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1. ВВЕДЕНИЕ

«Пр авила охраны поверхностных вод от загрязнения 
сточными водами» № 1166-74 и «Правила санитарной охра? 
ны прибрежных вод морей» № 1210-74 предусматривают пре* 
дупреждение и устранение загрязнения рек бассейнов и при­
брежных районов морей с целью создания благоприятных 
гигиенических условий хозяйственно-питьевого (в том числе, 
после опреснения), оздоровительно-лечебного и культурно- 
бытового использования населением пресных и морских вод.

Действующие «Правила санитарной охраны прибрежных 
вод морей» и «Инструктивно-методические указания по уст­
ройству, эксплуатации и санитарному контролю плаватель­
ных бассейнов с морской водой» № 1437-76 включают прин­
ципиально новое определение границ прибрежных охраняе­
мых районов морей с зонированием в зависимости от харак­
тера и интенсивности организованного водопользования, диф­
ференцированные требования к составу и свойствам морской 
воды района водопользовании п зоны его санитарной охра­
ны, основные требования и нормативы к использованию мор­
ских вод в оздоровительно-лечебных целях.

Разработанные методические указания предназначены для 
органов и учреждений санитарно-эпидемиологической служ­
бы, научно-исследовательских институтов и кафедр гигиени­
ческого профиля, а также других учреждений, занятых воп­
росами охраны морской среды, и должны способствовать 
дальнейшему совершенствованию их деятельности по разра­
ботке и контролю за выполнением мер, направленных на 
предотвращение загрязнения морей.

Методические указания разработаны Институтом общей 
и коммунальной гигиены им. А. Н. Сысина АМН СССР 
(В. Г. Субботин, Е. П. Сергеев, Ю. А. Рахманин, Т. 3. Арте­
мова, Р. М. Абиева, В. И. Немыря, А. Е. Недачин, Ю. Н, Ни­
китина, А. И. Мельникова) и Министерством здравоохране­
ния СССР (3. В. Левашова).

При подготовке указаний приняты предложения Всесоюз­
ного НИИ гигиены и токсикологии пестицидов, полимерных и 
пластических масс Минздрава СССР, Московского НИИ ги-
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гиены им. Ф. Ф. Эрисмапа н Ростовского-на-Дону НИИ эпи­
демиологии, микробиологии и гигиены Минздрава РСФСР, 
Киевского НИИ обшей и коммунальной гигиены им. А. Н. 
Марзеева Минздрава Украинской ССР, Таллинского НИИ 
эпидемиологии, микробиологии и гигиены, Института экспе- 
jpимeнтaльнoй и клинической медицины, Республиканской, 
Пярнуской и Харьюской СЭС Минздрава Эстонской ССР, 
СЭС Красповодской области Минздрава Туркменской ССР, 
НИИ эпидемиологии, микробиологии и гигиены Минздрава 
Литовской ССР, НИИ вирусологии, микробиологии и гигие­
ны jhfr. Г. М. Мусабекова Минздрава Азербайджанской ССР, 
Государственного океанографического института Госкомитета 
СССР' по гидрометеорологии и контролю окружающей при­
родной среды, Военно-медицинской академии им. С. М. Ки-
ров^.МО СССР.
’'*5 1 '
|  ? 2. ОСНОВНЫЕ ПОЛОЖЕНИЯ

| |  211. Указания распространяются на районы морей, исполь­
зуемые в настоящее время и предусматриваемые на перспек­
тиву/ для купания, водного спорта и культурного отдыха с 
гУс^ойством пляжей и водных станций в границах населеи- 
[дых^мест, пригородов, курортов (санаториев, домов отдыха, 
^Цанрионатов) пионерских лагерей, туристских баз, кемпин- 
гбд;^палаточных городков и других баз длительного и крат- 

иного отдыха населения, а также на водозаборы пла- 
ЗзшёЛьных бассейнов, водолечебниц, ванн и других бальнео­
логических сооружений и опреснительных установок с ис­
пользованием морских вод в оздоровительно-лечебных и хо-

Ш гвенно-питьевых целях.
2. Государственный санитарный контроль за качеством

Шорежных вод моря осуществляется органами и учрежде- 
мя санитарно-эпидемиологической службы в границах 
^рдб.режного охраняемого района моря и района водополь­

зования по показателям, предусмотренным действующими 
/правилами и инструктивно-методическими указаниями, с ис­

пользованием рекомендаций настоящих указаний.
|̂fe*2V3. При осуществлении контроля промышленного и быто- 

*.‘во£ф загрязнения прибрежных вод из микробиологических 
Подавателей определяющее санитарно-показательное значение 
- дь^еют лактозоположительные бактерии группы кишечных па- 
“ло^чек. Наиболее адекватными показателями вирусного за­

грязнения являются фаги кишечных палочек.
‘■^2;4‘. В целях обеспечения благоприятных гигиенических 
уСлойий морского водопользования, исключающих возмож-
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кость ухудшения органолептических свойств воды и появле­
ния постороннего запаха и привкуса пищевых продуктов мо­
ря научно-исследовательским институтам и кафедрам гигие­
нического профиля рекомендуется корректировка ПДК вред-, 
нык веществ, принятых по органолептическому1 признаку 
вредности в «Правилах охраны поверхностных вод от загряз­
нения сточными водами» № 1166-74.

Примечания:
1. Перечень вредных веществ, для которых устанавливается практи­

ческий порог необычного для морских вод запаха, определяется в зави­
симости от конкретной санитарной обстановки в районе водопользования 
и по бассейну моря в целом.

2. Утверждение ПДК вредных веществ в морской воде производится 
п установленном порядке.

2.5. При оценке потенциальной опасности для здоровья на­
селения вредных веществ, ПДК которых установлена для 
пресных водоемов по токсикологическому признаку вредно­
сти, порядок приоритетности выбора химических веществ, 
подлежащих контролю в морской воде, определяется (с уче­
том данных литературы) в следующей последовательности:

— Вещества, обладающие кожио-резорбтивным и раздра­
жающим действием, и стабильные высококумулятивные ве­
щества, способные накапливаться в пищевых продуктах мор­
ского происхождения (в особенности, вещества, хорошо рас­
творимые в жирах и плохо растворимые в воде), допустимые 
концентрации которых в продуктах питания наиболее низки 
или их содержание в продуктах питания не допускается.

— Вещества, вызывающие отдаленные биологические эф­
фекты (мутагенный, тератогенный, канцерогенный, эмбрио- 
токсический, гоиадотоксмческий, аллергенный, героэффект)» 
или другие выражейные неблагоприятные последствия.

— Тяжелые металлы и их органические соединения, а таю» 
же наиболее распространенные химические загрязнители — 
нефть и нефтепродукты, фенолы, ПАВ, пестициды, биогенные 
вещества и др.

Примечания:
1. Последовательность выбора подлежащих контролю отдельных вред­

ных веществ устанавливается по степени их опасности для биологических 
ресурсов и здоровья населения, а также с учетом наличии методов инди­
кации и количественного определения веществ в морской воде и пище­
вых продуктах моря.

2. При выборе подлежащих контролю вредных веществ в морской 
среде необходимо дополнительно учитывать способность веществ к транс­
формации и деструкции в водной среде, степень накопления в пищевых 
цепях (гидробионтах), степень контакта населения с этими веществами 
при купании и употреблении в пищу продуктов моря (по данным лите­
ратуры) .
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3;! ОБЩАЯ СХЕМА И ОРГАНИЗАЦИЯ КОНТРОЛЯ

'З'Л/Тигиепичсскпя характеристика прибрежного охрапяс- 
могс^райоиа моря должна включать основные данные о са­
нитарно-технических условиях (состоянии водоснабжения, ка- 
|[ализования и др.) в приморских городах, курортах и других 
населенных местах; сведения о качестве морской воды, су­
ществующих и потенциальных источниках загрязнения мор- 
|скойДсреды; данные о связи заболеваемости местного населе- 
ния̂ Ы. ^тдыхающих с основными видами морского водополь­
зования.- ■-......д -

3,̂ 2.' Организация наблюдении осуществляется в зависи­
мое?^: от санитарной ситуации и условий морского водополь­
зования. Обоснованию выбора районов наблюдений, в соот­

ветствии с действующими правилами, должно предшествовать 
санитарно-топографическое обследование побережья в грани- 
цах^прибрежного охраняемого района моря.

