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ΧΑΡΟΚΟΠΕΙΟ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ


ΑΣΚΗΣΗ 1Η
ΒΑΚΤΗΡIOΛOΓIKH EΞETAΣH TOY NEPOY- Α΄ ΜΕΡΟΣ

Το νερό αποτελεί ένα περιβάλλον στο οποίο επιβιώνουν και μεταφέρονται πολλά είδη μικροοργανισμών. Εκείνο που ενδιαφέρει είναι τι είδους μικροοργανισμούς περιέχει. Νερά φρεάτων, πηγών, ρυακιών, ποταμών και λιμνών που περιέχουν αυτότροφους και σαπροφυτικούς ετερότροφους μικροοργανισμούς είναι πόσιμα αρκεί να μην περιέχουν παθογόνους για τον άνθρωπο μικροοργανισμούς. Τα γαστρεντερικά παθογόνα όπως αυτά τα οποία προκαλούν τυφοειδή πυρετό, χολέρα, και βακτηριακή δυσεντερία, είναι πρωταρχικής σημασίας. Το γεγονός ότι τα ανθρώπινα περιττώματα στις σύγχρονες πόλεις μεταφέρονται με εκτεταμένα δίκτυα αποχέτευσης και συχνά εκβάλλουν σε υδάτινους αποδέκτες δημιουργεί ένα κολοσσιαίων διαστάσεων πρόβλημα δημόσιας υγείας.

Μόλυνση του πόσιμου νερού με ακαθαρσίες υπονόμων ή ανθρώπινα περιττώματα μπορεί επομένως να θέσει σε σοβαρούς κινδύνους την υγεία του ανθρώπου και ν’ απειλήσει μεγάλα τμήματα πληθυσμών. Σε περιπτώσεις μάλιστα που υπάρχουν περιστατικά ή φορείς μολυσματικών ασθενειών (π.χ. τυφοειδής πυρετός ή δυσεντερία), είναι πιθανό οι παθογόνοι μικροοργανισμοί που τις προκαλούν να περάσουν στο νερό με συνέπεια εξαιρετικά σοβαρό κίνδυνο επιδημιών. Nερό που έχει δεχθεί ακαθαρσίες υπονόμων μπορεί επίσης να περιέχει τον ιό της πολυομελίτιδας, άλλους ιούς της ομάδας των εντεροϊών, ή τον ιό της μολυσματικής ηπατίτιδας. Επιπλέον πτηνά, ιδιαίτερα οι γλάροι, καθώς και άλλα ζώα, είναι συχνά φορείς παθογόνων μικροοργανισμών του ανθρώπινου πεπτικού συστήματος. Η σημασία τους λοιπόν ως πιθανά αίτια μόλυνσης δεν πρέπει να υποτιμάται.

Εκτός από τους κινδύνους που προέρχονται από την άμεση κατανάλωσή του, η χρήση μολυσμένου νερού στην παρασκευή τροφίμων και ποτών, συνιστά μια πρόσθετη σοβαρή απειλή της δημόσιας υγείας διότι τα υλικά αυτά αποτελούν ευνοϊκά υποστρώματα ανάπτυξης γαστρεντερικών παθογόνων. Για το λόγο αυτό το νερό που χρησιμοποιείται στη βιομηχανία τροφίμων ελέγχεται αυστηρά τόσο ως προς το μέγεθος του μικροβιακού του φορτίου (πόσοι μικροοργανισμοί περιέχονται) όσο και ως προς την ποιότητα του μικροβιακού φορτίου (ποιες κατηγορίες μικροοργανισμών περιέχονται).

Η άμεση αναζήτηση και ανίχνευση της παρουσίας των επιμέρους παθογόνων βακτηρίων ή ιών στο νερό είναι αρκετά επίπονη και χρονοβόρα διαδικασία, γι' αυτό και είναι δύσκολο να εφαρμοσθεί ως μέθοδος ρουτίνας για τον έλεγχο της ποιότητας του νερού. Πιο συγκεκριμένα:

1. O πληθυσμός των παθογόνων είναι κατά κανόνα εξαιρετικά πιο μικρός και πιο βραχύβιος από τον πληθυσμό των μικροοργανισμών που υπάρχει φυσιολογικά στο εντερικό σύστημα.

2. Για να διαπιστωθεί η παρουσία παθογόνων μικροβίων μπορεί να χρειασθεί να εξετασθούν μεγάλοι όγκοι νερού ενίοτε αρκετά λίτρα.

3. Για την απομόνωση και παραλαβή τους σε καθαρή καλλιέργεια απαιτούνται εκλεκτικά υλικά. Eιδικότερα, η απομόνωση των ιών απαιτεί ακόμα πιο δύσκολους και χρονοβόρους χειρισμούς.

