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В п осл ед н и е  год и  д ва  новых отеч еств ен н ы х  материала -  
фильтрующие мембраны В ладилор типа МФА-МА и Системы индика
торные бумажные успеш но исп ользован ы  для совер ш ен ствован и я  
са н и т а р н о -б а к т е р и о л о г и ч е с к о г о  кон трол я  к а ч е ст в а  п и тьевой
БОДЫ.

С уч етом  э т о г о  опыта НИИ ком мунального водосн абж ен ия и 
оч и стк и  в од а  АКХ им* К.Д .Н амфилова, т р е ст о м  Р осв од ок н н а л н а - 
л о д к а , кафедрой коммунальной гигиены  I  М о ск о в ск о го  медицин
с к о г о  и н сти т у т а  им* И .М ,С еч ен ова , Г ор ьк овски м  ШИ эпидем и
ол огии  и м и к р оби ол оги и , т р е с т о м  М осоч и ств од  проведены  (1 9 8 4 -  
1 9 8 6  г г . ;  и ссл ед ов а н и я  на сточн ы х  в о д а х , которы е п о к а за л и , 
ч т о  вышеназванные материалы ц е л е со о б р а з н о  и сп о л ь з о в а т ь  и при 
са н и т а р н о -б а к т е р и о л о ги ч е ск о й  оценке к а ч е ст в а  сточн ы х  в од *
На основан ии  э т и х  и  р а н ее  проводивш ихся м етод и ч еск и х  р а б о т ,  
выполненных с о в м е с т н о  с  НИИ общей и коммунальной гигиены  
юл. А . 11. Сиси на и I  М осковским  медицинским и н сти т у т о м , с о с 
та в л ен о  н астоя щ ее р у к о в о д с т в о .

Р у к о в о д с т в о  п р ед н а зн а ч ен о  для л абор атор и й  п р о и з в о д ст в е н 
ных управлении в од оп р ов  одн о -к ап ал и  з аци о н н о го  х о з я й с т в а , в ы - 
иолшшщцх тех н ол оги ч еск и й  кон тр ол ь  з а  р а б о то й  сооруж ений но 
о б р а б о т к е  сточ н ы х  в о д  и контролирующих п о обязательны м  са н и 
та р н о -б а к т е р и о л о г и ч е ск и м  п ок азател ям  эп вд еш ол ога ч естсую  б е 
з о п а с н о с т ь  прошедшей о б р а б о т к у  сточ н ой  вода  и в о д а  в о д о е м а , 
в которы й  ст о ч н а я  в од а  с б р а с ы в а е т с я . В это й  части  р у к о в о д 
с т в о  может быть и сп о л ь зо в ш ю  к л а б о р а то р и я  ли с ги ш та р н о -о н и - 

' д ем и ол оги ч еск и х  ста н ц и й . Основные положения р у к о в о д с т в а . вклю
чены в П роект ГОСТ "О храна п р и р од а . Г и дросф ера . М етода сё л к -  
т а р н о ч .и к р о б й о л о г и ч е с к с 1 ,о анализа л и тьевы х , п р и р о ;о ш  ii с т о ч 
ных в о д ” .
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i .  * ш т  ж * ш т

1. При сздштфно-бакт&дааяогкческой оценке качество го
родских сточных вод обязательным является определение коли- 
индекса. Этот контроль проводят но содсрланню в сточных во
дах лактозоподожительных кишечных наличек (АиП). Этот же по
казатель определяют при оценке качества воды водоема, в ко
торый сбрасывают сточше води. В тех случаях, когда сточные 
водш подлежат дальнейшей утилизации в открытых системах тех
нического водоснабжения, качество их контролируют по содер
жанию в них бактерий группы кишечных палочек (ЕГКП).

Группа ЛКП или колиформных бактерий (nd международной 
терминологии) вкшочаст всех представителей семейства &ttLro- 
Saciiri&cecLt (храмотрицательные, нс образующие спор палочки 
с отрицательным оксидазнпм тестом), фофментаруюше лактозу 
до кислоты и газа при темпера ту ре 37°С в течение 1-24 ч\ 
Индекс ЛКП определяют методом мембранных фильтров, бродиль
ным (титрадюшшм) методом или iipjimjM посевом при предпола
гаемом содержании ЛКП евшие 80 кл/ем3.

Группа ШШ включает всех представителей семейства 
bacteriaaae (грамотрицательные, не образующие спор палоч
ки с отрицательным оксидазныгл тестом), объединяемых по при
знаку ферментации глюкозы ири температуре 37°С с образовани
ем кислоты и газа в течешь 1-24 ч. Индекс БГКП определяют 
метод,огл мембранных фильтров или бродильным (титрационным).

Индексы Ш\ а ELT31 характеризуют степень фекального за
грязнения водш водных объектов и косвенно -  эпидемической 
опасности в отношении возбудителей кишечных инфекций.

2. Развитое в стране промышленного производства фильтрую
щих мембран' 11лвдшор марок Ш>А-«|Л № 5, б, 7, 8 (выпускает 
Казанское црокзг-одствешюе объединению "Тасма" им. В-В •Куй
бышева Шнх>1М1!рома СССР), а также фильтровального аппарата 
для микробиологических анализов воды (индекс АФ, выпускают 
заводы «-пятикомхоза ГСФСГ) поз воды ет более широко исполь
зовать при сагатарио-бэктерполошческом контроле качества 
сточных вод метод :и.мбрашгых фильтров, Преимущества, кото-
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pue предоставляет использование этого метода, наиболее вы
ражены в сравнении с бродильным методом: повышение точное- 
тя анализа, сокращение его продолжительности, трудоемкости, 
экономия питательных сред, лабораторной посуда, электроэнер
гии. Отдельные из перечисленшх положений верни и и сравне
нии с простым, удобным, точным методом яркого посева: воз
можность экономии лабораторной гшеуды, питательных сред. 
Однако основныгл преимуществом перед ним мембранного метода 
является возможность концентрирования исследуемых бактерий 
на мембраны, т .е , одномоментное исследование большего объе
ма сточной воды, что наиболее существенно при анализе 'обрабо
танных сточных вод, в их числе и подлежащих утилизации.

