Latvijas Lauksaimniecibas universitate
Partikas tehnologijas fakultate
Partikas tehnologijas katedra

Metodiskie noradijumi
mikrobiologijas laboratorijas darbiem

LLU Partikas tehnologijas fakultates studentiem

Jelgava
2019



Autores: Latvijas Lauksaimniecibas universitates Partikas tehnologijas fakultates Partikas
tehnologijas katedras docétajas — profesore, Dr.sc.ing. Liga Skudra, asociéta profesore,
Dr.sc.ing. Dace Klava un vadosa pétniece, Dr.sc.ing. Asnate Kirse-Ozolina.

Metodiskie noradijumi mikrobiologijas laboratorijas darbiem LLU Partikas tehnologijas fakultates
studentiem — Latvijas Lauksaimniecibas universitate, 2019, 51 Ipp.

Laboratorijas darbu metodiskais materials paredzéts LLU Partikas tehnologijas fakultates (PTF)
studentiem, magistrantiem un doktorantiem, izmantojams ari citu LLU studiju programmu
studentiem.

© Liga Skudra, Dace Klava, Asnate Kirse-Ozolina, 2019



SATURS

Mikrobiologijas pamati

Mikrobiologijas 1aboratorija ... ....cooi i 4
Mikrobiologijas [aboratorijas IEKAIAS ......c..iiiiuiiiiie e 4
2.1 HOMOGENIZATORS ...iiiititiiieeeeeetteette e e e e e e et a e e e e e e e et e e bt e s e e e e e e e et e e e e e e e e eas bt e e eeeaeeeeraatneaeaeas 4
2.2 LAMINARAIS BOKSS UN ANAEROBAIS BOKSS ...ttt e e e e et e e e et e e e e e 4
2.3 UDENSVANNA ..o 5
2.4 MIKROORGANISMU INKUBATORS JEB TERMOSTATS vvtuuneeeeetrritiinseaeeeeeatsiiiesaeeesesssstinneaaeeeessssninnaaaaeens 5
B T A 7Y 0 1 -y 5RO 5
2.6 KOLONIU SKAITITAIS «.tttttttiii et eee ettt e e e e e ettt e e e e e e e et e et e e e e e e e e e e s bt e e e e e e e e ees bt e e e e e e eesssaataeeeaees 6
2.7 AUTOKLAVS ...ttt et e 6
2.8 SAUSAS STERILIZACHAS SKAPIS ...ttt ettt e e e e ettt e e e e e e e et e s e e e e e e e e e e e e e e e e aa e e e e e e aeearbtaa e eaeas 6
2.9 TRAUKIUN INSTRUMENTI .. ettti et e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et eeee e 6
2.00  IMHIKROSKOPS .ttt e ettt e ettt e e e e et e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e et ettt e e e eeeeeesaaaeeaeaas 8
2.00  GAISMAS MIKROSKOPL. ...ttt ettt e e e e et e e et e e 10
2.0 BAROTNES. . ettt e e ettt ettt et e ettt e e e e e ettt e e e e e et et e e e e e e et e e e e e e et e e e e e et et 10
2.13  STERILIZACHAS METODES ..vvuune ettt e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 12
MiKroorganismu MO OIOGI A . ......ooiiiiieeee e 12
3.1  NEKRASOTO PREPARATU GATAVOSANA .. ..ttt et e e e e e e 13
3.2 KRASOTO PREPARATU GATAVOSANA L..uuiieee ittt et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e bt eeeaeaaaeaaes 15
3.3 MIKROORGANISMU IZMERU NOTEIKSANA ... ettt eee et et e e e e e e e e e e e e e eeee s 21
3.4 MIKROORGANISMU SKAITA NOTEIKSANA AR GORJAJEVA KAMERU ....covvviiiinieeeeiiiiiiiiee e e e e et eeeeeavians 21
3.5 TIRKULTURU IEGUVES METODES ....vvuuuneeeeeeeette e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaeeanes 22
Partikas razosanas tehnologiska procesa sanitari — higiéniska kontrole ..........cccccovviiiiiiiinn. 23
4.1 GAISA MIKROBIOLOGISKA KONTROLE ...civvuneiiiiieeeitieee et e e et e e e et e e e et e e e e et e e e et e e e et e e eaaeeeeaeans 23
4.2 UDENS MIKROBIOLOGISKA KONTROLE ... eveeeeeeeeeeeee ettt e et ettt 24
4.3 APKALPOJOSA PERSONALA UN IEKARTU SANITARI — HIGIENISKA KONTROLE .......ovvvenneeeeeeeiiiiiee e e e 26
4.4 PARTIKAS UZNEMUMA IZMANTOJAMAS EKSPRESMETODES ..vvuiiivineeeiiie e ettt e e et e e e e e e e e e eaaans 26

Partikas produktu mikrobiologiska kontrole

5 AtSKAIdTIUMU GAtAVOSENG .. o iiiiiiiiiiit ettt ettt ettt e et et et e e eaa e 28
6  Piena produktu mikrobiologiska KONTrole ........cooiiiiiiiiiee e, 30
7 Galas un galas produktu mikrobiologiskas KONtrole .......c..eeovviieiiiiiie e 35
8  Olu produktu mikrobiologiskas KONTIOIE ...........ooiiiiii e, 36
9  Zivju un zivju produktu mikrobiologiskas KONtrole ...........ccccooeiiiiiiiiii e, 37
10 Graudu, maizes un konditorejas izstradajumu mikrobiologiska kontrole.........ccccocvvveiiiiiiiiiinnn. 38
11 Alus mikrobiologiska KONTrolE ... 39
12 Sauso augu valsts izcelsmes partikas produktu mikrobiologiska kontrole ..........cccccccoviiiiiiiic, 40
13 Sulu un bezalkoholisko dzérienu mikrobiologiska kontrole..........ccoeviiiiiiiiiiiiii 41
14 Saldéto partikas produktu mikrobiologiska KONtrole.........cooviiiiiiiiiiiiii e 42
15 Majonézes, keCupu un gatavo salatu (konservétu un svaigi gatavotu) mikrobiologiska kontrole.. 43
16 Paraugu nonemsana, sagatavo$ana un rezultatu interpretacija saskana ar ISO standartiem un
RegulU (EK) NI 207372005 ......viiiiiiie ettt 44
ST Y VYN0 Y 1 PP PPPPPPPPPPP 44
16.2 PARAUGU SAGATAVOSANA MIKROBIOLOGISKAI TESTESANAI (LVS ENISO 6887)....ccovivieiiiiiieiiieii 44
16.3  REZULTATU APREKINS (LVS ENISO 7218) ... 45
16.4  PARAUGU NEMSANAS PLANS. ... .tteeeettite ettt e e ettt e ettt e e et e e et e e et e e et et e e et et e et et e e e saraeeseanaans 46
17 Mikroorganismu identifikacija Tdz SUZAT ........oooviuiiiiii e 47
b4 a g el del = I (= = LU = D PO TSP PP UPPRRUPPPPR 51



1 Mikrobiologijas laboratorija

Mikrobiologija ir nozare, kura strada ar
mikroskopiskiem organismiem, kurus redzamaja
pasaulé nevar ieraudzit, tadé| Tpasi japievers
uzmaniba telpas sanitarajiem un higiéniskajiem
apstakliem. Laboratorijai ir jabut gaisai, sienas un
gridas  klajumam jabdt no viegli mazgajama
materiala.

Mikrobiologijas laboratorijas visparigas prasibas ir
noteiktas standartd LVS EN ISO/IEC 17025. Tas
nosaka, ka laboratorijas iespéjam, kuras
neaprobezojas tikai ar energijas avotiem,
apgaismojumu un vides nosacijumiem, jabat tadam,
lai varétu veikt korektu testéSanas izpildi.
Laboratorija javelta pienaciga uzmaniba
izpildamajam tehniskajam darbibam, pieméram,
biologiskai sterilitatei, putekliem,
elektromagnétiskiem traucéjumiem, starojumam,
mitrumam, elektribas piegadei, temperatirai,
trokSna un vibraciju lImenim. Testé$ana jaaptur, ja

vides nosacijumi paklauj riskam testésanas
rezultatus.
No laboratorijas jabat atdalttai telpai, kura sagatavo

izejmaterialus, iznicina izlietotos materialus. Pie tam

Saja telpa nedrikst vienlaicigi notikt gan
izejmateriala  sagatavo$ana, gan izmantoto
materialu utilizéSana. Mikroskopi uz galdiem

jaizvieto ta, lai bUtu érti stradat, tos nedrikst kustinat
darba laika (1. att.).
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1. att. Mikroskopa novietojums uz galda

2 Mikrobiologijas laboratorijas iekartas

2.1 HOMOGENIZATORS

Homogenizatoru (2. att.) izmanto parauga
sajaukSanai ar atbilstosu atSkaiditaju, no kura talak
gatavo nepiecieSamos decimalatskaidijumus. Tas
nepieciesams, lai vienmeérigi sajauktu visas parauga
frakcijas un mikroorganismu klatbGtni analizétu
visa produkta kopuma. Visbhiezak izmantotie
homogenizatoru veidi ir stomahers, kura parauga
sajaukSanu  nodrosina  lapstinu  mehanisms
(BagMixer®) un mikseris, kura parauga sajauksana
notiek ar vibracijas palidzibu (Pulsifier®).

2.2 LAMINARAIS BOKSS UN ANAEROBAIS BOKSS

Mikrobiologisko analizu veikSanai nepieciesams
nodrosinat sterilu apkartéjo vidi. Ja nav atseviska
telpa — bokss, kura tiek nodrosinati sterili apstakli
darbam, tad mdasdieniga laboratorija izmanto
laminaro boksu. Taja nepartraukti tiek nodrosinata
mikrobiologiski tira gaisa padeve caur filtru sistému
(3. att.). Laminaraja boksa (4. att.) ir integréta UV-C
lampa, lai dezinficétu vidi péc darba.

Anaerobais bokss (5. att.) ir laminara boksa veids,
kura bez sterilas apkartéjas vides tiek nodroSinata
kontroléta vide — anaerobi apstakli. Anaerobaja
boksa iespéjams veikt uzséjumus bezskabek|a vide,
jaunakajos boksos iespé&jams nodroSinat gan
uzséjumu un inkubacijas procesu, gan paraugu
izmeklésanu.

| piesarnotais gaiss
B telpas gaiss
W tirais (filtrétais) gaiss

3. att. Filtru sistémas shematisks attélojums



4. att. Laminarais bokss Monmouth Guardian

2.3 UDENS VANNA

Udens vanna ir tvertne ar sildelementiem un
temperatdras regulatoru (6. att.).

Lai nodrosinatu ilgtermina sildelementu darbibu
ieteicams lietot destilétu Gdeni. Udeni iespé&jams
sasildit lidz 98 °C temperatlrai. To izmanto barotnu
atskidrinasanai.

2.4  MIKROORGANISMU INKUBATORS JEB TERMOSTATS

Mikroorganismus audzéjot vides temperatdra
japieméro to prasibam. Lai nodrosinatu $os Tpasos
apstaklus izmanto termostatus, jeb inkubatorus
(7. att.) — iekartas, kuras automatiski uztur
vajadzigo vides temperatdru. Mikroorganismu
inkubatoros, izmantojot programmeésanas iespéjas
var uzstadit noteiktu temperatdru un laiku
mikroorganismu kultivesanai. Vienmeérigu
temperatdru uztur sildelementi un
termoregulators, kur$ pie noteiktas temperatiras
atvieno sildelementu darbibu.

2.5 ANAEROSTATS

Anaerostats (8. att.) ir ierice mikroorganismu
audzésanai anaerobos (bez skabekla) apstak|os.
Laboratorija bieZi izmanto GasPak metodi. Tie ir
komerciali pieejami maisini ar sausu pulveri vai
granulam, kas rada vidi brivu no skabekla (O3) péc
samaisiSanas ar Gdeni un izturéSanas hermeétiski
noslégta trauka.

Anaerobas vides radiSanai nepiecieSams NaBHy,
NaHCOs3, C3HsO(COOH)s un CoCl, (katalizators). Sis
vielas reagé ar Gdeni un veido Gdenradi un oglekla
dioksidu, ka arT citus blakusproduktus. Udenradis
katalizatora palladija klatbltné reagé ar trauka
esoSo skabekli un veido Gdeni. Oglekla dioksids
veicina anaerobo mikroorganismu augsanu.
Anaerostata ievieto Petri plates ar inkub&jamo
paraugu, GasPak maisinu un indikatoru (norada uz
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6. att. Udens vanna GFL 1013

7. att. Mikroorganismu inkubators
Memmert IPP200

skabek|a klatbdtni vidé), to hermétiski noslédz un
inkubé atbilstosa temperatdra.

8. att. GasPak anaeroba sistéema: anaerostati ar
GasPak maisinu un Petri platém



2.6  KOLONUU SKAITITAJS

Koloniju skaititaju (9. att.) izmanto koloniju
skaitiSanai uz Petri plates. Koloniju skaititajs
apvieno sevi kompaktu un praktisku ierici ar augstu
iz8kirsanas spéjas digitalo kameru, apgaismojumu
un USB savienojumu ar datoru. Koloniju skaitttajam
ir nodrosinata pilniba datorizéta attéla veidosanas
koloniju skaitiSanai, kuru var veikt manuali,
izvéloties katru koloniju uz datora ekrana un
uzklikskinot ar peli vai automatisko noradot
atsSkaidijuma pakapi.

2.7 AUTOKLAVS

Autoklavs — hermétiski noslégta metaliska
dubultsienu tvertne, kura sterilizacijas efektu iegtt
ar piesatinatu tvaiku. Starp tvaika spiedienu un
temperatdru ir noteikta sakariba, kas tiek
kontroléta un registréta ar datorizétu programmu.
VisbieZzak autoklava tiek uzturéts 0.5-1 atm.
spiediens. Péc sterilizacijas procesa beigam
autoklavs uzreiz neatveras, janogaida, l1dz izlidzinas
iekSéjais un aréjais spiediens.

Autoklavu  izmanto barotnu un  materialu
sterilizacijai, ka arl utilizacijai. Laboratorija
izmantojamos autoklavus iedala galda,

horizontalos, vertikalos (10. att.) un plasas
kapacitates autoklavos.

2.8 SAUSAS STERILIZACIJAS SKAPIS

Sausas sterilizacijas skapjus (11. att.) lieto stikla
laboratorijas trauku un citu sauso priekSmetu
sterilizacijai. Sterilizacijas process noris karsta
gaisa, 120-160 °C temperatdra, sterilizacijas laiks
1.5-2 h. Termoelementi nodrosina gaisa sasilSanu
[1dz noteiktajai temperatirai savukart ventilators
siltumu uztur vienmérigi pa visu ieksieni.

2.9  TRAUKI UN INSTRUMENTI

2.9.1 PriekSmetstiklini

PriekSmeta stikling (12. att.) ir 26x76 mm garens
stikling, kuru izmanto mikroskopésanas preparatu
gatavosanai.

S
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12. att. PriekSmetstiklini

9. att. Automatiskais koloniju skaititajs aColyte

Barotnu sterilizacijai visbiezak izmanto reZimu
121 °Cvai 115 °C 15 min, trauku sterilizacijai 134 °C
3 min.

Systec V-150 Systec D-150

10. att. Vertikala un horizontala tipa autoklavs

11. att. Sausas sterilizacijas skapis Memmert P-500

2.9.2 Segstiklini

Segstiklini  (13. att.) ir plani dazadu izméru
Cetrstdraini stiklini, kurus izmanto, lai piefiksétu
sagatavoto preparatu. Visbiezak lieto segstiklinus,
kuru izméri ir 20x20 mm (iespéjami ari 20x40 mm).

13. att. Segstiklini



2.9.3 Petri plate

Petri plati (14.att.) izmanto mikroorganismu
kultiveéSanai. Petri plates ir vairak reizu lietojamas
no stikla un vienreizéjas no polistirola. VisbieZak
izmanto Petri plates, kuru izméri ir @ 90 mm (bez,
ar 2, 3 vai 4 sektoriem) un @ 55 mm.

2.9.4 Cilpinas, adatas un akisi

Cilpinas (15. att.), adatas un akiSus izmanto
mikroskopésanas preparatu gatavosanai. Ar cilpinu
uz priekSmetstiklina uznes izejmaterialu no
Skidram un agarizétam barotném. Savukart akiSus
un adatas lieto izejmateriala uzneSanai uz
priekSmetstiklina no agarizétas barotnes, ja gatavo
peléjumu preparatus.