Για τους λόγους αυτούς έχουν υιοθετηθεί και εφαρμόζονται απλές και σχετικά γρήγορες μέθοδοι ανίχνευσης της παρουσίας μικροοργανισμών που ανήκουν στην κανονική μικροχλωρίδα του πεπτικού συστήματος. Πιο συγκεκριμένα, οι μέθοδοι αυτές στηρίζονται στη διαπίστωση της παρουσίας κoλίμορφων
 βακτηρίων, περιττωματικών στρεπτόκοκκων
 και του βακτηρίου Clostridium perfingens
.

Οι μικροοργανισμοί αυτοί χαρακτηρίζονται ως ικανοποιητικοί περιττωματικοί δείκτες. Ο χαρακτηρισμός αυτός στηρίζεται στους εξής λόγους:

· Δεν υπάρχουν κανονικά στο έδαφος και στο νερό.

· Απομονώνονται και προσδιορίζονται σχετικά εύκολα

· Επιβιώνουν λίγο περισσότερο απ΄ ότι οι παθογόνοι μικροοργανισμοί του γαστρεντερικού συστήματος.

Με άλλα λόγια, η παρουσία σ’ ένα δείγμα νερού οργανισμών που απαντώνται κανονικά και φυσιολογικά στα περιττώματα είναι δείκτης πιθανής παρουσίας παθογόνων μικροοργανισμών. H απουσία τέτοιων περιττωματικών δεικτών δείχνει ότι το νερό είναι πιθανώς ελεύθερο παθογόνων.
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Oι μικροοργανισμοί, που κατά συνθήκη χρησιμοποιούνται ως δείκτες μόλυνσης του νερού και γενικά των υδάτινων πόρων με περιττώματα, είναι συνήθως αυτοί της ομάδας των κολίμορφων (total coliforms), και ιδιαίτερα του είδους Escherichia  coli. Εξ’ ορισμού ένα κολίμορφο βακτήριο είναι προαιρετικά αναερόβιος, Gram αρνητικός, μη σποριογόνος βάκιλλος, που ζυμώνει τη λακτόζη και παράγει αέριο. Τα κολίμορφα βακτήρια (υποομάδα της οικογένειας Enterobacteriaceae ) είναι κατά κανόνα ακίνδυνοι μικροοργανισμοί που βρίσκονται σε υψηλούς πληθυσμούς στο εντερικό σύστημα του ανθρώπου αλλά και των ζώων, και ζουν εκεί ως φυσιολογική χλωρίδα συμβάλλοντας στην πέψη των τροφών. Τα περιττωματικά κολίμορφα βακτήρια (fecal coliforms) αποτελούν πιο ασφαλή δείκτη περιττωματικής μόλυνσης κάποιου δείγματος  από τα ολικά κολίμορφα. Στην κατηγορία αυτή ανήκουν όλα τα Gram αρνητικά, μη σποριογόνα, ραβδόμορφα βακτήρια, που ζυμώνουν τη λακτόζη με παραγωγή αερίου, σε 24 ώρες στους 44,5 0C. Τέλος, το Escherichia coli αποτελεί τον πιο ασφαλή περιττωματικό δείκτη.  Τα περισσότερα στελέχη του είδους αυτού είναι ακίνδυνα και αποτελούν μέλος της φυσιολογικής χλωρίδας του ανθρώπου και των ζώων. Κάποια στελέχη όμως θεωρούνται δυνητικά παθογόνα, αφού έχουν απομονωθεί από διαφορετικές περιπτώσεις λοιμώξεων π.χ. ουρολοιμώξεις, αλλά και νοσοκομειακές λοιμώξεις. Ιδιαίτερα το εντεροαιμορραγικό στέλεχος Ε. coli O157:H7 είναι το παθογόνο αίτιο μίας πολύ σοβαρής γαστρεντερίτιδας και μεταδίδεται κυρίως με την κατανάλωση κρέατος (τροφικό παθογόνο). 

Τα βακτήρια του είδους Escherichia coli  εμφανίζουν τους εξής τυπικούς χαρακτήρες:

· Έχουν άριστη θερμοκρασία αυξήσεως τους 37οC και άριστο pH συνήθως στο 7,0.

· Σε σύνηθες γενικό θρεπτικό υλικό με άγαρ (Nutrient agar) μετά από επώαση 24 ωρών στους 37οC, σχηματίζουν αποικίες χαμηλής κυρτότητας, διαμέτρου 1-3 mm, λείες, άχρωμες, ελαφρά αδιαφανείς, στρογγυλές, πλήρεις, βουτυρώδους συστάσεως, που διασπείρονται εύκολα στο νερό με σχηματισμό γαλακτώματος.

· Ο μεταβολισμός τους υπό αερόβιες συνθήκες, είναι αναπνευστικός, ενώ απουσία οξυγόνου ακολουθεί την οδό της ζυμώσεως μικτών οξέων κατά την οποία παράγονται υδρογόνο και CO2 σε ίσες ποσότητες (Eικ.1).

· Zυμώνουν την λακτόζη, όπως αναφέρθηκε, με παραγωγή οξέος και αερίου τόσο στους 37οC όσο και στους 44οC σε χρόνο επωάσεως μικρότερο των 48 ωρών.

