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Введение
      С момента своего зарождения человеческое общество в процессе хозяйствования деятельности нарушало равновесие в природе: уничтожало крупных животных, выжигало леса для облегчения охоты, создания пастбищ, земледелия, загрязняло почвы и водоемы в местах поселения и прочее. Особенно остро эта проблема стоит перед современным обществом, учитывая прирост народонаселения и концентрацию людей в мегаполисах.

      Важнейшая роль в вопросах защиты и охраны окружающей среды принадлежит экологии. Сама экология в традиционном понимании является биологической дисциплиной и изучает взаимоотношения организмов, включая человека между собой и окружающей средой. 

      Следует помнить, что проблемы экологии нельзя решать в масштабах одной страны или группы стран, поскольку вредные антропогенные загрязнения в индустриально развитых регионах странах, в результате естественной циркуляции водных и воздушных масс распространяются по всей территории Земли, вплоть до обоих полюсов, проникают в глубины океанов и достигают стратосферы.

       Использование и получение огромного количества продуктов в различных сферах человеческой деятельности сопровождается образованием сточных вод, загрязненных разнообразными органическими и неорганическими, в том числе токсичными соединениями, а также огромной массой различных микроорганизмов, многие из которых являются патогенными для человека и животных. Сбрасываемые в природные водоемы стоки существенным образом влияют на качество воды, нарушают биологическое равновесие в водоемах, тем самым затрудняют рациональное водопользование, а в отдельных случаях полностью выводят водоемы из строя.

       Целью нашей работы является определение и сравнение микробной загрязненности воды взятой из водоемов, рассоложенных на территории города Москвы в разные сезоны года (осень, зима, весна и лето)
       Задачи:

1) Определить загрязнение воды из Нижнего Кузьминского пруда и Москва-реки в ноябре, в январе, в марте, в июне.
2) Сравнить показатели загрязнения воды по двум источникам в разное время.

3) Разработать рекомендации по использованию воды из природных источников человеком. 

I Теоретическая часть

1. Роль микроорганизмов в жизни человека.
Микроорганизмы – организмы, не различимые невооруженным глазом. К ним относят  организмы растительной (бактерии, грибы, водоросли) и животной (простейшие) природы, а также вирусы прионы. Все они составляют микромир – грандиозную по численности и видовому составу совокупность невидимых существ, обитающих на нашей планете. Повсеместная распространенность и суммарная мощность метаболического потенциала микроорганизм-

ов определяет их важнейшую роль в круговороте веществ и подержании динамического равновесия в биосфере Земли. Микроорганизмы населили Землю задолго до появления высших растений и животных (около 3-4 млрд. лет назад) и в настоящее время представляют самую многочисленную и разнообразную группу существ. От их деятельности во многом зависит жизнь макромира (растений, членистоногих, птиц, животных). В значительной мере микроорганизмы участвуют в круговороте газов, химических веществ и энергии. Огромное влияние микробы оказывают на структуру и плодородие почв. Большинство микробов отличает большая экологическая пластичность, они – единственные формы жизни, способные заселять любые, сколько-нибудь пригодные для обитания субстраты. Кроме того, они колонизируют микроорганизмы и, выступая как эндоэкологические агенты, способствуют некоторым процессам их жизнедеятельности.

Довольно значительная группа микробов (около 5000 видов) обитает в организмах других существ, включая человека. Самый древний след их «деятельности» - поражение позвонков динозавров, живших в мезозойскую эру. Человек, если считать таковым прямоходящего Pithecantropus erectus, столкнулся с патогенными микроорганизмами 1-2 млн. лет назад. Более благоприятные условия для эволюции патогенных для человека микроорганизмов развились мустьерский период (40-100тыс. лет назад), когда неандертальцы стали обитать в общих жилищах и вести совместный быт. 

Как, пожалуй, никакие другие существа, микроорганизмы испытывают постоянное давление окружающей среды, вследствие чего постоянно эволюционируют. В свою очередь изменчивость патогенных микроорганизмов – основная движущая сила для развития и совершенствования систем защиты животных и человека. Более того, микроорганизмы до недавнего времени служили важнейшим фактором естественного отбора в человеческой популяции. На протяжении многих веков человечество использует микроорганизмы в хлебопечении, виноделии, при выделки кож, при изготовлении кисломолочных продуктов. На фоне этого не представляется парадоксальным применение более 2400 лет назад древнеегипетскими жрецами содержащих тетрациклин экстрактов белой зерновой плесени. В настоящее время число известных видов микроорганизмов значительно увеличивалось, соответственно расширился и спектр их хозяйственного и технологического применения.

