ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ № 11

Тема: Мікробіологічне дослідження повітря
Мета: ознайомитись з якісним складом мікрофлори повітря і методами визначення кількісного складу мікроорганізмів у повітрі; порівняти кількісний і якісний склад мікрофлори повітря приміщень різного призначення.

Обладнання, матеріали, реактиви: стерильні чашки Петрі з МПА, спиртівки.

Питання для актуалізації знань

1. Які мікроорганізми є типовими для повітря приміщень?
2. Які культуральні властивості мікроорганізмів повітря?

3. Які чинники впливають на ступінь забруднення повітря?

(Теоретичні відомості

Повітря є несприятливим середовищем для розвитку мікроорганізмів: у ньому відсутні живильні речовини, необхідна вологість, згубним є УФ-спектр прямих сонячних променів. Проте, потрапляючи в повітря, багато мікроорганізмів можуть зберігатися в ньому більш-менш тривалий час.

Видовий і кількісний склад мікробів у повітрі залежить від мікрофлори території, над якою досліджують повітря. Повітря особливо забруднене поблизу земної поверхні, а з висотою він стає все чистішим. На ступінь забруднення повітря мікробами впливають і клімато-географічні умови. Найбільше мікроорганізмів в атмосфері міститься влітку, найменше – взимку.

Найбільш забрудненим є повітря зачинених приміщень з великою кількістю людей чи тварин, приземні прошарки повітря над великими містами. Пильне повітря є середовищем для розповсюдження мікроорганізмів, носієм великої кількості спор та вегетативних клітин мікроорганізмів.

Мікрофлору повітря умовно поділяють на резидентну (що виявляється постійно) і тимчасову (виявляють спорадично).

В атмосферному повітрі в основному зустрічають три групи мікроорганізмів:.

1) пігментоутворюючі коки в сонячні дні складають до 70–80 % всієї флори (пігмент захищає бактерії від інсоляції). Представники: Micrococcus roseus, M. flavus, M. candicam, M. lutea, Sarcina  flava, S. alba, S. rosea.
2) грунтові спорові і гнильні мікроорганізми. Їх вміст різко збільшується в суху і вітряну погоду. Представники: Bacillus subtills, B. mycoides, види Actinomyces.

3) плісняві гриби і дріжджі: роди Penicillium, Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus), Mucor та ін. Їх вміст збільшується при підвищенні вологості повітря.

Серед мікроорганізмів повітря закритих приміщень найбільш часто при засіву на щільні середовища виявляються бактерії родів Micrococcus (M.roseus, M. flavus, M.candidum, M. lutea), Sarcina (S. flava, S. alba, S. rosea), Bacillus (B.subtills, B. mycoides), Actinomyces, а також колонії грибів родів Penicillium, Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus), Mucor та ін.

Мікрококи утворюють круглі гладкі злегка блискучі, пофарбовані колонії, пігменти котрих не дифундують в середовище.
Бацили утворюють колонії, як правило, великі, круглі, з нерівними краями, сухі, зморшкуваті.

Актиноміцети утворюють білуваті колонії, врослі в агар. При описі актиноміцетних колоній зазвичай відзначають наявність і колір повітряного і субстратного міцелію, наявність розчинного пігменту, який виділяється в середовище; консистенцію колоній; наявність складчастості колоній (концентрична або радіальна); консистенцію повітряного міцелію (борошниста, оксамитова, порошкоподібна, пухнаста).

Мікрофлора повітря закритих приміщень більш одноманітна і відносно стабільна. Серед мікроорганізмів домінують мешканці носоглотки людини, у тому числі патогенні види, які потрапляють у повітря при кашлі, чханні або розмові (стафілококи, у тому числі, Staphylococcus aureus, стрептококи). Основне джерело забруднення повітря патогенними видами – бактеріоносії. Рівень мікробного забруднення залежить, головним чином, від щільності заселення, активності руху людей, санітарного стану приміщення, у тому числі пилової забрудненості, вентиляції, частоти провітрювання, способу прибирання, ступеня освітленості та інших умов. Так, регулярні провітрювання і вологе прибирання приміщень знижує забрудненість повітря в 30 разів (у порівнянні з контрольними приміщеннями). Самоочищення повітря закритих приміщень не відбувається.

