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Перечень лабораторных занятии по дисциплине 
«Санитарная гидробиология»

	№
	Краткое содержание занятий

	
	

	1.
	Тест-объекты биотестирования и их содержание 

	2.
	Метод оценки уровня загрязнения водной среды, донных осадков, почвы и живых объектов с использованием элодеи

	3.
	Метод оценки качества воды с использованием коловраток

	4.
	Метод оценки качества водной среды по коэффициенту регенерации популяции

	5.
	Экологический метод оценки состояния естественных водоемов

	6.
	Органолептические свойства (запах) питьевой воды

	7.
	Сапробность и расчет индекса сапробности. Определение зоны сапробности по индексу Пареле

	8.
	Определение числа сапрофитных микроорганизмов в воде

	9.
	Санитарно-показательные микроорганизмы водной среды в эколого-гигиенической оценке водоемов и методы их индикации 


Лабораторная работа № 1 

Тема: Тест-объекты биотестирования и их содержание
Студент должен изучить основные тест-объекты для оценки качества воды и грунтов рыбохозяйственных водоёмов: микроводоросли Chlorella vulgaris или Scenedesmus quadricauda, высшие водные растения − элодея Elodea canadensis, беспозвоночные животные − коловратки Brachionus calyciflorus для пресных вод и Br.plicatilis для солоноватоводных, малощетинковый червь аэлозома Aelosoma hemprichi. 

Должен знать биологию тест-объектов и  культивирование их в условиях экологического оптимума для проведения биотестирования: 

− температуру воды,

− величину pH, 

− освещённость,
− состав питательной среды для микроводорослей,

− уровень минерализации воды для элодеи,

− питание для коловраток и аэлозомы.

Студент должен уметь оценить пригодность тест-объектов для биотестирования по нормативным показателям (синхронность культур и интенсивность реагирования на раздражитель) и знать эти показатели.

Материалы и оборудование:
Таблицы: состав сбалансированной питательной среды для хлореллы; нормативные показатели состояния культуры, интенсивности реагирования тест-объектов, экологического уровня для хлореллы в зависимости от температуры воды, синхронности культуры тест-объекта.
Химические стаканы, модельные микрокосимы, аквариумы, микроскопы Биолам и МБИ, встряхиватель, культура хлореллы, коловраток и аэлозомы, радуированная пипетка для микроводорослей, глазная пипетка с оттянутым носиком для коловраток,  камера Богорова для учета коловраток, камера Горяева для учета микроводорослей.
Лабораторная работа № 2 

Тема: Метод оценки уровня загрязнения водной среды, донных осадков, почвы и живых объектов с использованием элодеи
Студент должен изучить методику оценки уровня загрязнений и принцип метода. Должен знать движение хлорофилловых зёрен в цитоплазме элодеи в норме, патологии при воздействии загрязнителя.

Владеть отбором и подготовкой проб донных осадков и почв к анализу.

Уметь анализировать и оценивать результаты опытов по  коэффициенту регенерации движения цитоплазмы.
Коэффициенты регенерации движения цитоплазмы (К):

       − при К ≤ 1 донные отложения не токсичны;

       − при 3 > к > 1 слаботоксичные;

       − при 5 > к > 3 умереннотоксичные;

       − при 10 > к > 5 высокотоксичные;

       − при К > ∞ остротоксичны.

  Материалы и оборудование:

Таблица «Коэффициенты регенерации движения цитоплазмы элодеи в зависимости от уровня токсичности среды».
 Микроскоп Биолам, встряхиватель, весы аналитические ВР-500, колбы ёмкостью 200 мл, цилиндры мерные, стёкла предметные, секундомер.

Лабораторная работа № 3 
Тема: Метод оценки качества воды с использованием коловраток
Студент должен изучить методику оценки уровня загрязнений и принцип метода. Уметь культивировать коловраток в пресной, солоноватой и морской (свыше 10 ‰) воде, хлореллу или сценедесмус кормовой взвеси. Владеть методикой и постановкой эксперимента, расчетами и оценкой качества воды по скорости седиментации коловраток, формулы расчетов и критерии качества воды в зависимости от отклонения от контроля.
Формула расчета скорости седиментации:
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где,  f − скорость седиментации, мл/экз.мин;

      Со − концентрация водорослей в начале опыта, шт. в одном большом квадрате камеры Горяева;

  Сt − концентрация водорослей в конце опыта, шт. в 1 большом квадрате камеры Горяева;

  N − количество животных в 1 мл среды, экз./мл;

    t − время опыта, мин.