       Микробы изучает специальная наука – микробиология – (от греч.micros – мелкий, bios – жизнь, logos – учение). В сущности, микробиология – отрасль биологии, а именно биологии организмов, не превышающих по размерам 0,1 мм. Подобно многим разделам биологии, микробиология не осталась только отраслью этой науки, но сложилась как отдельная область знаний, что связно, в первую очередь, со значением микроорганизмов в обмене веществ в природе. Подразделение «менее 0,1мм - микробиология, более – биология» условно ,так как практически все основные законы физиологии микробов сходны с таковыми у прочих живых организмов. В свою очередь сами микробы настолько разнообразны, что разделение по размерам часто лишено всякого смысла, так как само понятие «микроорганизм» не имеет таксономического значения, как например, термины «позвоночные» или «покрытосеменные» (каждый из этих терминов определяет некую биологическую группу, члены которой обладает  множеством общих структурных и функциональных особенностей). В противоположность этому, микроорганизмы входит в различные таксономические группы, некоторые из которых (например, водоросли) включают гораздо более крупные организмы.

       За время своего развития микробиология не только многое почерпнула из смежных наук (например, иммунологии, биофизики, биохимии и генетике), но и сама дала мощный импульс для их дальнейшего развития. Микробиология изучает морфологию, физиологию, генетику, систематику, экологию и взаимоотношению микроорганизмов с другими существами. Поскольку микроорганизмы очень многообразны, то более детальным их изучением занимаются специальные ее направления: вирусология, бактериология, микология, протозоология и др. Обилие фактического материала, накопленного за относительно короткий период научного развития микробиология (со второй половины XIX в.), способствовало разделению микробиологии на ряд специализированных направлениях: медицинское, ветеринарное, техническое, космическое и др.

       Медицинская микробиология изучает микроорганизмы, патогенные и условно-патогенные для человека, их экологию и распространенность, методы их выделения идентификации, а также вопросы эпидемиологии, специфической терапии и профилактики вызываемых ими заболеваний. Одной из ветвей медицинской микробиологии является санитарная микробиология, которая изучает санитарно-микробиологическое состояние окружающей среды ,ее влияние на здоровье человека и разрабатывает мероприятия, предупреждающие неблагоприятные воздействия болезнетворных микробов.
2.Микрофлора воды

       Вода – естественная среда обитания многих микробов. Они широко распространены в озерах,  реках, морях, океанах. Их больше бывает в прибрежной зоне и на поверхности, меньше – в дали от берега и на глубине. Число микробов в воде зависит от многих факторов: содержания органического вещества, расположения и степени загрязнения водоема, скорости течения воды, температуры окружающей среды, времени года и т.д. Микробонаселение воды может автохтонное – собственное, порожденная средой обитания, аллохтонное, поступившее извне. Гидросфера водоемов представляет сложные взаимоотношения биоценозов: развивающегося на поверхности воды – планктона и на дне – бентоса.

       Полисапробная зона характеризуется развитием микробиоцено-

зов сильно загрязненной воде с большим количеством легко разлагающихся органических веществ. Микробиологические процессы проходят почти в аэробных условиях, так как в такой среде быстро поглощается кислород. В процессе разложения появляется неприятный запах, образуются метан, меркаптаны, сероводород. Количество микробов в 1 мл. воды достигает несколько миллионов.

       Мезосапробная зона – микробиоценозы развиваются в среде с меньшим содержанием органического вещества. В ней сильнее происходит минерализация, а также процессы окисления и нитрификации. Количество кишечной палочки уменьшается, а общее число микробов не превышает 100 тыс. в мл. воды.

       Олигосапробная зона – ее микробиоценозы немногочисленны, в 1 мл. воды содержатся десятки или сотни микробных клеток, кишечная палочка отсутствует. Минерализованы органические вещества, самоочищение воды закончилось или находится в стадии завершения. 