При дослідженні бактеріальної забрудненості повітря враховується загальна кількість мікроорганізмів, що містяться в певному обсязі повітря, і якісний склад мікрофлори повітря.

Мікробіологічне дослідження повітря

Санітарно-бактеріологічне дослідження повітря проводиться з використанням двох методів відбору проб повітря: седиментаційним (лат. sedimentum – осідання) методом, запропонованим Р. Кохом, і фільтраційним (аспіраційним) методом (за допомогою приладу Ю. А. Кротова).
1. Седиментаційний метод (по Коху) – осідання мікроорганізмів під дією сили тяжіння – є найпростішим способом вивчення мікрофлори повітря. Він полягає в тому, що чашки Петрі із середовищем залишають відкритими на певний час (5-10 хв на загальну забрудненість і не менше 40 хв на кокову мікрофлору), потім їх закривають і витримують 24 години при кімнатній температурі. Кількість колоній, що виросли відповідає ступеню забрудненості повітря і підпорядковується правилу Омелянського: за приблизними підрахунками на площу 100 см2 протягом 5 хв осідає стільки мікроорганізмів, скільки їх міститься в 10 л повітря.

Седиментаційний метод не є досить точним, оскільки на чашку осідають мікроби не тільки зі стовпчика повітря над чашкою, але й занесені повітрям з прилеглих повітряних шарів, адже потоки повітря збільшують кількість мікробів, що осідають на чашки Петрі. На чашках осідає незначна частина високодисперсної фази аерозолю, де знаходяться стрептококи і патогенні мікроорганізми.
2. Аспіраційний метод – це метод більш точного аналізу повітря,  що базується на пропусканні певного об’єму повітря крізь стерилізоване рідке або тверде середовище, що утримує всі зважені частинки, у тому числі й мікроорганізми, після чого це середовище досліджують на кількість мікробів, що в ньому міститься. Фільтраційний (аспіраційний) метод дає можливість визначити не тільки якісний, а й кількісний вміст бактерій. 

Великого поширення набули методи аналізу повітря шляхом його фільтрування крізь пористі тіла.

При санітарно-бактеріологічному дослідженні повітря проводиться визначення загального мікробного числа бактерій (ЗМЧ) і кількості індикаторних мікроорганізмів.

Санітарно-показовими (індикаторними) мікроорганізмами повітря є  золотистий стафілокок, стрептококи, грамнегативні бактерії і гриби. У повітрі лікарняних приміщень домінують золотистий стафілокок і стрептококи. Співвідношення мікроорганізмів становить у середньому 70 і 30 % відповідно. При цьому в 1 м3 повітря операційних залів, післяопераційних палат, перев'язувальних, відділеннях реанімації, пологових залів вони повинні бути відсутніми.

Визначення загального мікробного числа повітря приміщень

Загальне мікробне число повітря (ЗМЧ) – кількість мікроорганізмів, що містяться в 1 м3 повітря. Для визначення загальної кількості бактерій в повітрі закритих приміщень забирають дві проби (об'ємом по 100 л кожна) на чашки Петрі з МПА за допомогою будь-якого приладу (найчастіше апарату Кротова), або седиментаційним методом. Чашки з посівом поміщають в термостат на 24 год., а потім на 48 год. залишають при кімнатній температурі. Експозиція чашок з посівами на світлі дає можливість підрахувати окремо кількість пігментних колоній (жовтих, білих, рожевих, чорних, помаранчевих тощо), кількість бацил, актиноміцетів, грибів. При визначенні мікробного числа методом седиментації по Коху підраховуються колонії, що виросли на МПА в чашках Петрі, і розрахунок ведеться за формулою В. Л. Омелянського.
Формула для розрахунку загального мікробного числа повітря :
          N х 100 см2 х 5 хв.
                                 ЗМЧ = ────────────,…………………….(11.1)

S – t

де:

N –число колоній, що виросли на чашці Петрі;

S – площа чашки (S = πr2), cм2;

t – час експозиції чашки, хв.