Таблица 2 − Критерии качества воды в зависимости

отклонения от контроля

	Отклонения от контроля, %
	Критерии качества воды

	До 25
	Отсутствие загрязнения

	До 50
	Пороговое загрязнение

	Свыше 50
	Критическое загрязнение


Отклонение  от контроля вычисляют по формуле:
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где, х − отклонение скорости седиментации от контроля, %;

F контр. − скорость седиментации в контроле, мл/экз.мин;

F опыт. − скорость седиментации в каждом опытом варианте, мл/экз.мин.

Материалы и оборудование:

Таблица «Критерии качества воды в зависимости от отклонения от контроля», формулы для расчета скорости седиментации и отклонения  от контроля.

Микроемкости объемом 1-2 мл, чашка Петри, пипетка глазная с оттянутым носиком, бинокулярная лупа МБС, микроскопы Биолам и МБИ, культура коловраток, культура хлореллы или сценодесмуса, секундомер.

Лабораторная работа № 4
         Тема: Метод оценки качества водной среды по коэффициенту регенерации популяции
Студент должен изучить методику оценки уровня загрязнений и принцип метода. Уметь культивировать коловраток и хлореллу. Владеть методикой и постановкой эксперимента, расчетами и оценкой качества среды  по коэффициенту регенерации популяции по показателю баланса ее прироста за счет молоди и убыли − за счет мертвых особей.

Уметь анализировать и оценивать результаты опытов по  общему количеству организмов, числу мертвых и ювенильных особей в опыте и контроле.
Формула расчета коэффициента регенерации популяции (Кrp): 
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  где,  Nj – количество молодых особей, экз./мл; 

        Nm – количество мертвых особей, экз./мл.

Оценка качества воды:

− Кгp = 1 (количество молодых и мертвых тест-организмов в контроле и опыте не отличаются) − качество водной среды принимается  за норму,

− при превышении Кгp  до 25 − отсутствие загрязнения, 

− при превышении Кгp  до 50 − пороговое загрязнение,

− при превышении Кгp  свыше 50  − критическое загрязнение.
Материалы и оборудование:

Таблица «Коэффициенты регенерации движения цитоплазмы элодеи в зависимости от уровня токсичности среды».
 Стеклянные емкости объемом 50-100 мл, микроскоп Биолам или МБИ, бинокулярная лупа МБС, градуированная пипетка для микроводорослей, глазная пипетка с оттянутым носиком для коловраток, камера Богорова для учета коловраток, камера Горяева для учета микроводорослей.

Лабораторная работа № 5 
Тема: Экологический метод оценки состояния естественных водоемов
Студент должен изучить методику оценки состояния водоемов и принцип метода. Уметь определять и рассчитать количество инфузорий и коловраток в исследуемой воде. Владеть методикой и постановкой эксперимента.

Уметь анализировать и оценивать результаты опытов  по индексу эвтрофирования, расчитываемый при сопоставлении численности инфузорий и коловраток.
       Расчет индекса эвтрофирования ведется по формуле:
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где,  ИНЭФ- индекс эвтрофирования;

        Nинф.- общая численность инфузорий, экз./л;

        Nколовр.- общая численность коловраток, экз./л.

Стабильные изменения индекса эвтрофирования в целом по водоему указывают на неблагополучие трофодинамики экосистемы и служат серьезным сигналом для проведения охранных мероприятий.

Пороговой величиной, показывающей, что антропогенное эвтрофирование начинает приводить к существенным сдвигам в экосистеме, рекомендуется считать значение индекса, равное двум.

Материал и оборудование:

Формула расчета индекса эвтрофирования. 
Батометр объемом 1 л, ведро, установка для концентрирования проб, фильтры мембранные №6 (размер пор 5 мкм), мензурки объемом от 5 до 50 см3, камера Богорова,  микропипетки, препаровальные иглы, бинокулярная лупа МБС-1 и МБС-3, стекла предметные, стекла покровные.

