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Методические рекомендации  предназначены для специалистов научно-исследовательских учреждений и противочумных станций, занимающихся вопросами диагностики V. choleraе.
АННОТАЦИЯ

Принятие 13 февраля 2004 г. в Лондоне Международной морской организацией (IMO) Международной конвенции по контролю и управлению судовыми балластными водами и осадками и управлению ими, послужило основой создания экологической безопасности международных морских перевозок. Конвенция предписывает, что в период с 2009 г. по 2019 г. все суда, имеющие балластные танки и совершающие международные рейсы, должны быть снабжены специальными системами для обработки судовых балластных вод (механическими, химическими, биологическими и др.), обеспечивающими требуемую минимальную концентрацию жизнеспособных организмов и удаление осадков.
В стандарт качества балластных вод судов, осуществляющих управление балластом, включены индикаторные микробы, сброс которых не превышает установленных концентраций: токсигенный вибрион холеры (О1 и О139) с менее чем 1 колониеобразующей единицей (КОЕ) на 100 мл или менее 1 КОЕ на 1 грамм (сырого веса) образцов зоопланктона; кишечная палочка – менее 250 КОЕ на 100 мл, кишечные энтерококки – менее 100 КОЕ на 100 мл. 
В настоящий момент Конвенцию подписали двадцать государств. Ряд государств (Австралия, Бразилия, Израиль, Канада, Новая Зеландия, США, Чили и др.) уже предъявляют требования к судам, заходящим в их порты, по контролю и управлению судовыми балластными водами.

Важным шагом для нашей страны в международном сотрудничестве послужило Постановление Правительства РФ «О присоединении Российской Федерации к Международной конвенции о контроле судовых балластных вод и осадков и управления ими 2004 года» от 28 марта 2012 года № 256, в котором Правительство от имени Российской Федерации присоединяется к Международной конвенции о контроле судовых балластных вод и осадков и управлениями 2004 года для предотвращения заноса и распространения патогенных микроорганизмов в акваторию портов.

В методических рекомендациях впервые предложены основные методы отбора проб воды из балластных цистерн судов для исследования на наличие индикаторных микроорганизмов. Определение индикаторных микробов носит количественный характер, кроме возбудителя холеры, обнаружение которого носит качественный характер. Поскольку наличие даже минимального количества токсигенных холерных вибрионов (О1 и О139) в балластных емкостях судна, прибывшего на территорию Российской Федерации из-за рубежа, может привести к возникновению чрезвычайной ситуации в области санитарно-эпидемиологического благополучия населения, требующей проведения мероприятий по санитарной охране территории.
1. Общие положения
1.1. Методические рекомендации направлены на: обеспечение здоровья человека, защиту биологических ресурсов государства; предотвращение и сведение к минимуму опасности внесения нежелательных видов организмов в морские экосистемы прибрежных зон Российской Федерации; повышение достоверности результатов исследований путем снижения расхождений от использования различных подходов к выборочному контролю и интерпретации результатов; создание единых методических подходов в оценке эпидемиологического значения судовых балластных вод.

1.2. Выполнение разработанных методических рекомендаций обеспечивает условия для использования единообразных, гармонизированных с требованиями «Международной конвенции о контроле судовых балластных вод и осадков и управлении ими» 2004 года простых, правомерных процедур отбора проб балластных вод на соответствие требованиям по их безопасности и качеству. 

1.3. Методические рекомендации предназначены для специалистов органов и учреждений Роспотребнадзора в субъектах Российской Федерации, осуществляющих санитарно-карантинный контроль в пунктах пропуска морского (речного) транспорта и осуществляющих эпидемиологический надзор безопасности морских (речных) судов, выполняющих рейсы в морские порты стран, неблагополучных по холере, для проведения санитарно-эпидемиологической оценки балластной воды, сбрасываемой в акватории портов, а также для специалистов противочумных учреждений, занимающихся вопросами диагностики и профилактики холеры.

2. Нормативные ссылки
2.1. Федеральный Закон от 30 марта 1999 г. № 52-ФЗ «О санитарно-эпидемиологическом благополучии населения» в редакции Федеральных Законов 2000-2015 гг. с изменениями, вступившими в силу 13.07.2015 г.

2.2. Постановление Правительства Российской Федерации от 28.03.2012 г. № 256 «О присоединении Российской Федерации к Международной конвенции о контроле судовых балластных вод и осадков и управлении ими 2004 года». Собрание законодательства РФ 02.04.2012, № 14, ст.1652.