Інструкція 

Завдання 1. Оволодіти технікою визначення кількісного складу мікрофлори повітря седиментаційним методом.
Для визначення мікрофлори повітря седиментаційним методом у приміщенні, де досліджують повітря, проводять засів мікроорганізмів у чашки Петрі зі стерильним живильним середовищем (МПА).

1. Чашки Петрі зі стерильним МПА ставлять на горизонтальну поверхню.

2. Під чашки підкладають папір, у якому їх стерилізували, знімають кришки, кладуть їх поруч, не перевертаючи, одним краєм на папір, іншим − на край відкритої чашки. 

3. Чашки залишають відкритими впродовж 5-10 хвилин, залежно від забрудненості повітря. Біля чашок не має бути протягів, потоків повітря. Часточки пилу з мікробами осідають на поверхню поживного агару. Контрольна чашка із середовищем не відкривається.
4. По закінченні експозиції чашки Петрі закривають, підписують (місце, де були відібрані проби, прізвище студента, група, дата).

5. Усі чашки з посівом поміщають до термостату на 24 години, а потім на 48 годин залишають при кімнатній температурі.

Облік колоній, що утворилися на чашках, проводять на наступному занятті.


Завдання 2. Визначити кількісний склад мікрофлори повітря седиментаційним методом.
Для підрахунків мікроорганізмів користуються формулою, основаною на принципі В.Л. Омелянського, за яким на площі чашки в 100 см3 за 5 хвилин осідає стільки мікроорганізмів, скільки їх міститься в 10 л повітря.
Для кількісного визначення мікроорганізмів у повітрі проводять такі розрахунки: 

1) визначають площу поживного агару на чашках Петрі за формулою:





S = πr2
2) проводять перерахунок кількості колоній, що виросли на чашці, на площу 100 см2.

3) отриманий результат перераховують на 1м3 повітря.

Наприклад: на площі чашки Петрі  (78,5см2) за 48 годин виросло 17 колоній. Відповідно на площі 100 см2 колоній будет більше:

78,5 см2  ----  17 колоній                       100  х  17

100 см2   ----   х                                х =  ─────── = 21,6

                                                                      78,5

При перерахунку кількості колоній  в 1м3 повітря: 

21,6 колоній ----  10 л                          21,6 • 1000

     х                ----  1000 л               х =  ─────── = 2160

                                                                      10

Результат: у 1м3 повітря в приміщенні знаходиться 2160 мікробних клітин.

Отримані результати занести до таблиці.

Таблиця 11.1

Кількісний склад мікрофлори повітря

	Місце відбору проб
	Кількість колоній, що виросли
	Площа чашки, дм2
	Кількість мікроорганізмів

	
	
	
	У 10 л повітря
	У 1 м3 повітря

	Забруднене приміщення
	
	
	
	

	Лабораторія
	
	
	
	

	Вулиця
	
	
	
	

	
	
	
	
	


Порівняти отримані результати. Зробити висновки щодо ступеня забрудненості (заспореності) повітря в досліджуваних приміщеннях, враховуючи, що санітарна норма – 11 тис. мікроорганізмів на 1 м3 повітря.

Питання для обговорення:
1. Які методи визначення кількості мікроорганізмів у повітрі Ви знаєте?

2. У чому полягає суть седиментаційного методу для визначення мікрофлори повітря?

3. У чому суть формули Омелянського і де її  застосовують?

4. Які мікроорганізми  повітря  лабораторних приміщень є індикаторними?

5. Які існують санітарні норми заспореності повітря приміщень?

ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ № 12

Тема: Мікрофлора води
1. Мета заняття: вивчити склад мікрофлори води, ознайомитися з методами обліку кількісного і якісного складу мікрофлори води; оволодіти методами визначення загального числа мікроорганізмів і кишкової палички у воді.