3:3/\Месторасположеипе точек контроля определяется 
функциональным зонированием |)айона водопользования. При 
этом*«наблюдения в отдельных точках должны характеризо- 
вать^ранитарное состоя и не он редел сипом функциональной 
;30 н bUrr— * п л я Же II, зон культур ио-бытового водопользования; 
.зоны** водозабором для оздоровительно-лечебного и хозяйст- 
‘веииа-питьевого (после опреснения) использования морских 
?вод; д участков, используемых в оздоровительных и спортав- 
.'ныхХцелях, для отдыха на моде, любительского лова рыбы 
дгдр.у

1 ' 3:4. Точки отбора проб морской воды выбирают: 
од. --f: в зависимости от ширины и протяженности зоны куль­
турно-бытового водопользования (не менее двух точек в ме­
стах" массового купания);
\V  — ’ в.-местах расположения морских водозаборных соору­
жений;.. •
у ‘ — уна участках оз/1орош 1тслыю-сиортипного использова­
ния (минимум 1 точка);

— [на границе района водопользования по направлению к 
источнику загрязнения (1 точка).

* 3.5j Для определения границ зон, подверженных влиянию 
источников за грязней ий, в том числе подлежащих ликвида­
ции выпусков сточных вод, в отдельных случаях рекоменду­
ется динамичный отбор контрольных проб морской воды у 
погруженных поилавков, движение которых соответствует 
скорости; и направлению перемещения поверхностного слоя 
загрязнений морской воды (2 деревянных крестообразных по­
плавка с отрегулированным грузом и сигнальным флажком;
G



4 связки из двух заполненных водой бутылок, почти полно­
стью погруженных в воду; погруженный буек с сигнальным 
флажком) .

Примечания:
1. Отбор проб морской воды производится тотчас, на середине рас­

стояния между поплавками, опущенными в месте поступления «пятна» 
загрязнения от организованных сбросов сточных вод, а также через 15, 
30, 60 минут и в дальнейшем через каждый час в течение 6—7 часов. '

В зависимости от местных условий, источника и интенсивности за­
грязнения, при установлении влияния загрязнения на зоны оздоровитель­
но-лечебного, культурно-бытового и хозяйственно-питьевого (после опрес* 
нения) водопользования интервалы между выемкой проб и общая про­
должительность наблюдений могут быть увеличены или сокращены.

2. Расстояние S (в метрах), пройденное дрейфующими * поплавками, 
может определяться расчетным путем по формуле:

с K X V X t 
~  100

где К — ветровой коэффициент,
V — скорость ветра в м/сек, 
t —- время дрейфа поплавков в секундах.

Величина ветрового коэффициента определяется по гидрометеороло­
гическим справочникам и может быть уточнена на гидрометеорологиче­
ской станции. При невозможности определения ветрового коэффициента 
может быть использована формула Н. Н. Струнского с коэффициентом 
В. В, Шулейкина, предложенная В. Я. Яковенко (1959):

5 = VXtXO,0292
1f  sin широты 
У 11 местное

, где широты
местности

=  0,84—для южных шпрот и 1,0—дли северных шпрот.

Во время дрейфа скорость ветра измеряется ручным чашечным ане­
мометром в начале работы и далее через каждый час.

3. Расстояние от точек отбора проб до береговой полосы определя- * 
ется также ориентировочно, визуально или по скорости и времени его 
прохождения используемыми плавсредствами (катером, глиссером, мо­
торной лодкой и т. д.).

3.6. Пробы воды отбирают с поверхности 2—3 раза в ме­
сяц в течение всего периода морского водопользования: в 
ранние утренние часы до начала массового купания- (конт­
роль), в период купания и по показаниям. Для оценки степе­
ни и характера загрязнения, не связанного с морским водо­
пользованием населения, производится разовый отбор проб 
воды до начала купального сезона.

3.7. При возможности вторичного загрязнения прибреж­
ных вод параллельно производится отбор проб донных отло­
жений. Для мелководных районов водопользования, где сни­
жение прозрачности морской воды обусловлено местными 
гидрофизическими, топографо-гидрологическими и другими
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дШрий’бднр^климатическимн факторами, отбор и исследование 
?пр,6б$донных отложений является обязательным.,  ̂ * ft
;' f ,V 13 * 8(̂ -Ф Э кто рами, определяющими -выбор контрольного уча* 
.‘стка^для отбора проб воды в прибрежном охраняемом райо- 
' не,^являются санитарная обстановка, условия водопользова- 
■нияЧйприрод^ые особенности отдельных морей.

.Примечание:
Д&яд прибрежных районов морей со специфическими топографо-гид- 

• ррлЬгичёскими и другими природными особенностями, способствующими 
^ухудшению санитарных условий вследствие концентрации загрязнений в 

ирибр.ежн1ой полосе, контрольная точка для отбора проб воды может 
-быть^а4границами этих районов.

3'.9!>0ценка качества морской воды района водопользова­
н и я ^  поясов зоны его санитарной охраны дается по показа* 
телямлсостава и свойств воды, предусмотренным «Правилами 

, санитарной охраны прибрежных вод морей» № 1210-74: «пла- 
' вающие.^ примеси», «запах», «прозрачность», «окраска», 
-.«БПКб», «возбудители инфекционных заболеваний», «число 

лактозЬположительных бактерий группы кишечных палочек 
лвЧ^Й вбды (коли-индскс)», «вредные вещества». 
« Щ О ц е н  ка степени и характера превышающего установ- 

/лен^ы е|норм ативы  органического загрязнения морских вод 
произвр^ится с учетом общей санитарной обстановки и до- 
полнительных прямых и косвенных показателей загрязнения 

"водьЩ Б П К  полное и др.). При загрязнении прибрежных 
;[.вод ’стопными водами целлюлозно-бумажной промышленно­
с т и , б и о х и м и ч е с к и  трудоокисляемые вещества, 
' оден)са'|степенн н характера загрязнения морской воды про­

изводится с использованием бихроматной (ХПК) и перманга- 
иатпой^ окисляем ости и величины соотношения БПКз и окис- 
ляемости.

,,ЗЛ1. Определение бпоаккумулируемых в морской среде 
вредных химических веществ (хлорированные дифенилы, тя- 
жёлые^металлы, радионуклеиды и др.) осуществляется в дон- 
пых^отл.ожениях, придонных организмах и пищевых продук- 
тах^морского происхождения при превышении нормативных 
показателей химического загрязнения морской воды.

,:3.;12.\,Отбор проб на содержание бпоаккумулируемых ве- 
]цестВ(Производптся из верхнего 5 см слоя грунта на доступ­
ных’;,глубинах в границах функциональных зон района водо­
пользования, нс реже 1 раза в сезон (в 2—3 месяца).

3.1,3. Определяющими особенностями контроля загрязне­
ния/морской среды пестицидами являются условия их иерав- 
смежной миграции в водные объекты в течение года, усили-



ваемые влиянием поверхностного и коллекторно-дренажного 
стока, сорбцией пестицидов в др. ’ .

В соответствии с рекомендуемой схемой (п.п. 3.2—3.9) 
контроль за содержанием пестицидов производится в перио­
ды наиболее интенсивного использования морского побё- 
режья (не реже 1 раза в месяц) в границах функциональных 
зон района водопользования и в устьях рек. Дополнительным 
контролем при этом служат аналогичные пробы, отобранные 
до начала применения пестицидов в текущем году (в'апре­
л е — для южных широт и не позднее середины мая — для се­
верных).

Примечания:
1. При исследовании проб морской воды па остаточные количества 

пестицидов п каждом конкретном случае дополнительно учитывается но­
менклатура и количество применяемых пестицидов в бассейне моря и на 
водосборной площади рек, впадающих в море.

2. В целях регламентации и контроля применения пестицидов при 
прямом внесении в водоемы (водных гербицидов, ларвицидов, идтиоци- 
дов и др.) применение пестицидов в этих целях в каждом конкретном 
случае подлежит обязательному согласованию с органами санитарно-эпи­
демиологической службы, органами по регулированию использования и 
охране под и охраны рыбных запасов.

Ответственность за соблюдение правил применения пестицидов и 
контроль за их содержанием в водоемах несут организации, осуществля­
ющие применение этих веществ, f

3.14. Контроль качества морской воды акватории портов 
и бухт осуществляется в четырех точках, две из которых рас­
положены на границе акватории, в местах возможной наи­
большей концентрации загрязнений от судов (как правило, 
в центральной части) и в 500 м от выхода из порта, бухты.

3.15. Отбор проб морской воды в эстуарийных участках 
моря производится в 500 м от устья реки вверх по течению,* 
в устьевом участке и далее по рекомендуемым створам наб­
людений (п.п. 3.2—3.9).