2.9.5 Spatele

Spateli (16. att.) jeb lapstinu izmanto uz Petri plates
uznesta parauga izlidzinasanai/izsmérésanai pa
tajd eso$o agarizéto barotni. Spatele (L-veida
ndjina, T-veida sadalitajs) ir ar noapalotu virsmu,
kas lauj vienmérigi izlidzinat Skidrus paraugus,
nebojajot agaru.

2.9.6 Sterils tampons

Sterili tamponi uz kocina (17. att.) jeb svabi
paredzéeti uztriepju panemsSanai no virsmam,
kautkermeniem un adas. Tie ir sausi tamponi uz
kocina vai plastikata ndjinas, kas varbat individuali
iepakoti polipropiléna testa mégené ar vai bez
barotnes. Testa meégene nodroSina panemtas
uztriepes drosu transportésanu.

2.9.7 Maisins ar filtru

Maisini ar filtru (18. att.) ir sterili daudzslanu
maisini, kas paredzéti parauga sagatavoS$anai
mikrobiologiskam analizém.

Tas ir kalibréts mikroperforéts filtrs, kas nodrosina
automatisku parauga filtraciju. Filtracijas porainiba
ir 50-280 mikroni un maisinu darba tilpums 5—
3500 ml. Tadejadi uzséjumiem iespéjams nemt
paraugu, kas nesatur produkta gabalinus vai
dalinas, ta nodrosinot precizus analiZu rezultatus.

— -
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14. att. Petri plate
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15. att. Cilpinas

18. att. Maisini ar filtru



2.10 MIKROSKOPS

Mikrobiologijas pamata ir siku mikroskopisku organismu izpéte, kuru apskatei nepiecieSams lietot
mikroskopu. Mikroskopus iedala:
» optiskie jeb gaismas mikroskopi (izmanto gaismu (vai tai tuvu elektromagnétisko starojumu) un
attélu ieglst viena panémiena);
» elektronmikroskopi (izmanto elektronu kalus, ietver caurejosa starojuma elektronmikroskopu (TEM)
un skenéjosajos elektronmikroskopu (SEM));
» skenéjosas zondes mikroskopi (attélu ieglst pa punktiem, pa parauga virsmu parvietojot zondi, kas
nosaka parauga Tpasibas attiecigaja punkta);
» citi mikroskopi (jonu mikroskops, rentgenmikroskops, akustiskais mikroskops u.c.).

Vispariga gaismas mikroskopa uzblve noradita 19. att.

; : 1 —okulars, 2 — tubuss,
¢ b 3 — objektivu turétajs,
4 — objektivi, 5 — priekSmetgalds,

6 — kondensators,

wea €

w

= &‘\—j % /Q—J\ 7 —Trisa diafragmas svira,
e E~ s e !,“ ‘ 8 — preparata parvietosanas skraves,
.Eg Sm 9 —apgaismojuma frontala léca,
8 10 — mikroskopa pamatne,
. . b 1 11 — tubusa turétajs,
s 5 12 — preparata fiksacijas mehanisms,

. - - = 13, 14 — mikrofokusésanas mehanisma skrives

19. att. Mikroskopa uzblve (Leica DM500 modelis ka laboratorija)

MIKROSKOPA UZBUVE

Optiska dala @ @ Mehaniska dala
»  Apgaismojuma » Pamatne

sistéma »  Stativs
»  Okulars »  Mikromehanisms
»  Objektivi »  Makromehanisms
» Kondensors »  Tubuss
» Stacionara kamera » Irisa diafragma

» Kondensora skrive

» PriekSmeta galdin$ ar metaliskam
skavam un skrdvem

»  Objektivu turétajs

2.10.1 Optiska dala

Apgaismojuma sistémas radito attélu diafragmas plakné. Visbiezak izmanto

Mikroskopa  apgaismojuma  sistému  veido okularus, kas palielina 10, 15 vai 20 reizes.

elektriskais apgaismes avots un kondensors ar Trisa
diafragmu. Kondensoram ir 2 vai 3 lécas, kas
iemontétas cilindriska aptveré. Tas atrodas zem
priekSmeta galdina. Mikroskopiem iespé&jama
caurejosas gaismas sistéma, kad gaisma plast caur
objektu un atstarojo$a gaismas sistéma, kad
gaismas stars tiek lauzts speciala iekarta (20. att.).

Okulars

Okulari sastav no divam lécam, kuras iemontétas 20. att. Caurejosa un atstarotas gaismas sistéma

cilindriska aptveré. Starp tam atrodas pva_s.t_awga Objektivi

noder skatiéanai, bet apakgja fokusé objektiva Objektivi ir mikroskopa svarigaka dala. Tie dod Tstu,
apgrieztu, palielinatu atteélu. Objektivs ir sarezgita




optiska sistéma, kas atkariba no palielinajuma un
citam TpasSibam sastav no daudzam lécam, kuras
atrodas metala ietvara. Objektivus viegli var
identificét péc uzrakstiem to sanos, visi objektivi ir
markéti ari ar specialiem krasu gredzeniem -—
palielinajums un imersijas vide.

Loti sikus organismu pétijumiem tiek izmantoti
ellas vai Udens imersijas objektivi, ar kuriem
stradajot starp priekSmetstiklinu un objektivu liek
ellas vai Gdens pilienu. Attélu palielinajums, ko
ieglst stradajot ar dazadiem objektiviem ir 1-120
reizes. Tas ir objektiva palielinajums, kuru norada
art uz paSa objektiva. Studiju procesa visbiezak
izmanto objektivus ar palielinajumu 8, 20, 40, vai
60 reizes, bet zinatniskiem pétijumiem iespéjams
izmantot 100 vai 120 reizu palielinajumu.

Kondensors

Kondensors sastav no lécu sistémas, kas sakopo un
novirza uz preparata no gaismas kermena izstaroto
gaismu. To var pacelt lidz virséja léca ieiet
priekSmetgaldina atvéruma. Kondensora ir ieklauta
ari Trisa veida diafragma. Ta sastav no daudzam
planam noteiktas formas metala plaksnitém, kas
kustigi iemontétas 1pasa atveré. Ar nelielas sviras
palidzibu diagfragmu var atvért un aizvért, tadéjadi
reguléjot maléjo gaismas staru iekldSanu
kondensora un talak objektiva.

Kontrasta metodes

Mikroskopésanai iespéjams izmantot vairakas
kontrasta metodes specifisku mikroorganismu
apskatei.

Gaisais redzes lauks - klasiska mikroskopijas
metode, kuru pamata lieto medicina,
mikrobiologija un biologija nekrasotu un krasotu
preparatu apskatei.

Tuméais redzes lauks - ar $o kontrasta metodi var
vizualizét smalkas struktlras caurejosas gaismas

2.10.2 Mehaniska dala

Mikroskopa mehaniska dala sastav no pamatnes,
uz kuras balstits viss mikroskops.

Makroskrives un mikroskrives paredzétas redzes
lauka asuma noregulésanai pie dazadiem
palielinajumiem. Mikroskrlves ir loti precizi tadé)
stradajot jagriez |oti uzmanigi bez straujam
kustibam un spéka pielietosanas, jo to pielieto ja
preparatu apskata lielaka palielinajuma.
PriekSmetgaldins$ var bt savienots ar pamatni un
tada gadijuma asuma noregulésanai tiek parvietoti
objektivi, vai ar makroskriGves un mikroskrdves
mehanismu. Saja gadijuma reguléjot asumu
parvietojas priekSmetgaldins. Zem priekSmeta
galdina atrodas diafragma ar rokturiti, ar kura

mikroskopiem un, pielietojama metalografiskiem
un kristalografiskiem izmekléjumiem atstarotaja
gaisma. Papildus nepiecieSams specials
kondensors un biezi immersijas ella.
Fazes kontrasts - speciala metode, ko lieto loti
smalku struktlru noteikSanai audos,
mikroorganismos un atseviskas Stnas nekrasotiem
preparatiem. NepiecieSams specials kondensors
un objektivi.
VAREL kontrasts - ar $o kontrasta metodi parauga
struktOras tiek skatitas reljefa. Ta ka metode ir
nejutiga polarizacijas efektiem, ta ir speciali
piemérota paraugiem, kas turéti plastmasas
traukos. Papildus nepiecieSams specials
kondensors un objektivi.

Fluorescences mikroskopija — mikroskopija plasi

izmanto ierosinato jeb sekundaro fluorescenci, kas

rodas, ja SUnas apstrada ar fluorohromiem -—

Tpasam krasvielam ar kuram var krasot dzivas

Stnas. Péc kimiski-fizikalam Tpasibam pastav:

» baziskie florohromi - auramini,
akridindzeltenais, tripaflavins, akridinoranzais.
Sis krasvielas izmanto mikroorganismu $ninu
krasosanai, kuri attistas baziska vai neitrala vide
(pH 7-7.2), pieméram, raugi, E. coli, Salmonella
spp., Bacillus spp.

» skabes fluorohromi — primulinu, eozinu un
tiazinsarkanais. Lito baktérijam, kuras attistas
skaba vidé, pieméram, Mycobacterium
tuberculosus.

» neitralie fluorohromi — rodanins B un pironins,
izmanto mikroorganismiem, kas attistas
neitrala vidé. Praksé visbiezak lieto baziskos
fluorohromus - akridindzelteno un
akridinoranzo. Dzivam Gramnegativo baktériju
stnam ir zalgana fluorescence, savukart dzivam
rauga Sdnam citoplazma ir zalgana kras3,
nedzivam — vara sarkana krasa.

palidzibu regulé redzes lauka apgaismojuma
intensitati.

Uz priekSmetgaldina ir novietotas skavinas, kuras
iestiprina preparatu, un tadéjadi ir iespéjams brivi
stradat ar abam rokam.

lzmantojot priekSmetgaldina skrlives iespéjams
parvietot priekSmetgaldinu tadejadi izmainot
redzes lauku.

Tubuss ir cilindriska caurule, kuras galos
piestiprinats objektivs un okulars. Tubusa apakséja
gala ir piestiprinata objektiva turétajs — grozams
disks ar 2-4 objektiva ligzdam. Tubusa augséja dala
atbilst okulara cilindriskajai aptverei.



2.11 GAISMAS MIKROSKOP!

Stateniskie mikroskopi

Tie ir visbiezak ikdiena izmantojamie mikroskopi
(21.att.), tos var konfigurét péc lietotaju
vajadzibam un vélmém. Tos izmanto ka macibu

ldzeklus, laboratorijas  darbiem, ka arl

pétnieciskam darbam.

Fluorescences mikroskopi

Fluorescences mikroskopu izmanto
,fotoluminescences” paradibu (22. att.) — objektu
mirdzéSanas efektu gaismas apstaroSanas

21. att. Stateniskie mikroskopi

2.12 BAROTNES

Barotnes ir labvéliga vide mikroorganismu attistib

gadijuma. Saja mikroskopa paraugs tiek apstarots
ar monohromatisku gaismu no lazera vai no lampas
caur ierosinasanas filtru, pieméram, zilu.
Apgaismojums tiek fokuséts caur objektivu uz
paraugu virsmu un atstarota gaisma iet atpakal
caur objektivu okulara. Parauga fluorescence ar
lielaku vilna garumu tiek novérota caur emisijas
filtru, pieméram, zala vai sarkana krasa. Batiski ir
tas, ka fluorescences mikroskops lauj saskatit tikai
tas parauga dalas, kas rada fotoluminescenci
izvéléta vilna garuma diapazona.

Okulara prizma

Fluorescences lampa
Sekundaras fluorescences

okulars

Barjeras filtri

Ji T, ;c@tat_i‘o p
Jjichramatic s It
erro'[ L1 o

Fluorescences
modulacija

Pamatne

22. att. Mikroskopa fluorescences iekarta

ai ar mikroorganismiem nepiecieSamam baribas vielam.

Barotnes iedala gan péc veida, gan péc funkcionalitates (1. tabula).

2.12.1 Barotnu veidi

1. Skidras barotnes gk. lieto mikroorganismu
biomasas audzésanai. Tajas vairums
mikroorganismu aug atrak, jo baribas vielam
bagata vide tas apnem no visam pusém. Tacu ar
sadu barotnu palidzibu nevar izdalit noteiktas
baktériju Iinijas, jo visi mikroorganismi haotiski
parvietojas un sajaucas vides tilpuma.

2. Cietas barotnes. Augot uz cietas barotnes
virsmas, baktérijas veido norobeZotas kolonijas.
Kolonija veidojas no vienas Sdnas, tai daloties
veidojas divas baktérijas, kad tas abas pardalijusas
jau ir Cetras SUnas utt. Tomér cietas vides dé| visas
Sdnas paliek viena ar otru kopa un nespéj talu
izplatities pa barotnes virsmu. Kad, aktivi daloties,
kopa kolonija atrodas jau simtiem tlakstosu
baktériju, koloniju var labi saredzét bez
palielino$am iericém, var noteikt kolonijas formu,

krasu un citas pazimes. Péc koloniju skaita var
spriest, cik baktérijas sakotnéji uz barotnes
nokluvusas (viena daltties spéjiga baktérija — viena
kolonija). Koloniju veidojosas vientbas (KVV)
raksturo Gdens, gaisa, partikas produktu parauga
mikrobiologisko stavokli — cik dzivot spéjigas
baktérijas analizéjamaja parauga atrodas.
Musdienu laboratoriju praksé visplasak lieto
agarizétas barotnes. Agars ir grdti attirams
polisaharids (pieder oglhidratu grupai), ko ieglst
no dazam jaras algem. Agaru ka pulverveida vielu
barotném pievieno 2.0-2.5% koncentracija.

Udens vidé agars uzbriest un izskist 80-85 °C
temperatdra. Ja agaru saturo3as barotnes atdziest
zem 45-40 °C, tas sacieté un veido gelveidigu
masu. Péc sacietéSanas barotne saskidrinama, to
uzkarsejot l1dz 100 °C.
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2.12.2 Barotnu funkcionalie tipi

Minimala barotne apmierina tikai organisma pasas
ierobezotakas baribas vielu prasibas, lai tas spétu
augt un vairoties. Tipiska minimala vide satur tikai
neorganiskos sajus un kadu no oglhidratiem
(piem., glikozi) kd energijas avotu. Sada barotné
spés augt mikroorganismi, kuri visas paréjas sdnai
vajadzigds organiskas vielas (aminoskabes,
vitaminus u.c.) spéj sintezét patstavigi. Ar minimalo
barotnu palidzibu iespé&jams pétit mikroorganismu
biokimisko  procesu  Tpatnibas -  kadus
savienojumus tas spéj noardit, kadus sintezét un
kadi tiem noteikti jauznem no apkartéjas vides.

Plasa pielietojuma barotné ir |oti daudzas dzivai
Slnai vajadzigas organiskas un neorganiskas vielas,
tai skaita oglhidrati, aminoskabes, proteini,
vitamini, mikro un makro elementi. Bagatajas
barotnés (Nutrient Agar, Plate Count Agar, Brain
Heart Infusion Agar u.c.) var augt loti daudz dazadu
mikroorganismu.

Selektivo barotni lieto noteiktu mikroorganismu
audzéSanai.  Selektiva  barotné  pievienoti
savienojumi, kuri indigi dalai mikrobu, bet nekaité
vélamajam, vai ar baribas vielu sastavs apmierina

tikai velamo mikroorganismu augsanu. Pieméram,
slapekli (N2) fikséjoSiem organismiem izmanto
barotnes bez slapekli saturosiem savienojumiem,
Makkonkeja  barotné  Zultskabes sali  un
kristalvioleta krasviela inhibé Gram(+) baktériju
augsanu un lauj netraucéti vairoties Gram(-)
baktérijam. Sukcinatu barotné ka vienigais oglekl|a
avots ir sukcinats — augs tikai mikroorganismi, kuri
sukcinatu SPEj parvérst  citos dzivibai
nepiecieSamos oglek|a savienojumos.
DiferencéjoSa barotné spéj attistities vairaki
mikroorganismu tipi, tacu taja ir specifiskas
krasvielas vai citi savienojumi, kuru reakcija uz
dazado tipu organismiem ir atskiriga — visbiezak ta
ir barotnes krasas maina vai koloniju iekrasosanas.
Piem., selektivaja Makkonkeja barotné tiek
pievienots pH indikators (neitralais sarkanais),
pasas kolonijas un barotne ap kolonijam, kuras
baktérijas fermenté laktozi un izdala organiskas
skabes (paskabina vidi) klUst sarkanas. Savukart
baktériju kolonijas, kuras skabi neizdala, krasojumu
nemaina. So barotni var saukt ari par selektivi-
diferencialo barotni.