Лабораторная работа № 6
Тема: Сапробность и расчет индекса сапробности. Определение зоны сапробности по индексу Пареле
Индексы сапробности характеризуют качество воды или ее сапробиологическую оценку по набору и количественным показателям популяций видов индикаторов в пробах планктона и бентоса.
Студент должен изучить методику оценки состояния водоемов и принцип метода определения сапробности водоема. Уметь определять индикаторные виды гидробионтов их количественный состав. 

Должен знать шкалу сапробности (ксеносапробная, олигосапробная, α- мезосапробная, β- мезосапробная, полисапробная) и их значения.
Уметь анализировать и оценивать качество воды  по индексу сапробности и сапротоксобности, применять системы сапробности в связи с изменением индикаторной значимости отдельных видов под влиянием токсических веществ.
Расчет индекса сапробности (по Pantle und Buck, 1955):
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где, S − индекс сапробности, 
       s − индикаторная значимость вида,

       h − относительное количество особей вида. 
Зоны сапробности по индексу сапробности S:

− S = 4.0-3.5* − 4.5-8.5 − полисапробная зона, 
− S = 2.5-1.5 − 3.5-2.5 − мезосапробная зона, 
− S = 1.5 1.0 − олигосапробная зона, 
− S = 0.5-0* − ксеносапробные воды.

               * Sladecek, 1969

Индикаторная значимость вида: 
− s = 1 − олигосапробы, 
− s = 2-3 − мезосапробы, 
− s = 4 − полисапробы;

Относительное количество особей вида:

 − h = 1 − cлучайные (единичные) находки,
 − h = 3 − частая встречаемость, 
 − h = 5 − массовое развитие.

Модификация индекса Пантле-Букк (по Н.А. Дзюбан и С.П. Кузнецова, 1981):
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где, S − средний индекс сапробности, 

       n − фактическая численность индикаторного вида в пробе, 
       s − cапробность отдельных видов (по Сладечеку).

Расчет индекса сапробности водотока (Яковлев, 1988, цит. по Балушкина, 1997):
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где, St − индекс сапротоксобности водотока,
(St⋅n) − сумма произведений значений индексов сапротоксобности отдельных
             видов на соответствующее им количество особей, 
n − число особей всех индикаторных видов.

Индекс сапротоксобности равен:

− 1.0-1.5 в олигосапротоксобной зоне, 
−1.5-1.5 в β-мезосапротоксобной зоне, 
−2.5-3.5 в α-мезосапротоксобной зоне, 
−3.5-4.0 в полисапротоксобной.

Уровень загрязнения по плотности олигохет-тубифицид (по Wright, 1955, Carr and Hiltonen, 1965):

− слабое загрязнение − 100-999 экз./м2,

− среднее загрязнение − 1000-5000 экз./м2,

− тяжелое загрязнение − более 5000 экз./м2.

Лабораторная работа № 7
         Тема: Определение числа сапрофитных микроорганизмов в воде

Студент должен изучить методы определения и количественного учета сапрофитных микроорганизмов. 
Должен знать основных представителей мезофильных, сапрофитных аэробов и факультативных анаэробов, образующих колонии на питательном мясо-пептонном агаре (МПА).

Уметь анализировать и оценивать состояние экосистемы по показателям развития бактериопланктона, характеризующих уровень трофности и загрязненности вод.  
К сапрофитным микроорганизмам относят мезофильных, сапрофитных аэробов и факультативных анаэробов, способных образовывать на питательном мясо-пептонном агаре (МПА) колонии, видимые при увеличении в 2 раза.

Целесообразно определять:

− число сапрофитных микроорганизмов, вырастающих при температуре 20-22 °С в течение 48 часов.

− число сапрофитных микроорганизмов, вырастающих при температуре 37 °С в течение 24 часов.

При температуре 20°С вырастает больше сапрофитных микроорганизмов, чем при температуре 37°С. Соотношение численности этих групп микроорганизмов  позволит судить о динамике и интенсивности процесса самоочищения, так как сапрофиты, вырастающие при температуре 20°С, являются активными участниками процесса самоочищения водоемов.