       В состав микробиоценозов входят различные водоросли, простейшие, плесневые грибы, бактериофаги и другие микроорганизмы. Между ними существуют сложные взаимоотношения. Живые водоросли являются антагонистами бактерий ,а после их гибели служат пищей для этих же организмов. Хлорелла при массовом развитии на свету вызывает быструю гибель кишечной палочки. Одна инфузория способна поглотить за час 30 тыс. микробных клеток. Патогенные микробы быстрее погибают в загрязненной воде и медленнее в чистой. В загрязненной воде могут быть микроорганизмы – антагонисты, бактериофаги и другие неблагоприятные факторы. Такие взаимоотношения способствуют поддержанию равновесия живых существ в гидросфере. По своему происхождению вода подразделяется на атмосферную (дождевая, снеговая), поверхностную (речная, озерная, прудовая) и подземная (грунтовая, колодезная, ключевая).

       Атмосферная вода содержит мало минеральных веществ, поэтому она мягка, безвкусна и служит средой для развития многих микробов. Микроорганизмы попадают в воду из воздуха вместе с пылью, а их количество в этой среде бывает невелико. В 1 мл. дождевой воды может содержаться от нескольких единиц до 300-450 клеток. После длительного нахождения атмосферных осадков на поверхности земли число микробов в них быстро возрастает.

       Речная вода. Содержание в ней микроорганизмов зависит от времени года , питающих ее источников, а также территории , по которой протекает река. Весной и осенью , в период половодий и дождей, когда в воде содержится большое количество органических веществ , численность микроорганизмов резко возрастает. Причем наряду с сапрофитами в ней могут быть и возбудители некоторых болезней. При размыве берегов, где когда-то были захоронены животные, споры возбудителя сибирской язвы (способные оставаться жизнеспособными десятки лет), и других инфекционных заболеваний могут попадать на луга и пастбища, что представляет реальную угрозу заражения животных, а в последующем и людей.

       Речная вода, проходя через населенные пункты, сильно загрязняется, поэтому ниже по течению в ней содержится гораздо больше микроорганизмов, чем в верховье. В 1 мл. воды реки Урал у населенных пунктов бывает до 200 тыс. микробных клеток, а ниже по течению в несколько раз больше. Подобная картина наблюдается и в других местах. Загрязнение рек происходит и тогда, когда в них попадают сточные воды кожевенных заводов, боен, скотных дворов, промышленных предприятий и т.д.
       Озерная вода может быть разной по своему составу. Численность микроорганизмов в ней после дождей, когда вместе со сточными водами в озера попадает большое количество органического вещества и механических примесей, увеличивается. На поверхности водоема, под пленкой пеной бывает много микробов, еще больше их в иле, где интенсивно идут окислительные процессы, ассимиляция и диссимиляция органического вещества. Микробное население озер самое разнообразие по своему составу. В некоторых из них содержится много серо- и железобактерий, осуществляющих круговорот этих элементов в природе.

       Подземные воды содержат меньше микроорганизмов, так как в процессе фильтрации большинство из них задерживается почвой. В колодезной, ключевой, артезианской воде содержится много солей, по своему составу она бывает более жесткой. Микроорганизмы в подземную воду попадают по пути ее следования на поверхность или из воздуха. Артезианская и ключевая вода имеет постоянную температуру, в ней почти отсутствуют загрязнения и микроорганизмы. Такая вода может служить хорошим источником водоснабжения.

       Естественное самоочищение водоемов происходит под влиянием физических, химических и биологических факторов. К физическим фактором относят оседание в воде органических и неорганических частиц, на которых адсорбированы микробы; действие солнечного света – чем чище вода, тем оно сильнее. К химическим факторам относится минерализация органических веществ и обеднение среды, что делает ее неблагоприятной для развития микроорганизмов.

       Самоочищение водоемов может происходить и биологическим путем. Антагонизм между отдельными физиологическими группами микробов, а также явление бактериофагии уменьшают количество живых существ и очищают воду. Аллохтонные (внесенные) микроорганизмы погибают быстрее: в течение первых суток отмирает 85-90%, а к концу третьих суток – более 90%. Следует отметить, что зимой водоемы хотя и меньше загрязняются, но вследствие удлинения сроков выживания микробов (холод, ледяной и снежный покровы, препятствующие проникновению ультрафиолетовых лучей солнца) количество их иногда не уменьшается, а возрастает. Самоочищение зависит не только от количества органического вещества, микроорганизмов, времени года, но и географического расположение водоема. Более интенсивно микробиологические процессы протекают в южных широтах более медленно – в северных.