1. tabula

BieZak lietotas barotnes un to safsindjumu atsifréjums

Barotnes nosaukums, apzZiméjums, atSifréjums

Nosakamie mikroorganismi

BarojoS3ais agars,
galas peptona agars / Nutrient agar

GPA (latviski) vai NA (angliski)

Mezofili aerobie un fakultativi

StandartmetoZu agars / PCA

Plate count agar
agars

Triptona glikozes rauga ekstrakta

anaerobie mikroorganismi
(MAFAmM) partikas produktos

StandartmetoZu agars ar vajpienu,
vajpiena agars /
Plate count agar with skim milk

VPA (latviski)

MAFAmM piena produktos,
proteolitiskas baktérijas

lesala ekstrakta agars /
Malt extract agar

NMA (latviski)

Raugi un peléjumi partikas
produktos

MRS agars / MRS agar MRS

de Man, Rogosa, Sharpe agrs

Pienskabes baktérijas

Endo agars / Endo agar ENDO

E. coli un koliformas baktérijas

Kristalvioletais neitralsarkanais
dekstrozes (glikozes) agars / Violet
red bile dextrose (glucose) agar

VRBD vai VRBG

Enterobacteriaceae

Triptona sojas agars, CASO agars / TSA
Tryptic Soy Agar
(ari Tryptone vai Trypticasein)

Kazelna peptona sojas miltu
peptona agrs

Pseudomonas spp., aerobas sporu
veidotajas Bacillus spp.,
Streptomyces spp.

TSC agars / TSC
TSC agar

Triptozes sulfita cikloserina agars

Clostridium perfringens

PEMBA
Bacillus cereus (selektivais) agars /
Bacillus cereus (selective) agar

Polimiksina piruvata olu
dzeltenuma mannitola-
bromtimola zilais agars

Bacillus cereus

Baird-Parker agars /
Baird-Parker agar

Olu dzeltenuma telurita glicina
piruvata agars

Koagulazes pozitivie stafilokoki
(Staphylococcus aureus un citi)




2.13 STERILIZACIIAS METODES

Sterilizacija liesma ir viens no vienkarsakajiem un
atrakajiem sterilizacijas veidiem, ko lieto metala
priekSmetu — skalpela, spalvas, pincetes, cilpinas,
adatas, akisa —, ka ar1 stiklinu sterilizacijai tiesa
liesma, vai vispirms instrumentus apstradajot ar
spirtu un tad sterilizéjot liesma.

Sterilizacija Koha katla (frakcionéta sterilizacija jeb
tindalizacija) notiek sterilizacijas temperatdrai
neparsniedzot 100 °C (visbiezak 80 °C) 20-30 min.
Sterilizacijas procesu atkarto tris reizes ik péc 24
stundam. Mikroorganismu vegetativas Slnas $aja
temperatdra aiziet boja, savukart sporas iztur,
tadé| sterilizaciju nepiecieSams atkartot, jo 24 h
laika sporas izveidojas par vegetativajam Sanam.
Metodi izmanto, ja nav pieejams autoklavs.
Sterilizacija sausa sterilizacijas skapt notiek 150-
160 °C temperattra 90-120 min. Parsvara izmanto

3 Mikroorganismu morfologija

Baktériju morfologija

BAKTERIU SUNU FORMAS:

1 —mikrokoki, 2 — diplokoki,

3 —streptokoki, 4 — stafilokoki,

5 —sarcina, 6 — nijinveida baktérijas,
7 — spirillas, 8 — vibrioni

Raugu un peléjumu morfologija

1. Maizes raugs Sacharomyces cerevisiae

S SR
P, }j %\\;? @)
O e < 09
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Rauga Stnas mikroskopa

Raugs uz Petri plates

3. Viensanu pel&jums Mucor mucedo

Kolumella
jeb
sporangijs

.
L

A Endosporas

Hifas

Grafiski attélots peléjums

Peléjuma kolonija uz Petri plates

stiklu trauku sterilizacijai. Sterilizéjamos
priekSmetus ietin pergamenta, par sterilizacijas
efekta sasniegSanu vizuali liecina balta papira
krasas maina uz dzeltenigu vai gaisi brinu.

Sterilizacija  autoklava notiek  paaugstinata
atmosféras spiediena autoklava, kura var sasniegt
130 °C un augstaku temperatdru. Sterilizacijas
ilgumu ietekmé barotnes kimiskais sastavs vai
tilpums. Autoklava iespéjams sterilizét arl
oglhidratiem un olbaltumvielam bagatas barotnes,
tacu, lai izvairitos no oglhidratu karamelizacijas un
olbaltumvielu denaturacijas, sterilizacijas
temperatidra nedrikst parsniegt 115 °C. Autoklava
sterilizé barotnes, virsvalkus, gumijas cimdus. Ja
sterilizé gumijas cimdus, tie ir jaietin katrs atseviski,
lai nenotiktu salipSana. Sterilizacijas reZims
barotném visbiezak ir 15 min 121 °C temperatra.

.:' X .'::3 g , l/l f (

“ ¢ ) A | |
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2. Maizes rauga $lna elektronmikroskopa

(dalisanas process) Rauga $0nas pumpurs

Rauga Stna /
mates Sdna
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4. Daudz8inu pel&jums

» Aspergillus spp.

Grafiski attélots peléjums Peléjuma kolonija uz Petri Peléjums mikroskopa Peléjums elektronmikroskopa
plates (Aspergillus niger) (Aspergillus niger) (Aspergillus niger)

» Penicillium spp.

Eksosporas

i

\ Sterigma

Hifa / . = ' S b i

Grafiski attélots peléjums Peléjuma kolonijas uz Petri Peléjums mikroskopa Peléjums elektronmikroskopa
plates (Penicillium camembertii)

(Penicillium chrysogenum)

» Fusarium spp.
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LN )
Grafiski attélots peléjums Peléjuma kolonijas uz Petri Peléjums mikroskopa Peléjums elektronmikroskopa
plates (Fusarium oxysporum) (Fusarium solani) (Fusarium dimerum)

PELEJUMU UN MIKROSKOPISKO SENU VEIDOTAS
SPORAS (KONIDIJAS):

a — Geotrichum, b — Botrytis,,

d —Alternaria, e — Aspergillus,
f—Penicillium, g — Trichoderma,

i— Fusarium
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3.1 NEKRASOTO PREPARATU GATAVOSANA

Nekrasotos preparatus mikroskopésanai gatavo, lai iepazitos ar mikroorganismu morfologiskam Tpasibam
(formu, izmériem). Preparatu gatavo no mikroorganismu kultiras suspensijas, kas sagatavota sterila vidé —
peptona Udenr, fiziologiska skiduma vai ari kas inkubétas skidras vai agarizétas (cietas) barotnés.

Preparatu gatavoSana no 3kidras barotnes vai suspensijas (skatit nekrasoto preparatu no skidras barotnes
vai suspensijas gatavosanas shému Nr. 1)

1. PriekSmetstiklinu un segstiklinu sterilizé liesma;

2. Uzsterila priekSmetstikla ar sterilu pipeti vai cilpu uznes pilienu no suspensijas vai barotnes, kura kultivéti
mikroorganismi;

3. Arsegstiklina palidzibu sagatavoto preparatu fiksé uz priekSmetstikla. Segstiklinu uzliek Ieni un uzmanigi.
Laukumam zem segstiklina jabat piepilditam ar sagatavoto materialu un segstiklina virsmai jabt sausai.
Ja materiala ir par daudz to nosusina ar filtrpapiru;

4. Sagatavoto preparatu mikroskopé un nosaka mikroorganismu veidu;

5. Mikroskopésanas rezultatus apkopo darba protokola.

Nekrasoto preparatu no Skidras barotnes vai suspensijas gatavosanas shéma Nr. 1

L >

PriekSmetstiklina sterilizacija liesma PriekSmetstiklina novieto$ana uz paliktna un cilpinas sterilizacija

Parauga uznes$ana uz priekSmetstiklina

Segstiklina uzlikSana Gatavais preparats

Prepardtu gatavoSana no agarizétas (cietas) barotnes (skatit nekrasoto peléjumu preparatu no agarizétas
barotnes gatavo$anas shému Nr. 2)

1. PriekSmetstiklinu un segstiklinu sterilizé liesma;

2. Uz priekSmetstikla uznes sterila peptona tdens vai fiziologiska skiduma pilienu;

3. Ar sterilu akiti un adatu panem materialu no mikroorganismu veidotas kolonijas malas un iejauc uznesta
skiduma piliena. Paraugu no agarizétajam barotném nem uzmanigi no kolonijas malas, lai iegltu
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preparata dzivos mikroorganismus. Uznesta materiala daudzumam jabadt tada apjoma, lai laukums zem
segstiklina pilnigi parklatos ar sSkidumu, bet neizpllstu gar ta malam;

4. Ar segstiklina palidzibu sagatavo preparatu fiksé uz priekSmetstikla. Segstiklinu uzliek Ieni un uzmanigi.
Laukumam zem segstiklina jabut piepilditam ar sagatavoto materialu un segstiklina virsmai jabUt sausai.
Ja materiala ir par daudz to nosusina ar filtrpapiru.

5. Sagatavoto preparatu mikroskopé un nosaka mikroorganismu $anu formas;

6. Mikroskopésanas rezultatus apkopo darba protokola.

Nekrasoto peléjuma preparata no agarizétas barotnes gatavo$anas shéma Nr .2

PriekSmetstiklina PriekSmetstiklina novieto3ana uz paliktna un Akida un adatas, vai cilpinas
sterilizacija liesma fiziologiska skiduma uzpilinasana sterilizacija liesma
4] 6] - 7
Z N 7

Peléjuma preparata panemsana un ienesana Segstiklina uzlikSana Gatavais preparats
fiziologiskaja skiduma uz priekSmeta stiklina (baktériju
un raugu paraugu nem ar cilpinu, peléjumu ar akiti un

legaume!

Lai preparata neveidotos gaisa paslisi:

v" laukumam zem segstiklina jabat piepilditam ar sagatavoto suspensiju,

v ja $kidums ir par daudz un paradas arpus segstiklina, to nosusina ar filtrpapiru.

3.2  KRASOTO PREPARATU GATAVOSANA

Vitala kraso8ana (skatit vitalas krasoSanas shému Nr. 3)

Vitala krasoSana ir ekspresmetode, kuru var veiksmigi pielietot mikroorganismu tirkultlru aktivitates
noteiksanai identificéjot un nosakot dzivo un nedzivo Sinu daudzumu attieciga barotné, vai sagatavota
fiziologiska sSkiduma tirkultlras suspensija. Dzivas mikroorganismu Stnas ar metilénzilo krasvielu
nenokrasojas, bet nedzivas Stinas, kuru Stinapvalki ir kluvusi caurlaidigi, nokrasojas zila krasa.

Preparatu gatavos$anas process:

1. Prieksmetstiklinu un segstiklinu sterilizé liesma;

2. Uz sterila priekSmetstikla ar sterilu pipeti vai cilpu uznes pilienu no suspensijas vai barotnes, kura
kultiveti mikroorganismi un nofiksé ar segstiklinu;

3. Blakus segstiklinam uzpilina nelielu pilienu metilénzilo krasvielu. Pieliekot segstiklina otra mala
filtrpapiru Skidumu plismas rezultata tiek iekrasots uznestais materials;

4. Sagatavoto preparatu mikroskopé un nosaka mikroorganismu veidu;

5. Mikroskopésanas rezultatus apkopo darba protokola.
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Vitalas krasoSanas shéma Nr. 3

PriekSmetstiklina
sterilizacija liesma

Izejmateriala mégenes atvérSana un materiala panemsana Parauga uzne$ana uz priek$metstiklina

Segstiklina uzlikSana 1 piliena metilénzila
uzneSana blakus segstiklinam

Gatavais preparats

Krasotie fiksétie preparati (skatit krasoto fikséto preparatu gatavosanas shému Nr. 4)

Metodi izmanto saprofito mikroorganismu kultlru kraso$anai, lai apskatitu to morfologiskas Tpasibas.
Vairums bezsporu baktériju, raugu un peléjumu Sinas fiksétos uztriepes preparatos nokrasojas pietiekami
kontrastaini ar vienu krasvielu (metilénzilo, karbolfuksinu, kristalvioleto). Sagatavotas mikroorganismu
kultlru uztriepes parasti fiksé spirta lampinas liesma, lai a) nonavétu mikroorganismus, b) padarttu Stnas
apvalkus caurlaidigus, kas veicina krasvielas iek|GSanu §n3, c) piesaistitu materialu priekSmeta stiklinam.

Preparatu gatavoSanas process:

1. PriekSmetstiklinu un segstiklinu sterilizé liesm3;

2. Uz sterila priekSmetstikla ar sterilu pipeti vai cilpu uznes materialu no suspensijas vai agarizétas
barotnes, kura kultiveti mikroorganismi. Gatavojot preparatu no agarizétas barotnes vispirms uz
priekSmetstiklina uznes 1 pilienu fiziologiska skiduma, kura péc tam ienes mikroorganismu materialu;
Izmantojot segstiklina vienu malu sagatavo uztriepi, izvelkot materialu pa priekSmetstiklinu;
Sagatavoto uztriepi fiksé liesma;

leglto fikséto preparatu caur filtrpapiru kraso ar metilénzilo krasvielu 2 mindtes;

Nonem filtrpapiru un preparatu noskalo ar fiziologisko skidumu;

Izmantojot filtrpapiru nosusina sagatavoto preparatu;

Sagatavoto preparatu mikroskopé un nosaka mikroorganismu veidu;

Mikroskopésanas rezultatus apkopo darba protokola.

O o N AW
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legaume!
v" Jo planaka uztriepe, jo kvalitativaks preparats.

Krasoto fikséto preparatu gatavoSanas shéma Nr. 4

& - —

PriekSmetstiklina PriekSmetstiklina novietoSana uz paliktna un cilpinas sterilizacija
I: sterilizacija liesma

5] ey
. -
|
Izejmateridla mégenes atvérsana un Para.uga uznesana Uztriepes fiksacija
uz priekSmetstiklina liesma

materiala panemsana

Parauga noskalo$ana ar fiziologisko Gatavais preparats
Skidumu un nosusinasana ar filtrpapiru

Parauga kraso$ana ar
metilénzilo 2 minGtes

KrasoSana péc Grama metodes (skatit krasosanas péc Grama shému Nr. 5)

Ta ir ekspresmetode baktériju identificésanai. Gram pozitivam (+) baktérijam péc apstrades ar Lugola
Skidumu veidojas stabils krasojums, ko nevar atkrasot ar etilspirtu, savukart Gram negativas (-) baktérijas
atkrasojas, to Slinas var nokrasot ar citu krasvielu (Gram(+) baktériju Slnas ir violetas, Gram(-) — sarkanas)
(23. att.).

Preparatu gatavos$anas process:

1.  Prieksmetstiklinu un segstiklinu sterilizé liesma;

2. Uz sterila priekSmetstikla ar sterilu pipeti vai cilpu uznes pilienu no suspensijas vai agarizétas barotnes,
kura kultivéti mikroorganismi. Gatavojot preparatu no agarizétas barotnes vispirms uz priekSmetstiklina
uznes 1 pilienu fiziologiska skiduma, kura péc tam ienes materialu ar mikroorganismiem;

3. Izmantojot segstiklina vienu malu sagatavo uztriepi izvelkot pilienu pa priekSmetstiklinu. Jo planaka

uztriepe, jo kvalitativaks izdodas preparats;

Sagatavoto uztriepi fiksé liesm3;

leglto fikséto preparatu kraso ar kristalvioleto krasvielu 1 mindtes;

Preparatu noskalo ar Lugola $kidumu un papildus kraso to izturot 1 minati;

Preparatu atkraso ar 96% etilspirtu un iztur 1-2 sekundes;

Preparatu noskalo ar fiziologisko skidumu un kraso ar karbolfuksina krasvielu 10-15 sekundes;

©® N un ks
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9.  Nokrasoto preparatu noskalo ar fiziologisko Skidumu;

10. Izmantojot filtrpapiru nosusina sagatavoto preparatu un apskata mikroskop3;
11. Sagatavoto preparatu mikroskopé un nosaka mikroorganismu veidu;

12. Mikroskopésanas rezultatus apkopo darba protokola.

KrasoSanas péc Grama shéma Nr. 5

Priekdmetstiklina sterilizacija PriekSmetstiklina novietoSana uz paliktna un cilpinas sterilizacija
liesma
|
Ty —
-
6] , | )
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N \ f
- \ \
| \ \
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N \
T : S~
Izejmateriala mégenes atvérsana un Para-uga uznesana Uztriepes fiksacija
uz priekSmetstiklina liesma

materiala panemsana

Preparata noskalo$ana ar

Uztriepes krasoSana ar kristalvioleto o
Lugola skidumu

1 min

Uztriepes krasosana ar Lugola Preparata noskalosana ar
skidumu 2min. 96% spirtu
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Uztriepes atkrasoSana ar Preparata noskalosana ar
96% spirtu 1-2 sekundes fiziologisko skidumu

Uztriepes krasoSana ar Preparata noskalo$ana ar fiziologisko

Gatavais preparats
Karbolfuksinu 10-15 sek. Skidumu un nosusinasana ar filtrpapiru

KEY
[l Crystal violet
M todine
[] Atconol
[ safranin

< Gram-positive
°
; [ = ' Gram-negative
4 // & Y

23. att. Kraso$anas péc Grama metodes rezultatu shematisks attélojums

//”

Sporu krasoSanas metode (Sporu kraso$anas shéma nr. 6)

Bacillus, Clostridium gints baktérijas veido endosporas, kuras izmantojot iepriek§ aprakstitas krasoSanas

metodes nekrasojas. Izmantojot sporu krasoSanas metodi, tas nokrasojas zalas, bet vegetativas slnas —
sarkanas.