3. Применение индикаторных бумажных систем (выпускает 
экспериментальный завод Горькозского НИИ эпидемиологии и 
ьжкробиологии Минздрава РСФСР) по сравнению с традиционной 
идентификацией бактерий семейства Entercfeactenaceae
дает сжжение трудозатрат (в основном в подготовительном 
периоде), возможность в ряде случаев сокращения продолжи
тельности анализа, оно экономически целесообразно.

П. СЩлА БАКТЁНИОЛОШЧВСЖОГО КОНТРОЛЯ ШШТВА.
сточка вод и вода зттшиъш ши водоилов

4. Метода выделения и идент№{шсации бактерий, которые 
возможно использовать при анализе разлФШых сточных вод и 
воды водоема, в который сбрасываются сточные вода, представ
лены в таблице.

5. .Метод мембранных фильтров (с применением фильтрующих 
мембран Владшюр марок 1УЛ-ААА И 5, б, ? , 8, фильтров мем
бранных нитроцеллюлозных )Ь 2, 3 (мытищинских) или других 
аналогичных мембран) может использоваться дня выделения 
бактерий из необработанной, осветленной, очищенной, очищен
ной и хлорированной сточной вод и, из вода водоемов.

Прямой .посев следке т л рнме пять при и селедовч: :и я вод с 
индексом ЯКИ не ниже 10^ :гг/я: необработанней, осветленной 
к очищенной сточной воды, а также вода водоемоа.



Т а б л и ц а
Применение м етод ов  б а к т е р и о л о п г ч е ск о го  анализа 

для контроля к а ч е ст в а  сточны х в о д  и воды в одоем ов
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объ ект

Анали
зи р уе
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Тракту Окси-
д а за

Лак
т о 
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Глю
к оза

Сточная вода  
Н еобработанная лкп. + + _

О светленная лкп + + - - - - -

Очищенная:
направляемая лкп + +

на о б е з з а р а 
живание

сбрасы ваемая лкп + ± + +
в водоем

После о б е з з а р а 
живания:
сбрасы ваем ая лкп + + + + ±

в водоем  или 
утил изируе
мая в  закры
тых си стем ах  
тех н и ч еск о 
г о  в о д о сн а б 
жения

утилизируемая ЕГКП + + + + +
в  открытых 
си стем ах  т е х 
н и ч еск ого  в о 
доснабж ения

Бода водоем а ЛКП. + + + + +

П р и м е ч а н и е ,  -  ц ел есообразн ы й  м етод  д л я  дан
н о г о  оп редел ен и я; -  м етод »  применение к о т о р о г о  для дан
н о г о  определения возм ож но, но м енее ц е л е со о б р а з н о ; "+* -  и с 
сл едование п р овод и тся  тол ь к о  в  сомнительных сл учаях  или при 
неблагоприятной  сан и тар н о-эш тд ем кол оги ческ ой  о б с т а н о в к е .



Бродильный метод целесообразно использовать при анализе 
сточной воды, подвергавшейся хлорированию.

6, Идентификацию бактерии, выделенных из необработанной 
сточной воды и на этапах обработки ограничивают учетом ао 
внешнему виду колоний на среде Ондо. Оксидаэний тост, окрас
ку по Граму, посевы на сахара по производят.

При идентификации бактерий, выделенных из сточной води, 
подлежащей сбросу в водоем или утилизаций в закрытых систе
мах технического водоснабжения, а также воды водоема, выпол
няют .оксидазный тест. В сомнительных случаях или при небла- 
1хшри и т] юй сани та рио-спидеми о л о ги ческой обе т ано в ке ис следу
ют бактерии с помощью СИБ-локтозы или посевом в полужидкую 
среду с лактозой, производят окраску по Граму.

И тех случаях, когда идентифицируют бактерии, выделенлис 
" из сточной воды, подлежащей последующей утилизации в откры

тых' системах технического водоснабжения, производят 'оксидаэ- 
ный тест с СИД-оксидазоЙ -или с реактивом, окраску но Граму» 
посев на СИБ-глюкозу или в полужидкую среду с глюкозой.

Ниже приводятся рекомендации по определению коли-индекса 
исследуемых вод с использованием новых материалов - фильтру
ющих мембран Владииор типа ШААЛА и СПБ.

другие (традиционные) методы выделения и идентфикадии 
бактерий в настоящих рекомендациях не приводятся, поскольку 
они изложены ранее в ’’Методике'технологического контроля 
работы очистных сооружений городской капали зад-: и” (М.:  Строй- 
издат, 1977).

ш. п т& т ж н  сшьтрпаих шмрап шдаюр
МАРОК 1ОД-МА лЬ 5 ,  С , 7 ,  8  ДЛЯ СОДКГ^А! 111И

Ш  ИЛИ 1ЛЧШ

1» Мембраны с фильтровальным аппаратом

7 .  О т б о р  п р о б .  С точ н ы е в о д и  о т б х р а к /г  в  с т е р и л ь н ы е  е м к о с 
ти  с  с о б л ю д е н и е м  п р а в и л  э п и д е м и ч е ск о й  б е з с п и е н о с т п  д л я  л и ц , 
осу щ еств л я ю щ и х  о т б о р  п р о б .  При о т б о р е  х т о р к р о з а н н с : !  с т о ч к о й
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воды в ем к ость  д о  о с  стершки&чщш в н о ся т  сер н овати сток и сл ы й  
натрий из р а сч е т а  1 8 -2 0  к г  $п 500  см 3 пробы сточ н ой  в оды ,

Дроби воды в од оем ов  отби раю т с  соблю дением  правил с т е  
ри л ьн ости  в  стерильны е ем к ости  с  глубины 1 0 -1 5  см  о т  п о в е р х 
н о ст и  воды или о т  нижней кромки л ьда* При н еобх од и м ости  о т 
б о р а  проб на разны х гл уби н ах  придонные пробы отбираю т в 
3 0 -5 0  см о т  дна* О тбор п р об  п р о и зв о д я т  в м е с т а х , гд е  гл у би 
на водоем а не м енее 0 ,5  м . -И спользуют различны е п л а в с р е д с т 
в а ,  м осты , пом осты  и т .п ,  Н едопустим о п р ои зв од и ть  о т б о р  проб 
с  б е р е г а . П роруби д ел а ю т, и з б е г а я  в н есен и я  в в од у  з а г р я з н е 
ний с о  льда и и н стр у м ен тов . При о т б о р е  н еск ол ь к и х  пр об  одним 
батом етр ом  е г о  каждый р а з  обеззар аж и ваю т ф лам бированием . 
Отобранную п р обу .м ар ки р ую т. М еста  о т б о р а  пр об  и к р а т н о ст ь  
устанавл иваю т в с о о т в е т с т в и и  с  д ок у м ен та м ! н о д н о -с а п и т о р и о -  
г о  за к о н о д а т е л ь ст в а , действующими дл я к а к о г о  о б ъ е к т а .