       В воде могут присутствовать возбудители опасных и особо опасных инфекционных болезней – лептоспироза, сибирской язвы, туляремии, бруцеллеза, сальмонеллеза, гепатита и других. Выживаемость некоторых патогенных микроорганизмов в воде по разным источникам следующая, возбудителя лептоспироза 150 дней, бруцеллеза 72 дня, туберкулеза 150 дней, туляремии 92 дня. В воду попадает содержимое желудочно-кишечного тракта животных. Постоянным обитателем пищеварительного тракта является кишечная палочка, обнаружение ее служит показателем фекального загрязнения воды. Вместе с кишечной палочкой в воде присутствуют и другие обитатели кишечника, являющиеся возбудителями инфекционных заболеваний, обнаружить которые иногда очень трудно, особенно эта касается вирусов, например вирус гепатита. Поэтому в практике используют косвенные методы определения загрязненности воды: микробное число, коли-титр, коли-индекс, основанные на выявление кишечной палочки.

       Микробное число – количество колоний, выросших в чашках Петри на МПА (мясо-пептонный агар) из 1 мл водопроводной или артезианской воды при температуре 37˚С в течение 24 часов,  или такого же объема воды поверхностных водоемов как при 37˚С и той же экспозиции, так и при 20˚С, но в течение 48 часов. Таким путем определяют общую бактериальную загрязненность воды. Согласно ГОСТ 2874-73, микробное число питьевой (водопроводной) воды должен быть не более 100 клеток.

       Коли-титр – наименьший объем воды миллилитрах, в котором обнаруживается кишечная палочка. Коли-титр питьевой (водопроводной) воды должен быть не менее 300.

        Коли-индекс – количество клеток кишечной почки в 1 литре воде. Он в водопроводной воде не должен превышать 3.

II Практическая часть

Материалы и методы.

1.Отбор проб воды. 
       Проба воды отбирали в различных водоемах в стерильные пенициллиновые флаконы с резиновыми пробками в объеме 10 мл. Через 1-2 часа после взятия проб производили высев на плотные питательные среды. 
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2. Работа в боксе.

       Все работы с микроорганизмами проводятся в специальных помещениях – боксах, в которых обеспечивается строгая стерильность.
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       Для исследования проб воды использовались два вида питательных сред: СПА (сухой пептонный агар) – общеупотребительная питательная среда, на которой растет подавляющее большинство бактерий; среда Эндо – для выявления кишечной палочки, на этой среде кишечная палочка образует крупные темно-малиновые колонии с металлическим блеском на поверхности колоний
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3.Способы приготовления питательных сред.