3.16. Организация и проведение гигиенического контроля 
за качеством морских вод в местах водозаборов морской во­
ды для опреснения производится в соответствии с методиче­
скими указаниями по применению и эксплуатации различных 
типов опреснительных установок, утвержденными Минздра­
вом СССР, и требованиями действующих ГОСТов.

3.17. Оценка качества исходной морской воды, используе­
мой (после опреснения) в хозяйственно-питьевых целях, да­
стся по показателям состава и свойств воды, регламентируе­
мых ГОСТом № 17.1.3.03-77 «Охрана природы. Гидросфера. 
Правила выбора и оценки качества источников централизо­
ванного хозяйственно-питьевого водоснабжения» и • «Прави­
лами санитарной охраны прибрежных вод морей» № 1210-74.
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„3.18. В мостах расположения водозаборов опреснительных 
установок при коли -ни дексе морской воды, превышающем по 
числу’ лактозоположптельных бактерий группы кишечных п а­
лочек— 1000, а также при показателях химического загряз­
нения .tводы, превышающих их предельно допустимые концен- 
тр^циил в водё, необходимо определение прямых показателей 
бёзопасност!? воды в эпидемическом отношении — патогенных 
эит1ёрЬ0актерий.
Ь ^3.19,.- В. местах расположения водозаборов для оздорови­
тельно-л̂ечеби1ого использования морских вод и о и ресин тель­
ных?? установок хозяйственно-питьевого водоснабжения отбор 
проб воды производится из горизонта, соответствующего з а ­
глублению оголовков водозаборов, не реже 1 раза в месяц.
?; У ЗЭДУ; О р га н и з а ни я контроля качества, условия, частота и 
объем|анализа морских вод, используемых в оздоровительно- 
лечебных целях, определяются действующими «Инструктив­
но-методическими указаниями но устройству, эксплуатации и 
санитарному контролю плавательных бассейнов с морской 
:водой»£№ 1437-76.

*;3;2-Н Физико-химические исследования производят мето­
дами,гприпятымп дли анализа морских и высокомиперализо- 
данк,Ь1Х', вод в соответствии с методическими разработками, 
утвержденными пли согласованными Госкомитетом СССР по
гидрометеорологии и контролю окружающей природной сре--*** ••
ДЫ>Г*г
>' v3.22. Организация и проведение контроля за загрязнением 

'прибрежных охраняемых районов морен от судов к за соблю- 
дециеад.^мер, определяемых «Международной конвенцией по 
прёдотвращеник) загрязнения с судов 1973 года», Конвенцией 
;по защите морской среды района Балтийского моря 1974 го- 
да>>иположеш1Ями «Перечня веществ* вредных для здоровья 
людей^йли для живых ресурсов моря, сброс которых запре­
щается, и норм предельно допустимой концентрации этих ве­
ществу сбрасываемых смесях» п дополнением к указанному 
перечню, утвержденными соответственно 5— 10 ноября 1974 
тодд|аТ' 13— 17 января 1979 года Министерством мелиорации 
и водного хозяйства СССР, Министерством здравоохранения 
СССР-и1 Министерством рыбного хозяйства СССР, осуществ­
ляются ?в части, касающемся охраны от загрязнения районов 
водопользования.



Приложение

4. МЕТОДИЧЕСКИЕ ПРИЕМЫ

4.1. Оценка влияния вредных веществ промышленных 
сточных вод на микроорганизмы

Опенка возможного неблагоприятного влияния вредных 
химических веществ промышленных или промышленно-быто­
вых сточных вод на процессы микробного самоочищения в 
морской среде (на рост и развитие нормируемых санитарно­
показательных и патогенных микроорганизмов) проводится в 
лабораторных условиях.

В этих целях моделируются наиболее характерные усло­
вия, которые создаются в .прибрежных морских водах в рай­
оне водопользования при сбросе сточных вод, а именно: крат­
ность начального разбавления сточных вод, температурный 
режим, состав и количество кишечной микрофлоры и т. п.

Отбирают среднесуточную пробу сточных вод и морскую 
воду в контрольной точке вне влияния загрязнений. Пробы 
морской воды и сточные воды фильтруют через ватно-марле­
вый фильтр.

Исследования рекомендуемся проводить в модельных во­
доемах в следующих вариантах:

1. Сточная вода, разбавленная морской водой примерно 
в такое количество раз, как начальное разбавление в месте
ее выпуска в морс.

2. Разбавление сточной воды в меньшее число раз (3—5 
раз) для оценки влияния содержащегося в стоке комплекса 
вредных веществ в заведомо неблагоприятных условиях (при 
локализации сточных вод, например, у места выпуска, в за ­
ливах, ограниченных участках и т. п.).

3. Разбавление сточной воды во столько раз, чтобы веду­
щие группы вредных веществ содержались в воде модельно­
го водоема примерно на уровне ПДК.

Примечание:
В случаях совпадения или близкого значения степени разбавления в 

каких-либо из 3-х вариантов число опытных водоемов может быть умень­
шено.

Контрольный водоем морская вода, которая была взя­
та для разбавлении, с добавлением имитированного фекаль­
ного стока с таким расчетом, чтобы содержание легкоусвояе­
мых органических веществ в воде было примерно на уровне 
1-го варианта. Имитированный сток готовят из фекалий, сме­
шивая их с водопроводной водой и профильтровывая затем 
через ватно-марлевый фильтр.
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В; модальные водоемы вносят суточные культуры микро­
организмов, выращенных на питательном агаре в следующих 
количествах:

■Escherichia coli — 1 104 кл/мл,
Streptococcus fаеса 1 is — 1 * 103 кл/мл,
ф а г  кишечных палочек—ДНК ф агТ ]Е .соП В — 1*10 кл/мл,
■Salmonella lyphiinurium — 10—50 кл/мл,
рир'ус полиомиелита 1 типа LSc 2 а в — 10—50 кл/мл.

.Санитарно-показательные микроорганизмы вносят по 3—4 
штамма каждого вида, свежевыделенных от 3 ^ 4  здоровых 
людей! :;Фаг кишечных палочек вносят в отдельный сосуд.

г0($о>ем воды в модельных водоемах: не менее 1 л — для 
бактериологических исследований и не менее 2 л — для виру­
сологических. Модельные водоемы выдерживают при комнат- 
’ной/^хемпературс 20—23° С, предохраняя от прямых солиеч- 
иыхклу^чей.

'Щврде определяют динамику жизнедеятельности внесен- 
ных|>микроорга1 1измов и сапрофитных микроорганизмов, вы­
растающих на питательном агаре при температуре 20—22°С 
!в; течение 48 часов. Высевы производят сразу же после вне- 
сениядтест-микроорганизмов (исходная концентрация), а так- 
же на’л1, 2, 3, б, 9 и 14 сутки. Для определения содержания 
бактерий свыше 20 кл/мл используют прямые посевы на по- 
вер.хность подсушенных питательных сред. Исследования ре­
комендуется проводить одномоментно па все виды микроор­
ганизмов с использованием одного н того же стока.■ »*;*Г

^Повторность опыта — не менее 3-х раз.
^Оцецку результатов производят путем сравнения лога- 

риф^ических кривых отмирания микроорганизмов в опытных 
и контрольных водоемах.

.Наиболее неблагоприятное влияние комплекса вредных 
веВДрствр содержащихся в стоках, выражается в угнетении 
жизнедеятельности санитарно-показательных микроорганиз: 
мов^при одновременной стимуляции развития патогенных.

■ Идентичная динамика отмирания микроорганизмов в конт­
рольных и опытных водоемах свидетельствует об отсутствии 
в л и я н и я  .к о м п л ек с а  вредных веществ в исследуемом стоке на 
показатели эпидемической безопасности и сохранении сани- 
тарзто£прказательного значения индикаторных микроорганиз­
мов:
* 'При существенном преобладании в стоках одного или не­

скольких вредных веществ исследование может быть прове­
дено с.каждым из этих ингредиентов.
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Вещества в концентрациях, соответствующих их ПДК, 
а также содержанию в сточных водах и в местах сбросов в 
прибрежной полосе, вносят в модельные водоемы с незагряз­
ненной морской водой, отобранной в контрольной точке» до­
бавляют имитированный фекальный сток и культуры тест- 
микроорганизмов. Остальные условия идентичны вышеизло­
женным.

4.2. Методы санитарно-микробиологического анализа 
морских вод

4.2.1. Правила отбора, хранения и транспортировки проб
морской воды

Пробы воды для микробиологического анализа отбирают 
батометрами в стерильные флаконы 'с соблюдением правил 
стерильности. При оценке качества воды, используемой для 
купания, необходимо отбирать самый поверхностный слой во­
ды, не заглубляя горлышко флакона.

