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АНОТАЦІЯ 

Проведено дослідження якісного і кількісного складу мікробного аерозолю у приміщеннях  Одеського педагогічного коледжу в динаміці впродовж навчального дня,  у вересні 2019 та лютому 2020 рр. Ідентифіковано присутність у мікробіоценозі  повітря  умовно-патогенних санітарно-показових бактерій S. aureus, Str.  viridans, Str. haemoliticus та  пропагул цвілевих грибів родів Aspergillus, Penicillium, Мuсоr та дріжджів   роду Candida. Виявлено зниження безпечності для здоров’я чистого (за мікробіологічними показниками) до початку занять повітря досліджуваних приміщень після другої пари до помірно забрудненого, після четвертої – до забрудненого внаслідок накопичення мікробіоти впродовж навчання: в 2,8-6,5 разів за показником загального мікробного числа; в 3,0-5,3 разів за вмістом гемолітичних стрептококів; в 3,0-5,1 разів – S. aureus. Показано, що стан забруднення повітря визначало мікробне число гемолітичних стрептококів. Підтверджено ефективність наскрізного провітрювання, культивування кімнатних рослин з бактерицидними і фунгіцидними виділеннями, розпилення фітогелю  «Erbilika», УФ-опромінення рециркулятором «Дезар -4». Найкращі сануючі результати і пролонговану дію зафіксовано після фітосанації та УФ-опромінення.
   Роботу викладено на 72  сторінках, вона містить 9 таблиць та 8 рисунків. Наведено посилання на 71 джерело літератури (56 кирилицею та 15 латиницею).

Ключові слова: мікробна контамінація, метод седиментації, ідентифікація мікроорганізмів, санітарно-показові види, санація повітря.
The given work presents investigation of the quantitative and qualitative components of the Odessa Pedagogical College germ aerial in the dynamics of the working day at the period of September and February 2020. The air was found to contain cleverly pathogenic bacteria such as S. aureus, Str.  viridans, Str. Haemoliticus and propagula of mould such as Aspergillus, Penicillium, Мuсоr,and yeast elements such as Candida type. In the course of the investigation the level of health safety was found to be rather low. The air, clean before the start of the classes, turned out to be slightly contaminated after the second class and rather contaminated after the fourth class. The tests showed the germ level increase 3,0 – 5,3 times and 3,0 – 5.1 times containing  S. Aureus. It is stated that contamination air was influenced by the number of hemolytic streptoccocus. The neccessity of airing the premises,of through ventilation, the cuitivation of room plants with bacteria fungicital secretion,spraying fitogel «Erbilika»,ultraviolet  irradiation for the purpose of decontamination of the air might turn out to be of  a positive effect in order to keep the air bacteria level in normal condition. The best sanitary results were noticed  after the process of fitosanation and ultra – violet irradication.
Diploma thesis is expounded on 72 pages, it contains 9 tables and 8 figures.

 It provides links to 71 references (56 cyrillic and 15 latinic).

Key words: germ contamination, method of sedimentation , microorganisms identification sanitary demonstrating types, sanitary air ventilation.         
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ЖСА –  жовтково-сольовий агар 

ЗМЧ  – загальне мікробне число
КА – кров’яний агар

КУО – колонієутворююча одиниця
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СПМ – санітарно-показові мікроорганізми
ВСТУП
Актуальність теми дослідження. В сьогоденній Україні увага освітян прикута до збереження здоров’я підростаючого покоління, стан якого  у найближчі десятиріччя визначатиме рівень достатку і стабільності у державі, оскільки  представляє її біологічний, соціально-економічний, трудовий та оборонний потенціал [Ивашов и др., 2012]. Як вагому детермінанту здоров’я, шлях передачі респіраторних інфекцій, чимало з яких висококонтагіозні, дослідники  та ВОЗ відзначають мікробіологічну якість повітря у закладах освіти [Кучма, 2016; Лучанинова и др., 2017; Birch, 2017; Noakes at al., 2006].

Зокрема, у повітряному середовищі учбових приміщень внаслідок життєдіяльності присутніх формується мікробне угруповання, що включає небезпечні для здоров’я види, понаднормова концентрація яких спричинює повітряно-крапельне інфікування. Щоб запобігти спалахам захворювань мікробної етіології та алергійним реакціям, що часто  фіксуються  в колективах навчальних закладів, необхідно контролювати дотримання санітарно-гігієнічних норм та мінімізувати кількість умовно-патогенних і патогенних видів [Бакшеева, и др., 2015, Akiyama, 2000]. 

