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Вступ 
 За трохи більший ніж чвертьвіковий період вивчення легіонельозної інфекції (ЛІ) (з часу 
першого зареєстрованого в 1976 році спалаху групової захворюваності серед учасників з’їзду 
членів організації ветеранів “Американський легіон” в місті Філадельфія, США) досягнуті значні 
успіхи у розкритті різних аспектів легіонельозу: біологічних особливостей і таксономії збудника, 
екологічних та епідеміологічних закономірностей поширення ЛІ, клінічного перебігу захворю-
вання, протимікробній хіміотерапії та профілактики цих захворювань [1, 2]. В теперішній час ви-
діляють чотири групи факторів, активність яких різко збільшує ризик поширення ЛІ: наявність 
легіонел у водній системі; підігрів води до оптимальної для розмноження збудника температури; 
наявність в достатній концентрації  поживних речовин, що в природних умовах означає існуван-
ня і швидке розмноження найпростіших – організмів-господарів легіонел; утворення високодис-
персного аерозолю, рідка фаза якого містить патогенні види легіонел, що вдихується людьми. 
Тому, сьогодні одним із ефективних протиепідемічних заходів в боротьбі із ЛІ є санітарно-
бактеріологічний контроль за присутністю і кількістю легіонел у воді замкнутих систем водопо-
стачання, рекреаційних водних споруд та технічних засобах створення і підтримання мікрокліма-
ту в приміщеннях  з підвищеною скупченістю населення [3, 4, 5]. Встановлені і гранично допус-
тимі (критичні) рівні контамінації бактерій роду Legionella у водних системах, перевищення цих 
критичних концентрацій є показником для проведення спеціальних заходів для обмеження роз-
множення збудника ЛІ [2, 3]. Розроблено широкий спектр методів для визначення кількості легі-
онел в досліджуваних зразках (кількісний імуноферментний аналіз, детекція збудника на основі 
технології полімеразної ланцюгової реакції, гібридизації нуклеїнових кислот та ін.), але найбільш 
активно з цією метою продовжує застосовуватись бактеріологічний метод. Останній має ряд пе-
реваг: високу чутливість, простий у використанні, дозволяє контролювати присутність у водних 
системах представників різних видів Legionella і визначати концентрацію життєздатних (вегета-
тивних) клітин легіонел, тощо. Бактеріологічний метод контролю передбачає висів обмеженого 
фіксованого об’єму зразка на спеціальні поживні середовища. Оскільки вода із екосистем приро-
дного і техногенного походження, яка підлягає санітарно-бактеріологічному контролю на прису-
тність легіонел, практично, завжди висококонтамінована широким спектром мікроорганізмів різ-
них таксономічних груп, то досліджуваний зразок води підлягає попередній обробці селективни-
ми чинниками для зменшення рівня контамінації “сторонньою” мікрофлорою і для більш точно-
го кількісного визначення Legionella spp. Проте, в наукових працях щодо цієї проблеми недоста-
тньо висвітлено питання впливу цих селективних чинників на життєздатність самих легіонел. Це, 
в свою чергу, призвело до очевидного методичного недоліку в нормативних документах, якими 
регламентується санітарно-бактеріологічне дослідження водних систем на присутність Legionella 
spp. Він полягає в тому, що пригнічуюча дія використовуваних різнотипних селективних чинни-
ків на життєздатність клітини легіонел не враховується, тобто, за результатами бактеріологічного 
дослідження визначається занижена концентрація вегетативних клітин легіонел [6].  
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 Метою цієї роботи було вивчення впливу на легіонели і мікроорганізми інших таксономі-
чних груп селективних чинників, які найбільш широко використовуються, для підвищення якості 
проведення санітарно-бактеріологічного контролю рівня контамінації Legionella spp. зразків води 
природного і техногенного походження.  
 