При невозможности проведения анализа на месте, ото­
бранные пробы транспортируют в лабораторию в думках-хо­
лодильниках или термоконтейнерах, где поддерживается тем­
пература +  1° —5° С с помощью водонепроницаемых мешков, 
летом наполненных льдом, а зимой — теплой водой*

Во время перевозки проб воды следует избегать резких 
толчков, опрокидывания и замачивания пробок. Исследова­
ние воды должно быть произведено не позднее 2—4-х часов 
с момента ее отбора.

Любые отклонения от правил должны быть зафиксирова­
ны в протоколе анализа, поскольку от этого зависит точность» 
и трактовка результатов исследования воды.

4.2.2. Определение лактозоположительных кишечных палочек

Лактозоположительные кишечные палочки являются ос­
новным нормируемым показателем степени фекального за ­
грязнения морской йоды. Установленный норматив — не более 
1000 в 1 л — гарантирует эпидемическую безопасность при 

•водопользовании и охраняемых районах морей.
К лактозоположительным кишечным палочкам относят 

грамотрицательные, не образующие спор палочки, ферменти­
рующие лактозу с образованием кислоты и газа при темпе­
ратуре 37° С в течение 24 часов и не обладающие оксидаз- 
иой активностью.
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•При определении числи лактозоиоложптельных кишечных 
ПалГсэдеКрв морской подг рекомендуется метод мембранных 
с^илБурбв. При отсутстшш мембранных фильтром допустимо 
использовать титрациоппый метод.

Метод мембранных фильтров

Сущность метода заключается и концентрировании бакте- 
<рпи Щз^Определен11ого объема анализируемой поды на мемб- 
■ранный фильтр, выращивании их при температуре 37°±0,5°С 
-на среде Эндо, дифференцировании выросших колоний и под- 

4% Ч $ ко л и ч ества  лактозоиоложптельных кишечных палочек 
rsVl Vi5?в о д ы .

При выборе объема воды для посева исходят из предпо- 
тл а г а;ем ой степени загрязнения исследуемой воды: при иссле- 

. ‘довании' чистых иод фильтруют 50, 40 и 10 мл; при исследо- 
^Даипшрзагрязненых вод фильтруют 10. 1 и 0,1 мл или 1, 0,1 
‘д;р,01;Умл из расчета, чтобы на одном-двух фильтрах выросло 
л е ' б ой ее 30 изолированных колоний кишечных палочек. Вы- 
бнрдяробъем водь», ориентируются па результаты предыду- 
щ и х й aij а л и з о а поды в зтнх пунктах. При анализе йоды неиз­
вестной ;степени бактериального загрязнения засевают 4 де­
сятикратных объема воды.

Выбранные объемы воды профильтровывают под ваку- 
умомфчерез мембранные фильтры с использованием фильтро­
вального аппарата, простерилнзопаиного фламбировапием.

 ̂ Фильтры с осевшими па них бактериями переносят на сре­
ду Эндо'и инкубируют посевы в термостате 18—20 часов при 
температуре 37' 1 0,5" С
7 V Д ля. учета результатов выбирают только такие фильтры 
лсаждой . пробы воды, на которых получен рост изолирован­
ных колоний и оптимальном колпчсстис (например, 5—20 
тем 11 6 ■ кра с 11 ы х колоний).

Мембранный фильтр с выросшими па нем колониями бак- 
тернй‘|переноси г ппнистом, не переворачивая, на кружок 
фильтровальной бумаги несколько большего диаметра, чем 
фильтрл*;рбильно смоченной реактивом для определения ок­
ей дазной, активности. Через 2 -4 мин. учитывают результат. 
Все '.колонии, которые приобрели сипе-фиолетовую окраску 
или дииий ободок, не относятся к семейству и их нс учиты 
ваютф£реди колоний, нс изменивших первоначального цвета, 
подсчитай а ют количество темно-красных с металлическим 
блеском^и без пего, а также слизистых крупных выпуклых 
лахтозо'положитслышх колоний, дающих отпечаток на об­
ратной стороне фильтра.
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В сомнительных случаях, когда необходимо подтвердить 
принадлежность колоний к лактозоположительным кишеч­
ным палочкам, а также при отсутствии реактива для опреде­
ления оксидазной активности, подсчитывают отдельно каж­
дый тип колоний, которые по морфологии и окраске можно 
предположительно отнести к ферментирующим лактозу ки-; 
шечным палочкам (темно-красные с металлическим блеском 
и без него, красные, розовые с красным центром, розовые 
выпуклые слизистые и других оттенков с отпечатками на об­
ратной стороне мембранного фильтра). '

По 2—3 колонии каждого типа пересевают на. полужид­
кую среду с лактозой. Посевы инкубируют в течение 5—6 ча­
сов при температуре 37°±0,5оС. Через 5 часов учитывают 
результат. При наличии кислоты и газа дают положительный 
ответ, при отсутствии изменения среды—отрицательный. При 
наличии только кислоты посевы оставляют в термостате и 
окончательный учет производят через 24 часа.

Результат анализа выражают в виде индекса— количе­
ства лактозоположительных кишечных палочек в 1 л воды. 
Индекс определяют по формуле:

пХЮОО 
V ’
С

где п — число лактозоположительных кишечных палочек на 
фильтре,

V — объем воды, профильтрованной через этот фильтр, 
в мл.

Приготовление среды Эндо

Готовят из сухого препарата Дагестанского НИИПС по 
прописи на этикетке. В приготовленную и слегка остуженную 
среду вносят 0,1 мл 10% спиртового раствора основного 
фуксина. Готовую среду разливают в чашки Петри слоем 
0,5 см. Если на поверхности среды заметны следы влаги, 
чашки перед посевом необходимо подсушить. Хранение ча­
шек со средой допускается не более двух-трех суток в темно­
те или холодильнике.

Приготовление полужидкой среды с лактозой

Готовят из сухого препарата с индикатором ВР и лакто­
зой Дагестанского НИИПС по прописи на этикетке.

Приготовление реактива для определения оксидазной ак­
тивности бактерий.

А — 1% спиртовой раствор а-нафтола.
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ЭД¥5£;1°/0 водный раствор димстил-п-фспилеидиамина ди- 
г*ЦЩх|[Ьррда млн другого фспнлемдиамннового соединения.

^ Й Ь о р ы  М0ГУТ храниться в темных склянках, флаконах 
сдритетты м и пробками в течение 2—3 недель. Перед опре- 
дёдШ тем '3 мл раствора А смешивают с 7 мл раствора В.

Титрационный метод

Объемы воды для посева в лактозо-пептоиную среду на- 
компления выбирают с таким расчетом, чтобы в больших 
объёма к' получить положительные результаты, а в наимень- 
ших^объемах — один или несколько отрицательных резуль- 
татов.^(Например, схема посева воды: у пляжей—2 по 10 мл, 
2 п оИ |м л , 2 по 0,1 мл, 2 по 0,01 мл; в контрольной точке — 
2 пр> Ш0'мл, 2 по 10 мл, 2 по 1 мл; недалеко от источников 
загрязнений— 2 по 1 мл, 2 по 0,1 мл, 2 по 0,01 мл, 2 по 0,001 
м л )'

^ВыВф'анные объемы воды засевают: 100 мл и 10 мл соот­
ветственно в 30 мл и 3 мл концентрированной среды, 1 мл 
лробы^воды и 1 мл из разбавлений — в 10 мл среды нормаль- 
но^крнцеитрации. Посевы инкубируют 24 часа при темпе­
ратур,ег 37° С.

Щчщ^результатов. Полное отсутствие изменения среды или 
пощ тнёние без образования газа позволяет дать отрицатель­
н ы ^ ! ^  Из посевов в среду накопления, где отмечено по­
мутнение и газообразование, производят высев на поверх­
н о ст ь ^  плотной среды Эндо, разделенной
]ia;’3 r̂̂ 4 сектора с таким расчетом, чтобы получить изолиро­
ванны^ колонии. Посевы инкубируют при 3 7 ± 0 ,5 °С  16— 18 
часйв!|При наличии в среде накопления помутнения и газо­
образования, а при высеве на подтверждающую среду харак­
терных^ для кишечных палочек колоний (темно-красных с ме­
таллическим блеском к без него; слизистых крупных, изме­
няющих цвет среды) дают положительный ответ.

