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EXAMENUL MICROBIOLOGIC SANITAR
AL APEIl

57.1. DATE GENERALE: CADRUL PROBLEMEI S1 INDICATII

Flora microbiand a apelor naturale depinde in mare misurd de originea lor. Se
deosebesc:

a) ape superficiale (dulci), care cuprind apele curgitoare din rauri, parauri §i apele
stititoare din lacuri, iazurl, diverse rezervoare;

b) ape subterane din izvoare, fAntani arteziene;

¢) ape atmosferice provenite din z3pada, ploaie;

d) ape de mare.

Din punctul de vedere al utilizsrii distingem:

a) apa potabila 5i menajerd din sisteme centralizate de aprovizionare §i necentralizate
(fantani, izvoare, arteziene);

b) apa bazinelor de Inot;

¢} gheata medicinalad si menajera;

d) apele reziduale (fecaloid-menajere, industriale, mixte).

Analiza bacteriologici sanitard a apei se efectuecaza pentru controlul curent al calitatii
apei potabile furnizatd de instalatii centrale sau din surse locale Ia toate etapele aprovizi-
ondrii incepand de la locul captarii, la instalatiile de epurare, In diferite puncte din rejeana
de distributie, pana la robinetele apeductului intern.

Apa bazinelor de tnot se examineaza in mod planificat (controlul curent) si la indicatii
epidemiologice. Apa din bazinele de inot trebuie sii corespunda cerinfelor apei de robinet.

Analiza apelor de suprafatd se face pentru aprecierea posibilitafii folosirii rezer-
vorului de api ca sursd de aprovizionare cu apd potabild §i menajera sam in scopuri
recreationale, uneori in scopul determinarii sursei de poluare fecald gi pentru aprecierea
capacititii de autoepurare.

Scopul examenului bacteriologic sanitar al apelor reziduale este de a controla
eficienta epurarii gi dezinfecjiei lor §i a sedimentului. Se verificd corectitudinea exploatirii
instalagiilor de epurare, ccea ce permite depistarea din timp a patrunderii microorganis-
melor patogene In rezervor o datli cu apele reziduale,

In concluzie, examenul bacieriologic sanitar al apei se efectueazi pentru:

a selectarea sursclor de alimentare central cu apa potabili gi menajers;

; controlul periodic al eficienfei dezinfectiei apei potabile furnizats de instalatii
centrale;

a determinarea calitdfii apei utilizate din surse locale;
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a controlul starii sanitaro-epidemiologice a apelor bazinelor deschise (lacuri, iazuri,
fluvii);

a controlu! eficienjei dezinfectiei apei din bazinele de inot;

s controlul calitifii epurarii apelor reziduale;

m investigarea izbucnirilor hidrice de boli infectioase.

Realizarea acestor scopuri este prevazutd in urmatoarele documente normative: STAS
2761-84 «Sursele de alimentare central2 cu apa potabild gi menajera»; STAS 2874-82 «Apa
potabila, Ceringele igienice si controlul calititiis; STAS 18963-73 «Apa potabild. Metodele
analizei sanitaro-bacteriologice»; Indicatiile metodice 2285-8]1 «Cu privire la analiza
sanitaro-microbiologici a bazinelor deschises.

Incadrarea apelor in prevederile standardelor de stat se efectueazd dupd urmatorii
indicatori microbiologici:

a titrul §i indicele coliformilor, coliformilor fecali, enterocociltor, stafilococilor;

= numarul total de microorganisme.

La indicatii epidemiologice se determind prezenta microorganismelor patogene (sal-
monele, shigele, leptospire, vibrionul holeric 3.3.).

57.2. EFECTUAREA ANALIZEI

57.2.1. Recoitarea, conservarea si transportul probelor de apa

Probele de ap4 se recolteazi in flacoane sierile previazute cu dopuri de sticla sau de
vata In tifon si capac de hartie legat cu sfoar in jurul gatului.