Наразі зростаючу стурбованість держави викликають: пандемія   COVID-19,  загрозлива статистика з туберкульозом, спалахи кору, грипу та ін. на фоні домінування серед студентів хвороб органів дихання, джерела постійного заселення повітря у приміщеннях  інфекційними агентами [Badri at al., 2016] зростання резистентності збудників до антибіотиків та дезінфектантів [Gould, 2009]. 
Щоб отримувати опосередковану інформацію щодо санітарного благополуччя  повітряного біоаерозолю у навчальному закладі необхідно систематично контролювати склад його мікробіоти, передусім контамінацію повітря умовно-патогенними мікроорганізмами (УПМ) [Нуралиев и др., 2016; Akiyama, 2000; Naidoo, 2013]. Разом з тим, після ліквідації  державної санітарно-епідеміологічної служби дослідження  мікробіоценозу повітря в освітніх закладах не проводять, праці  з даного питання нечисленні і недостатньо висвітлюють проблему [Пронина и др., 2015].

                                                                                                            6
Актуальність дослідження стану мікробіоценозів повітря в учбових приміщеннях та заходів з його оптимізації зумовлена соціальною затребуваністю профілактики аерогенної передачі збудників респіраторних інфекцій для здоров’я збереження колективу закладу освіти в умовах циркулюючих біозагроз та складної епідеміологічної ситуації на Україні. 
Мета дослідження: моніторинг стану мікробної  контамінації повітря у навчальному закладі м. Одеса, апробація заходів оптимізації мікробіологічних параметрів повітря. 

Для досягнення мети дослідженнь вирішували наступні завданя:
1. Дослідити  якісний склад мікробіоти повітря учбових приміщень.  

2. З’ясувати ступінь і динаміку мікробного забруднення повітряного середовища впродовж навчального процесу,
3.  Виявити сезонну специфіку мікробіоти повітря в приміщеннях одеського педагогічного коледжу.
4. Апробувати  заходи зменшення мікробної контамінації повітря в учбових приміщеннях.
Об’єкт дослідження – мікробіоценоз повітряного середовища навчального закладу Одеського педагогічного коледжу.

Предмет дослідження – якісний і кількісний склад  мікробної контамінації повітря учбових приміщень, заходи оптимізації складу повітряного біоаерозолю.

Щиро вдячна науковому керівнику Жумінській Г.І, завідувачу Одеської обласної лабораторії санітарно – епідемічної станції Скоропуд Л.В.
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Висновки
1. У мікробіоценозі повітряного простору приміщень виявлено бактерії родів Micrococcus, Sarcina, Bacillus, Staphylococcus, Corynebakterium, Streptococ-cus, серед яких ідентифіковано санітарно-показові мікроорганізми: S. aureus, Str.  viridans, Str. haemoliticus та  мікроміцети родів Aspergillus, Penicillium, Мuсоr,Candida.    

2. Встановлено суттєве підвищення мікробної контамінації впродовж навчання та  зниження якості «чистого» до початку занять повітря досліджуваних приміщень вже після другого заняття  до «помірно забрудненого» (за мікробним числом  гемолітичних стрептококів), після четвертого – до «сильно забрудненого». 
3.  Виявленно, що за кількістю і якістю мікрофлора внутрішнього повітря максимально агресивна взимку, за інтенсивністю мікробного обсіменіння - влітку.

4. Підтверджено  високий санаційний ефект наскрізного провітрювання, виділень фітокомпозицій  кімнатних рослин, розпилення фітогелю з екстрактами ефірних олій лікарських рослин, УФ-опромінення  рециркулятором «Дезар 4» та доцільність їх застосування для оптимізації показників загального мікробного числа та мікробного числа санітарно-показових мікроорганізмів.
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ДОДАТКИ
Додаток А

Техніка підготовки живильних середовищ для 

мікробіологічного аналізу повітря 

Живильне середовище для осідання, культивування та обліку мікроорганізмів повітря повинно містити достатньо поживних речовин; мати оптимальний діапазон рН (4,5-8,5), належні в’язкість і вологість (від 20 %), бути ізотонічним до клітин мікробіоти та стерильним. 

Живильні середовища підготовлено з дотриманням наступних вимог:

1. чистий лабораторний посуд простерилізовано текучим паром; 

2. підготовлено розчин з РН вищим рН на 0,2 (стерилізація знижує рН);

3. концентрація солей у готовому середовищі становила до 0,5 %;

4. чашки Петрі загорнуті у фольгу, прожарено 1,5 год. у термостаті при 150°С, заповнено  на 1/4 середовищем;

5. дослідні чашки Петрі продубльовано контрольними (закрито, а типи виявлених колоній мікроорганізмів вилучено із дослідних зразків).