Щ тех случаях, когда имеет место сомнительная реакция 
в средах накопления (небольшое газообразование) или ко­
лонии,- на среде Эндо выросли не характерного для кишеч- 
ных-палочек вида, подтверждают принадлежность выросших 
колоний' к лактозоположнтсльпым кишечным палочкам. По 
две? колонии каждого типа с этого сектора засевают в полу- 
■жидйук), среду с лактозой уколом до дна пробирки и инку­
бируют при температуре 37° С, Через 5 часов инкубации по- 
севбв'^производят учет. При образовании кислоты и газа хо- 
■тя бы?.в одной пробирке результат анализа считают положи­
тельным, При отсутствии изменений среды дают отрицатель-
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пый ответ. При наличии только кислоты окончательный ре­
зультат учитывают через 24 часа,

Для подтверждения способности бактерий ферментиро- 
вать лактозу можно использовать и лактозо-пептонную среду 
накопления, с поплавками. Учет результатов в этом случае, 
следует производить через £4 часа.

Ускоренный подтверждающий метод

В сомнительных случаях на колонии, выросшие на секто-, 
ре среды Эндо, накапывают реактив для определения окси- 
дазной активности. При наличии в среде накопления помут­
нения и газообразования, а на секторе среды Эндо колоний 
одного из следующих видов: темно-красных с металлическим 
блеском и без него, слизистых розовых крупных, с темно­
красным центром, не обладающих оксидазиой активностью,— 
дают положительный ответ.

Если все колонии на секторе под воздействием реактива 
окрасились в сине-фиолетовый цвет, или остались без измене­
ния только розовые плоские лактозоотрицательные колонии,
дают отрицательный ответ.

Вычисление коли-индекса

После определения положительных и отрицательных ре­
зультатов вычисляют число лактозоположительных кишечных, 
палочек в 1 л воды — по таблице.

Для расчета выбирают 3 таких последовательных десяти­
кратных разведения или объема воды, засеянной в среду на­
копления, в которых получены положительные и отрицатель­
ные результаты.

Таблица расчета числа бактерий в 1 л воды

Число Iположительных порций из
Число бактерий 
в 1 л (индекс)2 порций 

по 10 мл
2 порций 
по 1,0 мл

2 порций
по 0,1 мл

1 2 3 4

0 0 0 . менее 50
i) 0 1 50
0 0 2 90
0 i 0 50
0 1 1 90
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Ьт Л,~' I........i 1 a i_______ 4

(0* 1 2 МО
0 2 0 00
0 2 I МО
0 2 2 190
1 0 0 00
I 0 1 120
1 0 2 190
1 1 0 130
1 1 1 200
1 1 2 280
1 2 0 210

У 2 1 290
л 2 2 370

к
0 0 230
0 1 500

2 0 2 950
2 1 0 620
2 1 1 1300
2 1 2 2100
;2 2 0 2400
2 2 1 7000
2 2 2 более 24000

Приготовление лактозо-пептонной среды

10 г пептона, 5 г хлористого натрия, 5 г лактозы раство­
ряют при нагревании в 1000 мл дистиллированной воды, пос­
ле растворения устанавливают pH 7,4—7,6, разливают по 
10 МЛ в пробирки с поплавками или комочками ваты, стери­
лизуют в автоклаве при 112° С (0,5 кгс/см2) 12 мин.

Концентрированную лактозо-пептонную среду готовят 
так же, как и среду нормальной концентрации, но с добав­
лением на 1000 мл дистиллированной воды 39 г пептона, 

лактозы, 19,3 г хлористого натрия. Разливают по 3 мл 
в пробирки или по 30 мл во флаконы с поплавками.

Методы определения дополнительных показателей

При изменении санитарной и эпидемической обстановки, 
при коди-индексе. превышающем 1000, в случае месоответст-
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вия результатов анализа по коли-индексу санитарной ситуа­
ции и и условиях интенсивного промышленно-бытового за ­
грязнения, когда концентрации вредных веществ в воде в де­
сятки раз превышают ПДК, целесообразно определять комп­
лекс дополнительных микробиологических показателей. Это 
повышает надежность микробиологического контроля качест­
ва морских вод, их эпидемическую безопасность, помогает 
вскрыть причину и характер микробного заражения. *

4.2.3. Определение термотолерантных кишечных палочек 
(преимущественно Е. coli)

Наличие Е. coli в морской воде в количестве, превышаю­
щем 500 в 1 л, свидетельствует о свежем фекальном загряз­
нении, опасном в эпидемическом отношении. При этом важ­
но еще и соотношение числа Е. coli с числом лактозополо­
жительных кишечных палочек. Чем ближе эти величины, тем 
выше степень опасности при одновременном повышении за ­
грязнения по индексу Е. coli свыше 500.

При необходимости определения числа термотолерантных 
кишечных палочек (преимущественно Е. coli) пересевают 
темно-красные лактозоположительные колонии в лактозный 
бульон с борной кислотой или бриллиантовым зеленым, 
предварительно нагретый в термостате или в водяной бане. 
Сразу же после посева пробирки ставят в термостат и инку­
бируют 24 часа при температуре 43±0,2'°С  пли 44 ,5± 0 ,2°С  
(в соответствии с выбранной средой). Помутнение и газооб­
разование в пробирках свидетельствуют о свежем фекальном 
загрязнении морской воды.

Методы определения и приготовление лактозного бульона 
с борной кислотой и бриллиантовым зеленым описаны в 
ГОСТе 18963-73 «Вода питьевая. Методы санитарно-бактерио- 
логнческого анализа».

4,2.4. Определение числа энтерококков

Энтерококки рекомендуется определять для подтвержде­
ния фекального загрязнения в случаях, когда коли-нндекс не 
согласуется с санитарной характеристикой п другими показа­
телями качества воды или отсутствуют Е. coli при большом 
индексе всей группы кишечных палочек.

При индексе энтерококков свыше 500 предполагается по­
ступление свежего фекального загрязнения и опасность в 
эпидемическом отношении.
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М етод  м ем бранны х ф ильтров

$§ъем  исследуемом поды для посева выбирают с таким 
Й^&чдтрм, чт°бы не меисс, чем па двух фильтрах выросли 
иодированны е колонии в количестве не более 50. При выбо- 

воды для посева ориентируются на результаты 
пре^ыдущ^х исследований (например, могут быть профильт­
рованы следующие объемы при анализе воды: у п ляж ей — 1, 
5 ^ 1 5 |м л ; в контрольном точке — 10, 40 мл; в зоне влияния 
стопных вод н других источников загрязнения — 0,01, 0,1, 1, 
Ш ;̂м$Ки т. п.).
'Щц р.и исследовании воды неизвестной степени бактериаль* 
иЪ^о^загрязнения количество засеваемых последовательных 
десятикратных объемов следует увеличивать до 4-х. 
.-^^Фильтры с посевами помещают на модифицированную 
срёду*Сланеца-Бертли или Турчинского и инкубируют при 
)3'Ж±;.0*5° С в течение 24 часов.

учета выбирают фильтры, на которых выросли изо­
лированные колонии в количестве не более 50. На модифи- 
щ ^рванной  среде Слансиа подсчитывают колонии, харак- 
тер щ е, для энтерококков выпуклые, с ровными краями, 
рдзд^чной окраски: темно-вишневые, малиновые, розовые, 
сЫ йо-розовы е, равномерно окрашенные или с темно-крас- 
н^м р^ечетко оформленным центром. Как правило, все коло- 
щш^которые растут на этой среде, можно отнести к фекаль­
ным,f  стрептококкам, имеющим индикаторное значение. Очень 
.мелкие, плоские, на пределе видимости невооруженным гла- 
;.з^^крлонии не учитывают. При необходимости подтвердить 
.наличие энтерококков по 2—3 колонии каждого типа микро- 
;скопируют после окраски по Граму. При обнаружении в маз- 
^ка¥^грамполо>кительны полиморфных, со слегка заострен- 
1 jIьшЙ\концами клеток, соединенных попарно, дают положи­
тельный ответ.
Ъъ.П ри работе*на среде Турчинского выбирают фильтры, на 
ко’уорых выросло не более 20—30 колоний. Подсчитывают 
^кол^ции белые, кремовые, розовые и малиновые, плоские, 
кр^П1ше. Если выросли колонии другого вида - -  выпуклые, 

мелкие, ярко окрашенные, то их принадлежность к эн­
терококкам  можно подтвердить по отсутствию каталазной 
актщшрети и но характерной морфологии клеток при микро- 
скопированн!! мазков, окрашенных по Граму.
* " Каталазный тест выполняют путем нанесения петлей кап­
ли 3% перекиси водорода па положительные колонии или, 
ЧТО' более точно, нанося культуру на предметное стекло и по­
сле подсыхания — каплю перекиси водорода. При образова-
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нии пузырьков газа — наличии активной каталазы — коло­
нии не учитывают.

