"EXAMEN

58.1. DATE GENERALE

98

UL MICROBIOLOGIC SANITAR
AL SOLULUI

Analiza microbiologica sanitard a solului ne permite si-i apreciem starea sanitaro-
epidemiologicd, pentru a elabora masuri igicnice orientate spre ocrotirea sanaiagii

populatiei. Examenul microbiologic al solului are ca obiective:

= alegerea terenurilor pentru construciia locuingelor, a institugiilor de copii {(crese,
gradinite, scoli, tabere de odihnd);

s rezolvarea problemei de aprovizionare cu apa si canalizare a localitagilor;
w controlul capacitdtii de autoepurare a solului;
m precizért privind implicarea posibild a solului in transmiterea unor boli infecjioase;
= determinarea duratei de supraviefuire a microorganismeior patogene in sol;

m aprecierea sanitard a plajetor si locurilor de odihn3 colectiva;

u supravegherea gridiniior de zarzavaturi irigate cu ape impurificate de suprafata.
Analiza microbiologica sanitard a solului se face curent sau preventiv.

Controlul sanitar curent include urméatorit indicatori microbiologici minimali:

a) determinarea coliformilor;
b) determinarea numéarului total de bacterii;
¢) titrul C.perfringens;
d) bacteriile termofile;
¢) bacteriile nitrificante (tabelul 58.1).

Tabelul 58.1. Calitatea solului In raport cu principalii indicatori bacteriologici

Solut Titrul NTM Microorganisme termofite/g
cotiformitor periringens —
Curat >10 >0,01 <10 000 100—1000
Poluat 0,9—0,01 0,009—0,0001 1060 600 — 1 000 600 1000 —100 000
Masiy poluat <0,00% <9,00009 1 000 000 100 000— 4 000 000

Controlul sanitar preventiv presupune o analizi completd care include:

a) toate testele minimale curente;
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b) numarul si procentul sporilor;

<) cantitatea actinomicctelor si fungilor;

d) microorganismele capabile s3 descompund celuloza;

e} microorganismele de amonificare;

) toxicitatea solului pentru microorganisme.

La indicajii epidemiologice se determind prezenta microorganismelor patogene: sal-
monele si shigele, bacilii tetanic, botulinic §i al antraxului.

58.2. EFECTUAREA ANALIZEI

58.2.1. Recoltarea, conservarea si transportul probelor

Recoltarea corecti a probelor impune descrierea localititii cu precizéri privind: carac-
terul reliefului, vegetatia, climatul, dimensiunile teritorinlui examinat, informatit despre
prezen;g sau lipsa canalizarii, distanja de la sursele de iénpuriﬁcare. Pe arii de pana la
1000 m” se selecteazd doul sectoare cu suprafata de 25 m*: unul mai aproape de sursa de
impurificare, iar altul (de control) la o anumitia departare.

Recoltarea solului se face cu linguri sau spatule metalice sterilizate, Din profunzimea
solului se recolteazi probe cu ajutorul unor dispozitive speciale. Probele de 200—300 g se
introduc in borcane de sticla cu dop slefuit san in pungi de polietilend neutri. Probele de
sol recoltate din 5 puncte amplasate pe diagonala sectorului sau in colfuri §i centrul lui
(regula plicului), s¢ amestecs intr-un vas steril, pentru a objine o prob3 medic de cel putin
1 kg. Proba, insotitd de o fisa in care este indicatd data, ora gi locul recoltarii, trebuie
iransportats imediat la laborator si conservati ia +4°C. Insamantarea, in aceste condiii,
s¢ poate temporiza cel mult 24 ore.