Apa de conducta se recolteaza in volum de 500 ml direct la robinet. In prealabil se
frambeaza robinetul cu un tampon de vati imbibat cu alcool, apoi se deschide complet si
se agteaptd s3 curgi apa 10 minute. Se scoate dopul §i se mentine flaconul sub coloana de
apa pentru a-l umple pani la cca | cm sub dop. Apa clorinat3 se recolteazi in flacoane cu
declorator: 10 mg hiposuifit de sodiu pentru 500 ml ap3. Se astupa flaconul cu dopul, se
fixeazd cu sfoard capacul de hartie §i se cticheteaza. in documentul Insotitor se indica:
locul, data (ziua, luna, anul) si ora recoltdrii, analizele solicitate gi numele persoanei care
a recoltat proba.

Din izvoare se recolteaza proba direct din cureatul de apd sau dia mijlocul izvorului,
la adancime de 10—15 cm de la suprafaga. De la aceeasi adancime se recolteazi yi apa din
fantani sau din fantani arteziene.

Din bazinele deschise se recolteaza o serie de probe la distange diferite de mal si la
diferite adancimi cu ajutorul unor batometre, care sunt flacoane cu suport metalic. In acest
caz, in documentul de Insotire se indica distanta de la mal, adancimea, distania surselor
de poluare, viteza scurgerii, temperatura apei i aerului.

Volumul apelor reziduale recoltat peniru analizi este diferit in functie de scopul
analizei si locul recoltarii (la etapele de epurare, dupa dezinfectare, la locul scurgerii) si
variazi de la 10 la 500 ml.

Gheata se recolteazl in bucifi de 2 kg, iar in laborator se spala cu apa sterild si, din
profunzime, se taie cu instrumente sierile cateva buc3fi cu masa totald de 500 g, care se
introduc In vas steril, se mentin la temperatara camerei pana Ia topire, apoi se examineazi.

Pentru depistarea microorganismelor patogene, In functie de gradul prezumptiv de
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impurificare, se recolteazi 3 litri de apa de robinet, 1 litru apa din bazinele deschise,
S50—100 ml ape reziduale.

Probeie de apa se transporti in truse frigorifice sau In 13zi termoizolate in care s¢
mentine temperatura de 1—2°C. Analiza apei trebuie facu12 in cel mult 2 ore din momentul
recoltirii. Temporizarea examenului pAna la 6 ore se admite excepjional daca se pastreaza
proba la +4°C. Probele primite in laborator se inregistreaza in registre speciale.

57.2.2. Determinarea numarului total de microorganisme (NTM)

Numarul total de microorganisme include germenii mezofili saprofiti, facultativ
anaerobi, care populeazd rezervorul de apa si sunt capabili s3 formeze, pe mediile de
cultur3, colonii vizibile cu ochiul liber sau cu lupa la marire de 2—5X.

Cand se examineaza apa curat, se pipeteazi aseptic cate 1 ml, din probele nediluate,
in doul cutii Petri sterile, in care se tocarna imediat cate S—7 ml geloza nutritiva topita si
racita la 45°C. Se omogenizeaza conginutul cutiilor §i se repartizeazi uniform prin migcari
usoare de rotajie, fara a ridica cutia de pe suprafaja mesei. Dupa solidificarea gelozei,
cutiile se introduc In termostat, cu capacul in jos, peniru incubare.

Daca se examineaza apa mai impurificatd (din rezervoare deschise, ape reziduale},
se pregatesc dilutii decimale succesive: se pipeteazi 1| m! apa nediluata intr-o eprubeté cu
9 ml apa de robinet steril3, se omogenizeaz3 amestecul si se obtine ditutia 10°"; 1 ml din
ace,gs:a dilutie se transferd in alti eprubetd cu 9 ml apa sterili, pentru a obgine dilutia
107¢ etc. Pentru fiecare dilujie se utilizeaza o pipeta aparte. In functie de gradul impurifi-
carii se pregatesc dilutii de la 10" 1a 10°°. Din fiecare dilutie, folosind pipete noi, sterile,
se insAmAanteazs cite 1 ml in 2 cuiii Petni sterile §i se toarna gelozi nutritivi ca st la analiza
apei nediluate.