8 ,  Хранение п р об . Анализ должен би ть  п р овед ен  в п р едел ах  
2 ч  п осл е  о т б о р а  пробы . Д оп у ск а ете }! хранение пробы при тем 
п ер а ту р е  4 -1 0°С  в л е ч е н и е  6 ч .

9 .  Т ранспортирование п р о б . При тр а н сп ор ти р ов к е  пробы с л е 
д у е т  предохран ять о т  за м ер за н и я , д е й ст в и я  прямых солнечны х 
л у ч е й , р езк и х  тол ч к ов  и т . д .

1 0 .  А ппаратура, о б о р у д о в а н и е , -м атериалы , р еа к ти в ы , ком м ер
ч е ск и е  питательны е ср ед ы , о к р а ск а  ба к тер и й  п о Г р ам у, п о с т а 
новка о к си д а зи о го  т е с т а  с  р еак ти вом  -  см . ГОСТ 1 8 9 6 3 -7 3  
"В ода  п и ть е в а я . Методы са н и т а р к о -б а к т е р и о л о г и ч е с к о г о  анализа

1 1 . П риготовление среды  Зндо (м оди ф и к ац и я ). С реду г о т о в я т  
из с у х о г о  преп арата  п о проп иси  на э т и к е т к е . В гот о в у ю  и о х 
лажденную д о  6 0 -7 0 °С  с р е д у  п е р е д  разл и вкой  в  чашки д о п у с к а 
е т с я  для подавления р о с т а  п о сто р о н н и х  б а к т е р и й , п р еп я тствую 
щих получению па ф ильтрах изолированны х кол оний , п р ибавл ять 
на 100  си 3 ср е д и : 0 ,2  мл 1 0 # -п о г о  сп и р т о в о г о  р а ст в о р а  о с н о в 
н о г о  'фуксина, 0 , 4 - 0 , 5  см 3 5 ^ -н о г о  в о д н о г о  р а ст в о р а  ф енола и 
1 , 8  см 3 эт и л о в о го  сп и р т а . З атем  с р е д у  разли ваю т в  чашки П ет
ри п о 1 5 -2 0  см 3 . Если на п о в е р х н о ст и  среды  заметны сл еди  
в л а ги , чашки п ер ед  п осев ом  н еобход и м о п од суш и ть, п ом ести в  
и х  с  приоткрытым;: крышками в  т е р м о с т а т . С рок хранения чашек
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со средой не (Золее 2-3 сут в темноте при температуре 4°С; 
добавок - не белое € мес.

12. Подготовь мембран к работе. На дно сосуда, в кото
ром производят киплчсине (хшпческий стакан, эмалированная 
кастрюля и тих.), помещают "сторож для молока” шли нержаве
ющую сетку для ограничения бурного кшешш. Диот/ишрован- 
ную воду заливают в этот сосуда в небольшом объеме, ограни
чивающем свободное вращение в ней' фильтрующих мембран, но 
достаточном для того, чтобы предназначенные для стерилиза
ции фильтрующие мембраны оказались при погружении покрыты
ми водой. /1>1СТИ̂ Ш1роьан!!ую воду доводят в сосуде до 00-00°С 
и убавляют нагрев. После отого на поверхность воду! но одной 
помещают фильтрующие мембраны, визуально проверенные нл от
сутствие трещин, отверстий, пузырей.-и т.д. Воду с помещен- 
наш в нее мембранами медленно доводят .до кипения п кипятя? 
на слабом огне в течение 10-15 мин. Затем у ту во,пу сливают 
и заменяют небольшим количеством (чтобы докрыть фильтруюнми 
момбраш) стерильной дистллдшрованиой воды. После этого 
фильтрующие мембраны готовы к употреблению. Повторное кипя
чение фильтрующая мембран не требуется.

13. Подготовка фильтровального аппарата к анализу. Перед 
посевом пробы вода ячейку фильтровального аппарата стерили
зуют фламбироваииом после о б тир amt я ватным томюном, смочен- 
iflii/i спиртом. Поело охлаждения в центр нидщей части фильтро
вального аппарата (столика) фламбяровашигл пинцетом уклады
вают вверх рабочей поверхностью (более блестящей) стериль
ный мембранный фильтр, прижимают его верхи ой частью прибо
ра (стаялиом, воронкой) и закрепляют фиксирующим устоеяством, 
если оно предусмотрено конструкцией прибора.

14. Подготовка проб исследуемой вода к посеву. При выборе 
объемов посева или необходимого разведения знали онд/е;л;х год 
ориентируются на результаты предыдущих исследований к ориен
тировочную схему посева,приведенную ниже, Необходимо, чтобы 
при анализе не менее чем на двух мембранах выросли изолиро
ванные колонии, среда которых не белое-20 колон:i:l Ля! (илг 
ЕГКЛ, если определяют этот показатель). При &нзл:;зд вода



Объе к т  ъссл‘Щ*у>аша О бъем з а с е в аем ой  вол и
дд а  о п ред ел ен и я  к ол и -  

и н дек с а
Сточные воды : 

д о  оч и стк и  ж о б езза р а ж и 
вания

п о сл е  очи стки

Сточные воды п о сл е  о ч и стк и  
и обезза р а ж и ва н и я : 

сбрасы ваем ы е в в од оем  
утилизируемы е

Водные объ ек ты : 
в зон е  вы пуска сточ н ы х  в о д

загрязняем ы е сточны м и в о д н 
ый

0 ,0 1 - 0 ,0 0 0 0 0 1  или 
0 ,0 0 1 -0 ,0 0 0 0 0 1  

1 -0 .0 0 0 0 1  или
1 - й ,  0001.