58.2.2. Pregatirea probei pentru analiza

Din proba de sol se indeparteaza corpii de dimensiuni mari ca pictricele, radicini,
bucati de sticla, frunze s.a. Dupi farimifarea i omogcenizarea probei intr-un mojar steril,
se cantaresc 30 g, care se introduc intr-un balon cu dop slefuit, ce contine perle de sticla
si 270 m! apa de robinet sterila. Prin agitare fngrijits, timp de 10 minute, sc objine dilutia
inigiald 107", din care se pregitesc apoi dilujii succesive decimale. Din dilugia 107, cy o
pipets sterili, se transferd 1 ml intr-o eprubeta cu 9 mt apa cge robinet sterild (dilufia 107°),
apot cu alta pipetd sterild se transferd | ml din dilugia 10 “ in alt3d eprubetd ¢cu 9 mi apa
de robinet sterila (dilugia 10™°) etc. Cand sec analizeazi un sof curat sunt suficiente difutii
pgnba 12 107° — 1074, insa pentru solul impurificat sunt necesare dilutii pani la cet pulin
197°,

58.2.3. Determinarea numaruivi total de bacterii

Se insamangeaza cate 1 ml din fiecare dilufie, bine omogenizati, paralel in douna cutii
Petri, In care se toarn3 imediat cate 7—10 ml geloza topita si racita fa 45°C. Sc amestech
bine geloza cu suspensia de sol prin rotagii gi, dupa solidificare, incubam plicilc 24 ore la
28—30°C. Pentru numdirare sc aleg dilutiile din care au crescut 50—150 colonii/placa.
Daca au crescut mai mult de 150 colonii, se numara coloniile de pe 1/4 din suprafasa placii
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cu recalcularea pentru toatd suprafata. Se determinid media aritmetici a coloniifor dezvol-
tate pe cele doua plici, apoi se calculeaza numairul coloniilor ce revin la 1 g sol luangd in
consideratie dilutia.

Importanta sanitari a numarului total de germeni saprofiti trebuie apreciatd numai
in coroborare cu alti indicatori microbiologici §i cu particularitajile solului examinat.

58.2.4. Determinarea coliformilor

Pentru determinarea poludrii fecale a solului se utilizeaza diferite metode de detec-
tare a coliformilor: de titrare, metoda membranelor filtrante sau insimantarea directi.

m Metoda de titrare. Din dilutiile pregltite se ins3manteaza flacoane §i eprubete cu
mediul Kessler, Din dilugia 107 se insAmanteazi, cu o pipeti sterila, 10 ml intr-un flacon
cu 50 ml mediu, ceea ce corespunde la 1 g sol. Din restul dilugiilor se insamanjeazd cate
1 m} in eprubete cu 9 ml mediu. Se termostateazi Insamantarile 48 ore la 37°C. Daca in
mediile insamangate nu se observad turbiditate si producerea gazului, se formuleaza un
raspuns regativ. Dacd apare turbiditatea mediilor sau turbiditate si gaz, atunci se fac
repicari pe placi cu mediul Endo sau cu geloza rozolicd (geloza nutritiva cu bila, lactozs,
acid rozolic, albastru de bromtimol), cu incubare 24 ore la 37°C. Lipsa cresterii pe mediile
de repicare permite formularea unui raspuns negativ. Daca cresc colonii tipice pentru
coliformi (rogii sau roz cu luciu metalic pe mediul Endo, galbene sau oranj pe mediul
rozolic), se verificA microscopic pe frotiuri colorate Gram, se controleazi activitatea
oxidazic3, apoi, pentru confirmare, se Insimanjeazd pe mediul semilichid glucozat cu
incubare 24 ore la 37°C. Aparitia acidului si gazului confirma prezenga coliformilor. Rezul-
tatul se exprimi in indice coli, adici numarul coliformilor ce revin la 1 g de sol.

w Metoda membranelor filtrante. Este 0 metoda rapida uuhzata frecvent in cazul
analizei unui sol mai putin poluat. Se centrifugeazi dilutia 107 a suspensiei de sol timp
de 5 minute la 2000 rpm pentru sedimentarea particulelor mai mari. Apoi se filtreaza §—10
m! din supernatant prin membrane filtrante N3. Analiza ulterioari se efectueaza identic
cu analiza apei, pentru a2 calcula numarut de colonii la 1 g sol.