Обладнання, матеріали, реактиви: мікроскоп, чашки Петрі зі стерильними середовищами МПА, Ендо, Сіммонса; піпетки стерильні, шпатель Дригальского, пробірки стерильні, бактеріологічна петля, спиртівка, сірники, предметні скельця, покривні скельця, прилад для фарбування і промивання мазків, смужки фільтрувального паперу, реактиви для забарвлення мікробіологічних препаратів, олівець по склу, імерсійне масло.

Питання для актуалізації знань

1. Які мікробіологічні показники якості води Вам відомі?

2. Який видовий склад мікрофлори води?

3. Які морфологічні, культуральні та біохімічні властивості бактерії E. сoli ви знаєте?
(Теоретичні відомості

Кількісний та якісний склад мікрофлори води залежить від виду джерела і від ступеня його забруднення. Вода відкритих водойм багатша сапрофітними мікробами, ніж підземні води. Концентрація патогенних мікроорганізмів у воді досить незначна і перебування їх у водоймах може бути короткочасним. Безпека води в епідемічному відношенні визначається непрямими показниками: ступенем загального бактеріального забруднення і змістом бактерій групи кишкової палички як показника фекального забруднення води.

Бактерії групи кишкової палички (БГКП, також називаються коліморфними і коліформними бактеріями) – група бактерій родини ентеробактерій, які використовуються в санітарній мікробіології як маркер фекальної контамінації, відносяться до групи так званих санітарно-показових мікроорганізмів. До бактерій групи кишкових паличок відносять представників родів Escherichia (в тому числі і Е. coli), Citrobacter (типовий представник Citr. сoli citrovorum), Enterobacter (типовий представник Ent. аerogenes), які об'єднані в одну родину Enterobacteriaceae завдяки спільності морфологічних і культуральних властивостей.

Безпека питної води обумовлена не тільки фекальним забрудненням. Деякі організми розмножуються у водогінних системах розподілу води (наприклад, Legionella), інші зустрічаються у вододжерелах, проте багато з них можуть викликати спалахи захворювань.

Безпека питної води в епідемічному відношенні визначається відсутністю в ній хвороботворних бактерій, вірусів і найпростіших мікроорганізмів, її відповідністю нормативам за мікробіологічними і паразитологічними показниками, представленими в таблиці 12.1. 

Таблиця 12.1

Нормативні мікробіологічні показники якості води

	Назва показника
	Одиниці виміру
	Норматив

	Термотолерантні колі-формні бактерії
	Кількість бактерій у 1 см3
	відсутність

	Загальні коліформні бактерії
	Кількість бактерій у 1 см3
	відсутність

	Загальне мікробне число
	Кількість КУО в 1 см3
	Не більше 100


Методи обліку кількісного і якісного складу мікрофлори води

1. Визначення наявності кишкової палички у воді

Індикатором свіжого фекального забруднення води є кишкова паличка, яка має велику стійкість у зовнішньому середовищі. Результати виявлення кишкової палички у воді реєструються у вигляді колі-титру або колі-індексу.

Колі-титр визначається тією кількістю води, у якому міститься одна кишкова паличка.

Колі-індекс – кількість особин кишкової палички, що міститься в 1 л води. 

Колі-титр = 1000/Колі-індекс

Методика дослідження заснована на застосуванні диференційно-діагностичних середовищ, до яких відноситься середовище Ендо. Фуксин знебарвлюється сульфітом натрію (утворюється безбарвна фуксинсерчана кислота – реактив Шиффа). Ентеробактерії зброджують лактозу, виділяючи в процесі бродіння мурашину кислоту, яка дає кольорову реакцію з фуксинсерчаною кислотою з утворенням вільного фуксину, у результаті чого їх колонії забарвлюються в малиново-червоний колір з металевим блиском або без нього. Колонії бактерій, що не зброджують лактозу, мають білий або блідо-рожевий колір.

