лактозу (глюкозу) до кислоты и газа при температуре 370С за 72 ч.;

3) ферментируют лактозу до кислоты и газа при температуре 440С за 24 ч.,

4) обладают оксидазной активностью.

5. К санитарно-показательным микроорганизмам относят:
1) общие колиформные бактерии;

2) термотолерантные колиформные бактерии;

3) колифаги;

4) гемолитические стрептококки.

6. При оценке качества питьевой воды централизованного водоснабжения определяют следующие микробиологические показатели:

1) ОМЧ;
2) ОКБ;

3) термотолерантные колиформные бактерии;

4) холерные вибрионы.

7. Укажите нормативы качества питьевой воды централизованного водоснабжения по ОМЧ в соответствии с ГОСТ:

1) не более 10 КОЕ;
2) не более 50 КОЕ;

3) не более 100 КОЕ.

8. Нормативы качества питьевой воды централизованного водоснабжения предусматривают отсутствие спор сульфитредуцирующих клостридий в:
1) 20 мл;

2) 100 мл;

3) 1000 мл.

9. При определении в питьевой воде колиформных бактерий преимущество отдают методу исследования:

1) микроскопическому;

2) титрационному;

3) прямому посеву на среду Эндо;

4) мембранной фильтрации.

10. Какие питательные среды используют при определении колиформных бактерий в питьевой воде?
1) среда Эндо;

2) лактозопептонная среда (ЛПС)

3) Кесслер;

4) Китт-Тароцци.

11. Бактериальная обсемененность воздуха закрытых помещений больше:

1) зимой;

2) весной;

3) летом;

4) осенью.

12. Общая бактериальная обсемененность воздуха – это суммарное количество мезофильных микроорганизмов, содержащихся в:

1) 1 м3;
2) 100 см3;
3) 1 см3.
13. Назовите объект окружающей среды, наиболее значимый в распространении вирусов и инфицировании ими людей:

1) атмосферный воздух;

2) воздух закрытых помещений;

3) питьевая вода и поверхностные водоемы;

4) почва.

14. Назовите санитарно-показательные микроорганизмы почвы:
1) золотистый стафилококк;

2) колиформные бактерии;

3) энтерококки

15. Укажите микроорганизмы, которые попадают в почву с выделениями человека и животных и дольше всех в ней сохраняются:

1) энтерококки;

2) БГКП;

3) патогенные энтеробактерии.

16. При санитарном анализе почвы определяют все показатели, кроме:

1) общего количества сапрофитов;

2) колиформных бактерий;

3) энтерококков;

4) патогенных энтеробактерий;

5) энтеровирусов

17. Каков характер загрязнения почвы при наличии в ней большого количества энтерококков и колиформных бактерий:

1) свежее фекальное;

2) давнее фекальное;

3) органическое.

18. Плановое бактериологическое исследование объектов внешней среды ЛПУ не предусматривает выявление:

1) общей микробной обсемененности;

2) золотистого стафилококка;

3) синегнойной палочки;

4) микроорганизмов семейства энтеробактерий.

19. При текущем санитарном надзоре за предприятиями общественного питания и торговли исследование смывов проводят на присутствие:

1) колиформных бактерий;

2) золотистого стафилококка;

3) протеев;

4) сальмонелл.

20. Укажите микроорганизмы, для которых предметы обихода могут служить фактором передачи:

1) микобактерии;
2) сальмонеллы;

3) шигеллы

21. Наиболее длительно на предметах окружающей среды сохраняются:

1) сальмонеллы;

2) шигеллы;

3) споры бацилл.

22. Объектами исследования при проведении бактериологического контроля в ЛПУ на стерильность служат:

1) хирургические инструменты;

2) шприцы, иглы, зонды;

3) прикроватные тумбочки;

4) пищевые продукты.

23. Могут ли в воздухе операционной присутствовать единичные стафилококки?
1) да (в небольшом количестве)

2) нет.

24. Микробиологический контроль качества пищевых продуктов  включает 
определение

1) МАМ и ФАнМ;

2) колиформных бактерий;

3) золотистых стафилококков;

4) сульфитредуцирующих клостридий.

25. Определение дрожжей и плесеней регламентировано в следующих пищевых продуктах:

1) мясо и мясные продукты;

2) рыба и рыбные продукты;

3) молоко и молочные продукты;

4) мучные кондитерские изделия;

5) конфеты, шоколад, какао.

26. Укажите микроорганизмы, способные размножаться в пищевых продуктах при хранении в условиях холодильника:
1) эшерихии;

2) иерсинии;

3) псевдомонады;

4) листерии.

27. Назовите возбудителей пищевых токсикоинфекций:

1) протеи;

2) стафилококки;
3) нейссерии;

4) микрококки.

28. Молоко и молочные продукты – один из основных факторов передачи человеку всех инфекций, кроме:

1) сальмонеллезов, шигеллезов;

2) бруцеллеза;

3) сыпного тифа;

4) ящура, лихорадки Ку.

29. Может ли передаваться с молоком возбудитель туберкулеза?
1) да;

2) нет.

30. Мясо сырое при бактериоскопии считают несвежим, если в мазках-отпечатках в поле зрения обнаруживают:

1) менее 10 микроорганизмов

2) 10-30 микроорганизмов

3) более 30 микроорганизмов
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