Cand se examineazd apa furnizatd de instalatiile centrale sau din surse de
aprovizionare cu apd polabild §i menajerd, din zonele de recreafie, bazinele de tnot, se
determind numdrul de microorganisme saprofite capabile sa se dezvolte la 37°C tn 24 ore.
Dar cand se selecteazi o sursd noud de aprovizionare cu apd, trebuie sa determindm dou
grupe de microorganisme: numdrul microorganismelor saprofite care se dezvoltd la
20—22°C tn 48 ore si numarul celor care cresc la 37°C tn 24 ore. Deci trebuie 53 insamanjam
cu fiecare dilutie 2 seturi de cate 2 plici.

La temperatura de 20—22°C creste un numir considerabil mai mare de microbi mai
activi in procesul de autoepurare a rezervorului de api. In cazul unei poluiri cu ape
reziduale ambele grupe de microorganisme apar in cantit3ti apropiate si de aceea dinamica
numericd a acestui indice este considerati ca un undicator sensibil al poluarii rezervorului
de api cu substante organice.

Dupa incubare se numari toate coloniile crescute atat 1a suprafaja, cat gi In prafun-
zimea gelozei. Pentru numirare se aleg plicile insAm2ntate cu dilutiile din care au ¢rescut
intre 40 si 300 de colonii, procedeu care minimizeazi eroarca. Numararea se face pe fundul
cutiei, marcand cu creionul fiecare colonie. Dac3 nu ne putem incadra in aceasia conditie
si pe placi au crescut mai mult de 300 colonii, recurgem la dispozitive speciale de numarare:
o placi de sticld impartita In patrate cu latura de 1 cm. Se numaci coloniile din 10 pitrate
in diferite sectoare ale placii 5i se determind numirul mediu de colonii intr-un patrat.
Numarul total de colonii reiese din formula:

X=8 =zR%

unde:
X — numarul de colonii pe toatd suprafata plicii;
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S — numarul de colonii per patrat;

=314

R — raza placii.

E.g., dach S este egal cu 10 si raza cu § cm, atunci numirul de colonii crescute pe
suprafaga placti este 10 x 3,14 x 25 = 785.

Numiritoarea cotoniilor se simplifici, daca folosim dispozitive cu contor automat: la
contactul electrostiloului cu suprafata placii, unde este colonia, impulsul se transmiie la
contorul care inregistreazi colonia, iar pe ecranul contorului apare cifra insurpatid a
coloniilor.

Numarul total al bacteriilor/ml proba se calcuieaza ca produs al numarului mediu
de colonii per placa cu inversul dilugiei insamaniate.

57.2.3. Determinarea coliformilor

Aceste bacterii pAtrund in mediul ambiant, inclusiv in ap3, cu materiile fecale ale
omului §i animalelor, din care cauza prezenja lor indicA o impurificare fecald. Numarul
coliformilor in api caracterizeaza gradul de poluare si, respectiv, pericolul epidemiologic
de infectii intestinale.

Determinarea coliformilfor se efectucazi prin doud metode: metoda membranelor
filtrante §i metoda titrarii (fermentarii).

57.2.3.1. Metoda membranelor filtrante

Prin aceasti metoda se determind indicele coli: cantitatea de bacterii coliforme
intr-un litru de apA. Metoda este precisa, accesibita gi economica. Se bazeaza pe capacitatea
membranelor filtrante de a rejine pe suprafaid bacteriile din apa examinati cu cultivare
ulterioard pe medii diferengiale i identificarea lor,