2.3. ГОСТ Р 51592-2000 «Вода. Общие требования к отбору проб».
2.4. СП 3.4.2318-08 «Санитарная охрана территории Российской Федерации».
2.5. СП 3.4.2366-08 «Изменения и дополнения № 1 к СП 3.4.2318-08 «Санитарная охрана территории Российской Федерации».
2.6. СП 3.1.12521-09 «Профилактика холеры. Общие требования к эпидемиологическому надзору за холерой на территории Российской Федерации».
2.7. МУК 4.2.1018-01 «Санитарно-микробиологический анализ питьевой воды».
2.8. МУК 4.2.1884-04 «Санитарно-микробиологический и санитарно-паразитологический анализ воды поверхностных водных объектов».
2.9. МУК 4.2.2218-07 «Лабораторная диагностика холеры».
2.10. МУК 3.4.2552-09 «Организация и проведение первичных противоэпидемических мероприятий в случае выявления больного (трупа), подозрительного на заболевания инфекционными болезнями, вызывающими чрезвычайные ситуации в области санитарно-эпидемиологического благополучия населения».
2.11. МУК 4.2.2870-11 «Порядок организации и проведения лабораторной диагностики холеры для лабораторий территориального, регионального и федерального уровней».
2.12. МУ 2.1.4.1057-01 «Организация внутреннего контроля качества санитарно-микробиологических исследований воды».

2.13. Международная конвенция о контроле судовых балластных вод и осадков и управлении ими (2004 г.).
2.14. Резолюция МЕРС.173 (58) от 10.10.2008 г. «Руководство по отбору проб балластных вод (Р 2)».

3. Термины и определения
Балластные воды – воды с взвешенными в них веществами (забортные воды), принятые на борт судна для контроля осадки, остойчивости или напряжения судна.
Балластные емкости – отсеки двойного дна, бортовые и подпалубные цистерны судна, предназначенные для приема балластной воды.
Вредные водные и патогенные организмы - организмы, которые, будучи внесены в море, эстуарии или пресноводные водотоки, могут создавать опасность для окружающей среды, здоровья человека, имущества или ресурсов, ухудшать биологическое разнообразие или препятствовать другим правомерным видам использования акваторий.
Грузовое судно – судно, предназначенное для перевозки грузов (сухогрузное, наливное, комбинированное, рефрижераторное и т.д.).
Метод последовательной смены балластной воды – способ, при котором вначале сбрасываются балластные воды из двух цистерн, расположенных против друг друга с правого и левого бортов, одновременно с последующим приемом забортной воды. Данная процедура проводится со всеми балластными танками. 
Метод прокачивания – смена балластной воды путем прокачивания трехкратного объема каждого танка водяным балластом. Качество смены балласта данным способом считается эффективным и отвечающим стандарту Международной конвенции о контроле судовых балластных вод и осадков и управлении ими 2004 г.
Выборочный контроль судов - запланированная процедура, включающая оценку рисков возникновения ЧС в области санитарно-эпидемиологического благополучия населения, связанной с деятельностью судов. План выборочного контроля судов составляется ежегодно с учетом эпидемиологической значимости международных портов, эпидемиологической ситуации по инфекционным болезням в мире, а также анализа исследований балластных вод, проводившихся ранее. Изменения и корректировка Плана проводятся при ухудшении эпидемиологического состояния портов убытия или акватории движения судна.
Соленость морской воды – общее количество всех твердых минеральных веществ в граммах, растворенных в 1 кг морской воды; выражается в тысячных долях – промилле, обозначаемых ‰.
Судно – плавучее сооружение, предназначенное для транспортных, промысловых, военных, научных, спортивных и других целей.