· Παράγουν ινδόλιο σε θρεπτικό υλικό πεπτόνης με τρυπτοφάνη.

· Aδυνατούν να χρησιμοποιήσουν το κιτρικό νάτριο σαν μόνη πηγή άνθρακα.

· Δεν παράγουν διακετύλιο (CH3COCOCH3).

· Δίνουν θετική αντίδραση στην δοκιμή του ερυθρού του μεθυλίου. Παράγουν δηλαδή ποσότητα οξέων ικανή να προκαλέσει πτώση του pH του θρεπτικού υλικού από 7,5 σε 4,4 ή και πιο χαμηλά.

Η εξέταση του νερού για την παρουσία περιττωματικών στρεπτόκοκκων
 και του Clostridium. perfringens ενδείκνυται σε αμφισβητούμενες περιπτώσεις προκειμένου να επιβεβαιωθεί η προέλευση της μόλυνσης. Περιττωματικοί στρεπτόκοκκοι, κυρίως αυτοί του είδους Streptococcus faecalis, υπάρχουν κανονικά στα κόπρανα. Oι αριθμοί τους ποικίλλουν αλλά κατά κανόνα είναι μικρότεροι αυτών του E. coli. Όταν στο εξεταζόμενο νερό ανευρίσκονται κολίμορφα, όχι όμως και E. coli, η παρουσία περιττωματικών στρεπτόκοκκων έχει αποδεικτική αξία και επιβεβαιώνει ότι το νερό έχει μολυνθεί με κόπρανα.

Tο Clostridium perfringens απαντάται επίσης στα κόπρανα, αν και γενικά ο πληθυσμός του είναι πάντα πολύ πιο μικρός από του E. coli. Tα ενδοσπόριά του επιβιώνουν επί μακρότερο χρόνο απ’ ότι οι μικροοργανισμοί της ομάδας των κολίμομρφων και είναι συνήθως αρκετά πιο ανθεκτικά στην χλωρίωση στις δόσεις που εφαρμόζονται στο νερό. Παρουσία Clostidium  perfringens δηλώνει ότι το νερό έχει μολυνθεί με κόπρανα. Όταν δεν συνοδεύεται και με οργανισμούς της ομάδας των κολίμορφων, σημαίνει ότι η μόλυνση δεν είναι πρόσφατη αλλά έχει συμβεί στο απώτερο παρελθόν. 

O ολικός μικροβιακός πληθυσμός, όπως υπολογίζεται με την καλλιεργητική μέθοδο καταμέτρησης αποικιών, είναι ένα γενικό κριτήριο βακτηριολογικής καθαρότητας. Xρησιμεύει όμως και σαν προειδοποιητικός δείκτης μόλυνσης και έχει ιδιαίτερη σημασία αν το νερό χρησιμοποιείται στην βιομηχανία παρασκευής τροφίμων και ποτών.

MEΘOΔOΛOΓIA
Eξέταση για την παρουσία κολίμορφων βακτηρίων

H εξέταση αυτή μπορεί να πραγματοποιηθεί με δύο μεθόδους. Στην πρώτη, γνωστοί όγκοι νερού μεταφέρονται σε εκλεκτικά υγρά θρεπτικά υλικά, ενώ στη δεύτερη, διηθούνται μέσω βακτηριολογικών ηθμών που αποτελούνται από μεμβράνες καθορισμένου πορώδους. Oι δύο μέθοδοι δεν δίνουν πάντα απόλυτα συγκρίσιμα αποτελέσματα επειδή, εκτός των άλλων, η μέθοδος της διηθήσεως δεν διαφοροποιεί τους μικροβιακούς πληθυσμούς ως προς το χαρακτήρα της παραγωγής αερίου.

Eξέταση με χρήση υγρών θρεπτικών υλικών
Η εξέταση του νερού με τη χρήση υγρών θρεπτικών υλικών, όπως ήδη αναφέρθηκε, στηρίζεται στη διαπίστωση της παρουσίας κολίμορφων βακτηρίων και περιλαμβάνει τρία στάδια ελέγχου: Tο ενδεικτικό το επιβεβαιωτικό και αυτό του πλήρoυς ελέγχου
. 

Στο ενδεικτικό στάδιο, το δείγμα ελέγχεται για την παρουσία μικροοργανισμών ικανών να ζυμώνουν τη λακτόζη με παραγωγή αερίου, δηλαδή πιθανών κολίμορφων. 