Матеріали та методи 
 Об’єктом дослідження були модельні та природного походження зразки води із замкнутих 
систем водопостачання, рекреаційних споруд, технічних засобів створення і підтримання мікро-
клімату в приміщеннях (далі об’єкти середовища життєдіяльності), штучно контаміновані легіо-
нелами та мікроорганізми інших таксономічних груп. Для зараження модельних зразків було ви-
користано 10 штамів Legionella spp. (6 штамів виду L. pneumophila ATCC 33152, ATCC 33154, 
ATCC 33156, ATCC 33215, ATCC 33823, ATCC 35096; по 1-му штаму видів L. micdadei ATCC 
33204, L. bozemanii ATCC 33217, L. longbeachae ATCC 33462, L. gormanii ATCC 33342) та 22 
штами мікроорганізмів інших таксономічних груп (таблиця 1). Типові культури легіонел були 
люб'язно надані Prof. Dr. Dr. Y.E. Müller із Staatliches Medizinaluntersuchunsamt Braunschweig 
(Німеччина), за що автори висловлюють йому щиру подяку. Штами інших видів мікроорганізмів 
отримані із музею мікроорганізмів Інституту мікробіології та імунології ім. І.І. Мечникова АМН 
України (ІМІ) та із колекції культур лабораторії нових та маловивчених інфекційних захворю-
вань (ЛНМІЗ ІМІ). 
 Для вирощування легіонел в якості поживного середовища використовували буферний 
вугільно-дріжджовий агар – БВДА, який готували в ЛНМІЗ у відповідності із традиційною реце-
птурою. Посіви легіонел інкубували при t=35±0,5 0С в атмосфері з 5% СО2 впродовж 7-ми діб до 
формування макроколоній [7-9]. Для культивування штамів Escherichia coli, Pseudomonas aerugi-
nosa, Bacillus spp. застосовували м’ясо-пептонний агар (МПА) виробництва НАН України 
ІБОНХ Державного експериментального заводу медичних препаратів (м. Київ). Культури Can-
dida albicans i Saccharomyces cerevisiae вирощували на агарі Сабуро НВО “Питательные среды” 
(м. Махачкала, РФ). Штами мікроміцетів Aspergillus niger, Trichoderma viride, Pinicillum albo-
cinerescens культивували на агарі Чапека, який готували в ЛНМІЗ за типовою рецептурою [9, 10]. 
Посіви мікроорганізмів вказаних груп вирощували у відповідності із загальноприйнятими прави-
лами для даного виду.  
 При встановленні концентрації життєздатних клітин бактерій в суспензіях (колоніє утво-
рюючих одиниць – КУО/мл) використовували метод послідовного кратного розведення суспензії 
стерильною дистильованою водою і дозований (фіксованого об’єму) висів цих розведень на по-
живні середовища [11, 12]. 
 Для визначення ефективного способу селективного зниження рівня контамінації “сторон-
ньою мікрофлорою” модельних та природного походження зразків води, при умові максимально-
го збереження вихідної концентрації легіонел, були експериментально апробовані методи селек-
тивної термічної і кислотної обробки та висіву на селективні поживні середовища [6]. Метод те-
рмічної обробки (МТО) був відтворений в двох модифікаціях і полягав у тому, що 1,0 мл зразка 
прогрівали: при t=(60±0,5) 0С впродовж 3-х хвилин – перша модифікація (МТО1); при t=(50±0,5) 
0С впродовж 30-ти хвилин – друга модифікація (МТО2) [6, 10]. Термічну обробку здійснювали в 
умовах водяної бані за допомогою апарату для інактивації сироватки АИС. Метод кислотної об-
робки (МКО) полягав у тому, що 1,0 мл матеріалу досліджуваного зразка оброблювали кислот-
ною сумішшю (КС) (КС включає: 3,9 мл 0,2М HCl i 0,2M KCl, pH=2,2) у рівному за об’ємом 
співвідношенні (1:1), інкубували при t=18-22 0С впродовж 15-ти хвилин, потім нейтралізували 
КС лужним розчином (ЛР) (ЛР містить: 7,0 мл 0,1N KOH i дистильовану воду 93,0 мл). Після 
проведення МКО зразки центрифугували при 5000 обертів за хвилину (об./хв.) впродовж 15-ти 
хвилин і висівали на поживні середовища. При конструюванні поживних середовищ для виді-
лення легіонел із зразків, висококонтамінованих різними мікроорганізмами, в якості селективних 
були випробувані такі селективні інгредієнти: фарбники індикатори – комбінація бромтімолово-
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го синього (БРС) і бромкризолового пурпурного (БРП) з позначкою “РЕАХИМ” виробництва 
Шосткінського заводу хімреактивів (БРС і БРП додавали в середовище до концентрації 10 мг/мл 
кожного із фарбників-індикаторів); аурін (розолова кислота) Київського заводу “РИАП” (концен-
трацію ауріна в середовищі доводили до 100,0 мг/л); комбінація антибіотиків (КА) (КА на 1 л се-
редовища містила: гліцин – 3,0 мг фірми “Raanal”, Угорщина; поліміксина – 20,0 мг ВАТ “Київ-
медпрепарат”; ванміксан (ванкоміцин) – 1,0 мг фірми “Sanofi”, Франція; циклогексіміда – 100,0 
мг фірми “BoehringerMannheim GmbH”, Німеччина), селективний додаток до поживного середо-
вища для виділення легіонел фірми “Oxoid”, Великобританія (“Legionella BMPA -α selective 
supplement”. For in vitro diagnostic use. Unipath LTD, Basingstoke, Hampshire, England; прийняте 
скорочене написання селективного реагенту  LBMPASS), який додавали в середовище в кількос-
ті, зазначеній в інструкції по його використанню.  
 Кожний експеримент відтворено в трьох паралельних дослідженнях. 
 Статистична обробка експериментальних даних здійснювалась у відповідності із прави-
лами рядової і альтернативної варіаційної статистики [13, 14].  
 