Подсчитанное число колоний энтерококков суммируют, 
делят на объем воды, профильтрованный через фильтры, на;
которых велся учет, и умножают на 1000.

Приготовление среды Сланеца (модификации).

Сухого питательного агара Дагестанского НИИПС — 35 г 
Калия фосфорнокислого однозамещенного — 4 г
Дистиллированной воды — до 1000 мл
Расплавить при нагревании, установить pH 7—7,1, раз­

лить в сосуды, стерилизовать при 120±2°С (1,1 кгс/см2) 
20 мин.

Перед употреблением в расплавленный и слегка остужен­
ный агар добавить из расчета на 100 мл среды: глюкозы — 
0,4 г, азида натрия — 0,04 г, ТТХ (1% водного раствора) — 
1 мл, натрия лимоннокислого — 2 г. Тщательно смешать, раз­
лить в чашки толстым слоем по 20—25 мл.

Приготовление среды Турчинского.

Сухого питательного агара Дагестанского НИИПС—35—40 г
Калия фосфорнокислого д*узамещенного — 5 г
Калия фосфорнокислого однозамещенного — 5 г
Натрий-аммоний фосфорнокислого — 5 г
Дистиллированной воды — 600 мл
Желчи крупного рогатого скота •— 400 мл

Перед употреблением в расплавленный и слегка охлаж­
денный агар добавить из расчета на 100 мл среды: глюко­
зы — 0,5 г, ТТХ (1% водный раствор)— 1 мл, 1% водного 
раствора метиленового синего (хранить не более 14 дней)—» 
0,6 мл, полнмиксина — 30000 ед., фурацилина (0,1% спиртог 
вого раствора)— 1,2 мл. Тщательно смешать, разлить в чаш­
ки толстым слоем по 20—25 мл. Хранить не более 3-х суток.

Титрационный метод

При выборе схемы посева руководствуются указаниями, 
приведенными для титрацнонного метода определения кишеч­
ных палочек. Однако следует учесть, что энтерококки в мор­
ской воде содержатся в меньшем числе, чем кишечные па­
лочки.
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Метод с использованием щелочно-полимиксиновой 
; среды по Калине

’%*'Посев производят в щолочно-иолиммксннопую среду; объ- 
:м|4Й0 и 10 мл — в ранные объемы среды двойной концент- 
цции, остальные — в 5 мл среды обычной концентрации.

Посевы инкубируют 24 часа при 37q± 0 >5°C. 
*А%Прёдварйтельный учет производят, высевая на 4—6 сек- 
юров;л плотной молочио-пнгибиториой среды из порций сре- 
сы^г#е отмечены признаки роста (помутнение и изменение 
щета^среды). Порции среды, в которых признаки роста от 
^Щтвуют, оставляют при 37°±0,5°С еще на 24 часа, после 
iep^H3 сосудов, в которых дополнительно появилось помут- 
1щи^н,изменение цвета среды, делают высев на сектора мо- 
аШиЩингибиторной среды.
^ЩНщез 24—48 часов инкубации посевов на молочно-инги- 
Зиторной среде при 37°±0,5° С в качестве положительных 
результатов отмечают наличие аспидно-черных, выпуклых 
крупных с металлическим блеском колоний и сероватых, 
мёлк$!х'колоний.
::||При необходимости убедиться в наличии энтерококков 
делают микроскопию после окраски мазков по Гриму. 
г^Щисло энтерококков в I л исследуемой воды определяют 
пб;1т£блице на стр, 17.

Приготовление щелочно-полимиксиновой среды

1. ;':'Мясо-пепт()1111ый бульон
Натрий хлористый 

^Глюкоза
' Дрожжевой экстракт

2. ^Вода дистиллированная 
*Иатрий углекислый

3. Вода дистиллированная 
Натрий двууглекислый

Обычная Удиоснпяи
концентрация концентрация

40 мл 70 МЛ
0,5 г 1 Г

1 г 2 Г
2 мл 4 мл
25 мл 12,5 мл
0,53 г 1,1 г

25 мл 12,5 мл
0,25 г 0,5 г

Раздельная стерилизация растворов 1, 2 и 3 при 0,5 атм 
в течение 12 мин. После стерилизации растворы смешать, 
проверить pH (10), прибавить 20000 сд. полимиксима, 0,5 мл 
1,6% -«.спиртового раствора бромтимолового синего, разлить в 
пробирки по 5 мл. В среду удвоенной концентрации прибав­
ляют 40000 ед. полимиксима и 1 мл бромтимолового синего. 
Разлить в колбы или флаконы по 10, 50 или 100 мл соответ­
ственно количеству исследуемой воды.



Приготовление молочно-ингибиторной среды

Питательного агара 
Стерильного снятого молока 
0,01% водного раствора кристаллического 

фиолетового
2% водного раствора теллурита калия 

Хорошо смешать и разлить в чашки.

— 85 мл
— 15 мл

— 1,25 мл 
— 1 мл.

Титрационный метод одновременного определения 
лактозоположительных кишечных палочек и энтерококков

Для определения количества энтерококков можно вос­
пользоваться посевами в лактозо-пептонную среду накопле­
ния, которые были сделаны для определения бактерий груп­
пы кишечных палочек.

Через 48 часов инкубации посевов при температуре 37°± 
±0,5° С из среды накопления, где имеет место помутнение, 
н езав и си м о от наличия или отсутствия газообразования де­
лают высев (по 6 секторов) на одну из подтверждающих 
элективных сред (Слаиеца-Бертли, Турчинского). При этом 
необходимо соблюдать следующие условия: верхнюю часть 
среды слить, оставшуюся чабть размешать и произвести по­
сев бактериологической петдей диаметром 2—3 мм, внося 
материал 3 раза. При последующем посеве штрихом преду­
смотреть, чтобы к концу штриха выросли изолированные ко­
лонн и.

При наличии на подтверждающей среде характерного для 
энтерококков роста дают положительный ответ. При необхо­
димости убедиться в наличии на секторах подтверждающей 
среды энтерококков выполняют микроскопию с окраской по 
Граму, а при работе со средой Турчинского — еще и ката­
лазную пробу.

4.2.5. Определение числа стафилокков

Стафилококки служат показателем загрязнения воды при 
купании микрофлорой верхних дыхательных путей и кожных 
покровов человека. Поэтому при оценке качества прибреж­
ных морских вод, используемых дли купания, этот показа­
тель имеет самостоятельное значение наряду с индикатора­
ми фекального загрязнения воды.

Вода с содержанием стафилококков свыше 100 в 1 л мо­
жет представлять опасность в эпидемическом отношении. 
Индикаторное значение имеет, в основном, Stph. aureus.
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Сущность метода заключается в концентрировании бак­
терий из определенного объема анализируемой воды на мем­
бранные фильтры, ны рати на пин их при 37° ±0,5° С на мо- 
лочно-желточно-солевом агаре (МЖСА) с иолимиксином, 
подсчете лецитовителлазоактивных стафилококков.

Через мембранные фильтры профильтровывают 50 мл во­
ды с таким расчетом, чтобы выросли изолированные колонии 
(например, 5 мл, 20 мл, 25 мл). Фильтры помещают на сре­
ду МЖСА с полимиксином, не содержащую на поверхности 
' С л е д о в ,  влаги, выращивают при температуре 37°±0 ,5°С  в те­
чение 24 часов. На эту среду при большом загрязнении ста­
филококками можно делать прямые посевы 1 мл и меньших 
объемов. Чашки с посевами можно оставить при комнатной 
температуре еще на 18—20 часов для лучшего проявления 

; пдгментообразовання.
Подсчитывают количество выпуклых блестящих колоний, 

которые образовали характерный пигмент (золотистый, пале­
вый Лимонно-желтый, оранж евы й, реже белый) й радужную  

| зону вокруг.
При необходимости подтвердить наличие стафилококков,

' обладающих леиитоиптеллазпоп активностью, подозритель­
ные колонии пересевают «пятнами» на чашки, разделенные 
на квадраты, со средой того же состава, отмечают пигменто- 
образование, радужную зону разложения желтка и зону по­
мутнения среды, а также характерную для стафилококков 
форду- клеток при микросконмровапии.