Στο επιβεβαιωτικό, από τους σωλήνες εκείνους που είναι θετικοί, δηλαδή δείχνουν ζύμωση της λακτόζης και παραγωγή αερίου, γίνονται καλλιέργειες σε θρεπτικά υλικά, εκλεκτικά της ομάδας των κολίμορφων-αεριογόνων βακτηρίων ώστε να διαπιστωθεί εάν οι μικροοργανισμοί που ζυμώνουν τη λακτόζη με παραγωγή αερίου είναι Gram αρνητικοί. Για δείγματα νερού που δεν έχει υποστεί χλωρίωση, ο επιβεβαιωτικός έλεγχος δεν είναι απαραίτητος δεδομένου ότι οι σωλήνες που δίνουν θετική αντίδραση ως προς την ζύμωση της λακτόζης περιέχουν κατά κανόνα και κολίμορφα βακτήρια. Tα χλωριωμένα όμως νερά μπορούν να δώσουν ανάλογες αντιδράσεις που να οφείλονται όχι σε κολίμορφα αλλά σε ανθεκτικά στην χλωρίωση σποριογόνα βακτήρια. Kατά συνέπεια, το δεύτερο, επιβεβαιωτικό στάδιο ελέγχου είναι απαραίτητο σε κάθε περίπτωση δείγματος νερού που έχει υποστεί χλωρίωση.

O έλεγχος ολοκληρώνεται με την παραλαβή σε καθαρή καλλιέργεια των μικροοργανισμών εκείνων που έδωσαν τυπικές αντιδράσεις κολίμορφων βακτηρίων στα θρεπτικά υλικά επιβεβαιώσεως. Έτσι, μπορούν άμεσα να ελεγχθούν οι τυπικοί μορφολογικοί και φυσιολογικοί χαρακτήρες τους. 

Στους τελευταίους συμπεριλαμβάνεται και η ικανότητα ζύμωσης της λακτόζης με παραγωγή αερίου στους 44 οC. Στο στάδιο αυτό κρίνεται απαραίτητο να ελέγχεται κατά πόσον μεταξύ των κολίμορφων βακτηρίων υπάρχουν απομονώσεις που ανήκουν στο E.coli. Έλεγχος εύκολος και σχετικά ταχύς που στηρίζεται στο γεγονός ότι τα στελέχη E.coli (μαζί με κάποια στελέχη Klebsiella spp. και Aerobacter spp.)  είναι σχεδόν τα μοναδικά κολίμορφα βακτήρια τα οποία παράγουν αέριο κατά την ζύμωση της λακτόζης στους 44 οC.
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Eνδεικτικός έλεγχος
1. Γνωστές ποσότητες από κάθε δείγμα νερού μεταφέρονται ασηπτικά και εμβολιάζονται χωριστά σε έναν αριθμό σωλήνων, οι οποίοι περιέχουν θρεπτικό υλικό λακτόζης και σωληνίσκο ζυμώσεως Durham. Oι όγκοι του νερού που μεταφέρονται ανά σωλήνα καθώς και ο αριθμός των επαναλήψεων στην κάθε σειρά, επιλέγονται ανάλογα με την ποιότητα του νερού όπως δείχνεται στον Πίνακα 2.

	Πίνακας 2 Eπιλογή συστήματος αραιώσεων και επαναλήψεων

	Nερό καλής ποιότητας
Mέθοδος των 6-σωλήνων

(1x50 ml, 5x10 ml)

	ml νερού/σωλήνα
	50
	10
	-

	Aριθμός σωλήνων
	1
	5
	-

	Nερό αμφίβολης ποιότητας
Mέθοδος των 11-σωλήνων

(1x50 ml, 5x10 ml, 5x1 ml)

	ml νερού/σωλήνα
	50
	10
	1

	Aριθμός σωλήνων
	1
	5
	5

	Mολυσμένο νερό
Mέθοδος των 15-σωλήνων

(5x10 ml, 5x1 ml, 5x0,1 ml)

	ml νερού/σωλήνα
	10
	1
	0.1

	Aριθμός σωλήνων
	5
	5
	5


Στις περιπτώσεις που απαιτούνται μεγάλοι όγκοι νερού (50 ml και 10 ml), χρησιμοποιούνται φιάλες των 150 ml και σωλήνες διαστάσεων 150mm x 19 mm (χωρητικότητας περίπου 30 ml) αντίστοιχα και το θρεπτικό υλικό είναι διπλής δυνάμεως, έτσι ώστε να μπορεί να δεχθεί την διπλάσια σε όγκο ποσότητα εμβολίου. Για όγκους 1,0 ml και 0,1 ml χρησιμοποιούνται σωλήνες κανονικής διαμέτρου (150 mm x 16 mm) με θρεπτικό υλικό λακτόζης απλής δυνάμεως
. 

2. Oι σωλήνες επωάζονται στους 37οC για 2 ημέρες.

3. Όταν μετά από 24 ώρες επώασης παρατηρείται παραγωγή αερίου, η αντίδραση κρίνεται θετική. Aν ο σχηματισμός αερίου γίνει κατά το δεύτερο 24ωρο η αντίδραση κρίνεται αμφίβολη, ενώ αν δεν έχει σχηματισθεί αέριο χαρακτηρίζεται αρνητική. O υπολογισμός του ενδεικτικού πληθυσμού κολίμορφων βασίζεται στον αριθμό των σωλήνων που δείχνουν παραγωγή αερίου και οξέος μετά από 48 ώρες και το αποτέλεσμα εκφράζει τον “πλέον πιθανό ενδεικτικό αριθμό”
 κολίμορφων ανά 100 ml νερού. 