Результати та їх обговорення 
 Результати дослідження впливу селективних чинників на легіонели і мікроорганізми ін-
ших таксономічних груп представлені в таблиці 1.  
 Дані наведені в таблиці 1 свідчать, що жоден із семи експериментально апробованих се-
лективних чинників не є універсально ефективним, тобто, не забезпечує достатньо оптимальних 
умов для виділення і визначення кількості легіонел із зразків з високим ступенем контамінації 
останніх гетерогенними групами мікроорганізмів. Так, методи термічної обробки досліджуваних 
модельних зразків (МТО1 і МТО 2) у 103-104 рази знижували рівень концентрації Legionella spp., 
одночасно ефективно знезаражували штами S. aureus, Р. aeruginosa, E. coli, C. albicans, S. 
cerevisiae. Ці методи виявились малоефективними селективними чинниками для зниження рівня 
контамінації води представниками Bacillus spp. та лише в 102-103 рази зменшували рівень інфіку-
вання зразків життєздатними формами мікроміцетів. МКО забезпечував зниження показника 
КОУ/мл для P. aeruginosa у 103 раз, а щодо мікроорганізмів інших таксономічних груп, то ефек-
тивність зниження контамінації цим методом складала 101-102 раз. Крім того, МКО суттєво зни-
жував рівень контамінації легіонелами досліджених зразків. Абсолютно протилежними вияви-
лись результати дії селективних індикаторних фарбників - ауріну (БВДА з ауріном) та комбінації 
БРС і БРП. БВДА з БРС і БРП не подавляв ріст легіонел, однак, суттєво і не пригнічував ріст мі-
кроорганізмів інших таксономічних груп. Лише щодо штамів Bacillus spp. це середовище забез-
печувало зниження показника КУО/мл в 101-102  рази. БВДА з ауріном сильно пригнічував ріст 
як легіонел (більше ніж в 104 раз), так і інших груп мікроорганізмів (в 103-104 рази), за винятком 
штамів E. coli i P. aeruginosa. Найбільш привабливими щодо бажаної спрямованості селективної 
дії є результати тестування БВДА з LBMPASS та БВДА з КА. Використання БВДА з LBMPASS 
забезпечувало зниження показника КУО/мл для легіонел лише в два з половиною рази, для E. 
coli - майже в сорок раз, для штамів S. aureus, P. aeruginosa, Bacillus spp., S. cerevisiae - в 103-104 і 
більше раз, тоді як пригнічуюча активність стосовно культур C. albicans і мікроміцетів була не-
значною. На БВДА з КА рівень контамінації досліджуваного модельного зразка легіонелами був 
визначений в дванадцять разів нижчим, у порівнянні із результатами їх паралельного досліджен-
ня на БВДА. Селективність дії КА відносно всіх взятих в експеримент таксономічних груп мік-
роорганізмів (за винятком C. albicans) забезпечила зниження відповідного показника КУО/мл 
більш ніж в 103-104 разів. Слід додатково відзначити, що макроколонії Legionella spp. на селекти-
вному середовищі БВДА з LBMPASS повністю зберігають свої типові характеристики і термін 
формування до розміру видимого неозброєним оком. Тоді як на середовищі БВДА з КА колонії 
легіонел ростуть повільніше (стають видимими для неозброєного ока на три-чотири доби пізні-