Intrebuinjim membrane filirante din nitrocelulozd N2 si N3. In prealabil
membranele, examinate macroscopic pentru a le exclude pe cele cu orificii sau fisuri, se
fierb 10 minute in apa distilati. Fierberea se repet de 3—35 ori cu schimbarea apei, pentru
a Inlatura resturile de solventi utilizati 1a fabricarea lor. Se pisireazi membranele uscate
in api distilata, iar in ziva analizei se mai fierb o dati timp de 10 minute. Filtrarea se
efectueaza cu dispozitivul filtrant Seitz sterilizat prin flambare cu un tampon de vata
imbibat cu alcool etilic. Cu o pensa sterild se monteazi membrana filirantd pe o rejea
metalici, apoi se fixeaza palnia cu suruburile de ajustare. Se acfioneaza sistemul de vacuum
(pompa de vid, trompa de apa) si se filtreazi un volum de api calculat in asa mod ca pe
membrana filtranti s3 creasci cef mult 30 de colonii izolate. E.g se filtreazi un volum de
333 ml de apa furnizata din instalatii centrale sau 100 ml de api din surse necentralizate
ori din bazinele de inot. O proba se filtreaza fractionat prin 2—3 membrane. Fiecare
membrani, scoasi cu pensa sterild, se aplicd, cu suprafata pe care s-au fixat bacteriile in
sus, pe o placa cu mediul Endo. Pe aceeagi placa se pot aplica 3—4 membrane, Dupa ce
se marcheazi volumul filtrat prin fiecare membrans, numarul probei gi data, se incubeazi
placile 24 ore la 37°C. Daca in volumul de ap3 filtrata sunt prezensi coliformi, pe suprafata
membranelor filtrante cresc colonii tipice pentru bacterii ¢oli: rogii-inchis cu lucin metalic
sau roz cu centrul rosu. Din colonii se efectueazi frotiuri, care se coloreazid Gram si se
examineazad microscopic. Prin testul oxidazei se diferenfiazd coloniile de Enterobac-
teriaceae (oxidazonegative) de cele de Pseudomonadaceae {oxidazopozitive). Peniru aceas-
ta se transferd, cu pensi sterild, membrana filtranta cu colonii pe o hartie de filtru imbibata
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cn reactival a-naftoldimetilparafenilendiamini. Coloniile de coliformi sunt oxidazonegative
(nu isi modificA culoarea rosie) gi semnificA o poluare fecald a apei. Coloniile care in
interval de 2—5 minute devin albastre sunt oxidazopozitive §i nu se iau in consideratie.

In cazuri nesigure (colorii roz sau incolore, dar oxidazonegative) se studiaza
suplimentar capacitatea de fermentare a glucozei la 37°C cu formare de acid si gaz.

Pentru determinarea indicelui coli, numirul de colonii tipice pentru coliformi se
inmuiteste cu 1000 si se imparte 1a volumul de api filtrata. E. g., se filireaza 300 ml apa
prin 2 membrane pe care au crescut 2 si, respectiv, 4 colonii. Indicele coli va fi egal cu (6
x 1000) : 300 = 20.

Titrul coli, cantitatea minim3 de ap3 care contine o bacterie coliforma, se calculeaza
imparjind 1000 la valoarea indicelui coli. Continuand exemplul de mai sus: 1000 : 2 = 50
ml.

Conform cerinjelor STAS, indicele coli maxim admis pentru apa potabil: este 3, iar
pentru bazinele de inot 10,

57.2.3.2. Metoda titrarii

Aceastd metoda consti in determinarea titrului coli i a indicelui coli prin Ins¥man-
jarea anumitor volume de ap in medii de imbogatire incubate 1a 37°C cu repicare ulterioars
pe mediul Endo si identificarea culturilor izolate. Ca mediu de Imbogatire serveste bulionul
peptonat cu glucoza/lactoza, indicator de pH si tuburi Durham pentru indicarea gazului.
Volumele de apa insdmangate diferd in functie de gradul impurific3rii. Astfel din probele
prelevate:

w la intrarea in reteaua de aprovizionare ceniralid si de Ia robinet se insAimanteaza
cate 3 volume de 100 ml, 3 volume de 10 ml gi 3 volume de 1 ml;

m la etapele de epurare si dezinfectare se Insamanteszi 100; 10; 1 si 0,1 ml;

a din apa bazinelor de suprafati se insamanteaza 10; 1; 0,1 si 0,01 ml;

= din apele rezldualc pana la epurare se¢ Insiminteazd cate Iml din fiecare dilugie
decimala de la 107 pana la 10 , iar dupd epurare | si 0,1 ml din proba ca atare si cate
1 ml din dilutiile 1072 i 1073, Volumclc de 100 si 10 ml se insamanieazi in flacoane cu
mediu dublu concentrat, iar volumele de 1 si 0,1 ml in eprubete cu mediul normal con-
centrat. Recipientele ins2maniate se incubeaza 24 ore la 37°C.