Preparatu gatavoSanas process:

1. PriekSmetstiklinu un segstiklinu sterilizé liesma;

2. Uz sterila priekSmetstikla ar sterilu pipeti vai cilpu uznes pilienu no suspensijas vai agarizétas barotnes,
kura kultivéti mikroorganismi. Gatavojot preparatu no agarizétas barotnes vispirms uz priekSmetstiklina
jauznes 1 piliens fiziologiska skiduma, kura péc tam ienes materialu ar mikroorganismiem;

3. Izmantojot segstiklina vienu malu sagatavo uztriepi izvelkot pilienu pa priekSmetstiklinu. Jo planaka
uztriepe, jo kvalitativaks izdodas preparats;

4. Gaisa noZavétu sagatavota materiala uztriepi intensivi nofiksé liesma 20 reizes izvelkot caur spirta

lampinas vai gazes degla liesmu;

Uztriepi parklaj ar piesatinatu malahttzala krasas skidumu un kraso 10 minQtes;

Noskalo ar Gdensvada tdeni;

Preparatu kraso ar 0.25% safranina Skidumu 10 sekundes;

Rdpigi noskalo ar Gdeni un noZave,

Izmantojot filtrpapiru nosusina sagatavoto preparatu un apskata mikroskopa;

10 Sagatavoto preparatu mikroskopé un nosaka mikroorganismu veidu;

11. Mikroskopésanas rezultatus apkopo darba protokola.

© 0w N o U
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Alternativa metode:

1. PriekSmetstiklinu un segstiklinu sterilizé liesma;

2. Uz sterila priekSmetstikla ar sterilu pipeti vai cilpu uznes pilienu no suspensijas vai agarizétas barotnes,
kura kultiveti mikroorganismi. Gatavojot preparatu no agarizétas barotnes vispirms uz priekSmetstiklina
jauznes 1 piliens fiziologiska skiduma, kura péc tam ienes materialu ar mikroorganismiem;

3. Izmantojot segstiklina vienu malu sagatavo uztriepi izvelkot pilienu pa priekSmetstiklinu. Jo planaka
uztriepe, jo kvalitativaks izdodas preparats;

4. KultQras uztriepi noZave gaisa un fikse liesma;

5. Uztriepi parklaj ar malahitzala Skidumu (5% ddens skidumu) un uzmanigi iztur neliela liesma lai paradas

tvaiki — sekojot lai uztriepe neiekalstu, papildina krasvielu un kraso 3 mindtes;

Krasu |oti ripigi noskalo ar Gdeni;

Uztriepi papildus kraso ar 0,5% safranina skidumu (gatavotu tGdent) 30 sekundes;

Rdpigi noskalo ar Gdeni un nozave;

Izmantojot filtrpapiru nosusina sagatavoto preparatu un apskata mikroskop3;

10. Sagatavoto preparatu mikroskopé un nosaka mikroorganismu veidu;
11. Mikroskopésanas rezultatus fiksé darba protokola.

Sporu kraso$anas shéma Nr. 6

< m_“._g:) - ' d e
s o L

Prieksmetstiklina PriekSmetstiklina novietoSana uz paliktna un cilpinas sterilizacija
sterilizacija liesma

Z ot
Izejmateridla mégenes atvérana un Para.uga uzhesana Uztriepes fiksacija
materiala panemsana uz prieksmetstiklina liesma 20 reizes

Parauga krasosSana ar
malahitzalo 10 minutes

Noskalosana ar tdeni
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Parauga krasoSana ar 0.25% safranina skidumu 10 sekundes
Noskalo ar Gdeni un nosusina ar filtrpapiru

3.3 MIKROORGANISMU IZMERU NOTEIKSANA

Lai noteiktu mikroorganismu lielumu izmanto
okularmikrometru. Lai izméritu mikroorganismu
lielumu nepiecieSams noteikt okularmikrometra
iedalas  vertibu. To nosaka  izmantojot
objektivmikrometru.
Objektivmikrometrs ir metala plaksnite, kuras
izméri ir identiski priekSmetstiklina lielumam.
Objektivmikrometra malas, kas atrodas stikla
ietvara ir 1 mm garuma un skala sadalita 100
iedalas. Vienas iedalas vertiba ir 10 um
(1 mm =1000 pm, 1000 : 100=10 um).
Okularmikrometrs — apala stikla plaksnite, kuras
centra ir skala ar iedalam. Skalas garums 5 mm un
ta sadalita 50 iedalas.
Okularmikrometra iedalas vértibas noteik3ana:
1. Savieno viena punkta okularmikrometra un
objektivmikrometra iedalas, lai tas sakristu;

Gatavais preparats

2. Saskaita, cik objektivmikrometra iedalam
atbilst okularmikrometra iedalas;

3. Aprékina vienas okularmikrometra iedalas
vértibu.

Aprékina piemérs:

5 objektivmikrometra iedalas ietilpst 30
okularmikrometra iedalas. Viena iedalas vértibu
aprékina péc formulas:

a-10

V= , kur

v —okularmikrometra iedalas vértiba (um);
a — objektmikrometra iedalas;
b — okularmikrometra iedalas.

Alternativa — mikroorganisma izmérus nosaka ar
Leica Application Suite (LAS) (Leica Microsystems,
Vacija) datorprogrammu.

3.4 MIKROORGANISMU SKAITA NOTEIKSANA AR GORJAJEVA KAMERU

Gorjajeva kameru izmanto mikroorganismu skaita
noteikSanai tirkultGras suspensija. Gorjajeva
kamera ir biezs priekSmeta stikls, kura vidusdala
Skérsam izdobtas cetras renites, starp kuram
atrodas plaksnites. Vidéja plaksnite, ko Tpasa rentte
pardala uz pusém, ir par 0,1 mm zemaka neka
maléjas. Tapéc, parsedzot kameru ar segstiklinu,
izveidojas mikrotelpa, kuras dzilums ir 0.1 mm. Uz
vidéjas plaksnites abu pusu virsmam stikla
iegravets tiklins (24. att.). Tiklin$ sastav no 225
(15x15) kvadratiem. Katrs treSais kvadrats sadalits
16 mazos kvadratinos. Tiklina ir 25 $adi kvadrati.
Maza kvadratina mala ir 1/20 mm, ta tilpums
1/4000 mm?3.

24. att. Gorjajeva kamera

Darba gaita mikroorganismu skaita noteikSanai ar Gorjajeva kameru:

1. No izejmateriala (maizes rauga S. cerevisiae,
vina rauga S. vini, alus rauga S. carlsbergensis)
sagatavo atSkaidijuma suspensiju 1:100, t.i.,, 1g
rauga ievieto 99 ml sterila fiziologiska skiduma
un 2 minutes maisa,

2. Arsterilu cilpinu sagatavoto suspensiju uznes uz
Gorjajeva kameras abiem sektoriem un fiksé ar
segstiklina palidzibu,

3. Nostada mikroskopu, lai skaidri bltu saskatams
kameras tiklins,



4.

Rauga sdnas skaita 5 kvadratos, kuri ir sadaltti
mazajos kvadratinos (t.i. 80 mazajos) pa
kameras tiklina diagonali. Sim nolGkam redzes
lauka kreisaja augSéja stari atrod lielo sadalito
kvadratu un saskaita taja redzamas Slnas. Péc
tam parbidot kameru pa diagonali uz leju un
atrod nakamo sadalito kvadratu, saskaita
vélreiz ta atkartojot 5 reizes. Lai divreiz
nesaskaititu vienas un tas pasas Sdnas, jaievéro
Sads noteikums: skaita tas Slnas, kas atrodas
mazajos kvadratos, bet ja Slnas atrodas uz
kvadrata malas, tad pieskaita tikai uz divam
malam, pieméram, uz kreisas un augséjas malas
esoSas sunas, ja vismaz puse SUnas atrodas
kvadrata,

3.5 TIRKULTURU IEGUVES METODES

5. Sinu skaita daudzumu 1 ml suspensijas
apréekina péc formulas:

X = a-1000

, kur
S-h-n

X —30nu skaits 1 ml suspensijas;

a — vidéjais aritmeétiskais Sunu skaits 5 lielos vai 16
mazos kvadratos;

1000 — parrékina koeficients;

S — kameras laukums, mm? (lielais — 1/25 mm?,
mazais — 1/400 mm?)

h —kameras dzilums, mm (0.1 mm);

n — kvadratu skaits.

Mikroorganismu morfologisko un fiziologisko Tpasibu izpéte ir iespéjama tikai tad, kad ir iegita tirkultGra.
Tirkultlru ieguvei no materiala, kas satur dazadus mikroorganismus izmanto atSkaidijuma metodi un pilienu
jeb Lindnera metodi.

Tirkultdras izoléSana ar atskaidijuma metodi

Darba gaita:

1.

No izejmateriala gatavo  atSkaidijumu

atbilstosi shemai 25. attéla.

No sagatavotajiem atSkaidijumiem gatavo

mikroskopésanas preparatu un izvérté Stnu

daudzumu attieciga atSkaidijuma (26. att.).

No pédéja atSkaidijuma ar vismazako $unu

skaitu veic uzséjumus 0.1, 0.001 un 0.001 ml

apjoma uz agarizétas barotnes.

Uzséjumus inkubé termostata:

» raugu izoléSanai: iesala ekstrakta agara
barotne (Malt Extract agar) 25 °C, 48 h;

» baktériju izolésanai 30 °C: galas peptona agara
(Nutrient agar) 48 h vai PCA barotne 72h h.

lzvérte izoléto tirkultlru kvalitati, nosakot:

» SUnu aktivitati;

» SUnu attistibas fazi.

legltos rezultatus apkopo secinajumu veida.

Paraugs 1:10
s 107

. e=CL . mck ~“mcf o

&
c=

26. att. Tirkultdras izolacijas shema

9mL
1:100 1:1000 1:10,000  1: 100,000
1072 107 107 107°

25. att. Tirkultdra atSkaidijumu gatavo$anas shéma
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Tirkultdras ieguve no vienas 3nas — Lindnera metode

1. No rauga suspensijas gatavo atSkaidijumu
sterila neapinota misa péc iepriek$éjas shemas
25. un 26. attéla;

2. Gatavo mikroskopésanas preparatu no
sagatavotajiem atskaidijumiem, tos izvérté un
izvélas atskaidijuma pakapi, kura ir vismazakais
sunu skaits;

3. No izveleta atsSkaidijuma ar sterilu cilpinu uz
segstiklina uznes 9 pilienus (27. att.);

27. att. Pilienu izvietoSana uz priekSmetstiklina

4. Segstiklinu ar pilieniem uz leju novieto uz
priekSmetstiklina ar iedobi centra ta, lai pilieni
nesapldstu un atrastos brivi iedobé. Pilieni
nedrikst saplUst, tiem javeido brivi ,karajosos”
pilienus dobuma3;

5. Katru pilienu mikroskopé un sameklé pielienu,
kura ir viena mikroorganismu $na;

6. Pilienu ar vienu Stnu atzimeé;

7. Preparatu ievieto Petri platé, kura ievietots ar
sterilu Gdeni samitrinats filtrpapirs. Pilienu ar
sterilu filtrpapira trisstlriti nonem un ievieto
meégeneé ar sterilu iesala ekstrakta agara (Malt
Extract agar) barotni;

8. Preparatu iztur termostata 25 °C temperatlra
24-48 h.

4 Partikas razoSanas tehnologiska procesa sanitari — higiéniska kontrole

4.1
Pasiva gaisa testésana — sedimentdcijas metode

GAISA MIKROBIOLOGISKA KONTROLE

1. Peléjumu, raugu un MAFAmM noteikSanai gaisa
ddens vanna iz8kidina sterilas agarizétas
barotnes (galas peptona agara (Nutrient agar)
vai PCA barotni baktériju noteik3anai, iesala
ekstrakta agara (Malt Extract agar) barotni
peléjumu, raugu noteiksanai);

2. Atskidrinatas barotnes ielej Petri platés ta, lai
tiktu nosegta visa Petri plates pamatne;

3. Petri plates ar sacietéjusu barotni noliek uz
stabilas virsmas un atvértas iztur 5 mindtes.
Atvéersanas laika vacina malai jabit uz pamatnes
malas, lai neaizsegtu dalu barotnes, jo
aprékinos jaizmanto plates laukums (28. att.).

E———

28. att. Petri plates atvérsanas veids

4. Uzséjumus ievieto termostata ar vacinu uz leju,

lai  uz barotnes nenoklitu kondensata
mikropilieni, ka rezultata var veidoties
sekundaras mikroorganismu kolonijas un

iegltie rezultati bUs neprecizi. Plates inkubée
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termostatda 30%1°C temperatlra baktériju
noteikSanai péc 48 h vai 72h, un 251 °C
temperatdra raugu noteikSanai péc 48 h un
peléjumu noteiksanai péc 3-5 dienam.

5. legitos rezultatus apkopo darba protokola:

6. MAFAm (mezofili aerobos fakultativi anaerobos
mikroorganismus) nosaka, saskaitot Petri platé
izaugusas kolonijas un aprékinot péc formulas:

_a-r-10
S

X -100, kur
X — MAFAM koloniju veidojo3o vienibu skaits 1 m?
gaisa;

a —izauguso koloniju skaits Petri plate;

T — Petri plates atvér$anas laiks, min.;

S — Petri plates pamatnes laukums, cm?;

10 — vidéjais gaisa tilpums, kas noplUst uz Petri
plates, virsmas atvérsanas laik3;

100 — parrékina koeficients uz 1 m? gaisa.

7. Mikroorganismu apskatei sagatavo nekrasotos
preparatus.
8. legltos rezultatus apkopo darba protokolos.



Aktiva gaisa testéSana

Mikroorganismu  daudzumu  gaisa  nosaka
izmantojot gaisa testétaju (microbiological air
sampler, 29. att.)

1. Sagatavo Petri plates ka ieprieks punkta 1. un
2,

2. Petriplatiievieto iekarta, iestata nepiecieSamo
caurplistos$a gaisa daudzumu (parasti 1 m3) un
ar START pogu uzsak gaisa filtrésanu caur Petri
plati,

3. Turpina ka punktos 4.,5.,6.un7.

4.2 UDENS MIKROBIOLOGISKA KONTROLE

Udens mikrobiologiska kvalitate ir viena no
svarigakajiem raditajiem ne tikai dzerama Udens
fasétajiem, bet arl jebkura partikas produktu
razoSanas tehnologiskaja procesa. Dzerama Gdens
obligatas nekaitiguma un kvalitates prasibas

29. att. Gaisa testétajs SAS Super 180

nosaka LR MK noteikumi Nr.671/2017, kuros
noteikti dzerama tdens obligatas nekaitiguma un
kvalitates prasibas mikrobiologiskie raditaji, ka art
izmantojamas standartu metodes to noteikSanai
(2. un 3. tabula).