ше) і мають суттєво менший розмір.  
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 Викладені вище результати експериментального випробування різних селективних чин-
ників для виділення Legionella spp. із висококонтамінованих гетеротипними групами мікроорга-
нізмів зразків води, суттєво відрізняються від висновків інших дослідників [7]. МКО, МТО1 і 
МТО2 і застосування поживних середовищ з КА не лише використовуються в клінічній практиці 
для лабораторної діагностики ЛІ [15], але і включені до нормативно-методичних документів, 
якими регламентується проведення санітарно-бактеріологічних досліджень в системі протиепі-
демічних заходів для боротьби з легіонельозом [6, 16]. Особливе значення набуває факт пригні-
чення росту Legionella spp. (зниження показника КУО/мл) під впливом досліджених нами селек-
тивних чинників з огляду на те, що в теперішній час встановлені та контролюються гранично до-
пустимі (критичні) рівні контамінації легіонелами води в технічних системах середовища життє-
діяльності населення [3]. Можливо, обговорені відмінності в результатах визначення впливу 
селективних методів обробки на рівень мікробної контамінації зразків (особливо об’єктів оточу-
ючого середовища) полягають в тому, що наші та дослідження інших авторів проводились на 
відмінних експериментальних моделях. Наші модельні зразки для досліджень готувались таким 
чином, що бактерійні клітини Legionella spp. утворювали гомогенну суспензію і знаходились 
безпосередньо в її рідкій фазі, тобто, були більш доступними для дії селективного чинника, ніж 
мікроорганізми в модельних зразках, які досліджувались іншими фахівцями. Їх моделями, в пе-
реважній більшості, були зразки води природного походження, в яких основна популяція легіо-
нел є внутрішньоклітинними симбіонтами і знаходиться в клітинах водних найпростіших - амеб, 
інфузорій, синьо-зелених мікроводоростей, тощо [17]. Тому, можна припустити, що дія селекти-
вних чинників на внутрішньоклітинну популяцію Legionella spp. є суттєво слабшою, а на мікро-
організми, які вільно вегетують у рідкій фазі суспензії є більш інтенсивною. Вже показано, що 
представники Legionella spp. здатні розмножуватись лише в своїх природних (водних) одноклі-
тинних господарях [18, 19], а при перебуванні безпосередньо у воді, чи у мікробних біоплівках, 
ці бактерії лише зберігають свою життєздатність [2, 17]. Експериментальне підтвердження кон-
цепції щодо можливості Legionella spp. розмножуватись у біоплівках, безперечно, мала б великий 
вплив на стратегію бактеріологічного контролю і профілактики легіонельозу. Проте, на наш по-
гляд, сьогодні для отримання більш точного результату, при здійсненні санітарно-
бактеріологічного контролю водних систем слід враховувати і ту частину популяції легіонел, яка 
перебуває безпосередньо у рідкій фазі досліджуваного зразку та найбільш пригнічується дією 
селективного чинника при проведенні лабораторного аналізу.  
 