In etapa a doua, din eprubetele cu turbiditate, acid si gaz, se efectueazi repiciri in
sectoare pe placi cu mediul Endo, care, de asemenea, se incubeazi 24 ore la 37°C. Coloniile
cu aspecte tipice peniru coliformi se controleaz prin proba oxidazei. Prezenta bacililor
gramnegativi i oxidazonegativi permite formularca unui raspuns pozitiv. Apartenenta la
grupul coliformilor a coloaiilor atipice (roz, incolore) se apreciazi prin confirmarea ca sunt
bacili gramnegativi, care nu produc oxidaza, dar degradeazi glucoza cu acid st gaz la 37°C.
Rezuitatele le exprimam prin indicele coli gi titrul coli, consultand tabelele speciale (tabelul
57.1 5i §7.2).

Din grupul coliformilor se diferentiazd coliformii fecali: bacili gramnegativi,
nesporulati, care nu produc oxidaza §i degradeazi lactoza cu producere de acid si gaz
dupi 24 ore la 37°C. Numarul coliformilor fecali indica gradul poluirii fecale a apei si
demonstreaza, indirect, pericolul epidemiologic in ce priveste agentii patogeni ai infectiilor
intestinale.
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Escherichia coli este un indicator suplimentar, care demonstreazd o poluare fecaia
recentd. Se izoleaza in bulion biliat cu lactozi si acid boric sau bulion biliat cu verde briliant
si lactozi. Drept E. coli consideram bacteriile lactozopozitive, care degradeazi lactoza cu
formare de acid §i gaz la temperatura de 44 =0,5°C in prezenta inhibitorilor florei de
asociatie si produc indol Ia aceeasi temperatura.

Tabelu! 57.1. Determinarea coliformilor per litru de apa potabild furnizata centralizat

Numirul rezuitatelor pozitive din 3 volume, m? Indicele coli Titru? coli
100 10 1
0 0 0 <3 >333
0 0 1 3 333
0 1 0 3 333
1 0 0 4 250
i 0 3 7 143
1 1 0 7 143
1 1 1 11 91
1 2 0 11 91
2 0 0 9 111
2 0 1 14 72
2 | S 0 15 67
2 { t 20 50
2 2 0 21 48
2 2 t 28 86
3 0 0 23 43
3 0 1 39 26

Tebeluf 57.2. Determinarea coliformilor per litru de ap3 la etapele de epurare

Yolumul de aph examinatd, ml Indicele coli Titrul cofi

100 10 1 0.1

- - = — <9 >111
— — + — 9 1ni
- + - - 10 105
+ — - — 23 43
+ -— + - 94 10
+ * — hd 230 4
i + — + 968 1
+ + + — 2380 0,4
ok + + + >2380 <0.4

57.2.4. Determinarea enterococilor

Enterococii sunt considerati ca un indicator microbiologic al unei impurificari fecale
recente. Ei pitrund In mediul ambiant cu fecalele omului, animalelor sau pasarilor si sunt
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mai rezistengi, in comparatie cu coliformii, 1a acfiunea temperaturii i substangelor dezin-
fectante. Sunt un indicator prejios in analiza apei bazinelor de inot. Dacd indiceie
enterococilor depiseste 500, se presupune o poluare fecald recentd gi rezervorul de apé
este considerat nefavorabil din punct de vedere epidemiologic.