Судно внутреннего плавания – судно, предназначенное для эксплуатации на внутренних водных путях.
Судно смешанного (река-море) плавания – судно, предназначенное для эксплуатации на внутренних водных путях и в морских районах, имеющее класс Морского Регистра судоходства или Российского Речного Регистра.
Судовой журнал - один из основных судовых документов. В судовом журнале фиксируются: список команды, дата прибытия в порт и отплытия из порта, глубина воды в порту и при выходе в море, скорость, курс, сила ветра во время рейса, фамилии вахтенных экипажа и вахтенных штурманов и их подробный доклад о событиях, происшедших во время совершения рейса.
Схема отбора проб – документ, регламентирующий порядок и необходимое количество изымаемых проб для исследования балластной воды с теплохода в зависимости от устройства балластной системы судна (количество балластных цистерн, методы управления балластом), маршрута движения теплохода и кратности проведения балластных операций (полной смены балласта) при движении судна в порт назначения. 
Управление балластными водами - это механические, физические, химические и биологические процессы, по отдельности или в сочетании, для удаления, обезвреживания вредных водных и патогенных организмов в балластных водах и осадках во избежание их приема или сброса.
4. Методы отбора проб балластной воды
На судах отбор проб балластной воды может проводиться следующими способами: отбор проб через специальные люки (лазы) или лючки балластных емкостей, отбор проб через смотровые крышки балластных емкостей, отбор проб через замерные отверстия балластных цистерн или воздушные трубы, отбор проб при сбрасывании балластной воды (отливного водопровода).

Отбор проб через специальные смотровые люки или лючки балластных танков
Смотровые люки или лючки имеются на небольшом количестве судов различных проектов и типов. Это теплоходы старых проектов типа «Волгонефть» (проект 630), а также некоторых других современных проектов (теплоход «Капитан Бармин» - проект 15781, теплоход «Геба»  - проект VHX 599-103-03). Люки или лючки легко открываются, и их диаметр достаточно большой (от 12 см до 60 см). Отбор проб балластной воды проводится обычным батометром и не представляет каких-либо трудностей.
Отбор проб через смотровые крышки балластных емкостей
Смотровые крышки балластных танков крепятся на шпильки и закручиваются гайками, которых может быть более тридцати. Процесс вскрытия крышек трудоемкий, для его выполнения требуется от 1 до 1,5 часов. Для проведения данной процедуры необходимы веские основания, т.е. вероятность нахождения в балластной воде возбудителей инфекционных болезней должна быть высока. К проведению таких работ необходимо подходить крайне внимательно и вскрывать для исследования минимальное число балластных емкостей. Снятие балластных крышек должно проводиться членом команды теплохода после согласования данной операции с капитаном или старшим помощником капитана судна. После снятия смотровых крышек с балластных емкостей отбор проб проводится обычным способом – с помощью батометра.
Отбор проб через замерные отверстия
Практически на всех теплоходах отбор проб балластной воды непосредственно из танков можно проводить через специальные замерные отверстия, имеющие небольшой диаметр от 47 до 55 мм следующими способами: с помощью насоса или специального батометра. Каждый из вышеуказанных способов имеет свои положительные и отрицательные стороны. 

Отбор проб воды специальным батометром
Специальный батометр должен быть диаметром не более 40 мм и укомплектован специальными емкостями объемом не менее 0,5 литра (высота такого батометра составит около 40 см). К недостаткам данного способа относится то, что для отбора проб необходимо специальное оборудование: емкость размером 4 х 40 см и соответствующий батометр. Отбор проб может проводиться только при высоте слоя воды в балластных емкостях более 40 см. В отдельных случаях можно использовать емкости меньшего объема (например, по 0,25 л) и пробу составлять из нескольких емкостей.

Отбор проб воды с помощью насоса
Наиболее универсальный способ. Может применяться при исследовании воды практически на любых теплоходах. Поверхностный насос устанавливается на палубе около замерного отверстия исследуемой балластной емкости и подключается к электропитанию теплохода. Откручивается пробка от замерного отверстия балластной емкости (процедура выполняется одним из членов команды теплохода), через отверстие в балластную емкость погружается специальный шланг, который подсоединяется к насосу. Поднятие воды из балластного танка может проводиться на высоту не более 8 метров от зеркала воды до оси насоса. Отбор воды проводится после прокачки воды через насос не менее 15 минут. К недостаткам данного метода относится необходимость использования дополнительного оборудования (насос и шланг), вес которого составляет 2,5-3,5 кг, а также проведение их дезинфекции.
Дезинфекционная обработка насоса и шланга проводится путем их наполнения дезинфицирующими средствами в соответствии с инструкцией по применению (например, 1 % р-р хлорамина с экспозицией 60 минут). Один конец шланга присоединяется к насосу, другой закрывается заглушкой, и через заливную горловину насоса в шланг заливается дезинфицирующий раствор. Наружная поверхность шланга дезинфицируется путем двукратного протирания ветошью, смоченной дезинфицирующим раствором, с интервалом 15 минут с последующим ополаскиванием водой. Шланг и насос промывают током питьевой воды в течение 5-7 минут до исчезновения запаха хлора путем присоединения оборудования к водопроводной системе теплохода. После промывки вода сливается, концы шланга и соединительные втулки насоса закрываются заглушками и помещаются в специальные контейнеры для транспортировки и хранения.