1. Для  визначення ЗМЧ підготовлено 2 % МПА з рН (при 25˚С) 7,4 ± 0,2 

500 г фаршу настояно 24 год. в 1 л води, прокип’ячено 30 хв., остуджено, профільтровано в стерильну колбу. На 0,5 л бульйону додано 2,5 г NaCl, прокип’ячено, профільтровано. Нейтралізовано до рН 7,6 10 % розчином Na2CO3. Додано 10 г агар-агару, настояно 5-10 хв для набухання. На водяній бані (перемішуючи) доведено до кипіння і однорідності суміші. По 15 мл готового розчину розлито в стерильні чашки Петрі (закрито, остуджено).

   2. Для виявлення і встановлення гемолітичної активності бактерій підготовлено КА. До 500 г розплавленого і остиглого до 45-50 ºС 2 % МПА додано 50 г підігрітої крові (курячої), перемішано. По 15 мл однорідної суміші  розлито в стерильні чашки Петрі.
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3. Для виявлення S. аureus  підготовлено ЖСА (середовище Чистовича). До 500 г розплавленого і остиглого до 48 ºС 2 % МПА (рН 7,2-7,4), додано 36-
50 г NaCl та 75-100 г стерильної емульсії жовтка (жовток із вимитого і обпаленого спиртом яйця перемішано з 150 - 200 мл стерильного фізіологічного розчину). У прокип’ячену, відфільтровану суміш додано 10 г агару,  розчинено суміш на водяній бані, по 15 мл розлито в стерилізовані чашки Петрі (закрито, охолоджено). Високий вміст NaCl  пригнічує  ріст більшості бактерій в асоціації з стафілококом, яєчний жовток – виявляє фермент лецитиназу. 

4. Для визначення цвілевих і дріжджоподібних грибів підготовлено агар Сабуро з рН 5,4 – 5,8. У 0,5 л дистильованої води розчинено 5 г пептону ферментативного, 20 г глюкози, 10 г агар-агару. Прокип’ячено 2-3 хв. на водяній бані, відфільтровано. 15 хв. простерилізовано при 120-122 °С, остуджено  до 45–50 °С, розлито по 15 мл у стерильні чашки Петрі. Застиглий агар підсушено. 
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Додаток Б
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Стан мікробної контамінації повітря приміщень  ОДЕСЬКОГО ПЕДАГОГІЧНОГО КОЛЕДЖУ

[image: image4.png]IIpooonxcerue npunoxcera B

Nen/n Pe3y:ILTATEI MHKPOCKONHI

XapakTep pocta
HA MHTATETRHEIX CPEIAX

9
10
I'p (+) mazowxn
| e W

7 By

Tp (+) matoxn

KpoBsHoit arap Ne 9

MITA Ne 18




[image: image5.png]PesyabTATEL
Mukpockommi

XapakTep pocta
HA MHTATETLHEIX CPEIAX

KpoBsHoit arap Ne 24

Tp (+) matoxn

KpoBsHoit arap Ne 14
KOTOHHH ¢ 30HOH reMoTH3a

KpoBsHoit arap Ne§




                                                                                                                              

[image: image6.png]IIpooonxcerue npunoxcera B

Newn Pe3yIBTATH MHKPOCKOIHH XapakTep pocTa
HA IHTATEIBHBIX CPeaax
7 S
Kpossroii arap Ne 21.
Komonnu ¢ 30Hoii remommsa
5
6
KpossHoif arap Ne 5
7

T'p (+) manoukn
CTaHIOKOKKH

Kpossroii arap Ne 15





[image: image7.jpg]



[image: image8.jpg]


[image: image9.jpg]


Рис. 1.  Мікроорганізми, осаджені на МПА із повітря: 1. кабінету валеології; 2) [image: image10.png]


коридору; 3) кабінету біології; 4) спортзалу після четвертого заняття (вересень 2019 р.).
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Рис.2  Мікроорганізми, осаджені на КА із повітря: 1. кабінету валеології; 2)  кабінету біології; 3) спортзалу; 4) коридору після четвертого заняття (лютий 2020 р.). 
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Рис. 3. Мікроорганізми, осаджені на ЖСА із повітря: 1. кабінету біології; 2)  кабінету валеології; 3) коридору; 4) спортзалу після четвертого заняття(лютий 2020 р.).