Йри отсутствии мембранных фильтров можно определить 
стафилококки титрациопным методом, используя в качестве 
среды накопления солевой бульон. Схема посева должна со­

ответствовать таблице на стр. 17, по которой определяют ин- 
^дек^бактерий. Высев из сред накопления делают на МЖСА 

с|шолимиксином, отмечая наличие лецитовителлазоактивных 
стафилококков.

1-У-
/Приготовление молочно-желточно-солевого агара (МЖСА)
Сухого питательного агара Дагестанского НИИПС — 45 г 
Нат'рия хлористого — 90 г

^'Дистиллированной поды — до 1000 мл
Расплавляют при нагревании, разливают в сосуды и сте­

рилизуют при 120°±2°С  (1,1 кгс/см2) 20 мин.
- Перед употреблением в расплавленный и охлажденный до 

50— 55° С солевой агар добавляют: стерильное обезжиренное 
молоко — 60 мл, одни яичный желток, тщательно смешанный 
с помощью стеклянных бус с 50 мл физиологического раство-
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ра, полимиксии M (раствор хранить не более 14 дней! — 
300000 ед. Тщательно смешивают и разливают в чашки Пет­
ри толстым слоем по 20—25 мл для выращивания бактерий 
на мембранных фильтрах и тонким слоем по 15 мл для под­
тверждающего этапа.

4,2.6. Выделение патогенных энтеробактерий

Вследствие незначительной концентрации патогенных эн­
теробактерий в морской воде непосредственный' посев воды 
на плотные питательные среды не дает зачастую возможно­
сти выделить эти Микроорганизмы из воды. Более надежные 
результаты можно получить после предварительногр концен­
трирования этих бактерий из воды или накопления в средах 
обогащения.

Рецептура среды обогащения с охмеленным суслом 
и способ ее применения

Наиболее результативной для выделения патогенных эн­
теробактерий из морской воды является среда накопления с 
охмеленным суслом. Основной питательный субстрат среды— 
охмеленное сусло — является полуфабрикатом производства 
пива и может быть приобретен на пивоваренном заводе. Ох­
меленное сусло отбирают в стерильную посуду; его можно * 
сохранять в холодильнике (4-4° С) в течение 3—4 недель.

Приготовление среды производят ex temporae: к 100 мл 
охмеленного сусла в плоскодонной колбе добавляют 5 г пеп­
тона, подогревают на небольшом огне при перемешивании, 
доводят до кипения и кипятят в течение 10 минут.

В остуженную среду доливают 400 мл исследуемой мор­
ской воды, устанавливают pH 7,3—7,5 (для подщелачивания 
может быть добавлено несколько капель 20% раствора 
NaOH). Затем добавляют 7—9 мл 0,1% раствор (водный)) 
бриллиантового зеленого: при небольшом микробном загряз­
нении исследуемой воды — 7 мл, при большом — 9 мл. После 
тщательного перемешивания посев ставят в термостат для 
подращивания в течение 20—24 часов при температуре 37°С.

Через сутки инкубации в термостате производят высев на 
плотные питательные среды: для подращивания сальмонелл^ 
используют висмут сульфитный агар, для подращивания ши* 
гелл — агар с эозин-метиленовым синим (ЭМС-агар) или 
среду Плоскирева.

На висмут-сульфитной среде сальмонеллы образуют чер­
ные и зеленые колонии с темным центром, иногда и без цен­
тра, под колонией на питательной среде образуется почерне-
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кие. Шигеллы иа ЭМС-агаре и среде Плоскирева образуют 
мелкие прозрачные круглые нежные колонии.

: С^каждой чашки снимают для дальнейшего изучения по 
4“ 5 колоний, «подозрительных» на сальмонеллы и шигеллы, 
и засёвают иа дифференциальные среды Ресселя, Олькиниц- 
КОГО..И т. п.).
. Дальне^ииие исследования проводятся по общепринятой 
методике. Через сутки инкубации при 37° С с дифференци­
альных сред отбирают культуры, имеющие типичные фермен­
тативные реакции в отношении используемых в средах угле­
водов; а также те культуры, которые имеют некоторые от­
клонения от типичных свойств, но характеризуются нежным 
ростом на поверхности скошенного агара. Затем культуру 
проверяют на фаголизабельность при помощи О-сальмонел- 
лезного и дизентерийного фагов. При наличии фаголизабель- 
ности у выделенных культур проводят серологическое опреде- 
ление^культур, устанавливают их родовую и типовую при­
надлежность.'Щ Длд определения сальмонелл в сточной воде помимо ох- 
мёлеййого сусла можно использовать магниевую среду на­
копления (по Калине).

, Г о т овя т  3 раствора:

IX Пептона отечественного производства 
•^ Хлористого натрия

XX Калия фосфорнокислого однозамещенного 
уХДрожжевого экстракта 

/! ,^Воды дистиллированной 
,2,^Хлористого магния кристаллического 

Воды дистиллированной
3^0,1% водного раствора бриллиантового зеленого — 5 мл

' Растворы смешивают, стерилизуют при 0,5 атм 30 мин. 
Пришосевах исследуемого материала в количестве более 100 
мл концентрацию всех ингредиентов, кроме дистиллирован­
ной воды, удваивают. 100 мл сточной воды засевают в равное 
количество среды накопления удвоенной концентрации, 10 мл 
сточной воды — в 100 мл среды обычной концентрации, 1 мл 

. сточной воды — в 10 мл среды обычной концентрации.
' Навески химических реактивов и растворы ингредиентов 
можно вносить непосредственно в исследуемую воду и рас­
творясь их при встряхивании. На 100 мл сточной воды необ­
ходимо добавить 3,9 г хлористого магния кристаллического, 
0,8 г хлористого натрия, 0,16 г калия фосфорнокислого одно­
замещенного безводного, 5 мл 10% раствора пептона, 2,2 мл 
дрожжевого экстракта и 0,5 мл 0,1% раствора бриллианто­
вого, зеленого.

4,2 г 
7 г 
1,5 г 
20 мл 
890 мл 

■ 36 г 
90 мл
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После 24-часопон инкубации в термостате при 37° С де­
лают высев на 2—3 чашки с висмут-сульфитным агаром. 
Машки с посевом инкубируют при 37° С 18—20 часов.

Подозрительные колонии на сальмонеллы необходимо ис­
следовать общепринятыми методами.

4.2.7. Выделение вирусов с помощью тампонного 
метода Моора

Стерильные тампоны погружают на глубину 3—5 м в во­
ду в точках отбора проб. Сбор тампонов и последующую 
транспортировку производят в стерильных байках емкостью 
0,5 л и до последующей обработки хранят в замороженном 
состоянии при температуре минус 15—20° С.

Затем пробы (тампоны) размораживают. В сосуд, где на­
ходится тампон, вносят от 10 до 20 мл 0,5 М фосфатного бу­
фера. Тампон тщательно разминают в течение 5 минут и от­
жимают. Выход каждой пробы составляет 60—100 мл. pH 
жидкости -устанавливается 8—8,2 путем добавления 1 М 
ЫаОН. Затем жидкая фаза отсасывается в центрифужные 
пробирки и центрифугируется при 2500 об/мин. в течение 20 
минут. Надосадочиая жидкость отсасывается в стерильные 
пробирки с резиновыми пробками и замораживается на 1—2. 
суток, после чего пробы снова оттаивают и центрифугируют 
в том же режиме и добавляют равное количество эфира. 
Флаконы встряхивают для получения гомогенной эмульсии и, 
закрытые ватно-марлевыми пробками, помещают в холодиль­
ник с температурой 4—6° С. Через 2—3 дня (после испаре­
ния эфира) флаконы закрывают резиновыми пробками и хра­
нят в замороженном состоянии до вирусологического иссле­
дования на культуре ткани.

4.2.8. Выделение вирусов на ионнообменной 
колонке

Для концентрирования вирусов используют сильнооснов- 
пой анионит отечественного производства АВ-17, выпускае­
мым в гидроксильной и Cl-формах. Для адсорбции вирусов 
могут быть использованы обе формы.

Перед употреблением сухую иониообменную смолу для 
набухания замачивают в бидистиллированной воде не менее 
чем на 24 часа. После этого смолу переводят в Cl-форму пу­
тем обработки ее в течение 3—4 дней соляной кислотой из 
расчета не менее 1 л раствора кислоты на 100 мл набухшей 
смолы (1N раствора — для гидроксильной и ОДЫ раствора—
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для Cl-формы). Затем смолу промывают стерильной биди- 
отиялированной подои до тех пор, пока pH воды не станет 
нейтральной или равной pH исходной воды. Обработанную 
смолу вместе с бидистиллированной водой заливают в бю­
ретку на 25—50 мл, на дно которой помещают кусочек стек­
лянной ваш . Высота столбика смолы — 8— 10 см. До ис­
пользования смолу необходимо держать под водой.