Отбор балластной воды при сбрасывании балластной воды
После включения насосов на сброс балластной воды через 10-15 минут батометр со стеклянной колбой на тросе подводится под струю сбрасываемой воды из отливного водопровода и отбирается 1,0 литр.
5. Общие требования к отбору проб балластной воды
Отбор проб балластной воды осуществляют специалисты санитарно-карантинных пунктов, персонал центров или филиалов ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии» в субъектах Российской Федерации, владеющие навыками работы с устройствами для отбора проб воды. Для отбора проб балластной воды морских (речных) судов и последующей их транспортировки используют специальную укладку (приложение № 1).
Отбор проб проводится в присутствии одного из членов экипажа судна, ответственного за проведение на судне балластных операций.
При отборе проб необходимо строго соблюдать меры личной профилактики острых кишечных инфекций: нельзя принимать пищу и курить при проведении отбора проб, после отбора воды и снятия СИЗ руки следует обрабатывать одним из указанных дезинфицирующих растворов (1 % раствор хлорамина или 70° этиловый спирт).
Специалисты, осуществляющие отбор проб, формируют план выборочного контроля. При формировании плана учитывается:

- эпидемиологическое значение порта как международного транспортного узла;

- назначение акватории порта, где проводятся исследования, отношение к административной территории Российской Федерации по типу эпидемических проявлений холеры;

- маршрут движения судна;

- погодные условия проведения балластных операций при движении судна в порт назначения;

- метод замены балласта (последовательный, метод прокачивания);

- количество балластных емкостей (чем больше балластных емкостей, тем возможность проведения полной и качественной смены балласта выше);

- система управления балластом (автоматизированная, полуавтоматизированная, ручная);

- время проведения балластных операций;

- выделение балластных цистерн, в которые принималась вода в наиболее неблагоприятных акваториях движения судна.

При выборе процедуры отбора проб необходимо учитывать:

- стоимость выполнения плана выборочного контроля;

- оценку анализа рисков (вероятность обнаружения отклонения контролируемого показателя);

- распределение, выбор или назначение измеряемых характеристик в соответствии с правилом D-2 Конвенции (стандарт качества балластных вод). В стандарт качества балластных вод судов, осуществляющих управление балластом, включены индикаторные микробы, сброс которых не превышает установленных концентраций: токсигенный вибрион холеры (О1 и О139) - менее 1 колониеобразующей единицы (КОЕ) на 100 мл или менее 1 КОЕ на 1 грамм (сырого веса) образцов зоопланктона; кишечная палочка – менее 250 КОЕ на 100 мл, кишечные энтерококки – менее 100 КОЕ на 100 мл;

- определение показателя, по которому ведется контроль: качественный - альтернативный (наличие токсигенного вибриона холеры О1 и О139) и количественный (наличие кишечной палочки и кишечных энтерококков). Наличие токсигенных холерных вибрионов в балластной воде судна является чрезвычайной ситуацией в области санитарно-эпидемиологического благополучия населения РФ и не требует количественного контроля, наличие кишечной палочки и кишечных энтерококков свидетельствует о фекальном загрязнении балласта и требует количественного определения для оценки степени потенциальной эпидемической опасности.
При выполнении процедуры отбора проб необходимо:

- обеспечить документальное (по имеющимся записям из судового журнала и иным документам) и визуальное (при осмотре взятой воды) подтверждение того, что отбираемые пробы репрезентативны;

- измерить температуру балластной воды;

- установить объем и количество отбираемых проб для составления объединенных проб, а также количество формируемых объединенных проб от контролируемого балласта;

- выполнить процедуры сбора, обработки и регистрации данных о пробах и их последующее шифрование.

Количество и объем отбираемых проб должны быть достаточными для формирования объединенной и выделения из нее средней пробы.

Не допускается использовать пробу воды, предназначенную для микробиологического анализа, с целью измерения температуры или другого измеряемого на месте отбора проб показателя.