2. tabula

Dzerama tdens obligatas nekaitiguma un kvalitates prasibas (LR MK noteikumi Nr. 671/2017)

Nr.p.k. Radrtajs Maksimali pielaujama norma
1.1. Udensvada tdenim:

1.1.1. Escherichia coli 0/100 ml

1.1.2. enterokoki 0/100 ml

1.2. Udenim, kas pildits tirgo$anai pudelés vai citos traukos:

1.2.1. Escherichia coli 0/250 ml

1.2.2. enterokoki 0/250 ml

1.2.3. Pseudomonas aeruginosa 0/250 ml

1.2.4. mikroorganismu koloniju skaits (KVV) 22 °C 100/ml

1.2.5. mikroorganismu koloniju skaits (KVV) 37 °C 20/mll

3. tabula
Dzerama udens nekaitiguma un kvalitates raditaju noteikSanas metodes (LR MK noteikumi Nr. 671/2017)
Nr.p.k. RadTtajs Metode
1.1. koliformas baktérijas un Escherichia coli (E. coli) LVS EN ISO 9308-1, LVS EN ISO 9308-2
1.2. enterokoki LVS EN ISO 7899-2
1.3. Pseudomonas aeruginosa LVS EN ISO 16266
1.4. mikroorganismu koloniju skaits (KVV) 22 °C LVS EN ISO 6222
1.5. mikroorganismu koloniju skaits (KVV) 36 °C LVS EN ISO 6222
1.6. Clostridium perfringens (ieskaitot sporas) LVS EN ISO 14189

Dzerama tdens mikrobiologisko analizi veic izmantojot membranfiltracijas metodi — filtréSanas iekarta
MILIPORE. Filtrs ir caurlaidiga barjera, kas lauj aizturét suspendéto fazi skidruma plisma, kuru virza spiedienu
starpiba starp sdkni un filtru. MILIPORE iekartad tiek izmantoti membranfiltri, kuru efektivitate ir

> 99.9999999% dotajam poru izméram.
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Kizilgurs uz 0.45 um Durapore
membranas

Udens mikrobiologiska analizes veik$anas gaita

1. Dzerama Udens parauga nonemsana:

» Sterila trauka tiek nonemts paraugs 11
apjoma. Ja idens paraugu nem no ddensvada
krana, tad Gdens tiek notecinats 10 minutes.

sterilizé ar spirta

» Aizver kranu un to
sameércétu un aizdedzinatu vates tamponu.

» Sterila  trauka nonem ddens paraugu
11 apjoma.

2. Udens vanna izskidina sterilas agarizétas
barotnes:

» Koliformas baktériju un E. coli noteikSanai —

Endo barotni;

» Enterokoku noteikSanai — Endo barotni;

» Pseudomonas aeruginosa noteiksanai
Caso agara vai Pseudomonas agara barotni;

» Mikroorganismu koloniju skaita (KVV) 22 °C
noteiksanai — galas peptona agara (Nutrient

agar) vai PCA barotni;

» Clostridium perfringens (ieskaitot sporas)
polimiksina

noteiksanai — SPS (sulfita
sulfadiazina) agara barotni.

3. Izmantojot vakuuma stkni, 100 ml paraugs tiek
izfiltréts caur sterilu membranfiltru 0.45 pm.
Mikroorganismi tiek aizturéti uz membranas

virsmas (30. att.).

4. Membranfiltru parliek uz sagatavotas barotnes

un inkubé atbilsto$a temperatara:

» koliformas baktérijas un E. coli—37°C, 24 h;

» enterokoki —37°C, 24 h;

» Pseudomonas aeruginosa —27°C, 72 h;

» mikroorganismu  koloniju  skaits
22-30°C, 48 h;

» Clostridium perfringens (ieskaitot sporas) -

35°C, 48 h.
5. Rezultatu apkopojums:

» Koliformu baktériju, Escherichia coli (E. coli)
un enterokoku mikroskopésanai sagatavo

(KWV)

E. coli baktérija uz celulozes
esteru membranas
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Smilts graudini uz rupja skiedru
prieksfiltra

krasotos preparatus péc Grama metodes
(shéma Nr. 5).

» Pseudomonas aeruginosa,
perfringens baktériju apskatei
krasot  preparatus izmantojot
krasosanas metodi (shéma nr. 4);

» MAFAM  nosaka, saskaitot Petri platé
izaugu$as kolonijas un aprékinot péc
formulas:

Clostridium
sagatavo
fiksetas

X — MAFAm skaits 1 ml Gdens;

a —izauguso koloniju skaits Petri platé;
b — atSkaidijuma pakape;

C — uzséto Petri plasu skaits.

» legltos rezultatus apkopo darba protokolos.

membranfiltrs tiek

paraugs parnests uz barotni

membranfiltrs

vakuums -

inkubacija

kolonijas

30. att. Membranfiltracijas princips



4.3  APKALPOJOSA PERSONALA UN IEKARTU SANITARI — HIGIENISKA KONTROLE

» Veicot sanitari higiénisko parbaudi
apkalpojosajam personalam nosaka tikai
Escherichia coli klatbdtni. Paraugus analizém
nonem no vietam, kas ir saskarsmé ar partikas
produktiem: rokam un apaksdelma, darba
apgérbu — prieksauta, cimdiem vai iepakojama
materiala 25x25 cm? laukuma;

» Slégto tehnologisko liniju mikrobialo tiribu
parbauda nonemot paraugu no pédéjiem
skalojamiem Gdeniem 1 | apjoma. Paraugam
nosaka E. coli klatbGtni un MAFAm;

» lekartu virsmam nonem uztriepi 25x25 cm? vai
50x50 cm? laukuma:

v Uztriepi nonem ar irbuliti, kura gala ir vates
tampons, kas samércéts briljanta zala vai
Keslera barotné. Mégeni ar barotni ievieto
termostata 37 °C temperatlra 24 stundas;

v’ Pé&c 24 h nosaka vai ir sacies rag$anas
process un barotnei mainijusies krasa. No
mégeném, kuras novérotas minétas
izmainas veic uzséjumus uz Endo barotnes;

v/ Uzséjumus ar Endo barotni ievieto
termostata 37 °C temperatlra 24 stundas;

v' Péc 24 h izvérté izaugusas mikroorganismu
kolonijas un ja tas ir tumsi sarkanas ar
metalisku spidumu veic krasojumu péc
Grama metodes (shéma nr. 5);

v’ legitos rezultatus apkopo darba protokolos.

Apkalpojosa personala un iekartu sanitari —
higiéniskas kontroles shéma

Uztriepes nonemsana

Uztriepes ievietoSana briljanta zalaja vai
Keslera barotné

v
Inkubésana termostata 37 °C, 24h

v

Parsésana uz Endo barotnes
v
Inkub&sana termostata 37 °C, 24h

v

IzauguSo mikroorganismu koloniju
krasosana péc Gramma metodes

4.4 PARTIKAS UZNEMUMA IZMANTOJAMAS EKSPRESMETODES

KOPEJA TIRIBAS LIMENA KONTROLE

Luminometrs - inovativs higi€énas monitorings ar
ATM/AMF mérijumu

ATF (adenozintrifosfats) ir organiska molekula, ko
dzivas Slnas izmanto ka galveno energijas avotu.
Augu, dzivnieku un mikroorganismu (baktérijas,
peléjumi un raugi) SGnas producé un izmanto ATF
biologisko procesu nodrosinasanai. ATF klatbGtne
uz virsmas norada uz kadas biologiskas vielas
klatbdtni, tatad virsma nav pietiekami tira.

ATF reakcija ar luciferazes/luciferina reagentu
izdala gaismu tiesi proporcionali ATF daudzumam
parauga. Ar luminometru (31. att.) nosaka izdalitas
gaismas daudzumu (luminiscences pakapi), kuru
displeja parada relativajas gaismas vienibas (RLU).
RLU nosaka tirtbas pakapi. Jo augstaks ir
bioluminescences limenis, jo augstaka ir
piesarnojuma pakape.

Atkartba no izmantota testa meégenes veida,
iespéjams izvertét mikrobiologisko piesarnojumu
un proteinu vai citu vielu atliekas uz virsmam vai
adenr.
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31. att. Analizes veik8ana ar luminometru Hygiena

1 —nonem paraugu no virsmas ar specialu sterilu
tamponu, 2 —ievieto to testa mégené, 3 — parlauz augséjo
dalu, saspiez skidro reagentu, lai tas samércé tamponu, 4-

sakrata mégeni 5 sekundes, 5 — ievieto testa mégeni
luminometra, 6 — péc 15 sekundém nolasa rezultatu



Contam swab virsmu testi Liofilchem®

Meégenu testi ar agaru paredzeti mikrobiala
piesarnojuma  novértésanai  (mikroorganismu
skaits) un identificeéSanai tiesSi no darba virsmam
(32. att.), metodes jutiba <10 KVV. Sterilu tamponu
samércé sterila fiziologiska sSkiduma, nonem
paraugu no virsmas, ievieto mégené ar agaru.
Inkubé noraditajos apstak|os (18-24 h, t° atkariba
no barotnes). Uz pozitivu reakciju norada krasas
maina.

CONTAM SWAB CONTAMINATION

Plate Count Agar

- el
ik

O B M

contam swas E. coti couirorvs S
Chromatic COLI/COLIFORM
-1

=he w1
CONTAM SWAB LISTERIA :’
Listeria Oxford Agar

a— LI
| — e m | I
KCONTAM SWAB SALMONELLA’

XLD Agar
Qe L
e ) §

32. att. Liofilchem® contam swab virsmu testi

4

(UDENS KVALITATES TESTESANA

Colilert-18/Quanti-Tray (I1SO 9308-2:2012) metode
kopéjo koliformu un E. coli noteiksanai Gdent

Klatbdtne
1. Udens paraugam, kas ieliets caurspidiga
pudelité, pievieno reagentu un inkubé

35°C+0,5°C 18 h,

Nolasa rezultatu (34. att.) — caurspidigs
negativs rezultats, dzeltens = kopéjo koliformu
klatbdtne, dzeltens un fluorescents = E. coli
klatbatne

—

¢ X3
\""/’

N

34. att. Colilert-18 testa rezultati
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Vides monitoringa kontaktplates

Kontaktplates izmanto virsmu un  ddens
mikrobiologiskas tiribas kontrolei (33. att.). Tas ir
vienpuséjas vai divpuséjas. Kontaktplate satur jau
ieprieks sagatavotu attiecigo barotni. Ar to nonem
paraugu no virsmas stingri uzspiezot, tad inkubé
noteiktajos apstaklos un nolasa rezultatu saskana
ar razotaja noradijumiem.

a)
b)
33. att. Dazadu veidu kontaktplates:
a) dip slide tipa, b) plasu tipa.
Skaits

1. Udens paraugam pievieno reagentu,
3. Paraugu ielej Quanti-Tray platé (35. att.),
aizkausé un inkubé 35°C £ 0,5°C 18 h,

4. Nolasa rezultatu — caurspidigs = negativs
rezultats, dzeltens = kopéjo koliformu
klatbltne, dzeltens un fluorescents = E. coli

klatbltne,
5. Saskaita pozitivos rezultatus un péc tabulas
nolasa kopéjo koliformu un E. coli skaitu.

35. att. Quanti-Tray plate, dzeltena krasa
norada uz kopéjo koliformu klatbatni



5 Atskaidijumu gatavoSana

AtSkaidijumus gatavo mikroorganismu daudzuma
noteikSanai partikas produktiem, turklat jaizvelas
tada atskaidijuma pakape, lai Petri platé koloniju
skaits bdtu no 50-200, pielaujama maksimala
robeZa 300 KVV. Partikas produktus nosver, ievieto
maisina ar filtru un homogenizé ar fiziologisko
skidumu homogenizatora. Homogenizésanas laiku
un atrumu izvélas atkarilba no produkta
konsistences — cietakam un biezakam paraugam
nepiecieSams ilgaks laiks un lielaks atrums.
Rezultata jaieglst viendabiga suspensija, no kuras
gatavot uzsejumus.

Uzséjumu sagatavosana:

1. Ja nepiecieSams sagatavo analizéjama
produkta atskaidijumu (skatit atSkaidijuma
gatavoSanas shemu Nr. 7, Nr. 8 vai Nr. 9);

2. Atkausé iepriekS  sagatavotas = sterilas
agarizétas barotnes un sagatavo Petri plates;

3. Ar sterilu pipeti uz 2 Petri platém uznes 1 ml
produkta vai ta atSkaidijumu.

levéro!

v' 1 ml at8kaidijuma pakapé 10! atbilst 0.1 g vai
0.1 ml produkta.

v' Ja uzséjumu veic no vairakam atskaidijuma
pakapém, tad ar vienu pipeti drikst nemt
paraugu sakot no lielaka atsSkaidijuma:
10° —» 10* —» 10> —» 10> —» 10

v' Péc partikas produkta attiecigas at$kaidijuma
pakapes uznesto materialu rapigi izkliede
(sajauc) Petri platé ar 12-15 ml agarizétas
barotnes, kas ieprieks atSkidrinata Udens
vanna un atdzeséta lidz 47 °C.

v' Ja nosaka aerobos mikroorganismus, tad
pirmkart uzlej uz Petri plates barotni, lai ta
sacietétu un péc tam uzseéj sagatavoto
produkta atskaidijumu.

v' Ja produktos nosaka mezofilos aerobos un
fakultativi anaerobos mikroorganismus
(MAFAmM), tad pirmkart uz Petri platém uznes
sagatavoto atskaidijumu, péc tam materialas
uzlej atskidrinatu un atdzesétu barotni.

AtSkaidijuma gatavosanas no Skidriem produktiem shéma Nr. 7

(atSkaidijums pudelités)

iml 1ml imi

—\ 9ml

Paraugs 14 mi

“m'l 0.1 ml

1,0 ml \ 1.0ml

O O O

1:10000 = 10"

1.0 1:100= 107

99 mi
A AtSkaidijuma $kidums

0,1ml

Atskaidijuma pakape

1:1Mio=10®



Atskaidljuma gatavos$anas no $kidriem produktiem shéma Nr. 8

(atSkaidijums megenés)

9mL

1:10 1:100 1:1000 1:10,000  1: 100,000
10‘ 10‘2 10‘ 10‘4 10‘5

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

AtSkaidijumu gatavosSana no Skidriem un sausiem produktiem shéma Nr. 9
(atskaidijums megenés)

90 ml fiziologiska skiduma

9mL

1:10 1:100 1:1000 1:10 000 1:100 000 1:1 000 000
10'1 10'2 10‘3 10‘4 10'5 10‘6
1 mL 1 mL

‘1mL 1mL 1mL 1mL
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6 Piena produktu mikrobiologiska kontrole

2 »
0] c a2 %)
a2 4% B O 4
. . . N Q U © n < wn K] ”
Mikroorganismi | 2 a9 i S - I R =
N 9 v unl n N 2 © s R%) 5
= N = c ®©| + - £ n v = 9 © =,
3] = © = —| L v [T s s | 'Y o w | 1©
et fs v U © S = g% 4] v %] ] Rt S
6 & R B T gE 2 ¢ 3 2| % 5
a Hh | ALR 8 2l ak & »n | 2 | o | n
MAFAmM X x X - - X X x/- | x - X X
Enterobaktérijas x - x x x X x*¥*[o | x/- | - x x x
E. coli X - - x - x x X X X X -
Pseudomonas - - - - - - X - - - - x/-
Staphylococcus aureus - - X - - x x x x x x x
Termofilas pienskabes «
baktérijas
Tipiskie kefira y
mikroorganismi
Bacillus cereus - - x/-* - - x/- - x/- | - - - -
Koliformu skaits vai
o - - X - - - - - - x x | x/-
klatbltne
Raugi, peléjumi - - - - - - - - - - x -
Listeria monocytogenes X X X x X X X X X X X X
Salmonella spp. X X X X X X X X X X X X

* ja produktu nelietos nozares blakusproduktos; **LR likumdoS$ana
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Mikroorganismu noteik8anas shéma piena produktos

10 ml piena + 90 ml fiziologiska skiduma vai
10 g piena produkta + 90 ml fiziologiska skiduma

1:10

| Homogenizé
VPA agars oo .
M MAFA — — °C,72h Bak kopsk
m (PCA with skim milk) 30 °C, *{ aktériju kopskaits
Sarkanas vai roza kolonijas, oksidaze
H  Enterobacteriaceae  — VRBD agars — 37°C,24h — negativa, OF-tests (glikozes
fermentésana) pozitivs
37°C, 72 h; —
T filas pienska MRS- ’ ’
ermo |as_pf§ns dbes | | S-agars — 37°C,48h — Katalaze negativa
bakterijas YL-agars . -
| | anaerobi apstakli
37°C, 72h
© ) -
% H Kefira tirkultdra — \l;/IGRCSaaggaarrss — ana(;;of)cl'a;)zs;t]akjl, — Mikroskopésanas preparati
& aerobi apstakli
£ | i st A
oo
— g is Stafilokoki — Baird — Parkeragars—  37°C,48h — Koagulacijas tests
3 -
S L Emosess | [Tsrcaans L e e s 0
- ' TBX agars 44.°C, 24 h gatva, Bt i}
Zili-zalas kolonijas
H Bacillus cereus — PEMBA — 37°C,24h — Raks'turlge.ilfo_k?lonuu
identifikacija
H Pseudomonas — CASO agars — 25°C,72h Gram(-), oksidaze pozitiva
H  Raugi un peléjumi Iesalaazl;izrakta 25°C,72h  — Visu koloniju mikroskopésana
H Koliformas — VRBL agars — 30°C,48h — Sarkanas vai roza kolonijas
Piena mikrobiologiska kontrole
Darba meérkis: iepazities un apglt piena pldsanas baktérijas, raugi un peléjumi, kas izsauc
bakteriologiskas parbaudes metodes. piena un piena produktu bojasanos.
Darba pamatojums: Darba gaita:
Piens ir viens no pilnvertigakiem uztura 1. Parauga nonemsana.

produktiem un tai pasa laikd ir labvéliga vide
mikroorganismu  attistibai.  Galvenais  piena
mikroorganismu piesarnosanas avots ir dzivnieka
organisms, slaucamas iekartas, apkalpojo3ais
personals, gaiss un bariba. Lai iegltu labas
kvalitates pienu, nepiecieSams lidz minimumam
samazinat iespéjas mikroorganismu iek|GSanai taja
ieguves, uzglabasanas un transportésanas laika.