1 0 -0 * 0 0 1  
4 0 , 1 0 ,  I  дли 

6 0 ,  3 0 , 1 0 *

I ,  0 , 1 .  0 .0 1  или 
0 , 1 .  0 ,0 1 ,  0 ,0 0 1  

10  1 ,  6 ,1  или 
I ,  О Д , 0 ,0 1

к 0бъем  и ссл едуем ы х п р об  м ож ет бы ть и зм ен ен  в  
зав и си м ости  о т  и н те н си в н о ст и  р о с т а  п о ст о р о н н и х  
бактериИ  на ф ил ьтрах и величины к о л и -и н д е к с а , д о 
п у ск а е м о го  соотв етств у ю щ и м  норм ативом  на у ти л и зи 
руемые сточн ы е воды*

н е и з в е с т н о г о  к а ч е с т в а  с л е д у е т  ф и л ьтр ов а ть  не м ен ее  3 -4  д е 
сяти к ратн ы х объ ем ов  или р а зв ед ен и й *  Р а зв ед ен и я  с л е д у е т  г о 
т о в и т ь  в  объем е 10  мл* При н е о б х о д и м о ст и  д о п у с к а е т с я  для 
подавлен ия р о с т а  п о ст о р о н н и х  б а к тер и й  в  п од готов л ен н ы е  к  
анализу объемы или р а з в е д е 1ш я п р о б  н е п о с р е д с т в е н н о  п е р е д  их 
п осев ом  на мембраны в н о с и т ь  д о б а в к и  и з  р а с ч е т а  на 10  шг 
пробы О,Я мл. 1 $ -н о г о  с п и р т о в о г о  р а с т в о р а  о с н о в н о г о  ф у к си н а ; 
0 ,4  ьчл 0 ,5 ^ - н о г о  в о д н о ю  р а с т в о р а  ф ен ол а ; 0 ,1 8  мл э т и л о в о 
г о  сп и р т а . Р а ст в о р  ф уксина и ф енола г о т о в я т ,  р а з в о д я  в  10 
р а з  их р а с т в о р и , п р и готовл ен н ы е дл я в н е се н и я  в  с р е д у  Э н д о. 
К онтакт п р о б  с  добавкам и  н е .д ол ж ен  превышать 10  м ин.

1 5 . Ф ильтрование в о д ы * .В  верхнюю ч а с т ь  ( с т а к а н , в о р о н к у )  
п о д г о т о в л е н н о ю  к р а б о т е  ф и л ьтр ов а л ь н ого  а п п ар ата  наливают 
точ н о  отмеренный объем  в о д ы , за тем  со зд а ю т  вакуум  в нижней 
ч а сти  п р и б о р а . Ллк п о с е в а  каждой пробы  и сп ол ь зу ю т  ст е р и л ь 
ный ф и л ьтр ов а л ь тл ! ап п ар ат*
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При п о се в е  нескольких объемов одной пробы сл ед ует  фильт
р ов а ть  ч ер ез  один фильтровалыш й аппарат (б е з  дополнительно
г о  фламбироашшя) сначала м е н ь ш е , затем  большие объемы в о 
ды, меняя каждый р а з  фильтры. Разведения одной пробы фильт
руют ч ер ез  один фильтровальный аппарат (б е з  дополнительного 
фламбировннил) ,  начиная с больных разведений; при ф ильтрова
нии каждого последующ его разведения меняют фильтры.

При фильтровании I  см 3 исследуемой воды или ее р а зба в л е 
ния в воронку сл ед у ет  предварительно налить 5 -1 0  см 3 с т е 
рил ьного р а ств ор а  для разбавлен ий , а затем внести  анализи
руемую в о д у .

После окончания фильтрования воронку снимают, фильтрующую 
мембрану осторож н о прилодшшают за край фдамбировашшм пин
цетом  при сохранении вакуума для тщ ательного удаления о с 
та тк ов  воды на нижней стор он е  фильтра (подсуш ивания), а за 
тем п ер ен осят  е г о ,  не переворачивая , на питательную ср е д у , 
разлитую в чтит П етри, и збега я  передвижения-мембраны по п о 
верхности  среды , пузырьков воздуха  между средой  и фильтром. 
П оверхность фильтра с  осевшими на ней бактериями должна быть 
обращена в в е р х . Под каждым фильтром на дне чашки делают над
пись с  указш ш ем объема профильтрованной воды , даты п о с е в а , 
номера пробы. На одну чашку можно пом естить 4 -5  мембран с 
усл ови ем , чтобы  они не соприкасали сь.

Если иссл едуем ая , вода  содержит большое кол и чество в з в е 
шенных вещ еств , то  ее фильтруют сначала ч ер ез  предваритель
ный мембранный фильтр для удаления крупной в зв е си , который 
помещают в  фильтровальный прибор, накладывая на фильтр для 
ба к тер и ол оги ч еск ого  анализа. После окончания фильтрования оба  
фильтра п ер ен ося т  на плотную питательную ср еду  (р а зд ел ьн о) и 
при вычислении р е зу л ь та т о в  анализа учитывают колонии, вы рос
шие на обои х  ф ильтрах.

1 6 , П роведение, ан ал иза. Выбранные и подготовленные к  ана
лизу объемы воды фильтруют ч ер ез  мембраны Ш адипор марок 
МФА-МА № 5 , 6 , 7 или 6 . Хорошо подсушенные мембраны помеща
ют на ср ед у  Эндо, с та в я т  в терм остат дном в в ер х , инкубируют
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при тем п ературе 3 ?  + 0 ,5 °С  в  т е ч е ш ь  1 8 -2 8  ч ,  п осл е  ч е г о  
приступаю т к  у ч е т у  р е з у л ь т а т о в .