Важным правилом является соблюдение стерильности: забор воды производят в стерильную посуду, обеззараженными приборами в защитном костюме (ИСИЗ IV типа или утвержденный аналог, резиновые перчатки).
Для отбора проб применяются стерильные емкости, изготовленные из стекла или полимерных материалов, не оказывающих влияние на жизнедеятельность микроорганизмов. Для многократного применения предпочтительны емкости из стекла; емкости из полимерных материалов используют однократно.

Емкости должны быть оснащены плотно закрывающимися пробками (силиконовыми, резиновыми или из других материалов) и защитным колпачком (из алюминиевой фольги, плотной бумаги). Многоразовая посуда, в т.ч. пробки, должна выдерживать стерилизацию сухим жаром или автоклавированием.

Балластную воду для исследования на наличие возбудителей холеры берут в количестве 1 л на одну пробу в одном или двух объемах по 500 мл в стерильную посуду с непромокаемой пробкой, а при необходимости исследования воды на индикаторные микроорганизмы (E. coli, энтерококки) пробу отбирают в отдельную емкость в объеме не менее 500 мл.

Стерильные емкости открывают непосредственно перед отбором, удаляя пробку вместе со стерильным колпачком. Емкость аккуратно закрепляют в батометре. Во время отбора пробка и края емкости не должны чего-либо касаться. Не следует ополаскивать емкость перед заполнением.

После заполнения емкости между пробкой и поверхностью воды должно оставаться пространство, чтобы пробка не смачивалась при транспортировании (излишки воды сливаются в балластные емкости). 
Емкость закрывают стерильной пробкой и колпачком. Пробы этикетируют, упаковывают, заполняют Акт отбора проб (приложение № 2). К Акту отбора проб прилагают Паспорт морского (речного) судна, на котором производился отбор проб судового балласта (приложение № 3), и отправляют  в лабораторию с нарочным.
Доставка проб осуществляется в контейнерах-холодильниках при температуре 4-10 °С. Срок начала исследований от момента отбора проб не должен превышать 6 часов. Если пробы нельзя охладить, их анализ следует проводить в течение 2 часов после отбора.

Транспортировка проб в лабораторию должна осуществляться специальным транспортом. Транспортировка проб общественным транспортом не допускается.

Доставку проб в лабораторию осуществляют уполномоченные специалисты органов и учреждений Роспотребнадзора.
6. Порядок исследования проб на холеру
Бактериологическое исследование балластных вод на холеру проводят в соответствии с МУК 4.2.2218-07 «Лабораторная диагностика холеры» и  МУК 4.2.2870-11 «Порядок организации и проведения лабораторной диагностики холеры для лабораторий территориального, регионального и федерального уровней». 

I этап исследования

В лаборатории, после смены непромокаемых пробок на стерильные ватно-марлевые, измерения рН, в зависимости от времени доставки возможны следующие варианты посевов с целью первичного накопления вибрионов: 

1 вариант - к пробе воды добавляют раствор основного пептона до 1 % концентрации; определяют рН; подщелачивают 10 % раствором едкого натра до рН 8,4±0,1 (1-я среда накопления). Время инкубации в 1-й среде накопления – 8-10 ч. 

2 вариант - в воду добавляют раствор основного пептона до 1 % концентрации и теллурит калия из рабочего разведения 1:1000 до конечной концентрации 1:100000 или 1:200000 в соответствии с результатами его контроля; устанавливают рН 8,4±0,1 (1-я среда накопления). Время инкубации в 1-й среде накопления – 18-24 ч. 

3 вариант - производят фильтрование воды через мембранные фильтры № 2 или № 3, смыв с фильтров сеют в 1-ю среду накопления (1 % пептонная вода, рН 8,4±0,1) и на щелочной агар. 

II этап исследования 

1 вариант - через 8-10 часов от начала исследования, пересев с 1-й среды накопления во 2-ю среду накопления (1 % пептонную воду с теллуритом калия - время инкубации 18-20 часов, или без него - время инкубации 6 часов) и на щелочной агар.

2 вариант - через 18-24 часов от начала исследования, пересев с 1-й среды накопления во 2-ю среду накопления (1 % пептонную воду без теллурита калия - время инкубации 6-8 часов) и на щелочной агар.

3 вариант - через 12-18 часов от начала исследования, пересев с 1-й среды накопления во 2-ю среду накопления и на щелочной агар.

При интенсивном бактериальном загрязнении проб используют 3-ю среду накопления.

III этап исследования (через 26-32 часа)

Проводят пересев со второй среды накопления на щелочной агар.