2. Визначення загального мікробного числа річкової води

Пробу річкової води відбирають з дотриманням правил асептики. Готують розведення води, щоб при її посіві на МПА отримати ріст мікроорганізмів у вигляді окремих колоній. 
Для цього беруть 2 пробірки, що містять по 9 мл стерильної водогінної води. Стерильною градуйованою піпеткою набирають 1 мл досліджуваної води і вносять у пробірку, ретельно перемішуючи її вміст. Виходить розведення 1:10. Для наступного розведення з пробірки № 1 переносять 1 мл рідини в пробірку № 2 (розведення 1: 100). З розведень беруть піпеткою по 1 мл води, і дотримуючись правил асептики, вносять кожне розведення в окрему чашку Петрі, потім вливають в чашки розплавлений і охолоджений до 45°С МПА в кількості 15–20 мл. Чашки негайно ж починають обертати по горизонтальній поверхні столу, рівномірно розподіляючи МПА. Після того, як агар застигне, чашки перевертають, підписують і залишають до наступного заняття.
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Рисунок 12.1 - Схема децимальних розведень води
Інструкція

Завдання 1. Освоїти методи визначення загального мікробного числа водогінної води 

Загальна мікробна забрудненість визначається кількістю мікроорганізмів, що містяться в 1 мл води. Роботу виконують у 2 етапи.

1. Досліджувану воду в залежності від ступеня забруднення розводять стерильною водопровідною водою 1:10, 1:100 тощо.

2. Потім стерильною градуйованою піпеткою вносять по 1 мл води з кожного розведення в стерильні чашки Петрі, починаючи з більшого. 
3. У кожну чашку Петрі виливають по 15 мл розплавленого і охолодженого до 45°C м’ясо-пептонного агару (МПА), рівномірно розподіляючи вміст по дну чашки. 
4. Після того, як чашки остигнуть, їх перевертають догори дном і поміщають в термостат на 24 години.

5. На наступному занятті проводять підрахунок колоній і розрахунок загального мікробного числа води.

6. При малій кількості колоній рахунок ведуть, помітивши на дні чашки чорнилом кожну порахувати колонію. Число вирослих колоній відповідає кількості мікроорганізмів в засіяному об'ємі води. 

7. Для отримання середнього арифметичного слід порахувати число колоній, що виросли в кожній чашці, потім помножити на відповідне розведення.

8. Результати, пораховані за окремими чашкам, потрібно скласти, а потім розділити на кількість засіяних чашок. 

Отримане число буде показником загальної мікробної забрудненості води. Водогінна вода повинна мати мікробне число, яке не перевищує 100  клітин у 1 мл води.

Таблиця 4
Морфолого-культуральні типи бактерій, що виросли на МПА
	№ МКТ
	Морфологія колоній
	Морфологія клітин

	№ 1
	
	

	№ 2
	
	

	№ 3
	
	

	…..
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Рисунок 12.2 – Загальний вигляд мікрофлори, що виросла на на середовищі МПА
Завдання 2. Провести мікробіологічне дослідження водогінної води бродильним методом
Для проведення мікробіологічного дослідження води використовують бродильний метод. Суть цього методу полягає в тому, що засів різних об’ємів води проводять на середовищах накопичення, із наступним висівом на середовище Ендо, диференціюванням колоній бактерій, що виросли. Потім підраховують ті, що віднесли до кишкових паличок, у 1 літр води, користуючись таблицями (табл. 12.2).

Порядок виконання роботи

1. Перед початком роботи стерилізують водогінний кран, обпалюючи його

2. Студенти набирають питну воду з крану і засівають три об’єми по 100 мл, три по 10 мл і три об’єми по 1 мл. 

3. Вказані об’єми розміщують у флакони й пробірки з глюкозо-пептонним середовищем (ГПС) з індикатором. У кожний флакон або пробірку поміщають поплавки чи шматочки вати. 