I ? .  У чет р е зу л ь та т о в  при определени и  ЛКП. К у ч е т у  п р и с т у 
пают ч е р е з  1 8 -2 4  ч при наличии на м ем бран н ы х ‘ф и л ь т р а х -к о л о 
ний, характерны х для Ж Ц  тем н о-кр асн ы е и красн ы е, с  м етал л и 
ческим бл еском  и  без  н е г о ,  р озов ы е  с  красным ц ен тр ом , р о з о 
вые слизисты е крупные выпуклые, дающие красны е или тем н о
красные отп ечатки  на обр а тн ой  ст о р о н е  ф и л ь т р а ). Если на 
ф ильтрах н е т  р о с т а  или им еются нехарактерн ы е .иля ЛКП колонии 
{п л ен чаты е, гу бч а ты е , с  неровными краями и п о в е р х н о ст ь ю , 
плесневы е и т . д . } ,  к  у ч е т у  р е з у л ь т а т о в  при ступ аю т ч е р е з  24 ч , 
даю т отрицательны й о т в е т :  Л1Ш о т с у т с т в у ю т  в анализируем ом  
о б ъ ем е ,

Если р о с т  ЛКП обнаруж ен, п о д с ч е т  и х  к о л и ч е ств а  п р о и з в о 
д я т  на т е х  ф ильтрах, г д е  вы росли изолированны е колонии и 
число кол оний , характерны х для ЛКП, не бол ее  3 0 . Д опустим о 
в е ст и  у ч е т  на ф ильтрах с  числом  колоний б о л е е  30 ш ш  по о д 
ному ф ил ьтру, но с  о б я за тел ьн ой  о г о в о р к о й  об  это м  в  прилож е
нии к п р оток ол у  ан ал и за .

В соответствую щ и х  сл у ч а я х  ( с м .  н . 6 )  анализ за в ер ш а ется  
на этом  з г а п е , п р ои зв од и тся  вы числение и н декса  ЛКП.

При н еобход и м ости  идентификации бактер и й  ( с м .  и . 6 )  п о с -  ' 
л е  п од сч ета  к ол и ч еств а  кол оний , характерны х для JlI'Jl, выпол
няю? оксидазны й т е с т  с  С И Б -оксидазой  ( п .  2L ) или с  р е а к т и 
вом по ГОСТ 1 8 9 6 3 -7 3  "В ода  п и т ь е в а я . Методы сш п а т а р н о -б а к - 
те р п о л о п т ч е ск о го , анал иза11 или путем  накаливания в  с о о т в е т 
ствии с  "М етодическими указаниями п о  са н и та р н си л и к р оби ол о - 
гач еск ом у  анализу воды п ов ер х н остн ы х  в о д о е м о в ” (у тв ер ж д ен а  
приказом Минздрава СССР Л 2 2 3 5 -8 1  о т  I 9 . C I . 6 I ) . В се к о л о ш и , 
которы е п ол н остью  ила ч а ст и ч н о  ( о б о д о к )  приобрели си н е -ф и о 
л етовую  о к р а ск у , исключают из у ч е т а . П одсчитывают к о л и ч е с т 
в о  х а р а к т е р а х  для ЛКП кол он и й , ок р а ск а  которы х не м е н я е т с я . 
Если Дальнейшая и д еи гж ф и тси я  не т р е б у е т с я , 'вычисляют и н д ек с 
ЛИК

Гели н еосходим о up о д о л е н и е  и ссл ед ов а н и я  (с м . п„ 6 ) ,  п о  
2 -5  изолированны х колонии каж дого типа и з числ а  оксидаз о -  
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отрицательны х характерны х ячя ЯШ колоний подвергаю т д а л ь 
нейшей идентаф икаш ш : г о т о в я т  мазки для и ссл едовани я по 
Граглу* и одн оврем ен н о дел аю т п о с е в  в пей тошную в од у  с  СИБ- 
л а к т о зо й  ( г л .  4 )  или 1з полужидкую ср ед у  с  л а к т о зо й . П осев  
н еобход и м о д ел а ть  как можно б ы с т р е е , не п озд н ее  5 мин п о с 
л е  проявления озссидцзной реакц и и , так  как реактив д л я  о к с и 
да  з н о г о  т е с т а  о б л а д а е т  бактер и ц и дн остъ ю . Учитывают кол он и и , 
котор ы е ферментируют л а к т о з у  д о  кислоты  и г а з а .  П одсчиты ва
ют сумму колоний т а к и х 'т и п о в . Если п р и . выборочной п р ов ер к е  
колоний о д н о г о  типа получены неодинаковы е р езу л ь та ты , т о  
дл я вы числения к ол и ч еств а  л актозопол ож и тел ьн нх колоний э т о 
г о  типа в данном объем е и сп ол ьзую т формулу .а - с /В ,  г д е  а -  о б 
щее ч и сл о  колоний д а н н ого  ти п а ; В -  ч и сл о 'п р ов ер ен н ы х  и з  
н и х ; с  -  ч и сл о  проверенн ы х колоний с  положительным р е зу л ь 
т а т о м . Вычисляют и н д ек с ЛКП.

Для вы числения и н декса  ЛКП (к о л и ч е ст в о  ЛКП в  I  дм 3 воды ) 
суммируют к о л и ч е ст в о  колоний ЛКП и д ел я т  на объем вод ы , п р о 
ф ильтрованной ч е р о з  эти  фильтры, выраженный в к уби ч еск и х  д е 
ц и м етрах .

При о т с у т с т в и и  на ф ильтрах колоний кишечных п ал очек и н д ек с  
ЛКП б у д е т  меньше той  в е л и ч и н ы ,.к о т о р а я  была бы оп ределена в  
сл учае  обнаруж ения в анализируемом объем е одной колонии ки
шечной п ал очки , наприм ер, при п о с е в е  I  мл не вы росло ни о д 
ной кол онии . И ндекс ЛКП б у д е т  менее 1 0 0 0 , он вы числ яется  ■ 
следующим об р а зо м :

I  к о л . : 0 , 001  д а 3=1000 или ( I  кол .хЮ О О  см3 ) : 1  см3==1000/

Если колонии вы росли на одном и з  н ескол ьки х  ф ил ьтров, т о  
в  р а с ч е т  принимают объем  в о д а , профильтрованный ч ер ез  в с е  
фильтры. Н апример, есл и  при п о с е в е  I ,  1 0 , Ю см 3 воды на 3 
ф ильтра на одном и з  них вы росло 3  колонии ЛКП, на д в у х  д р у -