IV этап исследования (через 48 часов)

Просматривают чашки с посевами из 1-й и 2-й накопительных сред на щелочном агаре в проходящем свете невооруженным глазом и под стереоскопическим микроскопом в косо проходящем свете. Отбирают подозрительные колонии (голубоватые, с ровными краями, прозрачные в проходящем свете и светло-серые с голубым или зеленоватым оттенком под стереоскопическим микроскопом в косо проходящем свете) и отсевают их на одну из полиуглеводных сред и на щелочной агар для накопления чистой культуры.

Если достаточно культуры, подозрительные колонии проверяют в пробе на индофенолоксидазу, в реакции слайд-агглютинации с сывороткой холерной O1 (при положительном результате – с Инаба, Огава), RO, О139 серогруппы, просматривают мазок, окрашенный по Граму. Возможно использование методов МФА и РИВ. 

V этап (через 72 ч. от начала исследования)

Культуры с характерными для вибрионов характером роста и изменениями на полиуглеводных средах проверяют в пробе на индофенолоксидазу, в реакции слайд-агглютинации с сывороткой холерной O1 (при положительном результате – с Инаба, Огава), RO, О139 серогруппы, просматривают мазок, окрашенный по Граму. 

Проводят идентификацию выделенных на различных этапах культур с определением их принадлежности к виду Vibrio cholerae соответствующей серогруппы (O1, O139 или других), а также эпидемической значимости культуры комплексным методом - по гемолитической активности в пробе Грейга, чувствительности к холерным и эльтор фагам, ctx+ и ctx- фагам (кроме холерных вибрионов О139) и в ПЦР на наличие генов ctxАВ и tcpА.

Выдают положительный ответ об обнаружении в исследуемых пробах культур холерных вибрионов О1, RО или О139 серогруппы в установленном порядке. 
Оксидазопозитивные, не агглютинирующиеся O1, PO и O139 сыворотками культуры, выделенные на полиуглеводных средах или на щелочном агаре, идентифицируют до вида с учетом основных признаков Vibrio сholerae (отношение к глюкозе в среде Хью-Лейфсона, сахарозе, маннозе, манниту и арабинозе в средах Гиса, лизину, орнитину и аргинину) и выдают ответ о выделении культуры Vibrio сholerae non O1/non O139.
7. Определение Escherichia coli титрационным методом
В связи с тем, что в балластных водах, как правило, содержится большое количество взвешенных веществ, для определения кишечной палочки и энтерококков может быть использован титрационный метод. Принцип метода заключается в посеве определенных объемов воды в среды накопления (глюкозопептонную или лактозопептонную) с последующим высевом на дифференциально-диагностическую среду Эндо, дифференцировании выросших бактерий и определении их наиболее вероятного числа.

Объем воды выбирают с таким расчетом, чтобы в минимальных объемах или разбавлениях получить один или несколько отрицательных результатов (н-р, 10,0; 1,0; 0,1 мл). Каждый объем воды или ее разбавление засевают параллельно в 2 или 3 порции лактозопептонной среды, посевы инкубируют 24 ч при температуре 37+1 °C.

Отсутствие помутнения и образования кислоты и газа позволяет закончить исследование через 24 часа и выдать отрицательный результат на наличие бактерий группы кишечных палочек.

Из пробирок, где отмечены признаки роста, делают высевы петлей штрихами на среду Эндо, разделенную на 3-4 сектора. Чашки с посевами инкубируют 16-18 часов при 37+1 °C.

Если в посевах в среду накопления обнаружен газ, а при высеве на среду Эндо выросли темно-красные колонии с металлическим блеском, то подтверждают принадлежность бактерий к Е. coli, для чего по 2 - 3 типичные колонии с каждого сектора засевают параллельно в две пробирки: с лактозной средой и со средой, содержащей триптофан, для установления способности ферментировать лактозу до кислоты и газа при температуре
44 °C и продуцировать индол. Посев производят в среды, прогретые до температуры 44-45 °C, немедленно переносят в термостат и инкубируют при температуре 44+0,5 °C в течение 24 часов. Продукцию индола определяют одним из общепринятых методов (с помощью индикаторных бумажек или с реактивом Ковача). Положительный ответ дают при наличии кислоты и газа в лактозной среде и при образовании индола.