Piena mikrofloras izpété uzmaniba javeltl ne tikai
kvantitativam, bet ari kvalitativam sastavam.
Neievérojot sanitari — higiéniskos apstak|us, piena
ieklls zarnu grupas baktérijas, sviestskabes,

31

Bakteriologiskiem pétijumiem pienu rapigi
samaisa un kopparaugu nonem apjoma 500
cm?® sterild kolba. Izméra temperatlru un
atdzesé Iidz 6 °C. Mikrobiologiskam analizém
nonem no kopparauga 50 — 60 cm?.

2. Baktériju kopskaita noteikSanai iesaka $adus
atSkaidijumus (shéma Nr. 7):
v’ svaigi slauktam pienam — 1:10000;
1:100000; 1: 1000000;
v’ pasterizétam pienam - 1:10; 1:100;

1:1000; 1:10000;



3. Pa 1 ml no attieciga atSkaidijuma uzsej uz 3
paralélam Petri platéem un uzlej katra barotni
apjoma 12-15ml, 45°C temperatlra. Péc
barotnes uzlieSanas rupigi taja iejauc traucina
5030 paraugu.

4. Rezultatu apkopoSana.

Baktériju kopskaita un fiziologisko grupu
noteiksanu veic péc formulas:
X = a—b, kur
C

a —izauguso koloniju skaits Petri traucina;

b — atSkaidijuma pakape;

C — uzséto Petri traucinu skaits;

x — koloniju veidojoso vienibu skaits 1 ml parauga.

levero!

v Baktériju skaita noteik$anai jaizvélas tas Petri
plates, kuros izauguso koloniju skaits nav
mazaks par 50 un lielaks par 300.

Piena pasterizacijas efekta noteiksana

Darba meérkis: noteikt pasterizacijas ietekmi uz
piena mikrofloras kvalitativo un kvantitativo
sastavu.

Darba pamatojums:
No piena piegadatajiem savaktais piens satur
vairak mikroorganismu ka paredzéts péc Latvijas
Valsts standarta. Lai uzlabotu piena
mikrobiologiskos  raditajus, piena parstrades
uznémumos pienu termiski apstrada jeb pasterizé.
Pasterizaciju veic ar nollku, lai iznicinatu produkta
patogénos mikroorganismus, samazinatu baktériju
kopskaitu taja un inaktivetu fermentus -—
peroksidazi, lipazi, galaktazi. Pielietojot termisko
apstradi, piena uzturvértiba nedrikst samazinaties,
tapéc piena rlpnieciba pielieto cetrus termiskas
apstrades veidus:

v ilgsto$a pasterizacija — iztur pienu 30 min
63-65 °C temperaturg;

v’ Islaiciga pasterizacija — iztur pienu 15-20 s
72-76 °C temperatira. Sadu re?imu izmanto
dzerama piena un piena pasterizacijai, kuru
talak izmanto biezpiena un siera razo$anai;

v momentana pasterizacija — pienu uzkarsé lidz
85 °C un iztur 2-3 s. ReZims paredzéts salda
kréjuma pasterizacijai, ka arm skabpiena
produktu un piena konservu raZoSanai
izmantotajam pienam;

v' piena apstrade augsta temperatira (UHT jeb

ultra high temperature) — iztur 3-5 s
135-138 °C temperatura;
v' tirkultdru un ierauga gatavo$anai pienu

pasterizé 95-96 °C temperatira 30 min.
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Darba gaita:
1. Piena pasterizacijas efekta noteikSanai

paraugu nonem pirms un pec pasterizacijas,
50ml sterila kolba. Baktériju kopskaita
noteiksanai pienam pirms pasterizacijas nem
Sadus atSkaidijumus — 1:100, 1:1000, 1:10000;
péc pasterizacijas — 1:10, 1:100.

2. Pasterizaciju veic 85-87 °C temperatira 5 min,
tad pienu atdzese lidz 6+2 °C.

3. Pienskabo baktériju, proteolitisko baktériju,
koliformas baktériju, ka ari raugu un pelé&jumu
uzséjumu gatavosanu skatit shéma Nr. 7, 8 un
9.

4. Rezultatu apkopojums.

Aprékina KVV (koloniju veidojoSo vienibu)
skaitu 1 ml pirms un péc piena pasterizacijas,
izmantojot formulu:
X = a—b, kur
C

a —izauguso koloniju skaits Petri plate;

b — atSkaidijuma pakape;

C — uzséto Petri plasu skaits;

x — koloniju veidojoso

parauga.

vientbu skaits 1ml

levero!

v' Pasterizicijas efekts ir sasniegts, ja péc
pasterizacijas nemta piena parauga atlikusas
mikrofloras daudzums neparsniedz 0,01% no
sakotnéja.



lerauga kvalitates parbaude

Darba meérkis: parbaudit
lietojamo ieraugu kvalitati.

piena rUpnieciba
Darba pamatojums:

leraugu gatavoSanai lieto pienu atbilstoSu péc
Latvijas Valsts standarta, 1. klase ar blivumu ne
mazaku ka 1,028 g cm™. Pienu attira piena attiritaja
un rapigi filtré caur filtru. Laboratorijas ierauga
gatavosanai lieto tikai sterilizétu pienu. lerauga
kvalitati parbauda organoleptiski, péc aktivitates
un gatavojot krasotu preparatu parbauda
mikroskopiski blakus mikrofloras klatbatni.

Darba gaita:
1. lerauga aktivitates parbaude. lerauga aktivitati

nosaka péc piena sarecéSanas laika,
pievienojot 5% ftirkultGru ieraudzéjamam
piena daudzumam. Pienskabes streptokoku
ieraugs sarecina pienu ne ilgak ka 7 stundas,
pienskabes ndjinu ieraugs — 6 stundas.

2.

Skidro ieraugu kvalitates noteik$ana:

v’ pagatavo fikséto krasoto preparatu péc
shémas nr. 4. Apskata 10 redzes laukos.
Preparata nedrikst bdt  pienskabes
baktériju sinu konglomerati (salipumi), ka
ari blakus mikroflora.

v/ Gram(+) un Gram(-) mikroorganismu
noteiksanu skatit shéma nr. 5.

v  sporu veidotdju klatbatnes noteiksanu
skatit shéma nr. 6.

Rezultatu apkoposana.

Noformeéjot protokolu jaizvérté un jaapraksta:

v’ ierauga kvalitate;

v mikroskopiskais preparats;

v’ ierauga mikrofloras kvalitates izvértéjums.

Sviestskabes baktériju noteiksana piena

Darba _mérkis: apglt sviestskabes
noteikSanas metodes piena produktos.

baktériju

Darba pamatojums:

Sviestskabas rlgsanas izraisitajas baktérijas pieder
pie Clostridium gints. Tas ir ndjinveida tipiski
anaerobas sporu veidotajas baktérijas.
Sviestskabes baktérijas plasi sastopamas augsng,
uz augiem, piesarnotas Gdenskratuvés.
Sviestskabo baktériju klatbUtne partikas produktos
ir nevélama paradiba, jo izsauc produktu
bojasanos, veidojot nepatikamu rdgtu garSu un
aromatu, ka ari rada novirzes tehnologiska procesa
norisé. Piena sviestskabes baktérijas ieklUst, ja
piena ieguvé nav ievéroti sanitari-higiéniskie
apstakl|i.

Darba gaita:
1. Sagatavo atskaidijumus 1:10, 1:100, 1:1000,

1:10000 un ienes pa 1 ml mégeneés ar sterila
piena barotni vai arT hidrolizéta piena barotni
ar 1% glikozes piedevu. Péc parauga ieneSanas
meégenes uzkarsé tdens vanna lidz 85 °C un
iztur 10 minutes. levieto termostata 30 °C
temperatdra uz 72 h.
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2.

Sviestskabes baktérijas nosaka péc sekojosam
pazimém:

v gazes veido$anas;

v’ sviestskabes smarzas;

v mikroskopéjot  preparatd  redzamos
ndjinveida valisu formas sporu veidotajas
baktérijas, kas krasojuma ar jodu dod
pozitivu reakciju uz granulozi.

Sviestskabo baktériju krasosana: Uz
priekSmetstiklina uzliek pilienu  pétama
materiala un pievieno 1 pilienu Lugola
gkiduma. Uzliek segstiklinu. Stnas saskatamas
sporas un zila krasda nokrasotie granulozes
iesléegumi.

Rezultatu apkopojums:

v’ jaizvérté iegltie rezultati;

v' jauzzZimé mikroorganismi, kas saskatami
mikroskopésanai sagatavota preparata;

v kopsavilkums par iegltiem rezultatiem
jadod secinajumu veida.



Sausa piena mikrobiologiska kontrole

Darba mérkis.

lepazities ar sauso piena produktu

mikrobiologiskas kontroles metodéem.

Darba gaita

1. Sausa sterila sleégta trauka iesver 10 g sausa
piena.

2. lesvaru parnes sterila maisina un pievieno
37-40 °C siltu fiziologisko Skidumu, sajauc
homogenizatora lidz sausais piens ir izSkidis.

3. No sagatavota materiala gatavo atSkaidijumus
(shéma Nr. 8)

v/ 1:10, 1:100; 1:1000 - MAFAm
noteiksanai uz VPA (Plate count agar
with skim milk) barotnes,

v 1:10, 1:100 — proteolitisko bakériju
noteiksanai uz VPA (Plate count agar
with skim milk) barotnes,

v' 1:10, 1:100 - E.coli klatbdtnes
noteikSanai uz Keslera un Endo barotnes;
v/ 1:10, 1:100; 1:1000 - pienskabes
baktériju noteikSanai uz MRS agar
barotnes.
4. Udens vannad izskidina sterilds agarizétas
barotnes.

5. Petri platés ielej 1 ml katra atSkaidijuma un
izkliedé (sajauc) ar 12-15 ml Gdens vanna
atskidrinatu barotni 47 °C temperatdra.

6. Uzséjumus inkubé termostata 30-35 °C, 48 h.
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7. Rezultatu apkopojums:

v" MAFAM, pienskabes un proteolitisko
baktériju  daudzumu  aprékina  péc
formulas:

a-b
X =——, kur
C

a —izauguso koloniju skaits Petri plate;

b — atSkaidijuma pakape;

€ — uzséto Petri plasu skaits;

X — kolonju veidojo$o vienibu skaits 1 g produkta.

v’ E.coli formu baktériju preparatus
sagatavo izmantojot krasosanas metodi
péc Grama (shéma Nr. 5),

v’ jaizvérté iegltie rezultati,

v’ jauzzimé mikroorganismi, kas saskatami
mikroskopésanai sagatavota preparata,

v’ jegltos rezultdtus apkopo darba
protokola un izdara secinajumus.
levéro!
v' Proteolitiskds baktérijas vajpiena agara
barotné apkart kolonijam veido gaisu

caurspidigu zonu.



7 Galas un galas produktu mikrobiologiskas kontrole
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Aerobie mezofilie
. . . X X X X X X X X X
mikroorganismi
Enterobacteriaceae X X X X x - - x
Pienskabes baktérijas - - X - ;
Pseudomonas X - X - ;
Staphylococcus aureus - - - - - - X
E. coli - - X - - - R
Salmonella spp. - - x x x x -
Sulfitreducéjosas klostridijas - - - x - - - -
Campylobacterium - - x - - - ; ;
Listeria monocytogenes X - X X - X x -

Mikroorganismu noteikSanas shéma gala un galas produktos

10 g galas vai galas produkta + 90 ml fiziologiska Skiduma

1:10

Homogenizé

6 min, 400 apgr min

Galas peptona agars Koloniju veidojoso
- MAFA ' 30°C,48h —
m (Nutrient agar) ! vienibu skaits (KVV)
Sarkanas vai roza
— Enterobacteriaceae VRBD agars — 37°C,24h — kolonijas,
katalaze negativa
S Mikrokoki Galas peptona agars 30°C, 72 h ——  Katalaze pozitiva
3 (Nutrient agar)
9
3 - -
© Gazes veidosanas,
] g e E.coli ENDO agars — 37°C,24h — sarlianas ve! rc?z.a
3 kolonijas ar metalisku
E‘ spidumu
8
<
— Bacillus cereus PEMBA e 37°C,24h — Raksturigakas kolonijas
—  Pseudomona spp. CASO agars, — 25°C, 48-72 h — Gra.rn[nnegat.lv_as,
Pseudomonas agars oksidaze pozitiva
. o R Visu koloniju
—  Raugi un peléjumi lesala ekstrakta agars — 25°C,72h — ) _y
mikroskopésana
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8 Olu produktu mikrobiologiskas kontrole

Olu produkti var bat Skidri, koncentréti, kaltéti,
kristalizeti, saldéti un dzili saldéti.

Svaigos olu produktos galvenokart sastopami

Micrococcus,  Staphylococcus,  Pseudomonas,
Flavobacterium,  Aeromonas,  Streptococcus,
Enterococcus, Bacillus gints, ka arl vairakas

Enterobacteriaceae dzimtas mikroorganismi.

Olu mikrobialo bojasanos izsauc
Enterobacteriaceae dzimtas baktérijas,
Pseudomonaden, Streptococcus, Enterococcus,

Lactobacillus Micrococcus, ka art peléjumi.

No patogénajiem un toksinus veidojoSajiem
sastopami — Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, E.coli, Campybobocter jejuni, Listeria

monocytogenes, Yersenia enterocolitica.

Olu mikrobiologiska testésana

1) Olu virsmas mikrobiologiskas analizes

Uztriepe no olu virsmas

PCA/

| Aerobo Galas beptona agars 30°C,72h/ Visas koloniju
mikroorganismu skaits }as p ‘p g 30°C, 48 h veidojoso vienibas
(Nutrient agar) |
— Enterobacteriaceae —— VRBD agars — 37°C,24h Sarkanas kolonijas
T E. coli — Endo agars — 37°C,24h Sarkanas kolonijas
pelai i
— Peléjumi — lesala ekstrakta agars—— 27 °C, 7 dienas eléjumu veidotas

kolonijas

—  Salmonella spp.

Saskana ar
ISO 6579-1:2017

2) Olu iek$éja satura (baltuma un dzeltenuma) mikrobiologiskas analizes

Olu dezinficé ar spirta samércétu vati,
ar sterilu pinceti viena olas gala izsit cauruminu

Uznes 1 ml parauga uz Petri plates

Ar sterilu pipeti sajauc olas iek$&jo saturu,
pardurot dzeltenumu un kartigi samaisot

Aerobo Galas epc'?o{]a sears 30°C,72h/ Visas koloniju
mikroorganismu skaits 1as p .p g 30°C, 48 h veidojoso vienibas
(Nutrient agar)
Enterobacteriaceage —— VRBD agars — 37°C,24h Sarkanas kolonijas
E. coli — Endo agars — 37°C,24h Sarkanas kolonijas
Saskana ar

Salmonella spp.

ISO 6579-1:2017
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9 Zivju un zivju produktu mikrobiologiskas kontrole

Mikroorganismi Svaigas zivis Klpinatas zivis Marinétas zivis, zivis zeleja
Aerobie mezofilie mikroorganismi X x X
Enterobacteriaceae X X -
Pienskabes baktérijas X x x
Pseudomona spp. X X -
Staphylococcus aureus - X -
E. coli - x -
Raugi un peléjumi - X X
Bacillus gints mezofilas sporu i « »
veidotajas

Mezofilas Clostridium - x X
Clostridium perfringens - -
Listeria monocytogenes X -

Mikroorganismu noteikSanas shéma zivis un zivs produktos

1:10

10 g zivs vai zivju produkta + 90 ml fiziologiska skiduma

Homogenize

6 min, 400 apgr min?