*Неч етк и е  р езу л ь та ты  ок р аск и  по Грэму м оту т  быть у точн ен ы : 
иссл едуем ую  к у л ьту р у  суспен дирую т з  .капле З ^ -н о го  р а ст в о р а  
КОН на предм етном  с т е к л е . Если бактерии грам отрицательны . 
ж идкость в  капле с т а н о в я т с я  в я з к о й , за ба к тер и ол оги ческой  
п етл ей  т я н у т ся  нити на 0 ,5 - 2  см , / ч е т  балле уд обен  на т е ш е м  
ф он е .
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т а  р о с т а  н е т ,  т о  и н д е к с  Л КП р а в е н  3  к о л . ;  0 ,0 5 .1  хд!3 -  5 8  . 
или ( 3  к о л . х  1 0 0 0  с м 3 ) :  51 с м 3 = 5 8 .  Е сли  при  п о с е в е  I  ш 
1 0  см 3 в оды  на од н ом  ф и л ьтр е  в ы р о с л а  I  к о л о н и я  Л Ш , н а  д р у 
го м  -  5 к о л о н и й , т о  и н д е к с  ЛКП р о з е н  (1 + 3  к о л . ) : 0 , 0 П  д;л3=
= 545  или ( 6  к о л . х  1 0 0 0  с м 3 ) :  I I  с м 3 -  5 4 5 .

В с л у ч а я х , к о г д а  на од н ом  или н е с к о л ь к и х  ф и л ь т р а х  п о л у 
ч е н  сплош ной р о с т  б а к т е р и й  и п о д с ч е т  к о л о н и й  н е в о з м о ж е н , 
в  р а с ч е т  принимаю т объ ем  в о д ы , п р оф и л ьтр ов а н н ы й  ч е р е з  ф и л ь т 
р ы , н а  к о т о р ы х  у д а л о с ь  п р о в е с т и  у ч е т .  Н а п р и м ер , е с л и  при 
п о с е в е  1 0  с м 3 сплош ной р о с т ,  а при п о с е в е  I  с м 3 -  1 2  ЛКП, 
т о  и н д е к с  ЛКП р а в е н  1 2  к о л . :  0 ,0 0 1  дм 3 = 1 2 0 0 0  -  1 , 2 - 1 0 ч  
или (1 2  х  1 0 0 0  см 3 ) :  I  сгл3 =  1 2 0 0 0  =  1 ,2 * Ю 4 .

1 8 .  У ч е т  р е з у л ь т а т о в  при о п р е д е л е н и и  ЕГКП. К у ч е т у  п р и 
с т у п а ю т  п р и  о т с у т с т в и и  р о с т а  к о л он и й  ч е р е з  2 4 - 2 8  ч ,  при  н а 
личии к о л о н и й , х а р а к т е р н ы х  д д а  ЕГКП, ч е р е з  1 8 -2 4  ч .

При о т с у т с т в и и  к а к и х -л и б о  к о л о ш и : на  ф и л ь т р а х  или при  
р о с т е  н е х а р а к т е р н ы х  д л я  киш ечных п а л о ч е к  к ол он и й  (п л е н ч а т ы х , 
г у б ч а т ы х , с  неровны ми краям и  или п о в е р х н о с т ь ю , п л е с н е в ы х  я 
т . д . )  д а ю т  отр и ц а тел ьн ы й  о т в е т  на п р и с у т с т в и е  ЕГКП в  а н а л и 
зи р у ем ом  о б ъ е м е .

При н аличии на ф и л ь тр а х  к о л о т ,ш , х а р а к т е р н ы х  д л я  ЕГКП 
( т .е м н о -к р а сн и х  с  м е т а л л и ч е ск и м  б л е с к о м  и б е з  н е г о ,  к р а сн ы х ., 
р о з о в ы х  с  красны м  ц е н т р о м , р о з о в ы х , б е с ц в е т н ы х  и д р . )  в ы п о л 
няют о к с и д а з и я й  т е с т  с  помощ ью С И Б -ок си д а зы  ( п .  2 1 )  или с  
р е а к т и в о м . Положи т е  л ь а а я  р е а к ц и я  (с и н и й  ц в е т  к о л о ш и  иди  е е  
к р а е в )  в с е х  кол он и й  п о з в о л я е т  д а т ь  о т р к ц а т е л ь н ы й ^ о т ь е т .

При налички на м ем бранны х ф и л ь т р а х  к о л о н и й , х а р а к т е р н ы х  
д л я  ЕГКП с  отр и ц а тел ьн ы м  о к си д а зя ш л  т е с т о м ,  п о д с ч и т ы в а ю т  р а з 
д е л ь н о  ч и с л о  кол он и й  к а ж д о г о  т и п а . Т е м н о -к р а с н ы е  с  м е т а л л и 
ч е ск и м  б л е с к о м  и  б е з  н е г о  (л а к т о з о д о л о ж л т е л ь н ы е ) к о л о т ы  с  
ч етк и м  о т п е ч а т к о м  на о б р а т н о й  с т о р о н е  ф и л ь т р а , с к с п у а з о о т р и -  
ц а т е л ы ш е  и с с л е д у ю т  п о  Г р а м у * . У бед и вш и сь  в т о м ,  ч т о  э т и  к о 
лонии о б р а з о в а в  гр ш л етр и ц ател ъ кш л и  п а л о ч к а м и , и х  о т н о с я т  к

яПозгло.\;ен уточняю щ ий т е с т  с  КСН ( с м .  а .  1 7 ) .
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БГКП б е з  подтверж даю щ его этап а*  Эти колонки прсз£]рш тг ню  
с п о с о б н о с т ь  ф ерм ен ти ровать  гл ю козу тол ь к о  в  а р б т р ш ш ж ш  
сом нительны х сл учаях*

Если на ф ильтре вы росли тол ь к о  такие л а к тозоп ш п я в и а в и ь - 
ные к ол он и и , т о  и х  к о л и ч е ст в о  подсчиты ваю т и  давятп ш н ш й -- 
тельный о т в е т  на наличие БГКП в  и ссл едуем ом  о б ъ е м е  ввода!*.