» Insamantarea directd. Din solul locnnlor cu impurificare fecald masiva se insdman-
teazi cate 0,1 ml din dilugiile de la 10°! pana la 107 - pe plici cu mediul Endo. Dupi
incubare 24 ore la 37°C, se numaira coloniile tipice pentru coliformi. Identificarea se
efectueaza prin testele uzuale, Rezuliatele le exprim3m in titrul coli sau indicele coli.

58.2.5. Determinarea C.perfringens

Depistarea in sol a C.perfringens indica o impurificare fecalt §i, indirect, prezenja
in sol si a unor clostridii patogene cum sunt: C.fetani, C.botulinunt, care ajung in sol de¢
asemenea cu materiile fecale ale omului gi animalelor. Decelarca germenilor sulfitoreducitor
se poate efectua prin diferite metode.

» In mediul Wilson-Blaire. Din dilujiile de sol de la 107 pani la 10°6 se pipetcaza
cate 1 ml in doua randuri de eprubete sterile. Unul din aceste randuri se incilzeste 15 minute
1a 80°C, pentru distrugerea formelor vegetative. Apoi, in fiecare eprubeta din ambele randuri,
se pipeteazi cate 9—10 m] de mediu Wilson-Blaire, se omogenizeaz continutul, prin rularea
eprubetelor intre palme, si se racesc brusc eprubetele in api rece. Urmeazi o incubare de 24
ore la 43°C. In prezenja C.perfringens apar, chiar dupd 2—3 ore, colonii negre si rupturi in
mediuv din canza producerii de gaz. Pe frotiurile pregitite din colonii depistam bastonase
caracteristice grampozitive.

w Metoda Sidorenko-Pivovarov utilizeaz mediul sulfit-polimixina-neomicina (SPN).
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Antibioticele din mediu inhib4 flora asociata. Coloniile negre, care apar dupa incubarea
culturii la 44—45°C, nu mai trebuie identificate. Analiza dureazi 10—I2 ore.

a In medii de Imbogadtire (e.g. in eprubete cu mediul Kitt-Tarozzi regenerat in
prealabil prin fierbere) se insAmangeaz3 cate 1 ml din dilutiile incilzite si din cele native.
Dupa o incubare de 18—20 ore la 37°C, se repica cate 0,5—1,0 m! din eprubetele cu
turbiditate in mediui Wilson-Blaire sau SPN, urmirind cresterea ¢a in metodele descrise
mail sus.

58.2.6. Determinarea microorganismelor termofile

Temperatura optim3d pentru cultivarea microorganismelor termofile este de
58—60°C. Microorganismele termofile nu sunt caracteristice solurilor poluate. Solul care
contine multi coliformi §i putine microorganisme termofile este considerat poluat cu materii
fecale, din cauzi ci microflora intestinald a omutui §i animalelor este foarte saraca in
termofili. Termofilii sunt reprezentati de bacili grampozitivi sporulati §i actinomicete care
se multiplica activ in composturi i gunoi. De aceea depistarea unei conceniratii sporite de
coliformi §i termofili indica ingragarea solului cu gunoi de grajd (baligar) sau composturi.
Pentru depnstarea microorganismelor termofile, se Insimanieazi dilufiile suspensiilor de
sol (de 12 107! pani la 10°°) parale! pe 2—3 plici cu gelozd turnaia in strat mat gros. Se
incubeaza apoi placile 24 ore la 60°C, se numira coloniile i se calculeazi cate UFC revin
la 1 g de sol.

58.2.7. Determinarea microorganismelor patogene

Solul este poluat, de reguld, cu excretiile omului si animalelor, cu diverse deseuri
menajere o data cu care pot patrunde $i microorganisme patogene. Din sol microbii pAtrund
in bazinele acvatice, contamineazi legumele, fructele, produsele alimentare, alte elemente
de mediu. Solui joaca un rol considerabi in cazul tetanosului, infecjici anaerobe gazoase,
botulismului, precum gi in transmiterea antraxului, leptospirozelor, toxiinfectiilor alimen-
tare, febrei tifoide, dizenteriei s.a.