	


Рис. 4. Аеромікота, осаджена на середовище Сабуро із повітря: 1. кабінету біології; 2) коридору; 3) спортзалу після четвертого заняття (вересень 2019 р.).



	Рис. 5. Аеромікота, осаджена на середовище Сабуро із повітря коридору: 1) до розпилення фітонцидного гелю; 2) після санації аерозолем концентрату комплексу лікарських рослин (лютий 2020 р.).

Рис. 6. Колонії, осаджені на ЖСА із повітря коридору: 1) до розпилення фітонцидного гелю; 2) після аерозольної фітосанації (лютий 2020 р.).


Рис. 7. Колонії, осаджені на МПА: А) до фітосанації; Б) після аерозольного розпилення фітонцидного концентрату (вересень 2019 р.).




Лецитиназна активність      S. aureus – гемоліз на КА    S. aureus у мазку (за-

S. aureus на ЖСА                                                                 барвлення за Грамом)

Str.  viridans                                Str. haemoliticus        Str.  viridans у мазку (за-

 а-гемоліз на КА                         β-гемоліз на КА        барвлення з а Грамом)

  колонії Aspergillus              колонії Penicillium             колонії Candida на
  на середовищі Сабуро          на середовищі Сабуро         середовищі Сабуро
Рис. 8. Результати бактеріологічного дослідження та мікроскопії мазків 
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Додаток В

Дослідження якісного складу мікробіоценозу 

повітря навчального закладу

І етап - бактеріологічне дослідження. Посів та культивування мікроорганізмів повітря на спеціальних щільних  живильних середовищах  з наступним детальним вивченням колоній під малим збільшенням мікроскопа «Біолам-ЛОМО». Проаналізовано ознаки будови (форму, забарвлення, розмір, консистенцію, структуру, профіль, характер краю і поверхні), наявність спор, джгутиків. 

ІІ етап – Виготовлено мазки виокремлених мікроорганізмів, зафіксовано, забарвлено за Грамом: 1. В мазок накапано розчин карболового розчину генціану фіолетового (витримка 1-2 хв.). 2. Додано розчин Люголя, що містить йод (витримка 1 хв.). 3. Додано 96 %  етиловий спирт (20 сек.) для реакції знебарвлення. 4. Промито оброблений мазок. 5. Накапано водний розчин фуксину  (витримка 1-2 хв.). 6. Промито і висушено.
Інтерпертація результату забарвлення: бактерії в мазку, що зберігають фіолетовий колір генціану (не знебарвлюється спиртом) –  грампозитивні, бактерії, що забарвлені в червоний колір фуксину – грамнегативні. 

ІІІ етап – бактеріоскопічне дослідження. Мікроскопіювання  з імерсійним об’єктивом (МИ-90) у світлому полі забарвлених за Грамом мазків з мікроорганізмами. Проаналізовано форму, відносний розмір і специфіку розташування клітин, наявність спор і джгутиків.

         IV етап – ідентифікація санітарно-показових мікроорганізмів. Ідентифікація гемолітичних бактерій роду  Streptococcus. 
1. Морфологія колоній  на МПА: дрібні (d 0,5-1 мм), білувато-сіруваті, напівпрозорі (нагадують "росинки»), плоскі, випуклі, блискучі (глянцеві), в’язкі, переважно з гладенькою, трапляються з шорсткою поверхнею, рівними краями.  У штамів   Str.pyogenes, Str. haemolyticus колонії слизисті, матові. 
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2. Характер колоній на КА (гемолітичний тест): дрібні (d 0,5-2 мм), сірувато-білі, каламутні, плоскі, прозорі/напівпрозорі. Колонії Str.  viridans – оточені зеленкувато-бурим ореолом і зеленкуватою областю зниженої прозорості  (а-гемоліз). Str. pyogenes, Str. haemoliticus оточені прозорою областю з повним просвітлінням середовища (β-гемоліз).
3. Підготовка мазків, забарвлених за Грамом: зберігається фіолетове забарвлення генціану - грампозитивні.

4. Бактеріоскопія: клітини сферичні, овоїдні або ланцетоподібні, d 0,5-2 мкм, нерухомі, не утворюють спор, капсул, розташовані попарно, тетрадами, частіше короткими або довгими ланцюжками. Str. pneumoniae Str. pyogenes, Str. haemolyticus утворюють капсулу.

5. Тест на каталазу: у Н2О2 пухирці кисню не виділяються - каталазо негативні.  