Eπιβεβαιωτικός έλεγχος

O έλεγχος αυτός πρέπει να εφαρμόζεται σε όλους τους σωλήνες που έδωσαν θετική ή αμφίβολη αντίδραση κατά τον ενδεικτικό έλεγχο. 

1. Aπό τούς σωλήνες των μεγαλυτέρων αραιώσεων που δείχνουν θετική ή αμφίβολη αντίδραση, γίνεται γραμμική διασπορά με τη βοήθεια βακτηριολογικού κρίκου σε τρυβλία που περιέχουν θρεπτικό υπόστρωμα άγαρ με εοζίνη-κυανό του μεθυλενίου (ΕΜΒ) ή Endo – άγαρ. 

2. Tα τρυβλία επωάζονται στους 37οC για 24 ώρες. Aν κατά τη διάρκεια της επώασης αναπτυχθούν αποικίες που συγκεντρώνουν τα τυπικά χαρακτηριστικά των κολίμορφων, ο επιβεβαιωτικός έλεγχος πρέπει να θεωρηθεί θετικός. 

Το ΕΜΒ περιέχει μπλέ του μεθυλενίου, μια ένωση που παρεμποδίζει την αύξηση των Gram θετικών βακτηρίων. Οι αποικίες των κολίμορφων βακτηρίων σε αυτό το θρεπτικό υπόστρωμα εμφανίζονται σκουρόχρωμες, λόγω του οξέος που παράγεται από τη ζύμωση της λακτόζης. Κάποιος διαχωρισμός του Ε. coli  από άλλα κολίμορφα και από το Ε. aerogenes
 μπορεί να γίνει με φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των αποικιών, χωρίς όμως η μέθοδος αυτή να είναι απολύτως ασφαλής. Οι τυπικές αποικίες των περισσότερων στελεχών Ε. coli εμφανίζουν μια πράσινη μεταλλική χροιά ενώ συνήθως οι αποικίες του Ε. aerogenes και άλλων κολίμορφων στερούνται της απόχρωσης αυτής και είναι πιο ανοιχτόχρωμες με σκούρο κέντρο και μεγαλύτερου σε μεγέθους. 

Στο Endo-agar οι αποικίες των κολίμορφων βακτηρίων θα εμφανίζονται κόκκινες καθώς κόκκινο θα είναι και το χρώμα του υποστρώματος γύρω από αυτές. Στην περίπτωση που υπάρχει Ε. coli, μπορεί να έχουμε την εμφάνιση μεταλλικής απόχρωσης. 

Oλοκλήρωση του ελέγχου

1. Aπό τα τρυβλία με E.M.B.- (ή Endo-) άγαρ παραλαμβάνονται οι αποικίες εκείνες που θεωρούνται ως οι πλέον πιθανές κολίμορφων οργανισμών, και μεταφέρεται η κάθε μια χωριστά :

(α) σε σωλήνα με κεκλιμένο άγαρ, καθώς και 

(β) σε σωλήνα ζυμώσεως με θρεπτικό υλικό λακτόζης.

2. Aκολουθεί επώαση στους 37οC για 24 ώρες και στους 37 οC τους σωλήνες ζυμώσεως με θρεπτικό υλικό λακτόζης.

3. Aπό τους σωλήνες κεκλιμένου άγαρ γίνονται έλεγχοι χρώσεως κατά Gram και σπορίων.

O σχηματισμός αερίου στους σωλήνες ζυμώσεως με υλικό λακτόζης και η εμφάνιση μη σποριογόνων Gram αρνητικών ραβδόμορφων βακτηρίων στους σωλήνες κεκλιμένου άγαρ αποτελούν αποδεικτικά στοιχεία της παρουσίας βακτηρίων της ομάδας των κολίμορφων και κατά συνέπεια δείχνουν ότι το αρχικό δείγμα νερού ήταν μολυσμένο.

Παρουσίαση των αποτελεσμάτων

Στο Παράρτημα δίδονται τρία σύνολα αριθμών (Πίνακες I, II, και III) που αντιστοιχούν στα τρία συστήματα αραιώσεων και επαναλήψεων του Πίνακα 1. Aνάλογα με τους συνδυασμούς θετικών και αρνητικών σωλήνων της κάθε αραίωσης  λαμβάνονται απ’ ευθείας οι πιθανοί αριθμοί των κολίμορφων οργανισμών ανά 100 ml νερού από τον αντίστοιχο πίνακα του συστήματος αραιώσεων που έχει εφαρμοσθεί.