Depistarea enterococilor se efectueaza prin metoda membranelor filtrante sau, in
cazul unei impurificiri masive, a titrarii,

57.2.4.1. Metoda membranelor filtrante

Volumul de ap3 care trebuie filtrat se stabileste in raport cu gradul prezumtiv de
impurificare. Dup filtrare, uzuals, se transferd membranele filirante pe o placa cu mediu
Slanetz-Bartley (geloza cu extract de levura, glucoza, azid de sodiu, clorura de trifenil-
tetrazoliu), care este incubata 24 ore la 37°C. Pe acest mediu enterococii formeaza colonii
mici, bombate, rotunde, de culoare visinie-Inchis. Identificarea se face pe baza caracterelor
morfotinctoriale gi prin testarea catalazei. Pentru determinarea catalazei se depune pe
suprafaja coloniei ¢ pickturd din solugia 3% de peroxid de hidrogen. Aparitia bulelor indica
oroducerea de catre bacterii a catalazei §i asemenea colonii nu se iau In consideratie.
Enterococii sunt catalazonegativi. Indicele enterococifor se calculeazz dupa formula:

numar colonii de enterococi
1000
volum de apa filtrat p s

57.2.4.2. Metoda de titrare

Se insimanteazi diferite volume de api In mediul de imbogijire cu repicare ul-
tericard pe mediu solid selectiv, pentru 2 obtine colonii izolate, care se identificd §i se
determind indicele.

Se insimanteaza volume de 100 si 10 ml apa, In 100 ml si, respectiv, 10 m} mediu
de imbogatire dublu concentrat (bulion peptonat alcalin cu glucoza, extract de levura,
polimixina, albastru de bromtimol), iar volumele de 1 ml ale dilutiilor se insdmanteaza in
5 ml de mediu cu concentratie obisnuitd. Se incubeaza probele insamantaie 24 ore la 37°C.
In etapa a doua se repica toate probele pozitive (turbiditate, virajul culorii in galben) in
sectoare pe placi Petri cu mediu selectiv (geloza cu lapte, cristal violet si telurit de potasiu),

Dupa 24 ore de incubare la 37°C, se verifici microscopic, pe frotiu colorat Gram,
coloniile negre, bombate, cu lucin metalic §i se stabileste indicele enterococilor consultand
tabelele standard.

57.2.5. Determinarea stafilococilor

Acest indicator microbiologic este necesar la analiza apei In zonele de recreatie si
bazinele de inot. Depistarea a mai muit de 100 stafilococi/ml indici o calitate necorespun-
zitoare a apei.

Stafilococii pot fi depisiati prin metoda membranelor filtrante, Insamangare directa
sau prin titrare.
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57.2.5.1. Metoda membranelor filtrante

Se filtreazd 50 ml apd prin 2—3 membrane, care se transferd apoi pe geloza
hiperclorurati cu lapte i ou. Se incubeaza plicile 24 ore la 37°C. Se numara coloniile
bombate, lucicase cu o zoni de opacifiere. Identitatea stafilococilor se confirma prin micros-
copia frotiului din coloniile suspecte colorat Gram, testarea lecitinazei si coagulazei. In-
dicele stafilococilor se calculeazd dupa formula indicatd mai sus pentru enterococi.

57.2.5.2. Insamantarea directa

Se insimAanteaza cate 0,5 ml in 2 cutii sau cate 0,2 ml in 5 cutii Petri cu geloza
hiperciorurati ea lapte si on. Dup incubare, se numara coloniile suspecte, se identifica gi
se stabileste indicele stafilococilor tindnd cont de volumul de apa insamantat.

57.2.5.3. Metoda de titrare

In metoda de titrare se insimanjeazi 10; 1; 0,1 ml apid in mediul de imbogatire
(bulion peptonat cu 10% clorura de sodiu). Dupi 48 ore de incubare la 37°C se fac repicari
pe geloza hipercloruratd cu laple si ou, pentru identificarea ulterioard uzuald a
stafilococilor. Indicele si titrul stafilococilor se calculeaz folosind tabelele standard.