При наличии н а  ф и л ьтр ах  колоний д р у ги х  типов Oisptп я ш ,, 
р о з о в ы х , б е сц в е т н ы х ) д л я  подтверж дения и х  прин адлеж ащ и й ж  
БГКП б е р у т  п о  2 -3  изолированны х колонии каж дого т ш ш ^  и ш ь  
в я т  м азки с  последующ ей охф аской  п о  Граму и одноврем енно: 
дел аю т п о с е в  в  пел тонную в о д у  с  СйБ-глю козой  ( г л .  53/ ют  
на полужидкую с р е д у  с  гл ю козой * П о се в  необходим о дел аете как : 
можно б ы с т р е е , н е  п о з д н е е  5 мин п о сл е  проявления о ж щ щ в ш Ш  
р еа к ц и и , т а к  к о к  р еа к ти в  д л я  о к си д а зн о го  т е с т а  обл адаете <Хяж~ 
тери ц и дн остьго.

В т е х  с л у ч а я х , к о г д а  при вы борочной  п р овер ке колоний! о д ь  
н о г о  к а к о г о -л и б о  типа получены  неодинаковы е р езу л ь та та !,, ноэ~ 
л и ч е с т в о  БГКП ср еди  кол оний  э т о г о  типа в и ссл едовш ш ш *: <sdtte- 
ме воды  вычисляют п о  формуле а * с /  В , г д е  а -  общиэе щ ш ж с но>~ 
лоний д а н н ого  т и п а ; В; ч и сл о  проверенны х и з  нихр <с — чнпжг 
кол он и й , ф ерм ентирухщ гх гл ю козу  д о  хшелоты и  газа:..

К ол и ч еств о  БГКП на ф ильтре оцределш ет по с у ш е : д а к ш ш —
ПОЛОЖИТеЛЬНЫХ КОЛОНИЙ И КОЛОНИЙ ДРУГИХ ТИПОВ, ОбраШШЕЕНШШ
грамотрицательны ми оксидазополож итеты ш .м и палочками;, ф р л »ш н - 
тирующими гл ю козу  д о  кислоты  и г а з а  при т е ш е р а т у д ш  Э8Ж 
+ 0 , 5 ^  в  теч ен и е  24  ч .

Р е з у л ь т а т  анализа выражают индексом  ЕПШ (к о л и ж е т га о  ЕШШ 
в  I  дм3 в о д ы ) .  Для п о д с ч е т а  и н д ек са  чи сл о  колоний! Ш Э Д , ш о д - 
считанны х на ф и л ьтр а х , д е л я т  на объем  про;$?лътровнш аШ  чщ ш ш  
эт и  фильтры воды , выраженный в  куби ч еск и х  дец ш етдрак  йщцгтП— 
н о том у* к а к  вычисляют и н д ек с  Л Ш ).

2* Мембраны б е з  ф ш а т р о в з л ь к о г о  аппаратов

П о д г о т о в к а , проведение и у ч е т  анализа ксдн-индексэш сш вп - 
ной  в о д а  м етод ом  мембранных ф ильтров б е з  фпдьтровазш нш кг аш~
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лярата ?в jgijghobhom соответствует описанному в гл. I. Исклю
чение лас,т-авл1шт п. 13 (не требуется подготовка фильтроваль- 
жоки ?ш ш ш } ж л, 15 (фильтрование води проводится иначе). 
$оншш5ЕГбЛБШ1е введения приводятся нике

|Щ. Пшдгштшка фильтрующих подложек. Несколько слоев 
;ф1ШЕтраваль1юй бумаги (мархса "розовая лента", "белая 

локтя" :хШ1 даупая, быстро впитывающая воду фильтровальная 
&ушгд)) оз ш̂шщадью большей, чем площадь фильтрующей мембра- 
1нн, 'заворачивают в оберточную бумагу или укладывают в чаищи 
Шеядж. З а в а м  Ж  стерилизуют автоклавировашем при темпера-  

ЛЗ) г^^С (10%а) I ч или сутд жаром при тешерату- 
]ре ж течение 1-2 ч. При необходимости можно стерилизо-
шалгь /шлько Л-42 верхних слоя фильтровальной бумаги.

Жц Фильтрование води. Проетершшзовалше кипячением меы- 
транше фильтры укладывают вверх рабочей поверхностью (бо - 

лше ибдшгтхщехй ша 8-10 слоев фильтровальной бумаги (1-2 верх- 
1ШХ ,сло& обязательно предварительно ироетерилизованы). Пи- 
пшшкой щакшшвают равноглерно на поверхность мембраны стдель- 
:ные порции предназначенного для исследования объема боды 
£не боле с 5 :ж ), не допуская ее растекания за пределы фильт- 
р$вдей мембраны. Нужно быть особенно впимательншм и не сне
дать :црп фильтрации первых капель пробы. Когда мембрана хо- 
ршш ‘Чцршшаея?" к подложке из фильтровальной буглагн, процесс 
фзашщзащш .ускорится и накатпзать пробу на мембрану можно ча- 
■лцеи

ДШя Лосева кажлой пробы используют стерильные подложки.из . 
шит^ювалънай -бумага.

:Црй :посеве нескольких обьеглоь одной пробы следует на од- 
пшй -подложке -фильтровать сначала меньше, а затем больше 
■Мялзиы is ода, менял каждый раз мембраны. При исследовании раз- 
шадшша .одной шроба их фильтруют ка одной подложке, начиная 
/:с $6ж т & .̂ разведений, каждый раз мешья фильтры.