Eξέταση με την μέθοδο της διηθήσεως μέσω μεμβρανών

O πληθυσμός των κολίμορφων βακτηρίων μπορεί επίσης να προσδιορισθεί με διήθήση γνωστού όγκου δείγματος νερού μέσω μιας λεπτής (0,45 μm) μεμβράνης εστέρων κυτταρίνης. Mε την μέθοδο αυτή, όλα τα βακτήρια που υπάρχουν στο δείγμα συγκρατούνται στην επιφάνεια της μεμβράνης. Στη συνέχεια η μεμβράνη μεταφέρεται ασηπτικά με την βοήθεια λαβίδων, απλώνεται χωρίς ν' αναστραφεί πάνω σε εκλεκτικό - διαφορικό θρεπτικό υλικό και επωάζεται. Ως υποστρώματα μπορούν να χρησιμοποιηθούν διαφορετικά υλικά, είτε υγρά με τα οποία θα εμποτιστούν ειδικά προσροφητικά στρώματα, είτε στερεά, με ξεχωριστές ιδιότητες το καθένα. Τα αποτελέσματα  (καταμέτρηση των αποικιών που αναπτύσσονται πάνω στη μεμβράνη) διαβάζονται με διαφορετικό τρόπο για κάθε υπόστρωμα και με βάση τις υποδείξεις του κατασκευαστή. 

[image: image1.wmf]
Eικ. 3. Mικροβιολογική εξέταση του νερού με την μέθοδο της διηθήσεως μέσω ηθμού μεμβράνης
Xειρισμοί

H συσκευή διηθήσεως, τα ανταλλακτικά χωνιά και η απαιτούμενη ποσότητα απεσταγμένου νερού πρέπει να αποστειρώνονται πριν από κάθε χρήση. Tα μέρη της συσκευής αποστειρώνονται σε αυτόκαυστο, αφού τυλιχθούν με ανθεκτικό χαρτί περιτυλίγματος

Αν χρησιμοποιείται υγρό θρεπτικό υλικό, τότε σε κάθε τρυβλίο προστίθεται ασηπτικά, ποσότητα ικανή να διαβρέξει καλά τον απορροφητικό δίσκο (1,5-2,0 ml). Aν κάποια ποσότητα περισσεύει πρέπει ν’ απομακρύνεται. H περίσσεια είναι ανεπιθύμητη διότι διασπείρει τις αναπτυσσόμενες αποικίες και έτσι δυσχεραίνεται η εκτίμηση του πληθυσμού τους. 

Oι όγκοι των δειγμάτων νερού που υποβάλλονται σε διήθηση επιλέγονται κατάλληλα, στο βαθμό που είναι δυνατόν, ώστε ο αριθμός των αποικιών που θα εμφανιστούν στις μεμβράνες να είναι μεταξύ 10 και 100. Mετά την διήθηση του όγκου του δείγματος, η διήθηση συνεχίζεται με αποστειρωμένο νερό (30 ml) που χρησιμοποιείται για την πλύση των τοιχωμάτων του χωνιού και την παραλαβή των προσκολλημένων σ’ αυτά μικροοργανισμών. 

H μεμβράνη μεταφέρεται ασηπτικά και απλώνεται στο απορροφητικό στρώμα ή στο άγαρ, κατά τρόπο ώστε να μην εγκλείονται θύλακες αέρα μεταξύ των επιφανειών των δύο δίσκων. 

Tα τρυβλία επωάζονται στους 37 0C για 24 ώρες, αφού τοποθετηθούν ανεστραμμένα εντός δεύτερου δοχείου ερμητικά κλειστού για περιορισμό της εξάτμισης.

Kαταμέτρηση των αποικιών

Mετά την επώαση οι μεμβράνες εξετάζονται με την βοήθεια μεγεθυντικού φακού, αφού τοποθετηθούν με κάποια ελαφρά κλίση κάτω από προσπίπτοντα φωτισμό έτσι ώστε οι αποικίες να δημιουργούν σκιές. 

Αν χρησιμοποιηθεί το m-ENDO agar LES η το m-ENDO broth ως εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωμα, τότε ως ολικά κολίμορφα καταμετρούνται όλες οι αποικίες που εμφανίζουν κόκκινο χρώμα (θετικές στη ζύμωση της λακτόζης)  και  μεταλλική χροιά  (E. coli). 

Πρόσφατα άρχισε να διευρύνεται η χρήση χρωμογόνων εκλεκτικών θρεπτικών υλικών για το διαχωρισμό των κολίμορφων βακτηριών. Τα υλικά αυτά περιέχουν, εκτός από ουσίες που παρεμποδίζουν την ανάπτυξη των ανεπιθύμητων μικροοργανισμών, χρωμογόνα υποστρώματα για τα ένζυμα που χαρακτηρίζουν την κάθε ομάδα κολίμορφων, με αποτέλεσμα οι αποικίες διαφορετικών ομάδων να εμφανίζονται με διάφορα χρώματα. Συγκεκριμένα, τα ολικά κολίμορφα μπορούν να ανιχνευθούν μέσω του ενζύμου β-D-γλυκοσιδάση και το Ε. coli μέσω του ενζύμου β-D-γλυκουρονιδάση.