57.2.6. Izolarea microflorei patogene

Analiza microbiologica sanitara a apei pentru depistarea microflorei patogene se face,
de regulad, numai [a indicatii epidemiologice. Aceste examindri sunt justificate in urma-
toarele circumstanje;

m cAnd indicele coli al apei potabile nu corespunde exigeniei standardelor de stat;

w cand se selecteazd surse de aprovizionare centralizata cu apa;

a in zonele de recreatie;

m la constructia statiunilor balneare, caselor de odihna, institutiilor de copii;

a pentru aprecierea eficientei instalatiilor de epurare a apelor reziduale.

Probele necesare suat: 1—3 litri apa potabila, 1 litru din bazinele deschise, 100 ml
apa reziduaia, 1—20 g sediment al apelor reziduale. Din bazinele deschise sc recolteazi
probe in locurile stagnante, de la suprafaja si de la adancimea de 50—100 cm.

57.2.6. 1. Depistarea salmonelelor

Din apa potabili si din bazine deschise se insAiménjeaza volume de 200 ml in medii
de imbogatire {e.g. bulion cu selenit, bulion tetrationat cu verde briliant, mediu cu mag-
neziu). Dupi incubare de 24 ore la 37°C, din fiecare flacon se fac repiciri pe placi cu
mediul bismut-sulfit, care sunt incubate 48 ore la 37°C. Coloniile suspecte (rotunde, negre,
Incioase) se repica, pentru triajul biochimic, in mediul Olkenifki cu incubare de 24 ore la
37°C. Salmonelele acidifiazi coloana mediului (fermenteaza glucoza) fara a modifica panta
{nu fermenteaz3 lactoza si zaharoza si nu hidrolizcaza ureea). Se identifica culturile izolase
dupa caractereie biochimice si serologice.
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57.2.6.2. Depistarea shigelelor

Se insamanteaza 400 mi apa in 100 ml medin de imbogatire (bulion cu selenit sau,
mai bine, bulion alcalin Hajna pentru imbogatirea bacililor gramnegativi}). Dupa 24 ore de
incubare la 37°C se repica fiecare probi pe cate S plici cu mediu Levine sau Ploskirev,
care sunt incubate 24—48 ore la 37°C. Coloniile suspecte, incolore, se repica in mediul
Olkenitki, care indica, dupi 24 ore de incubare la 37°C, numai fermentarea glucozei
(acidifierea coloanei). Izolatele sugestive se identifica biochimic (fermentarea glucidelor,
producerea indolului, hidrogenului sulfurat $.a.) si antigenic (reactii de aglutinare pe lama,
initial cu seruri polivalente, apoi, daca reactia este pozitivd, cu fiecare ser din amestec).

Serovarurile si subserovarurile se determin3 cu seruri specifice adsorbite. Pentru
determinarea biovarurilor Sk sonnei se insdmanjeazd cultura izolatd in medii ¢cn xiloza §i
ramnoza.

57.2.6.3. Depistarea vibrionilor holerici

Se recolteazi probe de 1—2 litri de api potabild sau din bazinele deschise, 0,5 litri
din ape reziduale si 200 ml depuneri de la fundul rezervorului de apa. Probele marcate se
introduc in containere metalice {(casolete, cratite, caldari) si se expediazi prin curier
special.

Izolarea vibrionilor poate fi efectuath prin metoda membranelor filtrante sau prin
insamantare in medii de imbogitire. La inceput se stabileste pH-ul apei, care trebuie
alcatinizata cu solutie 10% hidroxid de sodiu pana la pH 8,0, apoi se toarni proba in dous
recipiente cu volumul de pana }a 1 litru, in care se adauga solutie 10% de peptona, pentru
a objine apa pepionati 1 % alcalina, mediu electiv pentru vibrionii holerici. Dupa incubare
5 ore la 37°C, pe suprafata mediului apare o pelicula fina azurie, care trebuie repicata in
a doua apa peptonati si pe geloza alcalina,