Galas peptona agars

Koloniju veidojoso

— MAFA — °C,48h ]
m (Nutrient agar) 30°C, 48 vientbu skaits (KVV)
— Enterobacteriaceae — VRBD agars — 30 Cf 48 h_ . —1Sikas sarkanas kolonijas
anaerobi apstak|i
2
Najinveida kokvei
>§ — Pienskabes baktérijas — MRS agars ——  30°C, 3-5dienas qunV(_a|da ° v_elda
Q Katalaze negativa
©
©
oo
- g — Sarkanas vai metalisku
i_:g’ — E. coli — Endo agars — 37°C,24h — _sp|c.ium.u |fO|OI’]IJaS
2 Krasojumi péc gramma
) metodes
<
L pseudomona spp. CASO agars vai 25°C, 72 h Gram(-) n_uynvada
Pseudomonas agars baktérijas
. . . Visu koloniju
— Raugiun pelgjumi — lesala ekstrakta agars —— 25°C,72h —

mikroskopésana
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10 Graudu, maizes un konditorejas izstradajumu mikrobiologiska kontrole

Mikroorganismu noteikSanas shéma miltiem un miltu izstradajumiem

' 10 g miltu vai miltu izstradajumu + 90 ml fiziologiska skiduma

1:10

[
; Homogenize

3 min, 400 apgr min!

J kaez|Oﬁ|-i aerobo ubn — — o ;
akultativi anaerobo o oloniju veidojoso
mikroorganismu PCA agars 30°C,72h vienibu skaits (KVV)
kopskaits (MAFAmM)
Mezofila Kolonij idojos
€zO0Tllas sporu ° oloniju velaojoso
veidotajas baktérijas PCA agars 30°C, 72h vienibu skaits (KVV)
e ksturigako kolonij
C
2| | Ppienskabes baktérijas —— MRS agars — 37°C, 48 h Raksturigako koloniju
3 identifikacija
E
% [ — — — Gazes veidosanas,
% — E. coli — ENDO agars — 37°C,24h — sarlianas vet r(f;a
= kolonijas ar metalisku
L:‘:. | spidumu
2 [ [ [
— Bacillus cereus — PEMBA — 37°C,24h — Raksturigakas kolonijas
o 30°C, 48-72 h Kolonij idojos
| - o °C, 48- oloniju veidojoSo
Anaerobas baktérijas —— PCA agars + parafins —— anaerobi apstak|i T vienbu skaits (KWV)
U kolon
— Raugiun peléjumi — lesala ekstrakta agars — 25°C,72h — Y|su © o_nvuu
mikroskopésana
Sporu veidotaju baktériju noteikSana kvieSu maizes izstradajumos
Darba meérkis: iepazities ar kvieSu maizes 6. Péc atdzesésanas uz katra baltmaizes parauga
bakteriologiskam izpétes metodém un, izejot no uznes 10 ml materiala no mégeném, kuras
iegltiem rezultatiem, dot tas kvalitates vértéjumu. novérojama rigsana;
Darba uzdevums: noteikt sporu veidotaju klatbatni 7. Petri plates ar sagatavotajiem uzséjumiem
maizes izstradajumos inkubé termostata 35-37 °C temperatura 48 h;
Darba eaita: 8. Rezultatu apkoposana:
—arhd gaia: . . S v' Ja uz baltmaizes parauga novérojama
1. No baltmaizes parauga ar sterilu skalpeliizgriez o ; _
10-20 g paraugu; specifiska auglu smarzZa un apgluméjums,
7 levieto sterilél maising  un  pievieno nosaka Bacillus mesenthericus  titru
90-80 ml fiziologiska Skiduma un maisa atkariba n‘o a_tskalc_juuma o )
homogenizatora 3-5 min; 1:10  piesarnotibas pakape neliela;
3. Sagatavo atikaidijumus 1:10, 1:100, 1:1000 1:100  piesarnotibas pakape vidéja;
(skatfti shemu Nr. 9); 1:1000 paraugs sliktas kvalitates;
oo _. v" No baltmaizes parauga apgluméjuma
4. No atsSkaidijumiem gatavo uzséjumu pa 1 ml 3 ) .
paralélas mégenés ar galas peptona buljonu, gatavo mlkroskopeszjnas paraugu,
inkubé termostata 30 °C 48 h: izmantojot sporu krasoSanas metodi nr.
5. Papildus sagatavo baltmaizes paraugu - 6, mikroskopa jabut saskatamam sporu

baltmaizi sagriez 2-3 cm garuma, kurus ievieto
Petri platé un sterilize;
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11 Alus mikrobiologiska kontrole

Alus no mikrobialas drosibas viedokla ir relativi
stabils produkts. Mikroorganismu attistibu alG
ierobezo zema pH vértiba, redokspotencials,
alkohola un CO;saturs, ka arT apinu rlgtvielas, kam
piemit bakteriostatiska iedarbiba uz Gram(+)
baktérijam.

Alu

no mikrobiologiskajiem

sadus mikroorganismus:
Lactobacillus gints pienskabes bakteérijas;
Pedicoccus gints bakteérijas;

Etikskabes baktérijas — Acetobacter acidi;

AN NI N NN

Enterobacteriaceae;
Escherichia coli;

raditajiem nosaka

Savvalas neselekcionétos raugus — Hansenula,
Pichia, Candida, Brettanomyces.

Mikroorganismu noteikSanas shéma alum

Izejmaterials 250 ml

Lactobacillus gints

Raksturigo koloniju

— - I MRS — 37°C,48h — ) P
pienskabes baktérijas agars identifikacija
|| Ped/coc€Uf gints VLB -S7S agars 30°C, 72 h Baltzis [1dz ga|s!‘2|las
baktérijas krasas kolonijas
o© o= -
5 Etikskabes baktarijas Rauga ekstrakta 30°C, - Indllk?tora k.rasas.
SO S metanola — — . . ., T lizmainas no zilgani—
= Acetobacter acidi _ 7 dienas aeroba vide .
= || S | bromkrezola zala agars 1 | zalas dz zilai
10 -
g | f Ecoliun Ifo.|.|formas — ENDO agars — 37°C,24h — Sarkanas kolonijas
= baktérijas
| | Enterobacteriaceae — VRBD agars — 30°C,48-72 h | Sarkanas \./.al roza
kolonijas
. Visu kolonij
— Raugi — lesala ekstrakta agars —— 25°C, 48-72 h — U I

Tirkultdras raugu un savvalas neselekcionéto raugu identificéSana

mikroskopésana

Mikroorganismu veidi

lesala agars | Lizina agars

Kristalvioleta agars

Alus rauga tirkultdra

Saccharomyces dzimtas raugi ka blakus mikroflora

X

Raugi, kas nepieder Saccharomyces dzimtai

X

legaumeé!

v' Saccharomyces dzimtai nepiederosie raugi vienigie attistas lizina agara barotné.
v" Saccharomyces dzimtas un savvalas jeb nekultivétie raugi attistas kristalvioletd agara barotné.
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12 Sauso augu valsts izcelsmes partikas produktu mikrobiologiska kontrole

Mikroorganismu noteikSanas shéma sausajiem produktiem

10 g produkta + 90 ml fiziologiska sSkiduma
1:10

Paraugu atstaj uz 20-30 min 18-27 °C (laboratorijas temperatdra), lai to rehidratétu

I

I
Atskaidijumu gatavosSana

Homogenizée
Aerobas [n?zoﬁlés PCA agars L 30°C, 72 h Visas kolqnijEJ veidojosas
baktérijas vienibas
_ 30°C,48h Koloniju veidojosas
Enterobaktérijas VRBD agars anaerobi apstak|i vienibas @ 1 mm
Ndjinveida, kokveida,
Pienskabes baktérijas —— MRS agars —— 30°C, 3-5dienas Gram(+),
katalaze negativa
Sarkanas vai roza
kolonijas, oksidazes
E.coli — Endo agars — 37°C,24h negativas, OF-tests
(glikozes fermentésana)
pozitivs
Sagatavotu
Aerobas sporu atskaidijumu uzkarsé NGjinveida katalazes
veidotajas baktérijas — [idz 70 °C, iztur 10 min —— 30°C,72h - .
) pozitivas baktérijas
Bacillus spp. N
CASO agars
Sagatavotu
Anaerobas sporu atSkaidijumu uzkarsé
veidotajas baktérijas —— lidz 70 °C, iztur 10 min —— 30 °C, 3-5 dienas Melnas kolonijas
Clostridium spp. d
SCA agars
. o R Visu koloniju
Raugi un peléjumi — lesala ekstrakta agars —— 25°C,72h . .
mikroskopésana
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13 Sulu un bezalkoholisko dzérienu mikrobiologiska kontrole

Sula un bezalkoholiskos dzérienos nosaka:

—  Raugi un peléjumi

val

26 °C, 4 dienas

v" aerobas mezofilas baktérijas;
v etikskabas baktérijas;
v'  pienskabes baktérijas;
v" Leuconostock spp.;
v raugus un peléjumus;
v" osmofilos raugus.
Mikroorganismu noteik§anas shéma dzérieniem
Izejmaterials 250 ml
Aerobas [n?zoﬁlés PCA agars 30°C, 5 dienas Visas izaL.J.guéés
baktérijas kolonijas
. - _ ) Vi i $a
— Pienskabes baktérijas — MRS agars — 30 °C, 5 dienas 1sas |zallJ.gusas
kolonijas
o Etikskabes bakterijas Rauga ekstrakta . . . Ind.|k:_3tora k.rasas.
3] . metanola — — 30 °C, 8 dienas izmainas no zilgani —
I© Acetobacter acidi - s
= bromkrezola zala agars zalas dz zilai
| e 4
'© . . .-
\
E —  Leuconostoc spp. — Saharozes agars — 30°C, 5 dienas 1sas |zat.,|.gusas
£ kolonijas
>
) ) 50% glik i ) Visas i sa
— Osmotolerantie raugi — o gllkozes val 30 °C, 3-5 dienas 158 |zaL.J.gusas
— 60% saharozes agars kolonijas
Rauga ekstrakta
glikozes agars Visu koloniju

mikroskopésana

lesala ekstrakta agars
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14 Saldéto partikas produktu mikrobiologiska kontrole

Mikroorganismu noteik§anas shéma saldétajiem produktiem

vailidz 24 h 242 °C

Saldétu produktu paraugi tiek atkauséti 18-27 °C (laboratorijas temperatira) 1 h, bet ne ilgak ka 3 h,

20 g produkta + 180 ml fiziologiska skiduma

1:10
Homogenizé
— Aergbo e PCA agars — 30°C,72h .Vls.asvlfdo.mj?
mikroorganismu skaits veidojosas vienibas
— Enterobacteriaceae —— VRBD agars — 30 C.’ 48h . Visas kolonijas fidz
© anaerobi apstkali @ 1mm
S
E || Koagulazgs po?|t|V|e Braid - Parker agars 37°C, 24-48 h l\/l_elnas krasa kolonu_ag,
© stafilokoki parbaude uz koagulazi
L S
g 37°C,24h
% — Clostridium perfringens —— TSC agars T anaerobi apstakli Melnas krasas kolonijas
RN
B
2 . -
— Bacillus cereus e PEMBA — 37°C, 24 h Raks‘turlggko_kg?lonuu
identifikacija
. o R Visu koloniju
— Raugiun peléjumi — lesala ekstrakta agars —— 25°C,72h ) _y
mikroskopésana

42



15 Majonézes, keCupu un gatavo salatu (konservétu un svaigi gatavotu)
mikrobiologiska kontrole

Mikroorganismi

Majonéeze
pH < 4,5
pH >4,5

Salati
Salati

Jauktie
salati

Kecups

Salatu
merces
Pasterizéti
e salati

Aerobi mezofilie fakultativi
anaerobie mikroorganismi

X

Enterobacteriaceae

Raugi un peléjumi

Pseudomona spp.

E. coli

Pienskabes baktérijas

Enterokoki

Etikskabes baktérijas

Bacillus spp.

Clostridium spp.

Mikroorganismu noteik3anas shéma majonézei, keCupam un gatavajiem salatiem

10 g produkta + 90 ml fiziologiska skiduma

1:10
Homogenizée
. Aergbo N PCA agars — 30°C,72h — .VIS.asvl_<O|O.I’1IJ|:J
mikroorganismu skaits veidojosas vienibas
Enterobacteriaceae — VRBD agars — 30 C.’ 48h . — Visas kolonijas @ 1 mm
anaerobi apstkali
Ndjinveida un kokveida
Pienskabes baktérijas —— MRS agars — 37°C,72h — Gram(+), katalazes

negativas

©
o
>§ SCA agars un
E’ || l\/le?f)ﬁlas Clo_stf/d/um DRCM buljons (parklats 37°C, 3-5 dienas Melnas krasas kolonijas
© gints bakteérijas ar parafinu),
Ll 2] anaerobi apstakli
IS
% Termofilas sporu Nijinveida, Gram(+),
S — veidotajas Bacillus gints —— CASO agars —_— 54°C,72h —— katalazes pozitivas
) baktérijas sporas
<
lonij 1
— Pseudomonas — CASO agars — 25°C,72h KO‘OTUaS 2 Tm'
oksidazes pozitivas
— Etikskabes baktérijas —— ACM agars —_— 25 °C, 10 dienas Nujinveida, Gram(+),

katalazes pozitivas

Raugi un peléjumi

lesala ekstrakta agars

25°C,72h

Visu koloniju
mikroskopésana
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16 Paraugu nonemsana, sagatavoSana un rezultatu interpretacija saskana ar ISO
standartiem un Regulu (EK) Nr. 2073/2005

16.1 STANDARTI

Nacionalie (LVS), adaptétie Eiropas (EN) un starptautiskie (ISO, IEC) standarti pieejami Latvijas Nacionalas
standartizacijas institlcijas , Latvijas standarts” (LVS) standartu kataloga.

Standarti, kas attiecas uz mikrobiologisko testé$anu, atrodami ICS grupas 07 MATEMATIKA. DABASZINATNES

apaksgrupa 07.100 Mikrobiologija, kas sikak iedalita sadi:

» 07.100.01 Mikrobiologija. Visparigi

» 07.100.10 Mediciniska mikrobiologija
» 07.100.20 Udens mikrobiologija

» 07.100.30 Partikas mikrobiologija

» 07.100.40 Kosmeétikas mikrobiologija

» 07.100.99 Citi ar mikrobiologiju saistiti standarti

16.2 PARAUGU SAGATAVOSANA MIKROBIOLOGISKAI TESTESANAI (LVS EN I1SO 6887)

LVS EN ISO 6887-1:2017 - Partikas kédes mikrobiologija. TestéSanas paraugu, sakotnéjas suspensijas un
decimalskidumu sagatavo$ana mikrobiologiskam parbaudem.

1.dala: Visparigi noteikumi sakotnéjas suspensijas un decimalskidumu sagatavosSanai

Skidrie paraugi

Paraugu samaisa, apgriezot 25 reizes

lesver 10 £ 0.01 g parauga un 90 ml atskaiditaja

v

!}

1 ml parauga pievieno 9 ml atskaiditaja

Paraugu stomaheré 1-2 min

v

{

leglto atSkaidljumu samaisa* 5-10 s

¥

Ar jaunu pipeti parnes 1 ml parauga cita
mégené ar 9 ml atSkaiditaja

v

leglto atSkaidTjumu samaisa* 5-10 s

v

Atkarto pédgjas 2 darbibas, ja nepiecieSams

* jeteicams izmantot vorteksa maisitaju

levero!

Ta ka testéjamie partikas produkti ir daZzadi
(heterogeni, skidri, sausi, cieti, saldéti, ar augstu
tauku saturu, ar palielinatu vides skabumu), to
sagatavoSana analizEm un izmantojamais
atSkaiditajs var bat atskirigi.

Stkak par katru partikas produktu grupas paraugu
nonemsanu un sagatavoSanu mikrobiologijas
analizém aprakstits paréjas S standarta dalas:

» LVS EN ISO 6887-2:2017 — 2.dala: Ipasi
noteikumi galu un galas izstradajumu
sagatavosSanai;
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Ja nepiecieSams, lauj nosésties lielakam
dalinam 15 min

!}

Ja nepiecieSams jauns atskaidijums, tad ar
jaunu pipeti parnes 1 ml parauga cita mégené
ar 9 ml atskaiditaja

v

leglto atSkaidTljumu samaisa* 5-10 s

i

Atkarto pédgéjas 2 darbibas, ja nepiecieSams

»

»

»

»

LVS EN ISO 6887-3:2017 — 3.dala: Ipasi
noteikumi  zivis un zivju izstradajumu
sagatavosSanai;

LVS EN ISO 6887-4:2017 — 4.dala. Ipasi

noteikumi daZadu izstradajumu
sagatavosSanai ;

LVS EN ISO 6887-5:2011 — 5. dala: Ipasi
noteikumi piena un piena izstradajumu

sagatavoSanai;

LVS EN ISO 6887-6:2013 — 6. dala: Ipasi
noteikumi paraugu sagatavosanai, kas nemti
no razosanas sakumstadijas.