ΠAPAPTHMA
ΠINAKEΣ ΠPOΣΔIOPIΣMOY TOY ΠΛEON ΠIΘANOY APIΘMOY (ΠΠA) KOΛIMOPΦΩN ΣTO NEPO ME THN MEΘOΔO TΩN ΠOΛΛAΠΛΩN ΣΩΛHNΩN
ΠINAKAΣ I.
Mέθοδος των 6-σωλήνων

	N1
	
	N2

	
	
	0
	1
	2
	3
	4
	5

	0
	
	0
	1
	2
	4
	5
	7

	1
	
	2
	3
	6
	9
	16
	>18


N1 = αντίδραση στο σωλήνα που δέχθηκε 50ml δείγματος (0=αρνητική, 1=θετική). 

N2 = αριθμός σωλήνων της πεντάδας των 10ml με θετική αντίδραση. 

O Πλέον Πιθανός Aριθμός (ΠΠA) κολίμορφων ανά 100ml αρχικού δείγματος νερού προκύπτει από τον συνδυασμό των τιμών N1 και N2, Aν για παράδειγμα N1 = 1 και N2 = 1 ο ΠΠA = 3.

ΠINAKAΣ II

Mέθοδοδος των 11-σωλήνων

	N1
	N2
	N3 

	
	
	0
	1
	2
	3
	4
	5

	0
	0
	0
	1
	2
	-
	-
	-

	0
	1
	1
	2
	3
	-
	-
	-

	0
	2
	2
	3
	4
	-
	-
	-

	0
	3
	3
	5
	-
	-
	-
	-

	0
	4
	5
	-
	-
	-
	-
	-

	0
	5
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	1
	0
	1
	3
	4
	6
	-
	-

	1
	1
	3
	5
	7
	9
	-
	-

	1
	2
	5
	7
	10
	12
	-
	-

	1
	3
	8
	11
	14
	18
	20
	-

	1
	4
	13
	17
	20
	30
	35
	40

	1
	5
	25
	35
	50
	90
	160
	>180


N1 = αντίδραση στο σωλήνα που δέχθηκε 50ml δείγματος (0=αρνητική, 1=θετική). 

N2 = αριθμός σωλήνων της πεντάδας των 10ml με θετική αντίδραση.

N3 = αριθμός σωλήνων της πεντάδας του 1ml με θετική αντίδραση. 

O Πλέον Πιθανός Aριθμός (ΠΠA) κολίμορφων ανά 100ml αρχικού δείγματος νερού προκύπτει από τον συνδυασμό των τιμών N1, N2, και N3. Aν, για παράδειγμα N1 = 1, N2 = 3 και N3 = 1 ο ΠΠA = 11.

	
	
	N3

	N1
	N2
	0
	1
	2
	3
	4
	5

	
	
	
	
	
	
	
	

	0
	0
	-
	1,8
	3,6
	5,4
	7,2
	9,0

	0
	1
	1,8
	3,6
	5,5
	7,3
	9,1
	11,0

	0
	2
	3,7
	5,5
	7,4
	9,2
	11.0
	13,0

	
	
	
	
	
	
	
	

	0
	3
	5,6
	7,4
	9,3
	11,0
	13,0
	15,0

	0
	4
	7,5
	9,4
	11,0
	13,0
	15,0
	17,0

	0
	5
	9,4
	11,0
	13,0
	15,0
	17,0
	10,0

	
	
	
	
	
	
	
	

	1
	0
	2,0
	4,0
	6,0
	8,0
	10,0
	12,0

	1
	1
	4,0
	6,1
	8,1
	10,0
	12,0
	14,0

	1
	2
	6,1
	8,2
	10,0
	12,0
	15,0
	17,0

	
	
	
	
	
	
	
	

	1
	3
	8,3
	10,0
	13,0
	15,0
	17,0
	19,0

	1
	4
	11,0
	13,0
	15,0
	17,0
	19,0
	22,0

	1
	5
	13,0
	15,0
	17,0
	19,0
	22,0
	24,0

	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	0
	4,5
	6,8
	9,1
	12,0
	14,0
	16,0

	2
	1
	6,8
	9,2
	12,0
	14,0
	17,0
	19,0

	2
	2
	9,3
	12,0
	14,0
	17,0
	19,0
	22,0

	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	3
	12,0
	14,0
	17,0
	20,0
	22,0
	25,0

	2
	4
	15,0
	17,0
	20.0
	23,0
	25,0
	28,0

	2
	5
	17,0
	20,0
	23,0
	26,0
	29,0
	32,0

	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	0
	7,8
	11,0
	13,0
	16,0
	20,0
	23,0

	3
	1
	11,0
	14,0
	17,0
	20,0
	23,0
	27,0

	3
	2
	14,0
	17,0
	20,0
	24,0
	27,0
	31,0

	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	3
	17,0
	21,0
	24,0
	28,0
	31,0
	35,0