При исследовании в бутыль с тубусом или сифоном нали­
вают исследуемую воду в объеме 1—3 л, pH воды доводят 
до 5,5. Бутыль ставят выше колонки и вода самотеком сте­
кает по сифону и присоединенной к нему резиновой трубке 
(тщательно прокипяченной в дистиллированной воде) в ко­
лонку с анионитом. Зажимом, надетым на трубку, регулируй 
ют подачу воды в колонку с таким расчетом, чтобы столбик 
смолы был постоянно иод водой, но вода не перетекала че­
рез край бюретки. Загрязненную мутную морскую воду, а 
также сточную воду целесообразно предварительно профильт­
ровать через несколько слоев марли или стекловату.

Элюацию вирусов со смолы производят 0,5 М раствором 
.фосфатного буфера (Na^lIPO/,), имеющим pH 8,2. Для этого 
'после пропускания через колонку всего исследуемого объе­
ма4" воды бюретку продувают грушей для удаления остатков 
воды*/заливают 10 мл указанного буфера, закрывают рези­
новой пробкой н тщательно взбалтывают. Буфер оставляют 
в колонке со смолой на 1—2 часа при комнатной темпера­
туре* на 16— 18 часов при 4—6° С, после Чего производят од­
номоментный отбор всего элюата.

Последующая обработка проб производится так же, как 
и при использовании метода Моора. Вирусологическое иссле­
дование обработанных проб производится по методикам, при­
нятым в вирусологической практике. Для более полного вы­
деления энтсровмрусов из проб природных вод анализ произ­
водят параллельно на двух видах культуры ткани: первичной 
и перевиваемой.

В качестве псрвичпо-трипсинизироваиной культуры тка­
ни используются клетки ночек обезьян макака-резус, чувст­
вительные к группе вирусов полиомиелита, Коксаки В, неко­
торым типам вирусов Коксаки А п ECHO вирусам,, а также 
к группе аденовирусов.

В качеств!' перевиваемой культуры используют клетки 
Hela (опухолевые клетки человеческого происхождения), 
чувствительные к некоторым типам вирусов Коксаки A, ECHO 
вирусам, аденовирусам.

Заражение производят па выращенном монослое. Для 
этого после удаления питательной среды па моиослой клеток
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наносят 0,5— 1 мл исследуемой воды и флаконы (объемом  
50—60 мл) помещают в термостат при температуре 37° С. 
После 30-минутного контакта вирусосодержащего материала 
с клетками пробу сливают и во флаконы доливают 10 мл 
поддерживающей среды.

Зараженные культуры клеток инкубируют в термостате 
от 7 до 9 дней для выделения энтеровирусов и 17—20 дней— 
для выделения аденовирусов.

При отсутствии цитопатического действия на культуру 
ткани проводят два слепых пассажа по общепринятой мето­
дике — при заражении не менее 2 флаконов.

4.2.9. Выделение и титрование бактериофагов

Для выделения и титрования бактериофагов применяется 
метод агаровых слоев по Грация: 1,5% мясопептонный агар 
разливают на чашки Петри в количестве 25—30 мл. Чашки 
высушивают под бактерицидными лампами. В пробирки раз­
ливают 0,7% мясопептонный агар в количестве 2,5 мл и ос­
тужают до 47° С. Затем 1 мл исследуемой пробы в соответст­
вующем разведении и 0,1 мл взвеси суточной культуры Е. со- 
Н помещают в пробирку с 0,7% агаром, быстро перемешива­
ют и выливают на поверхность 1,5% агара. После застыва­
ния 0,7% агара чашки Петри (в перевернутом виде) поме­
щают в термостат при 37° С для инкубирования. Подсчет ко­
лоний фага производят на следующий день.

4.3. Оценка влияния химических веществ на 
органолептические свойства морских вод

Оценка влияния химических веществ на органолептичег 
ские свойства морских вод имеет целью определение необхо­
димости корректировки ПДК вредных веществ, установлен­
ных для пресных водоемов по органолептическому признаку 
вредности и производится на основе установления, по мето­
дике «закрытого опыта», дифференцированного для прибреж­
ных вод различных морей, практического (интенсивностью 
не более двух баллов) порога восприятия необычного (по­
стороннего) для этих вод запаха.

Примечание:
Корректировке подлежат также П Д К  тех вредных веществ, при нор­

мировании которых в воде определяющим является провоцирование по­
сторонних запахов.

Последовательность проведения опытов по определению  
практического порога восприятия запаха наиболее распрост-
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раненных химических загрязнителей в прибрежном охраняе­
мом районе моря следующая:

а) Для ориентировочного представления о пороговых ве- 
личинах предварительно проводится опыт оценки интенсив­
ности необычного для морской воды запаха путем анализа 
(по пятнбальной шкале) последовательных двукратных раз­
веденки наиболее высокой концентрации исследуемого веще­
ства в морской воде в районе водопользования.

б) Затем в интервале пороговых концентраций изучаемо­
го вещества, соответствующих оценке 1—2 балла, выбира­
ются 4—5 концентраций, отличающихся в 3, а затем в 1,5 
раза, и каждая из этих концентраций (опытная проба) груп­
пируется с 4 контрольными пробами.

Одораторам предлагается найти опытную пробу в каж­
дом комплексе проб. Предварительно одораторы должны 
быть ознакомлены с характером запаха вещества. При этом 
интенсивность органолептических свойств (запаха) демонст­
рационной пробы не должна быть, более 2—3 баллов. Необ­
ходимо также проверить, не обладает ли исследуемое веще­
ство феноменом последействия, маскировки или привыкания.

Последовательность поиска опытной пробы проводится от 
большей концентрации вещества к меньшей. В таблице реги­
стрируются результаты опроса (знаками плюс и минус или 
как-либо иначе).

Общее число наблюдений по каждой концентрации долж­
но быть не менее 30—50, результаты первого опыта не учи­
тываются. Далее подсчитывается процент одораторов, пра­
вильно указавших опытную пробу из всего числа лиц, прини­
мавших участие в опыте.

Если процент правильных ответов па испытанные концен­
трации вещества выражается величинами как больше, так и 
меньше 50%, то опыт закончен. В противном случае необхо­
димо продолжить работу.

Примечание:
При получении для испытанной концентрации примерно 20% правиль­

ных ответов нецелесообразно изучать более низкие концентрации веще­
ства.

в) Анализ полученных данных проводится методом про­
бит-анализа.

Процент правильных ответов (или их пробиты) от каж­
дой испытанной концентрации наносится на график в двой­
ном логарифмическом масштабе н результаты обрабатывают­
ся любым приемлемым методом иробнт-анализа с вычисле­
нием величины среднеэффсктивной концентрации (ЕС50) и ее 
ошибки,.



Среднеэффективная концентрация (ЕС50) — это порог ощу­
щения, соответствующий одному баллу по пятибальной шка­
ле оценки интенсивности органолептических свойств воды. 
Данная величина полностью отвечает всем требованиям, 
предъявленным психофизиологией для точной характеристи­
ки пороговых стимулов и сенсорных раздражителей.

Для получения особо точных результатов и исключения 
ошибки, связанной с вероятностью случайных правильных от­
ветов, можно из процента правильных ответов вычислить со­
ответственно процент ошибочных ответов, приходящихся в 
среднем на одну контрольную пробу.

Безупречную точность обеспечивает стандартизация дан­
ных по формуле Шисйдер-Орелли:

Хст. Хпр.
юо— Хош.

Хош.
100 —  Хош. •100,

где Хст.—стандартизированный процент правильных ответов, 
Хпр.—экспериментально полученный процент правиль­

ных ответов,
Хош,—процент ошибочных ответов, приходящихся в дан­

ной групировке проб на одну контрольную пробу.
Для определения практического порога, соответствующего 

двум баллам, величина ЕС!» умножается на показатель раз­
ностного порога ощущения запаха, точное' значение которого 
находится в специальном опыте.

В известной мере оправданным может быть получение 
практического порога вещества по влиянию на запах воды в 
результате простого умножения величины ЕСМ на коэффици­
ент 1,5.

31



Л78829 от 15/VI-1981 г. Зак. 1205 fnp . 500

Типография Мшшстсрстпя здравоохранения СССР
2260-80

http://files.stroyinf.ru/Data2/1/4293829/4293829739.htm