При лабораторно-производственном контроле действующих источников водоснабжения определяют только одну группу (37 °С). Динамика численности этой группы является чувствительным индикатором загрязнения водоема, в частности, органическими веществами.

Таблица 1 − Оценка состояния экосистемы по показателям
развития бактериопланктона («Руководство....» Гидромета (1992)

	Состояние экосистемы
	А, млн. клеток /мл
	Б, тыс. клеток/мл
	А/Б

	1
	2
	3
	4

	Фоновое
	<1,0
	<0,5
	>1000

	Экологический прогресс (антропогенное экологическое напряжение)
	1,0-4,0
	0,5-10,0
	1000-400

	Элементы экологического регресса
	4,0-20,0
	10,0-200,0
	400-100

	1
	2
	3
	4

	Экологический регресс
	20,0-40,0
	100-70
	100-70

	Метаболический регресс
	>40,0
	>700
	<70

	А − общее количество бактерий, Б  − количество гетеротрофов


Численность бактерий, вырастающих на МПА:10, характеризует определенный уровень трофности и загрязненности вод: 
− в высокотрофных водах отношение числа таких бактерий к их количеству на МПА равно 2-3, 
− в малотрофных и загрязненных водах это соотношение составляет 10-100 и может достигать еще больших значений,
− содержание споровых микроорганизмов указывает на характер органического вещества: при наличии трудноразлагаемых соединений число таких микроорганизмов может превышать 1 000 кл./мл,
− появление в пробах воды сульфатредуцирующих бактерий в количестве нескольких десятков в 1 мл свидетельствует об опасности сероводородного заражения.

− наличие фенол- и углеводородокисляющих бактерий в количествах, превышающих 102-103 кл./мл, указывает на ту или иную степень загрязнения этими веществами. 
При определении интенсивности разрушения нефтяных остатков по значению ПОС следует руководствоваться следующей шкалой: 
− сильное хроническое нефтяное загрязнение − 
   0,4-1,0 мг О2/(л-сут) и более, 
− слабое загрязнение − 0,1-0,4 мг О2/(л-сут), 
− нет загрязнения − менее 0,1 мг О2/(л-сут).

Лабораторная работа № 8
Тема: Санитарно-показательные микроорганизмы водной среды в эколого-гигиенической оценке водоемов и методы их индикации
Студент должен изучить нормативно-методические документы по вопросу  эколого-гигиенической оценке водоемов. 
Должен знать факторы, влияющие на качественный состав микрофлоры среды обитания (воды, грунтов), происхождение и характеристику сточных вод, экологические группы микрофлоры водоемов и их физиологические свойства, методы эколого-гигиенической оценки водоемов.
Уметь анализировать и оценивать эколого-гигиеническое состояние водоемов по показателям прямого, косвенного и молекулярно-генетического методов.  
Вода является естественной средой обитания разнообразных микроорганизмов. В пресных и солёных водах выделяют представителей всех таксономических групп бактерий, а также различных простейших, грибов и водорослей. Совокупность всех водных микроорганизмов выделяют как микробиальный планктон.
На качественный состав микрофлоры основное влияние оказывает происхождение воды как среды обитания. Это могут быть:

− пресные поверхностные воды проточных рек и ручьёв, стоячих    озёр, прудов или водохранилищ;
− подземные (почвенные, грунтовые, артезианские);
− атмосферные (дождь, снег);
− солёные (морские и озёрные) воды. 

По характеру пользования выделяют:

− питьевую воду  централизованного и местного водоснабжения; с забором из открытых водоёмов или подземных источников,

− воду плавательных бассейнов,

− лёд медицинский и хозяйственный.

Особого внимания с санитарной точки зрения требуют сточные воды:

− хозяйственно-фекальные,

− промышленные,

− смешанные  воды,  микрофлора  которых  загрязняет  природные водоемы: хозяйственно-фекальные,  промышленные,  ливневые и талые.

Характер микрофлоры водоёмов определяют особенности конкретной водной среды. 
Микрофлору водоёмов образуют 2 группы:

− автохтонные микроорганизмы, или водные;
− аллохтонные  микроорганизмы, попадающие  извне   в следствие 
загрязнения различных источников. 