       Питательная среда для выделения энтеробактерий (агар Эндо). 8 г препарата размешать в 200 мл дистиллированной воды, прокипятить до полного расплавления агара 2-3 мин., профильтровать через ватно-марлевый фильтр и снова довести до кипения, остудить до температуры 40-50˚С, разлить в стерильные чашки Петри слоем 3-4мм, после застывания среду соблюдая правила асептики, подсушить при температуре (37±1)˚С в течение 40-60 мин.
       Питательный агар для культивирования микроорганизмов СПА (сухой пептонный агар). 7 г препарата размешать в 200 мл дистиллированной воды, прокипятить 1-2 мин., до полного расплавления агара. Профильтровать через ватно-марлевый фильтр, разлить в стерильные колбы, простерилизовать автоклавированием при температуре 121˚С в течение 15 мин. Среду охладить до температуры 45-50˚С, разлить в стерильные чашки Петри. После застывания среду соблюдая правила асептики, подсушить при температуре (37±1)˚С в течение 40-60 мин.      
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4.Техника посева проб на плотные питательные среды.
       Посев отобранных проб воды производили по методу Дригальского («сплошным газоном»). Стерильной пипеткой пробы воды вносили на поверхность агаризированной среды по центру в объеме 0,1 мл и тщательно распределяли по всей поверхности питательной среды предварительно профламбированным шпателем (стеклянный шпатель окунали в спирт, поджигали, остужали о внутреннею поверхность крышки чашки Петри, а затем о поверхность питательной среды). После посева, чашки Петри инкубировали термостате при температуре +37˚С, в течение 24 часов.
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5.Приготовление мазков препаратов.
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       Морфологический и тинкториальные свойства микроорганиз-
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мов изучали по методу Грама. На чистое обезжиренное предметное стекло нанести каплю дистиллированной воды. Бактериологической петлей снять с поверхности плотной питательной среды изолированную колонию бактерий , внести в каплю воды тщательно ресуспендировать материл в воде, затем равномерно распределить растворенной воде материал тонкой пленкой в форме округлого мазка. Оставить предметное стекло на мостике для окрашивания до полного высыхания мазка, после чего произвести фиксацию мазка – препарата физическим способом: слегка нагреть предметное стекло вблизи пламени горелки, затем 2-3 раза провести предметное стекло  над пламенем для фиксации препарата. Препарат считается зафиксированным, когда стекло при прикосновении к тыльной стороне ладони слегка обжигает кожу.
6.Окрашивание мазков-препаратов по методу Грама.
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       На препарат нанести раствор красителя генцианвиолетт на 2 минуты, затем стряхнуть краску и нанести на препарат раствор Люголя ,выдержать 2 минуты, промыть препарат водой стряхнуть, нанести на препарат 96% этанол ,быстро его удалить и снова налить на 30 секунд. Промыть водой и докрасить в течение 1-2 минут фуксином Пфейфера. Препарат промыть , высушить и исследовать под иммерсией (объектив 90, погруженный в иммерсионное масло , нанесенное на препарат).
7.Электронная микроскопия

Изучение и регистрацию морфологии выделенных микроорганизмов проводили с применением электронного микроскопа. Электронный микроскоп – это прибор позволяющий многократно ( в сотни тысяч раз ) увеличивать микроскопические объекты. Изображение объекта строится электронами, поэтому имеет черно-белый цвет.
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8.Прииготовление пленок-подложек.

       Наиболее часто применяемые пленки-подложки готовят из коллодия (нитроцеллюлоза), формвара (поливинилформаль) или напыленного углерода. Углерод, испаряемый в вакууме, образует прочную пленку толщиной всего 20 А, которая используется    главным образом при исследованиях с высоким разрешением.

        Формваровые пленки

        Очень важно, чтобы формвар, из которого готовится запасной раствор, был достаточно свежим.

         Готовят 0,3 – 1%-ный раствор формвара в дихлорэтане или хлороформе. Сосуд с раствором держат закрытым, иначе растворитель будет растворяться. Необходимо менять концентрацию формвара в растворе до тех пор, пока не будет получена пленка нужной толщины.
         Если в качестве растворителя применяется хлороформ, то для погружения стекол лучше пользоваться высоким сосудом. При этом стекло, погруженное, в раствор формвара может быть просушено перед тем, как оно будет окончательно вынуто из сосуда. Именно такое просушивание в атмосфере, насыщенной парами хлороформа, позволяет избежать образования не одинаковой по толщине пленки и неравномерного испарения растворителя.   
Электронная фотография кишечной палочки
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9.Результаты исследований.

       Из полученных данных видно, что наиболее загрязненный является вода, взятая из заводи Москва-реки. Минимальное загрязнение воды в водоемах должно наблюдаться в зимнее время, что объясняется низкими температурами, и, следовательно, неблагоприятными условиями для размножения микроорганизмов, а также ледовым и снеговым покровами на поверхности водоемов, что ограничивает попадание микроорганизмов из атмосферы. Однако, полученные данные свидетельствуют, о более высоком загрязнение воды в обоих водоемах в зимнее время. Этот факт можно объяснить аномально высокими температурами, неустановившимся ледяным покровом, дождем и страивающим снегом.