58.2.7.1. Determinarea salmonelelor si shigelelor

Solul poate fi contaminat cu salmonele in urma poluirii cu materii fecale, mai ales
ale animalelor la care salmonelele sunt comensale sau determing infectii acule, Shigelele
patrund In sol cu materiile fecale ale omului. Pentru depistarea salmonclelor se folosesc
doud metode: insamaniarea in mediul de imbogitire si coagularea cu insimantarea ul-
terioara pe medii selectiv-diferentiale.

a Insamantarea tn mediul de tmbogdtire este 0 metoda mai simpla. In suspensia de
sol preg#tita se introduc tofi componentii medindni cu magnezin (mediul «M») corespunzitor
cu volumul suspensiei. Dupi incubarea de 18—20 ore la 37°C, se fac repicari pe 3—5 placi
ce mediul bismut-sulfit. Identificarea coloniilor suspecte se efectucazd dupd meioda
obisnuitd pentru salmonele,

m Meftoda coaguldrii 5i centrifugdrii dupg Fiker. Pentru concenirarea salmonelelor,
la 500 ml suspensie de sol se adauga 1,7 ml solufie sterila 10% sulfat de fier 5i 2 ml solugie
10% bicarbonat de sodiu (mediul alcalin favorizeazi coagularea). Se amesteci suspensia
minutios cu coagulantul si se menfine o ora la 4°C, Flacoanele de coagul sedimenteazi
spontan impreund cu bacteriile. Centrifugim acest sediment 5 minute Ia 5000 rpm. Se
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decanteazi supernatantul! 5i se solvd sedimentul centrifugdrii, addugand, cu picatura,
solutie sterila 25% tartrat de potasiu, apoi se insamangeaza cite 0,5—1,0 ml pe mediile
Ploskirev si Wiison-Blaire cu incubare la 37°C. Peste restul sedimentului solvit se adauga
50 mi bulion biliat 10~20%. Dup2 5 si 20 ore de incubare la 37°C, din bulionul biliat se
fac repiciri pe medii diferentiale. Izolatele suspecte a fi Salmonella se identifica dupa
metoda uzuala.

Shigelele se depisteazi paralel, cfectudnd insimanfarea suspensiei de sol in mediul
cu selenit si repicare ulterioard pe medii diferentiale cu identificarea coloniilor suspecte.

358.2.7.2. Determinarea C.tetani

Se tritureazi intr-un mojar steril 20—30 g sol. Se amestec3 apoi 3—35 g din omogenat
cu 8—15 ml solujie salini izotonA si se lasd 3—4 ore, pentru a se limpezi la temperatura
camerei. Se injecteazd subcutan cate 1 ml suspensie [a 4 soareci, dintre care doi au fost in
prealabil protejati cu ser antitetanic. Moartea soarecilor neprotejati si supravictuireca celor
de control indici prezenja C.tetani.

In caz de necesitate, se izoleazi bacilul 1etanic in cultura purad dups metoda de izolare
si identificare a anaerobilor sporulati.

58.2.7.3. Determinarea C.botulinum

Se mojareazi aseptic douid probe de 20—30 g sol, care se introduc apoi in baloane
cu 80—I100 ml mediu Kitt-Tarozzi. Unul din baloane se incilzeste 30 minute la 80°C,
pentru distrugerea florei nesporulate, apoi se incubeaz ambele baloane la 37°C. Dupa
8—14 zile se fac repicari, pentru obginerea culturii pure. Toxina o depistim prin proba
biologicd, pentru care se injecteazi subcutanat 6 soareci cu cate 0,5 ml suspensie de sol
dupi cum urmeazi:

m 2 soareci cu suspensia nativa,

= 2 soareci cu suspensia inactivati termic,

» 2 soareci cu amestec al suspensiei native cu ser antibotulinic polivalent.

Proba este pozitiva dac supravictuiesc numai goarecii la carc am injectat amestecul
suspensie nativi cu ser antibotulinic polivalent.