закончив фильтрование, дсвдавшсь удаления влаги с мем- 
Зрщ1Ь>, .ее ш̂ерекладдаают, не переворачивал, на питательную 
-ороду» (разлитую в чашка Петри, избегая передвижения мембра- 
;ш; .но .павсрхноста среды, пузырышь воздуха между средой и 

. }Ь£



фильтров. Поверхность фильтра с осевшими на ней: Шщ^рщшгг 
должна быть обращена вверх. Под каздыи (рильтром' нш дне} ч ш — 
ки делают надпись с указанием объема профильтрованной: вщщ;. 
даты посева, номера пробы. На одну чашку можнопоместят 
4-5 мембран с условием, чтобы они не соприкасались

1 У .  п р ш Е н а м к  r a n i
ДНЯ Ш1ЖШ'ШКАЩИ Ж1 Й н от

3 .  О пределение ок си д а  зной активн ости  бактерий :

21. Постановка оксидазного теста при выделении бактерий: 
методом мембранных фильтров. Мембранный фильтр с вырошшиш' 
на нем изолированными колония® переносят пинцетом,- не& пе~ 
реворачивая, на помещенный в чистую чашку Петри диск СШ£- 
оксидазы, предварительно смоченшш небоямвгаг ко®тестт\
(0 ,5-0,8 см3) дистиллированной воды. Все носиневше колонии*: 
а также калотши с сшшм ободком не относятся к ствейетвуг 
Enterc&acteriaceae , их не учитывают. Мрмораштай фпял^р
зу же после четкого проявления реакции возвращают; вяз среду/ 
Эндо, быстро подсчитывают оксидазоотрнцательныев колонии: (Це 
изменившие цвета), имеющие морфологию, характерную дгосШк— 
терий семейства Entm&acteriaceae. При неш$хсдан№ги1 

дальнейшего исследования немедленно Сне позднее: 5с мин)) пере
севают оксидазоотрицотелыше колонии по 2-3 ксллши: кавдоткг 
типа для определения Ферментации лактозы или гжнгозн.,

22. Постановка оксидазного теста при внделешпгг «йЕкгар̂ И 
бродильным ( тятрационныы) методом или прямым поставам*= Поп 
2-3 изолированные калоши каждого типа, выросшиш наг- сгаггорве; 
чашки со средой Эщю, частично снимают петлей иг наносят; ищ}тг~ 
хом на помещенный в чистую чашку Петри диск ШБ-еашщщшц 
предварительно смоченный небольшим количеством Щ5НЩВ см?)) 
дистиллированной воды. Оставщуюся часть колонии используют 
для изучешя ферт,актации лактозы или глюкоэк. При: полокитвль- 
ной оксидазной реакции в месте накесет:я культуры бумажка: 
синеет в течеше 1-2 -.яга; при отрэдзаелъксй реакции ее? цввт 
не меняется. Подсчитывают на секторах .чягки со средой Знпо
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ш яш ш ш  тшшйсо т е х  т и п о в , которы е о к а за л и сь  о к с и д а з о о т р и -  
щ ш ш в н ш д ! т жмеют морф ологию , хар актер н ую  для ба к тер и й  с е -  
яшйияша K r t im A a c t e r ia c e a e .

Ш шщдаящшх сл у ч а я х  оксидазны й т е с т  б а к т е р и й , вы росш их на 
о д т е е  Знддаь п дю я вл я ется  н е д о с т а т о ч н о  ч е т к о ,  о со б е н н о  при и с -  
(ш тоон ании  ш ш он и й , окрашенных в  тем н о-красн ы й ц в е т ,  В таки х  
«а д и в д а  няяш о ж ер есея ть  колонии с о  среды  Эндо на п и т а т е л ь -  
ш0 й ш щ р , плаще подращивания в  т еч ен и е  3 - 5  ч .п р и  т е м п е р а т у - 
ВР© п р обу  на окси дазн ую  а к ти в н ость  п о в т о р и т ь .

4L Определение Ферментации лактозы
Ш Ещвойкцши © 1 мл 0 , 5% -иой п еп тон н ой  воды (или п и т а т е л ь -  

ншп© % ш ш н а ))я имеющей pH 7 , 4 - 7 , 8 , ,  п р ед вар и тел ьн о п о д о г р е -  
аглШ д ю  'шемгщратуры 37 + 0 ,5 ° С  и с  'небольшим к у со ч к о м  в а -  
тш* шншяя? т е п л е й .изучаемую к о л о ю ш  (или ч а с т ь  е е ;  с  м ем - 
(Й^шшшко д а ш щ р а  или с о  среды  Эндсу профламбированным п и н д е - 
зкаи 1шщруншяг д и ск  С й Б -л ак тозы .^ С р ед а  в  пр оби рк е п р и о б р е т а е т  
щр&ашй щнеди Посевы инкубирую т при тем п ератур е  37 + 0 ,5 ° С .  
Щрп ферментации л актозы  с  обр а зов а н и ем  ки слоты  и г а з а  ср е д а  
ациш Зретает желтый или ор ан ж еш й  ц в е т ,  а пузы рьки г а з а  с к а п - ‘ 
дяшашвв меавду волокнами в а ты . Б к а ч е с т в е  кон трол я  и с п о л ь з у 
ю т  щ ш йцрки озо ср ед ой  и С И Б -лактозой  б е з  культуры * В с р а в н е -  
шви (с «щ раокой  среды в  э т и х  п р оби р к а х  оцениваю т о к р а ск у  с р е 
д а  ш (шыяшнх п р оби р к а х .

Шезушяшшы учитывают в  тбч ен и е  1 -5  ч .  С к о р о ст ь  реакции з а -  
яикаяг ш * пш кевной дозы  и -ф ер м ен тати вн ой  а к ти в н ости  б а к т е р и й . 
1йри (ийряяяжннии кислоты  и г а з а  р е з у л ь т а т  с ч и т а е т с я  п ол ож и - 
тжяшяши (Цри о т с у т с т в и и  ки слоты  и г а з а ,  а также при наличии 
т и ш а ю  щ иш кгы  пробирки оста в л я ю т  в  т е р м о с т а т е . О к он чател ь
ный зунет п р о и з в о д я т  ч е р е з  34 ч .  О т су т ст в и е  в  п р оби р к а х  к и сл о 
та* ж  пшнц, тевк же как  и о т с у т с т в и е  т о л ь к о  кислоты  или тол ь к о  
лшев*  п н р е в  324 ч  п о зв о л я е т  д а т ь  окончательны й отрицательны й' 
ш ш вщ , ншяичне к и сл ота  и г а з а  -  полож ительны й.

Определение Ь ещ ен тац и и  глюкозы

Дшд иигспедования анал огичен  и з л о ж е н н а я  в  г л . 4 ,  но в м е с 
т е  (ВДШ-жшавдэи и сп ол ьзую т С1Ш -глю козу.
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