По физиологическим свойствам автохтонную микрофлору воды подразделяют на группы:

− протеолитические аэробы (Micrococcus candicans, M. roseus, Sarcina lutea, Bacterium aquatilis communis, Pseudomonas fluorescens, различные вида Proteus и Leptospira) – они расщепляют органические вещества в аэробных условиях;
− споровые анаэробы – возбудители процессов брожения и гниения (Bacillus cereus, В. mycoides, Chromobacterium violaceum, виды Clostridium);
− сапрофитные иловые бактерии, разлагающие мочевину и аммиак;
− сапрофиты, усваивающие неорганический азот (актиномицеты, некоторые грибы).
Для получения адекватной информации в эколого-гигиенической оценке водоемов применяют 3 метода:

− прямой, выявляющий возбудителей;

− косвенный, указывающий на загрязнение объектов окружающей среды выделениями человека и животных и его степени;
− молекулярно-генетические методы исследования (молекулярная гибридизация, ПЦР)
Прямой метод включает следующие этапы:

− забор образца для исследования;
− подготовка образца (гомогенизация, десорбция);
− приготовление разведений исследуемого образца;
− выращивание микроорганизмов на питательных средах после посева приготовленных разведений;
− идентификация выделенных микроорганизмов и их количественный учет;
− заключение.
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Рис. 1 − Клетки Candida albicans,      Рис. 2  − Staphylococcus epidermidis (над чертой)
окрашенные по Грамму                     и Staphylococcus aureus (вокруг колоний видны 
                                                        четкие лецитоветилазные зоны) 

Косвенные методы определения загрязненности внешней среды микроорганизмами направлены на обнаружение санитарно-показательных микроорганизмов (СПМ).
К санитарно-показательным микроорганизмам относят постоянно обитающие в естественных полостях тела людей и животных, откуда они поступают в окружающую среду, где могут сохранять жизнеспособность в течение определенного времени. По санитарно-показательным микроорганизмам можно косвенно судить о возможном присутствии патогенов во внешней среде.
При косвенном методе используют следующие критерии:
− общее микробное число (ОМЧ);
− содержание санитарно-показательных микроорганизмов (СПМ);
− количество мезофильных аэробных и факультативно анаэробных микроорганизмов (МАФАнМ);

− наиболее вероятное число (НВЧ). Определяют его по специальным таблицам Хоскенса-Муре.

Из молекулярно-генетических методов исследований наиболее используется полимеразная цепная реакция (ПЦР). Это способ быстрого получения множественных копий специфической последовательности ДНК бактерий, грибов, вирусов до количества, достаточного для идентификации другими методами.

Основные компоненты – исследуемая проба ДНК; смесь ДНТФ (дезоксинуклеотидтрифосфат); достраивание с помощью ДНК-полимеразы; праймеры – синтетические фрагменты ДНК; специфический буфер; минеральное масло; мембрана.
Пример электрофореграмма ПЦР-продуктов:

1    2   3   4     5    6   7    8    9  10  11  12 13  ОК  К-  К+ М
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1-13 – пробы, М – маркер молекулярных масс, К- – отрицательный контроль ПЦР,

 К+ – положительный контроль ПЦР

Рисунок 1 – Электрофореграмма ПЦР-продуктов ДНК штаммов Candida со специфическими праймерами, предназначенными для видовой идентификации C. albicans
Микроорганизмы широко распространены в окружающей среде. Большинство из них – сапрофиты, но имеются и патогенные.

По длительности выживания во внешней среде патогенные микроорганизмы можно разделить на 3 группы:

− постоянные обитатели окружающей среды (возбудитель ботулизма, патогенные грибы);
− сохраняющиеся длительное время (десятки лет) – (возбудители столбняка, газовой гангрены);
− сохраняющиеся сравнительно недолго (до нескольких месяцев): энтеробактерии – 2-4 недели, бруцеллы, микобактерии – несколько месяцев, многие вирусы.

Деление микроорганизмов на эти группы условно, сроки выживания зависят от условий и сильно колеблются.
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