Dazi pieméri no specifiskam prasibam paraugu

sagatavosSana:

» skabai produkcijai jaizmanto atSkaiditajs, ar
kuru var nodrosinat neitralu pH (izmanto
NaOH, KoPOu),

» produktiem ar augstu tauku saturu (virs 20%)
izmanto atSkaiditaju ar pievienotu sorbitana
monooleatu (Tween 80),

» cietus un sausus produktus viena
homogenizé ne ilgak par 2,5 min,

» sausus produktus pirms homogenizé$anas
atstaj uz 20-30 min 18-27 °C (laboratorijas
temperatdra),

reize

16.3 REZULTATU APREKINS (LVS EN ISO 7218)

»  saldéti produktu paraugi jaatkausé 1 h, bet ne
ilgak ka 3 h, 18-27°C (laboratorijas
temperatdra) vai lidz 24 h 242 °C,

» lai testétu Sokoladi, nepieciesSams atskaiditaju
uzsildit [idz 40 °C, paraugu kopa ar atSkaiditaju
atstaj istabas temperatira 20-80 min, lai
paraugu saskidrinatu, tad homogenizg,

» sviesta analizei 10 g parauga iztur Gdens
vanna 45 °C [idz viss paraugs ir izkusis, tad
pievieno atSkaiditaju.

LVS EN ISO 7218:2007 - Partikas un dzivnieku baribas mikrobiologija. Visparigas prasibas un noradijumi

mikrobiologiskam parbaudém.

Produkta 1 g vai 1 ml esoso KVV skaitu (no 2 Petri
platém) aprékina péc formulas:

% C

= —, kur
Vx1,1xd

IC — koloniju summa divas uzskaititas platés no
diviem secigiem atkartojumiem (10 — 300 KVV);

V — platés izsétais tilpums;

d — atSkaidijums, kura ieglts pirmais koloniju skaits
(d=1, kad tiek izmantots neatskaidits paraugs).

Noapalo rezultatu [idz 2 zimém: < 5 —uz leju, 5 un
< 5—uzaugsu.

Rezultatu izsaka ka 1,0 — 9,9 ar 10 attiecigaja
pakape.

Piemeérs:

— pirmaja atskaidijuma (1072): 168 kolonijas

— otraja atskaidijuma  (103): 14 kolonijas

_¥c _ 168+14 _ 182 __

T Vx1l1xd 1x1,1x10"2 0011
16 545

Noapalojot ieglto iznakumu [Iidz 2 ziméem,

mikroorganismu skaits produkta ir 17 000 jeb
1,7-10* KWV gt vai ml™.
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Produkta 1 g vai 1 ml eso$o KVV skaitu (no visam
Petri platém) aprékina péc formulas:
_ xc

o VX (n1+01n2) xXd ’

kur

2C — koloniju summa visas uzskaititas platés no
diviem secigiem atkartojumiem (10 — 300 KVV);

V — platés izsétais tilpums;

n;— uzskaitito plasu skaits 1. atkartojuma;

n; — uzskaitito plasu skaits 2. atkartojuma;

d — atSkaidijums, kura ieglts pirmais koloniju skaits.

Noapalo rezultatu [idz 2 zimém: <5 —uz leju, 5 un
< 5—uz augsu.

Rezultatu izsaka ka 1,0 — 9,9 ar 10 attiecigaja
pakapé.

Piemers:

—  pirmaja atdkaidijuma (102): 168 un 215 kolonijas
— otraja at3kaidijuma (103): 14 un 25 kolonijas

_ xc _
VX (n1+01n2) xXd
168+215+14+25 422
= =19 182
1x(2+0,1-2) x 1072 0.022
Noapalojot ieglto iznakumu Iidz 2 ZzZimém,

mikroorganismu skaits produkta ir 19000 jeb
1,9-10* KVV gt vai ml™,



Apreékini, ja mazs koloniju skaits (< 10)

Ja uzskaititais koloniju skaits 1 platé ir 4 — 10, tad
aprékinus veic péc Sada pieméra:

(10%) 8 kolonijas

(102) O kolonijas

8
N=————=17272 jeb7,310' KW g
1x1,1x%x0,1

Ja koloniju skaits ir 1 — 3, rezultatu precizitate ir
parak zema un rezultatu izsaka ka “mikroorganismi
ir konstatéti, bet < 4-d g vai mI'*”

Piemeérs:

(10%) 3 kolonijas

(102) O kolonijas

Rezultats = < 4-101 KVV gt vai ml?

16.4 PARAUGU NEMSANAS PLANS

Visbiezak mikrobiologiskajam parbaudém

izmanto divu un tris atribGtklaSu paraugu

nemsanas planus. Regula (EK) Nr. 2073/2005 divu
un tris atribGtklaSu paraugu nemsanas plani ir
lietoti $ada veida:

» divu klaSu paraugu nemsanas plana
analizéjamos paraugus iedala divas
kategorijas: apmierinoSie un neapmierinoSie,
pamatojoties uz vienu robezvértibu “m=M";

» tris  klaSu  paraugu  nemsanas  plana
analizéjamos paraugus iedala trijas kategorijas:
apmierinosi, pienemami un neapmierinosi.
Tris klasu paraugu nemsanas planu izmanto, ja
ir pienemams, ka dazi paraugi parsniedz
zemako robezvértibu (m), ciktal netiek
parsniegts piesarnojuma riska limenis (M).

Divu klasu paraugu nemsanas plans
n nepiecieSamais testéjamo paraugu skaits

m pielaujamais  limits/norma; 0, ja
piesarnojums nav pielaujams

C maksimali pielaujamais paraugu skaits,
kas drikst bt pozitivi

Piemérs
Salmonella piena produktos
n=5 m=nav25g ¢=0

No partijas testé 5 paraugus, katra parauga
apjoms ir 25 g. Salmonella klatbltne nedrikst bat
neviena no 5 paraugiem, citadi partija ir bojata un
nederiga.
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Ja platés nav koloniju, rezultatu izsaka ka

“<1/d KWW ml?tvai< 1/d KWW g

Piemeérs:

d=10°=1 (rezultats < 1 KVV ml?)

d =10-1=0.1 (rezultats < 10 KVV ml) utml.

Ja uzskaite veikta tikai viena atskaidijuma:
C
N =——, kur
Vxd
C — koloniju skaits platé;
V — platé iesétais tilpums;
d — atSkaidisanas faktors.

Tris klasu paraugu nemsanas plans

n nepiecieSamais testéjamo paraugu skaits

m pielaujamais limits/norma; piesarnojums
virs 81 limita nav vélams, bet reizém ir
pielaujams

M nepielaujams piesarnojums virs $1 limita;

partija ir nederiga, ja vairak par 1 paraugu
parsniedz $o limitu

C maksimali  pielaujamais  pienemamo
paraugu skaits (piesarnojums robezas no
m lidz M)

Piemérs

Fekalo koliformu un mikroorganismu kopskaits
gliemenés

Fekalas koliformas

n=5 m=10 M =100 c=2
Mikroorganismu kopskaits
n=5 m=5x10" M = 5x10° c=2

No partijas testé 5 paraugus, katra parauga
apjoms ir 1 g. Ja atrastas vairak neka 100 fekalas
koliformas un vairak neka 5x10* kopéjo
mikroorganismu vismaz 1 parauga, tad partija ir
nederiga. Ja vairak neka 2 paraugi satur 10-20
fekalas koliformas un vairdak neka 2 paraugos
mikroorganismu kopskaits ir 5x10* — 5x10°, tad
partija ir nederiga. Ja 1 vai 2 paraugi satur 10-20
fekalas koliformas un 1 vai 2 paraugos
mikroorganismu kopskaits ir 5x10% — 5x10°, tad
partija ir pienemama, bet nav vélama (saskana ar
labas razoSanas praksi). Ideala situacija visiem
paraugi nedrikst parsniegt 10 fekalas koliformu un
5x10* kopéjo mikroorganismu skaitu.



17 Mikroorganismu identifikacija lidz sugai

Lai veiktu mikroorganismu identificéSanu ar
dazadiem specializétiem identifikacijas testiem,
vispirms janoskaidro mikroorganisma piederiba
dzimtai, lai izvélétos atbilstosSo sugas identifikacijas
testa metodi.

Darba gaita:

1) veic mikroorganisma izolésanu no Petri plates,
lai iegltu tirkultdru — izmanto vienu koloniju,
kuru audzé uz jaunas Petri plates:

v/ jauna Petri platé ielej saskidrinatu
atbilstigu barotni un atstaj sacietét,
v/ ar sterilu cilpinu parnes testéjamo

mikroorganismu koloniju uz sagatavoto
Petri plati un viegli zimé pa agara virsmu
zig-zag tehnika (36. att.), necaurdurot
agaru,
v' inkubé atbilsto33 temperatGra optimalo
laika periodu;
2) veic sanu morfologisko analizi mikroskopa un
krasoSanu péc Grama metodes (shéma nr. 5);
3) parbauda mikroorganisma reakciju ar katalazes
vai oksidazes testu:
v katalazes testa nosaka, vai
mikroorganismam ir katalazes enzims, kas

Gram(+) baktériju izvértésana identifikacijai

(1) Stnu forma — sfériska (kokkveida)..........ccocoeveeennnn.

Sinu forma — ndjinveida
(2) Katalazes pozitivas

Katalazes Negativas .........cooouveeeieiieei e

(3) Katalazes pozitivas

Katalazes Negativas .....coccvveviiiiiieiie e
(4) Aerobos apstak|os veido Sporas ...........cccceveeeeeinieen,
SPOras NeVEIdO .....couvvviiiiieciiec e,

Gram(-) baktériju izvértésana identifikacijai
(1) Oksidazes pozitivas
Oksidazes negativas
(2) Obligati aerobas
Fakultativi anaerobas

Nekustigas
(4) Kolonijas dzeltenas
Kolonijas nav pigmentétas
(5) Hidrolizé glikozi
Nehidrolize glikozi
(6) Obligati aerobas, nekustigas
Fakultativi anaerobas, kustigas

* péc sunu formas bieZi ir kokkveidigas
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(3) KUSETZAS v

ddenraza peroksidu Skel par Gdeni un

skabekli,  veidojas  gazes  burbulisi
(2 H,O0, - 2 H,0 + Oz);
v oksidazes testa nosaka, vai

mikroorganismam ir elpoSanas enzims
citohroms C, kas ar oksidazes reagentu
veido tumsi violetu krasu;

36. att. Mikroorganisma izolésana

(streak plating)
4) ar  sterilu  cilpinu  parnes  testéjamo
mikroorganismu koloniju uz sagatavoto Petri
plati un viegli

5) izvélas atbilstoSo specializéto identifikacijas
testu, lai noteiktu mikroorganisma sugu.

(3)

Staphylococcus, Micrococcus
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus
(4)

Lactobacillus

Bacillus

Brevibacterium u.c. sugas

Aeromonas
Pseudomonas, Alcaligenes
(4)

Flavobacterium

(5)

Psychrobacter*
Moraxsella*
Acinetobacter*
Enterobacteriaceae



Mikroorganismu identifikacija ar APl testu

1.

. API uzsésanas

Metodes bitiba:

Uz agarizétas barotnes no izaugusam koloniju
veidojosam vientbam nonem materialu un,
lietojot atSkaidijumu un Lindnera metodi, izdala
attiecigo mikroorganismu tirkultiras veida.
skidruma sagatavo
mikroorganismu SUnu suspensiju atbilstosi
metodes instrukcijai. Densimat densitometra
meéra suspensija ienesto Stnu koncentraciju.

. Suspensiju iepilda APl matricas stripa iedobés.

Uzséjums rehidré substratu un  sakas
mikroorganismu metabolisms.

Matricu noslédz, ievieto termostata un inkubeée
mikroorganisma augSanai optimalos apstak|os.
Péc noteikta inkubacijas laika novéro krasas vai
dulkainibas izmainas, kas rodas
mikroorganismu izdalito metabolitu rezultata.
No biokimisko reakciju rezultatiem (37,
38. att.) — izmainas katra stripa iedobé — veido
ciparu kodu (39., 40. att.), kas tiek lietots ka

pamats identifikacijai.

. Ciparu kodu ievada datora, kura ir APl ID

sistémas elektroniska kodu gramata.

Ekrana paradas identificeta mikroorganisma
nosaukums, ta biotips, ka arT ieglto rezultatu
ticamibas koeficients.

1 W‘“"TH"“T’WW‘H‘V”
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37. att. API 50 CH testa strips ar mikroorganismu

veidotam biokimiskam reakcijam

5 a2 0, w, Y ‘*m"
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38. att. API ID 32 Cidentifikacijas strips ar raugu
veidotam biokimiskam reakcijam

27(28129(30(31(32133|34(35/36{37|38(39|40|41(42|43(44|45 46|47 (48|49

39. att. API 50 CH mikroorganismu identifikacijas rezultatu lapa

1000000000000
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40. att. API'ID 32 C raugu identifikacijas rezultatu lapa

Metodes soli:
1.

AP| matricas pamatni kodé ar parauga numuru
un datumu.

Matricas pamatnes iedobés iepilda 5 ml
destiléta Gdens, lai novérstu APl stripa izZzdsanu.
Matricas pamatné ievieto API stripu.

Atver atbilstigas barotnes ampulu, nolauZot
plastmasas vacinu un ampulas galu.

5. Sagatavo

mikroorganisma  suspensiju  un
inokulé stripa iedobju slégto daju (41., 42. att.).

slégta ﬂ valéja

41. att. APl testa matricas stripa iedobes dalas




paraugs

minerale|la
A
N

42. att. APl stripa iedobes iepildisana pienskabes
baktériju identifikacijai

6. Stripu uzpildot nedaudz saliec slipi, lai

atvieglotu inokulata iek|Gsanu iedobes slégtaja

Suspensijas sagatavoSana pienskabes baktériju
identifikacijai
Atvertu API 50 CHL Medium barotni ievieto
densitometra un ar sterilu cilpinu ienes taja
testéjamo pienskabes baktérijas tirkulttru l1dz
2 McF (McFarlanda) vienibam, kartigi izmaisa.
Ar automatisko pipeti piepilda visas API stripa
iedobes (ja nepiecieSams, stripu drikst sagazt,
lai nepielautu gaisa burbuliSus piepildita
iedobé).
Katra iedobé tas atvértaja dala iepilina 1
pilienu mineralellas, lai raditu fakultativi
anaerobus apstak|us.
Inkubé 37 °C temperatira 24 h (pirma
parbaude), tad vél 24 h (otra parbaude, kopa
inkubacija 48 h).
Nolasa katra testa rezultatus (pozitivs — krasas
maina no zilas uz dzeltenu vai negativs — nav

. Inkubé 30 °C temperatira 24 h

dala un izvairitos no gaisa burbuliSu iek|GSanas
taja. Uzpildot |auj inokulatam tecét gar iedobes
sanu malu.

. Uz pamatnes uzliec vacinu, nosedzot API stripu,

un inkubé optimala temperatdra noradito laika
periodu.

Suspensijas sagatavosana raugu identifikacijai

. Atver API suspensijas barotni 2 ml, ievieto to

densitometra un ar sterilu cilpinu ienes
testéjamo rauga tirkultGru [Iidz 2 McF
(McFarlanda) vientbam, kartigi izmaisa.

. No sagatavotas rauga tdrkultlras suspensijas

nem 250 pl un pievieno tos APl C barotnei,
sajauc.

. Ar automatisko pipeti katra AP| testa stripa

iedobé iepilda precizi 135 pl no API C barotnes,
kura ienesta rauga tirkultdra,

(pirma
parbaude), péc tam vél 24 h (otra parbaude,
kopa inkubacija 48 h).

. Nolasa katra testa rezultatus (pozitivs — iedobé

novérojams sadulkojums vai negativs —
sadulkojuma nav) un tos pieraksta (40. att.).

. Izmantojot APIlweb™ aplikaciju, ievada ciparu
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krdsas mainas (zila krasa)) un tos pieraksta kodu un pieraksta identificeta rauga
(39. att.). nosaukumu.
lzmantojot APlweb™ aplikaciju, ievada ciparu
kodu un pieraksta identificétas pienskabes
baktérijas nosaukumu.
Raugu, Lactobacillus spp. un Bacillus spp. identifikacijas AP| testa shematisks attélojums
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