       Низкая микробная загрязненность воды из Нижнего Кузьминского пруда объясняется его расположением в лесопарковой зоне, где исключено попадание канализационных вод. Однако при сравнение проб взятых в разные сезоны, зимняя вода тоже оказывается более грязной, чем осенняя.  
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Таблица № 1 (осень)
	Водоем


	                  Количество колоний 

	
	СПА  
     1
	СПА

    2 
	Среднее
  кол-во
	ЭНДО
     1
	ЭНДО
     2
	Среднее
  кол-во

	Кузьминский

   пруд
	    3
	   32
	     17
	     2
	     7
	       4

	Москва-река

   проточная
	  948
	1308
	   1128
	   768
	  436
	   602

	Москва-река
       заводь


	Слив-
ной рост
	Слив.
рост
	Слив.
рост
	  792
	 1072
	  932


Вода Москва-реки взята                                                           10.11.06

Вода Нижнего Кузьминского пруда взята                               9.11.06

Таблица № 2 (зима)

	Водоем
	Количество колоний

	
	СПА
     1
	СПА

     2
	Среднее

 кол-во
	ЭНДО

      1
	ЭНДО

      2
	Среднее

 кол-во

	Кузьминский

        пруд
	   8
	   179
	      93
	   50
	    63
	      56

	Москва-река

   проточная
	Слив.

рост
	Слив.
рост
	Слив.
рост
	Слив.
рост
	Слив.
рост
	Слив.
рост

	Москва-река
     заводь
	Слив.
рост
	Слив.
рост
	Слив.
рост
	Слив.
рост
	Слив.
рост
	Слив.
рост


Вода Москва-реки взята                                                             9.01.07

Вода Нижнего Кузьминского пруда взята                                9.01.07
Таблица № 3 (Весна) 
	Водоем
	               Количество колоний

	
	СПА
     1
	СПА

     2
	Среднее

 кол-во
	ЭНДО

      1
	ЭНДО

      2
	Среднее

 кол-во

	Кузьминский

        пруд
	  0 
	  0
	   0   
	   1
	  1 
	    1

	Москва-река

   проточная
	 588
	  500
	  544
	Слив.

рост
	Слив.

рост
	Слив.

рост

	Москва-река

     заводь
	784
	  124
	  454
	 2448
	Слив.

рост
	Примерно

    2224


Вода Москва-реки взята                                                           01.03.07
Вода Нижнего Кузьминского пруда взята                              01.03.07
Таблица № 4 (Лето)
	Водоем
	Количество колоний

	
	СПА 1
	СПА 2
	Среднее количество
	ЭНДО 1
	ЭНДО 2
	Среднее количество 

	Кузьминский пруд
	77
	106
	91,5
	1
	5
	3

	Москва-река проточная 
	640
	586
	604
	22
	28
	25

	Москва-река заводь
	960
	1400
	1180
	1816
	1400
	1920


Вода Москва-реки взята                                                          05.06.07 

Вода Нижнего Кузьминского пруда взята                             05.06.07

Сводный график
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1-ряд  Нижний Кузьминский пруд
2-ряд Москва-река проточная 

3-ряд Москва-река заводь 

Вывод: 

       Наиболее загрязненной в микробном отношении является вода, взятая из проточной и из заводи Москва-реки в зимнее время (зима 2006 – 2007гг была теплая, без морозов, не было льда). Содержание кишечной палочки сотни раз превышает предельно допустимые нормы и использование воды из всех водоемов недопустимо, т.к. может вызвать развитие инфекционных заболеваний.
Список использованной литературы:
1. Ветеринарная микробиология и иммунология Н.М.Колычев, Р.Г.Госманов. Москва, «КолосС», 2003 г.

2. Ветеринарная микробиология и иммунология под редакцией Н.А.Радчука. Москва, «Агропромиздат», 1991 г.

3. Медицинская микробиология под редакцией В.И. Покровского. Москва, «Геотар-Мед» 2002 г.

4. Методическое руководство по гидробиологическому и бактериологическому контролю процесса биологической очистки на сооружениях с аэротенками. Жмур Н.С. ПНД Ф СБ 14.1.77-96. Москва, 1996 г.

5. Определитель зоопатогенных микроорганизмов. Справочник. Сидоров М.А., Скородумов Д.И., Федотов В.Б. Москва, «Колос», 1995 г.

6. Лабораторные исследование в ветеринарии. Справочник под ред. Антонова Б.И. Москва Агропромиздат 1986 г.    




































PAGE  
18