4. Засів на 100 і 10 мл води проводять у колби і пробірки відповідно з 10 та 1 мл концентрованого середовища, засів 1 мл проводять у пробірки з 10 мл ГПС.

5. Засіви інкубують у термостаті впродовж 24-х годин за температури 37ºС. 

На наступному занятті проводять облік посівів і аналіз результатів. Відсутність помутніння середовища вказує на відсутність бактерій кишкової палички в досліджуваному об’ємі. 

Якщо в середовищі утворюється каламуть, то через 24 години культивування роблять висів 1 мл суспензії в чашку Петрі з середовищем Ендо і культивують 24 години при 37ºС, потім проводять кількісний облік колоній, що утворились. З характерних колоній роблять мазок і мікроскопіюють з імерсією. 

У питній воді кількість клітин E.coli  не повинна перевищувати 3-х у 1 літрі. 

Таблиція 12.2

Підрахунок колі-індексу бактерій групи кишкових паличок 
при дослідженні 333 мл води

	Кількість позитивних результатів аналізу води з
	Колі - індекс
	Межа індексу (достовірні межі)
	Колі-титр

	3 флакона по 100 мл
	3 пробірки по 10 мл
	3 пробірки по 1 мл
	
	нижній
	верхній
	

	0

0

0

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3
	0

0

1

0

0

1

1

2

0

0

1

1

2

2

0

0

0

1

1

1

2

2

2

3

3

3

3
	0

1

0

0

1

0

1

0

0

1

0

1

0

1

0

1

2

0

1

2

0

1

2

0

1

2

3


	< 3

3

3

4

7

7

11

11

9

14

15

20

21

28

23

39

64

43

75

120

93

150

210

240

460

1100

 >1100
	-

0,5

0,5

0,5

1

1

3

3

1

3

3

7

4

10

4

7

15

7

14

30

15

30

35

36

71

150

-
	-

9

13

20

21

23

36

36

36

37

44

89

47

149

120

130

379

210

230

380

380

440

470

1300

2400

4000

-
	> 333

333

333

250

143

143

91

91

111

72

67

50

48

86

43

26

16

23

13

8

11

7

5

4

2

0,9

<0,9


Завдання 3. Визначити присутність кишкової палички в пробах водогінної води
Наявність кишкової палички і ентеробактерій у пробах водогінної води можна визначити, скориставшись відповідно середовищами Ендо і Сіммонса. 

1. З розведень 1:10 і 1:100 стерильною градуйованою піпеткою внести в чашки із середовищем Ендо і Сіммонса по 1 мл води. 

2. Стерильним шпателем Дригальского рівномірно розподілити рідину по поверхні середовища (посів газоном).

3. Чашки підписати і  поставити до термостату для культивування. 

На наступному занятті провести розрахунок загального мікробного числа і вивчити культуральні та морфологічні (форма бактерій, забарвлення по Граму) властивості мікроорганізмів, які виросли на чашках із середовищем Ендо. Наявність неспорових грамнегативних паличок, що мають колонії червоного кольору на середовищі Ендо, підтверджує їх належність до групи коліморфних бактерій (рис. 12.3). 
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Рисунок 12.3 – Загальний вигляд мікробних колоній, що виросли на диференційно-діагностичних середовищах: середовищі Ендо (1) і середовищі Сіммонса (2) 

Результати занести до таблиці 12.3.
Таблиця 12.3

Мікробіологічні показники якості води

	Проби води

(ділянка)
	Загальне мікробне число 

КУО/1 мл води

(на МПА),
	Кількість коліформних бактерій у 1 л води

(на середовищі Ендо)
	Кількість бактерій ентеробактерій (на середовищі Сіммонса) 

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


( питання для самоконтролю
1. Що таке колі-індекс?

2. Що таке колі-титр? Як він розраховується?

3. З якими методами визначення якості води Ви ознайомились?

4. Які морфологічні, культуральні і біохімічні властивості кишкової палички?

5. Що таке загальне мікробне число?

6. Які нормативні показники ЗМЧ для водогінної і річкової води?