Висновки 
 В експериментах на модельних та природного походження зразках визначено рівень 
впливу селективних чинників при визначенні рівня контамінації легіонелами об’єктів середови-
ща життєдіяльності (води із замкнутих технологічних систем водопостачання, рекреаційних вод-
них споруд, технічних засобів створення і підтримання мікроклімату в приміщеннях із підвище-
ною скупченістю населення, тощо). При здійсненні санітарно-бактеріологічного аналізу дослі-
джуваних зразків для більш точного визначення рівня їх контамінації легіонелами (КУО/мл) 
пропонується застосовувати відповідний поправочний коефіцієнт (табл. 2).  
 
Таблиця 2 Поправочні коефіцієнти для визначення бактеріологічним методом з використан-

ням селективних чинників рівня контамінації легіонелами (КУО/мл) зразків 
об’єктів середовища життєдіяльності 

 
Селективний 

чинник 
Поправочний коефі-

цієнт 
Селективний чинник Поправочний кое-

фіцієнт 
МТО 1 × (3⋅103) БВДА з БРС і БРП ×1 
МТО 2 × (2⋅104) БВДА з LBMPASS ×2,5 
МКО ×80 БВДА з КА ×12 
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Удосконалення методу санітарно-бактеріологічного контролю за рівнем контамінації 
 легіонелами об’єктів середовища життєдіяльності  

 
Красовський В.В., Шагун В.Г., Тимченко О.М., Похил С.І. 
Харківська медична академія післядипломної освіти МОЗ України, 
Інститут мікробіології та імунології ім. І.І. Мечникова АМН України  (м. Харків)  

 
 

 В експериментах на модельних та природного походження зразках води вивчено вплив на 
Legionella spp. і мікроорганізми інших таксономічних груп різних селективних чинників (прогрі-
вання, кислотної обробки, антибіотиків, фарбників та ін.). Зроблено висновок, що при здійсненні 
санітарно-бактеріологічного контролю водних систем природного і техногенного походження 
для більш точного визначення рівня їх контамінації Legionella spp. (КУО/мл) необхідно застосо-
вувати встановлений відповідний для кожного селективного чинника поправочний коефіцієнт (1-
2⋅104). 
 
 
 Ключові слова: Legionella, бактеріологічний метод, визначення концентрації, поправоч-
ний коефіцієнт.  
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Усовершенствование метода санитарно-бактериологического контроля за уровнем конта-

минации легионеллами объектов среды жизнедеятельности  
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 В экспериментах на модельных и природного происхождения образцах воды изучено 
влияние на Legionella spp. и микроорганизмы других таксономических групп различных селек-
тивных агентов (прогревания, кислотной обработки, антибиотиков, красителей и др.). Сделан 
вывод, что при осуществлении санитарно-бактериологического контроля водных систем природ-
ного и техногенного происхождения для более точного определения уровня их контаминации 
Legionella spp. (КОЕ/мл) необходимо применять установленный соответствующий для каждого 
селективного агента поправочный коэфициент (1-2⋅104). 
 
 Ключевые слова: Legionella, бактериологический метод, определение концентрации, по-
правочный коэфициент.  
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 Effect of different selective factors (heating, acid action, antibiotics, dyes, etc.) on Legionella 
spp. and on microorganisms of other taxonomic groups has been studied in experiments with model and 
natural water samples.  
 It was concluded that during the sanitary-bacteriological control of water systems of natural and 
man-caused origin to determine their contamination level by Legionella spp (CFU/ml) in a more precise 
manner it is necessary to use the determined correction factor (1 - 2·104) corresponding to each selective 
factor.  
 