Вместо среды, содержащей триптофан, можно сделать посев в лактозный бульон с борной кислотой, соблюдая описанные выше условия посева и инкубации. Положительный ответ на наличие в среде накопления 
Е. coli дают при помутнении и образовании газа. При использовании этой среды индол не определяют.
8. Определение энтерококков титрационным методом
Энтерококки - грамположительные, каталазоотрицательные, полиморфные, круглые, чаще слегка вытянутые с заостренными концами кокки, располагающиеся попарно или в коротких цепочках, способные расти на питательных средах с 0,04 % азида натрия, а также устойчивые при развитии к тестам Шермана (повышенной температуре 45 °C, щелочности рН 9,6, содержанию 40 % желчи и 6,5 % натрия хлористого). К группе энтерококков относят Enterococcus faecalis, который имеет основное индикаторное значение, Enterococcus faecium и Enterococcus durans.

Энтерококки определяют для подтверждения фекального характера загрязнения. При числе энтерококков свыше 50 в 100 мл воды предполагается поступление свежего фекального загрязнения, что создает потенциальную эпидемическую опасность.

Для исследования берут несколько десятикратных объемов воды с таким расчетом, чтобы в минимальных объемах или разбавлениях получить отрицательный результат. Рекомендуемые объемы – 10 мл, 1 мл, 0,1 мл и 0,01 мл.

Каждый объем воды или ее разбавление засевают параллельно в 2 или 3 порции щелочно-полимиксиновой среды. Посевы инкубируют при температуре 37±1 °С. Через 24 часа проводят предварительный учет, и из посевов, где отмечены признаки роста (помутнение, изменение цвета среды), высевают на сектора одной из плотных элективных сред (молочно-ингибиторную, энтерококкагар или азидную). Порции среды, в которых признаки роста отсутствуют, оставляют при температуре 37 °C еще на 24 ч, после чего из пробирок, в которых дополнительно появилось помутнение и изменение цвета среды, делают высев на сектора одной из перечисленных выше плотных питательных сред.

Через 24 - 48 ч инкубации посевов на молочно-ингибиторной среде при температуре 37+1 °C в качестве положительных результатов отмечают наличие аспидно-черных, выпуклых с металлическим блеском (Enterococcus faecalis), а также сероватых мелких колоний (Еnterococcus faecium, Еnterococcus durans).

В сомнительных случаях убедиться в наличии на секторах энтерококков можно путем посева на солевой агар с ТТХ, микроскопии после окраски мазков по Граму.

Учет результатов. После определения положительных и отрицательных результатов в объемах посеянной в среду накопления воды определяют наиболее вероятное число (НВЧ) энтерококков в 100 мл воды (Приложение 4). 

В протоколе анализа выдают НВЧ КОЕ энтерококков в 100 мл.

При исследовании других объемов воды, помимо 1, 0,1 и 0,01, соответственно уменьшают или увеличивают НВЧ. Например, при исследовании объемов 10 мл, 1 мл и 0,1 мл НВЧ уменьшают в 10 раз; при исследовании объемов 0,1 мл, 0,01 мл и 0,001 мл НВЧ увеличивают в 10 раз; при исследовании объемов 0,01 мл, 0,001 мл и 0,0001 мл НВЧ увеличивают в 100 раз и т.д.

Если при исследовании воды сделан посев более 3-х десятикратных объемов воды или разбавлений, то учитывают 3 таких последовательных объема, в последнем из которых получен один или несколько отрицательных результатов. Например: 10 мл - обе пробирки положительны, 1 мл - аналогично, 0,1 мл - положительный результат только в одной пробирке, 0,01 мл - отрицательный результат в обеих пробирках. Учитывают объемы 1 мл, 0,1 мл и 0,01 мл.

Приложение № 1
Укладка для отбора проб балластной воды морских (речных) судов

	№ п/п
	Наименование предметов
	Количество (шт.)