Microscopia pe preparat umed intre lam3 §i lamela (controlcaza mobilitatea) si pe
frotiu colorat Gram, urmate de reactia de aglutinare pe lami cu serul spccific anti-O:},
permit objinerea unui rezultat preliminar. Dup3 inck 5—6 ore coloniile suspecte de pe
geloza alcalind, care aglutineaza cu serul anti-O:1, se repica pe geloza cu lactoza gi zaharo-
2a. Citirea rezultatelor se face dupad 16—18 ore de termostatare. Vibrionii fermenteaz
zaharoza (acidifierea coloanei). Identificarea definitiva a culturii izolate se face prin testele
cunoscute,

57.2.6.4. Depistarea leptospirelor

Pentru depistarea leptospirelor se examineazi mai frecvent apa din iazuri, lacuri
mici, fluvii, care servesc atat pentru scildat, cat si pentru adaparea animalelor, Se recol-
teaza minimum 300 ml apa, nimolul de la fund §i nisipul. Examinarea se face prin metoda
microscopiei directe, bacteriologicad si biologica.

Microscopia. Din proba de apa centrifugatd sau filtratd prin membrane filtrante se
pregitesc cel pujin 10 preparate Intre lam3 si lamela, care se examineazi la microscopul
cu fond intunecat.
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In metoda bacteriologicd se insamanjeazd sedimentul dupa centrifugare in mediul
Vervoort-Wolff (ap3 sterila de robinet cu ser de iepure inactivat la 56°C timp de 30 minute)
si se incubeazi cultura 10—15 zile 1a 28—30°C. Pentru a urmdri cresterea leptospiretor,
se efectueazd preparate Intre lamj i lameld de la fundul eprubeiei si se examineaza la
microscopu! cu fond intunecat (mediul r3mane transparent). Identificarea leptospirelor se
face prin reactia de aglutinare-lizd (RAL) cu seruri specifice. Reacjia se mentine 2 ore in
termostat la 30°C. Pe preparatele intre lama si iameld observidm {a inceput aglutinarea
leptospirelor cu aspect de paianjen, apoi s¢ pierde mobilitatea si leptospirele se dezin-
tegreaza in formatiuni granulare.

Metoda biologicd consta in infectarea percutand a cobailor cu pielea de pe abdomen
si flancuri epilata si scarificatd. Se mentin animalele astfel pregatire timp de 2 ore in apa
de examinat incalzita la 30°C. Daca apa congine leptospire, animalele se tmbolnivesc dupa
5—-11 zile: temperatura se ridicd pana la 40—41°C, apare icterul sclerei, membraneior
mucease §i a pielii, Sangele si organele animalelor decedate sau sacrificate il insdmanjdm in
mediul Vervoort-Wolff, pentru a obtine cultura purd de leptospire.

57.3. APRECIEREA CALITATII APEI DUPA INDICATORII
BACTERIOLOGICI

In raport cu prevederile standardelor de stat, apa de robinet urmeaza sa contina cel
mult 100 microorganisme/ml, indicele coli s3 fie de cel mult 3 si titrul coli mai mare de
333. Apa bazinelor de inot trebuie s3 corespunda acelorasi exigente ca si apa de robinet;
titrul enterococilor sa fie de cel putin 10, iar stafilococi se admit pana la 20 UFC/litru.

Pentru apa potabila din fantani, izvoare este stabilit indicele coli pani la 10 si titrul
coli de cel pugin 100.

In apa din sursele de alimentare preconizate pentru o aprovizionare centrald cu
clorinare se admite un titru coli de cel pujin 1 si indicele coli de cel mult 1000, Daca aceeasi
sursa se preconizeaz) a fi utilizatd dupd o epurare completa si clorinare, titrul coli se cere
s3 fie mai mare de 0,1 si indicele coli mai mic de 10 000.

Indicele stafilococilor in zonele de recreatie nu trebuie si depaseasca 100.

Apa bazinelor care conjine enterococi i E. coli mai mult de 1000/ litru este con-
sideratd impurificata si periculoass din punct de vedere epidemiologic.

Sursele de apa nu trebuie sa confina flord patogeni.