                                  Ідентифікація бактерій роду Staphilococcus

1. Морфологія колоній  на МПА: округлі, дрібні, випуклі, непрозорі, гладенькі, блискучі, маслянисті, з рівними краями. Колонії з d> 5 мм утворюють S. aureus, S. haemolyticus, S. saprophyticus, з  d< 5 мм - S. еpidermidis, S. hominis, S. warneri. У S. аureus  колонії вираженого «золотистого» кольору; S. saprophyticus – лимонно-жовті; S. warneri – бежеві, жовто-коричневі з оранжевим обідком; S. hominis - жовто-оранжеві, матові з широким краєм і припіднятим центром; S. еpidermidis -  білі. Колонії S. аureus демонструють рясний і рівномірний ріст; S. epidermidis – дуже незначнийй і нерівномірний.
2. Характер колоній на ЖСА: А.  S. aureus,  S. еpidermidis, S. saprophyticus, S.haemolyticus, S. hominis, S. warneri добре ростуть на агаризованому середовищі з вмістом  NaCl 10 %. Б. S.aureus утворює гладенькі, випуклі, непрозорі, вологі, блискучі, різних відтінків жовтого  забарвлення, крупні  колонії, розщеплює лецитин жовтка з утворенням білуватої непрозорої (каламутної) зони  і  зони заломлення світла (райдужного віночка) навколо колоній. 
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3. Характер колоній на КА (гемолітичний тест). Гемолізини, які спричинюють гемоліз еритроцитів продукують:  S. аureus, S. haemolyticus, їх колонії оточені зоною β-гемолізу.  S. еpidermidis, S. saprophyticus, S. hominis, S. warneri  на КА не змінюють середовище навколо колоній через відсутність гемолізинів. 

4. Характер і розташування клітин у мазку: клітини кулясті, d  0,5-1,5 мкм, утворюють скупчення, подібні до грона винограду. Забарвлення мазків за Грамом: усі види роду Staphilococcus набувають і зберігають фіолетове забарвлення генціану - грампозитивні.
 5.  Тест на каталазу.  На досліджувану колонію капнуто 1-2 краплі 3 %  Н2О2. Види: S. aureus,  S. еpidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus,  S. hominis, S. warneri  містять каталазу, тому виділяються  пухирці кисню, внаслідок розщеплення перекису водню цим ферментом – каталазопозитивні.

        S. aureus  - ідентифіковано за сукупністю ознак: 1. На МПА – округлі макроколонії, d 2-5 мм,  з випуклою, гладкою поверхнею,  рівними краями, гомогенної структури, непрозорі, блискучі, маслянисті, вираженого «золотистого» кольору. 2. На ЖСА  – добрим ростом підтверджено галофільність колонії;  виявлено ознаки протеолітичної активності лецитовітелази – поява на периферії колоній  чіткої білуватої непрозорої зони опалесценсії  (райдужного віночка), утвореної розщепленим лецитином жовтка. 3. На КА – формування навколо колоній прозорої зони β-гемолізу еритроцитів крові. 4. Бактеріоскопія: на забарвленому за Грамом мазку - виноградоподібні скупчення  кулястих клітин  фіолетово-синього кольору. 5. Виділення пухирців при дії Н2О2 (містять каталазу).
Ідентифікація родів мікроміцетів
Колонії цвілевих і дріжджоподібних грибів  розмежували візуально та ідентифікували на підставі культурально-морфологічних ознак. На середовищі Сабуро виявлено сметаноподібні, слизисті колонії різного забарвлення (найчастіше сірого),  з ворсинчастою структурою поверхні,  в яких надалі 
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з’являлося опушення внаслідок розвитку міцелію, які віднесено до цвілевих грибів.  Також відзначена присутність великих колоній білого забарвлення – округлих, випуклих, блискучих, з гладенькою поверхнею, з рівним краєм, характерних для дріжджіоподібних грибів.                                                                                                           
Відібрано окремі колонії,  виготовлено методом розчавленої краплі мікропрепарати, які розглянуто під  стереомікроскопом МБС10. На препаратах цвілевих мікроміцетів клітини мали вигляд крупних ниток (гіфи) без перегородок, які формували бокові вирости і розгалужувалися, містили багато
округлих дрібних спор. Дріжджоподібні гриби мали вигляд округлих та овальних клітин (4–8 мкм), які брунькувалися.

1





2





4





3





1





2





4





1





2





4





3





1





2





3





1





2





1





1





2





1





1





2





1





1





1