	1
	Кофр для упаковки предметов
	2

	2
	Перчатки латексные
	4

	3
	Защитные костюмы (ИСИЗ IV типа или утвержденный аналог, сапоги А РТС)
	2+1

	4
	Инструкция по забору материала
	1

	5
	Акт отбора проб (бланки)
	10

	6
	Бланк «Паспорт морского (речного) судна, взятого для отбора проб судового балласта»
	10

	7
	Бумага листовая для письма формат А4
	10

	8
	Карандаш простой
	1

	9
	Маркер перманентный
	1

	10
	Лейкопластырь
	1

	11
	Клеенка подкладная
	1

	12
	Нитки
	1

	13
	Спички
	1

	14
	Пластилин
	1

	15
	Спиртовка
	1

	16
	Пинцеты анатомический и хирургический
	2

	17
	Скальпель
	1

	18
	Ножницы
	1

	19
	Бикс или контейнер для транспортирования проб
	1

	20
	Термометр с градуировкой до 50 °С
	1

	21
	Стерильные спиртовые салфетки
	10

	22
	Батометр
	1

	23
	Насос
	1

	24
	Шланг (8 м)
	1

	25
	Хлорамин в пакетах по 10 г, рассчитанный на приготовление 1,0 литра 1 %-го раствора
	2

	26
	Емкость на 1,0 л для приготовления 1%-го хлорамина
	1

	27
	Пакеты полиэтиленовые
	5


Приложение № 2
Порт ________________
Акт отбора проб
Юридическое лицо (ЮЛ), индивидуальный предприниматель (ИП), физическое лицо (ФЛ), направившее пробу (наименование субъекта права, юридический адрес)______________________________________________________________________
____________________________________________________________________________
Учреждение, получившее пробу (наименование, юридический адрес)_______________________________________________________________________

Цель отбора проб_____________________________________________________________
Для исследования на (исследуемые показатели)__________________________________

Наименование нормативного документа, регламентирующего методику отбора____

_____________________________________________________________________________
Наименование пробы образца: судовые балластные воды
	№ п/п
	Объект исследова-ния
	Наиме-нование судна, страна прибы-тия
	Объем пробы
	Дата и время отбора пробы
	Метод отбора
	Кто проводил отбор проб (Ф.И.О., должность)

	1
	Балластный танк №
	
	
	
	
	

	2
	Балластный танк №
	
	
	
	
	

	3
	Балластный танк №
	
	
	
	
	

	4
	Балластный танк №
	
	
	
	
	

	5
	Балластный танк №
	
	
	
	
	

	6
	Балластный танк №
	
	
	
	
	


Вид тары, в которой доставлена балластная вода________________________________

Состояние упаковки проб_______________________________________________________

Условия транспортирования проб_______________________________________________

Условия хранения проб_________________________________________________________

Представитель ЮЛ, присутствующий при отборе проб (Ф.И.О., должность)_______

_____________________________________________________________________________

Дата и время доставки материала _____________________________________________
Ф.И.О. и должность лица, доставившего пробу _________________________________

Ф.И.О. и должность лица, принявшего пробу____________________________________
Приложение № 3

Порт ________________
Паспорт

морского (речного) судна, взятого для отбора проб судового балласта
Судно___________________________________, флаг ___________________________

              (наименование, страна)

Грузоподъемность __________________ (тыс. т.). 

Объем балластных танков _________________ (тыс. т.).

Тип грузового судна: балкер, ролкер, контейнеровоз, сухогруз, танкер (нужное подчеркнуть).

Страна и порт убытия _________________________________ .
Дата убытия __________________________________________.
Дата прибытия в порт РФ _______________________________.
Объем балластных вод на борту __________________________.
                                                       (тыс. тонн)

Сведения о смене судового балласта

	Номер смены балласта
	Дата
	Объем сменяемой балластной воды

(тыс. тонн)
	Про-цент замены балла-ста
	Наименование акватории
	Координаты
	Способ смены балласта

(нужное подчеркнуть)

	1
	
	
	
	
	
	последова-тельный

прокачи-вания

	2
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	
	


Приложение 4 

Таблица расчета наиболее вероятного числа микроорганизмов в 100 мл воды судового балласта
	Число положительных результатов из
	НВЧ бактерий в 100 мл

	2 объемов по 1,0 мл
	2 объемов по 0,1 мл
	2 объемов по 0,01 мл
	

	0
	0
	0
	менее 50

	0
	0
	1
	50

	0
	0
	2
	90

	0
	1
	0
	50

	0
	1
	1
	90

	0
	1
	2
	140

	0
	2
	0
	90

	0
	2
	1
	140

	0
	2
	2
	190

	1
	0
	0
	60

	1
	0
	1
	120

	1
	0
	2
	190

	1
	1
	0
	130

	1
	1
	1
	200

	1
	1
	2
	280

	1
	2
	0
	210

	1
	2
	1
	290

	1
	2
	2
	370

	2
	0
	0
	230

	2
	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
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