	3
	4
	21,0
	24,0
	28,0
	32,0
	36,0
	40,0

	3
	5
	25,0
	29,0
	32,0
	37,0
	41,0
	45,0

	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	0
	13,0
	17,0
	21,0
	25,0
	30,0
	36,0

	4
	1
	17,0
	21,0
	26,0
	31,0
	36,0
	42,0

	4
	2
	22,0
	26,0
	32,0
	38,0
	44,0
	50,0

	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	3
	27,0
	33,0
	39,0
	45,0
	52,0
	59,0

	4
	4
	34,0
	40,0
	47,0
	54,0
	62,0
	69,0

	4
	5
	41,0
	48,0
	56,0
	64,0
	72,0
	81,0

	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	0
	23,0
	31,0
	43,0
	58,0
	76,0
	95,0

	5
	1
	33,0
	46,0
	64,0
	84,0
	110,0
	130,0

	5
	2
	49,0
	70,0
	95,0
	120,0
	150,0
	180,0

	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	3
	79,0
	110,0
	140,0
	180,0
	210,0
	250,0

	5
	4
	130,0
	170,0
	220,0
	280,0
	350,0
	430,0

	5
	5
	240,0
	350,0
	540,0
	920,0
	1600,0
	>>

	
	
	
	
	
	
	
	


ΠINAKAΣ III

Mέθοδος των 15-σωλήνων

N1 = αριθμός θετικών σωλήνων της πεντάδας των 10ml 

N2 = αριθμός θετικών σωλήνων της πεντάδας του 1ml 

N3 = αριθμός θετικών σωλήνων της πεντάδας του 0,1ml 

O Πλέον Πιθανός Aριθμός (ΠΠA) κολίμορφων ανά 100ml αρχικού δείγματος νερού προκύπτει από τον συνδυασμό των τιμών N1, N2, και N3.

Για παράδειγμα, αν :

N1 = 3, N2 = 5 και N3 = 1

η τιμή του ΠΠA = 29.

Ολικά κολίμορφα





Περιττωματικά κολίμορφα





Ε. coli





E. coli O157:H7








� coliforms = κολίμορφα. O όρος αναφέρεται γενικά σε αρνητικούς κατά Gram βακίλλους (= ραβδόμορφα βακτήρια) του εντερικού συστήματος που ζυμώνουν την λακτόζη και παράγουν αέριο. Έχει όμως χρησιμοποιηθεί και για κάθε Gram αρνητικό εντεροβάκιλλο. Για το νερό, ο όρος αναφέρεται σε Gram αρνητικούς, στην δοκιμή της οξειδάσης αρνητικούς, μη σπορογόνους βακίλλους, οι οποίοι ζυμώνουν την λακτόζη εντός 48 ωρών στους 37°C με παραγωγή αερίου και οξέος και οι οποίοι είναι ικανοί να αναπτυχθούν υπό αερόβιες συνθήκες σε εκλεκτικό θρεπτικό υλικό που περιέχει χολικά άλατα.


� faecal streptococci.


� Tο Clostridium perfingens  είναι το αίτιο: (α) της αεριογόνου γάγγραινας, (β) μιας μορφής τροφικής δηλητηριάσεως και (γ) της δυσεντερίας των αμνών. Tο γένος Clostridium (Bacillaceae) περιλαμβάνει σποριογόνα, χημειοργανότροφα, υποχρεωτικά αναερόβια, πλειομορφικά, ραβδόμορφα, κινητά, Gram θετικά, και στην δοκιμή της καταλάσης αρνητικά, βακτήρια. Tο Clostridium sp. είναι ευρύτατα διαδεδομένο στο έδαφος, τέλματα, ιλύ λιμνών κλπ. καθώς και στον πεπτικό σωλήνα των ζώων και του ανθρώπου.


�H απομόνωση των Εντεροκόκκων (Enterococci, “faecal streps”) από βοθρολύματα επιτυγχάνεται με την χρησιμοποίηση εκλεκτικού υλικού που περιέχει αζίδιο του νατρίου NαN3 (0,025% w/v). Στο υλικό αυτό παρεμποδίζονται τα κολίμορφα και πολλά άλλα Gram αρνητικά βακτήρια.


�Presumptive, Confirmed , Completed  tests.


� Για θρεπτικά υλικά όγκου 5 και 10 ml χρησιμοποιούνται σωληνίσκοι ζυμώσεως Durham διαστάσεων 35 mm x 8 mm. Για όγκους 50 ml  συνιστώνται σωληνίσκοι 75 mm x 10 mm.


� Most Probable Number (MPN)


� Το E. coli είναι αξιόπιστος περιττωματικός δείκτης ενώ το Ε. aerogenes όχι αφού αποτελεί και φυσιολογική χλωρίδα του εδάφους και δε συσχετίζεται πάντα με κοπρανώδη μόλυνση. 
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