 
 Key words: Legionella, bacteriological method, determination of concentration, correction factor 
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Таблиця 1 - Вплив селективних чинників на мікроорганізми різних таксономічних груп при проведенні бактеріологічного методу ви-
ділення легіонел 

 
Концентрація мікроорганізмів після дії селективного чинника (КУО/мл, m±d)  

Вид мікроорганіз-
му (кількість шта-

мів) 

Вихідна кон-
центрація мі-
крорганіз-мів 
КУО/мл, m±d) 

МТО 1 
(t=60±0,5 оС, 

3 хв.) 

МТО 2  
(t=50±0,5 оС, 

30 хв.) 

 
МКО 

БВДА  
з БРС і БРП 

БВДА з ау-
ріном 

БВДА з 
LBMPASS 

 
БВДА з КА 

Legionella spp. (10) (5,9±0,2)⋅107 (2,1±0,9)⋅104 (2,8±1,0)⋅103 (7,2±2,8)⋅105 (5,8±0,7)⋅107 < 103 (2,4±0,6)⋅107 (4,9±1,1)⋅106

E. coli (3) (7,6±2,6)⋅106 < 103 < 103 (2,6±0,4)⋅105 (4,1±0,6)⋅106 (8,9±2,1)⋅105 (2,1±0,7)⋅105 < 103

S. aureus (3) (1,3±0,5)⋅107 < 103 (1,0±0,6)⋅104 (1,8±0,5)⋅106 (9,8±1,2)⋅106 < 103 < 103 < 103

P. aeruginosa (3) (3,7±0,9)⋅107 < 103 < 103 (2,2±0,8)⋅104 (2,8±1,1)⋅107 (3,4±0,9)⋅107 < 103 < 103

B. steuruther-
mophilis (1) 

(3,1±0,4)⋅107 (6,3±1,9)⋅106 (1,5±0,6)⋅106 (9,7±2,2)⋅106 (2,8±0,6)⋅106 < 103 < 103 < 103

B. subtilis (2) (6,0±1,2)⋅106 (3,7±0,8)⋅105 (7,7±1,1)⋅105 (1,1±0,5)⋅105 < 103 (2,4±0,7)⋅103 < 103 < 103

B. licheniformis (1) (4,1±0,9)⋅106 (8,5±2,0)⋅105 (2,0±0,7)⋅105 (9,7±2,8)⋅105 (3,7±1,2)⋅105 (1,9±04)⋅103 < 103 < 103

C. albicans (2) (9,7±1,4)⋅106 < 103 < 103 (6,1±2,1)⋅105 (8,8±2,1)⋅106 < 103 (7,1±1,9)⋅106 (5,7±1,1)⋅106

S. cerevisiae (2) (1,3±0,7)⋅106 < 103 < 103 (9,3±1,7)⋅105 (1,8±0,8)⋅106 < 103 < 103 < 103

P. albocinerescens 
(3) 

(1,5±0,4)⋅106 (7,3±0,8)⋅104 (5,3±0,5)⋅103 (4,8±0,9)⋅105 (9,9±1,2)⋅105 - (1,0±0,3)⋅106 < 103

T. viride (2) (1,1±0,3)⋅106 (1,2±0,6)⋅103 (2,8±0,7)⋅103 (5,5±0,8)⋅105 (1,2±0,5)⋅106 - (9,7±1,1)⋅105 < 103

A. niger (2) (1,6±0,4)⋅106 (6,9±1,2)⋅103 (5,1±0,9)⋅104 (6,6±1,1)⋅105 (1,1±0,9)⋅106 - (1,4±0,7)⋅106 < 103

  
Примітка.    “-” – дослідження не проводились.  
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