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Предисловие
Евразийский совет по стандартизации, метрологии и сертификации (ЕАСС) представляет собой региональное объединение национальных органов по стандартизации государств, входящих в Содружество Независимых Государств. В дальнейшем возможно вступление в ЕАСС национальных органов по стандартизации других государств.
Цели, основные принципы и общие правила проведения работ по межгосударственной стандартизации установлены ГОСТ 1.0 «Межгосударственная система стандартизации. Основные положения» и ГОСТ 1.2 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосударственные, правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, обновления и отмены».
Сведения о стандарте 
1 РАЗРАБОТАН Федеральным государственным бюджетным учреждением «Центр стратегического планирования и управления медико-биологическими рисками здоровью» Федерального медико-биологического агентства Научно-исследовательский институт экологии человека и гигиены окружающей среды им. А.Н. Сысина» (ФГБУ «ЦСП» ФМБА России), Закрытым акционерным обществом "РОСА" (ЗАО "РОСА"), Федеральным бюджетным учреждением науки «Федеральный научный центр гигиены им. Ф.Ф. Эрисмана» Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека (ФБУН «ФНЦГ им. Ф.Ф. Эрисмана» Роспотребнадзора)
2 ВНЕСЕН Межгосударственным техническим комитетом по стандартизации МТК 91 «Пивобезалкогольная и винодельческая продукция»
3 ПРИНЯТ Евразийским советом по стандартизации, метрологии и сертификации (протокол  от           №                     )
За принятие проголосовали:
	Краткое наименование страны по МК (ИСО 3166) 00497
	Код страны по МК (ИСО 3166) 00497
	Сокращенное наименование
национального органа по стандартизации
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4 ВВЕДЕН ВПЕРВЫЕ

Информация о введении в действие (прекращении действия) настоящего стандарта и изменений к нему на территории указанных выше государств публикуется в указателях национальных стандартов, издаваемых в этих государствах, а также в сети Интернет на сайтах соответствующих национальных органов по стандартизации.
В случае пересмотра, изменения или отмены настоящего стандарта соответствующая информация также будет опубликована в сети Интернет на сайте Межгосударственного совета по стандартизации, метрологии и сертификации в каталоге «Межгосударственные стандарты»




























Исключительное право официального опубликования настоящего стандарта на территории указанных выше государств принадлежит национальным органам по стандартизации этих государств
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Предисловие
Цели, основные принципы и общие правила проведения работ по межгосударственной стандартизации установлены ГОСТ 1.0 «Межгосударственная система стандартизации. Основные положения» и ГОСТ 1.2 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосударственные, правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, обновления и отмены»
[bookmark: bookmark2]Сведения о стандарте
[bookmark: _Hlk93757617]1 РАЗРАБОТАН Федеральным государственным бюджетным учреждением «Центр стратегического планирования и управления медико-биологическими рисками здоровью» Федерального медико-биологического агентства Научно-исследовательский институт экологии человека и гигиены окружающей среды им. А.Н. Сысина» (ФГБУ «ЦСП» ФМБА России), Закрытым акционерным обществом "РОСА" (ЗАО "РОСА"), Федеральным бюджетным учреждением науки «Федеральный научный центр гигиены им. Ф.Ф. Эрисмана» Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека (ФБУН «ФНЦГ им. Ф.Ф. Эрисмана» Роспотребнадзора).
2. ВНЕСЕН Федеральным агентством по техническому регулированию и метрологии
3. ПРИНЯТ Межгосударственным советом по стандартизации, метрологии и сертификации (протокол от __________       202Х г. №______    )
За принятие проголосовали:

	Краткое наименование страны
по МК (ИСО 3166) 004—97
	Код страны
по МК (ИСО 3166) 004—97
	Сокращенное наименование
национального органа по стандартизации

	
	
	

	
	
	

	
	
	



4 Приказом Федерльного агентства по техническому регулированию и метрологии от            №             межгосударственный стандарт ГОСТ веден действие в качестве национального стандарта Российской Федерации с                                                              г.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

5 ВВЕДЕН ВПЕРВЫЕ 


Информация о введении в действие (прекращении действия) настоящего стандарта и изменений к нему на территории указанных выше государств публикуется в указателях национальных стандартов, издаваемых в этих государствах, а также в сети Интернет на сайтах соответствующих национальных органов по стандартизации.
В случае пересмотра, изменения или отмены настоящего стандарта соответствующая информация будет опубликована на официальном интернет-сайте Межгосударственного совета по стандартизации, метрологии и сертификации в каталоге «Межгосударственные стандарты»
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[bookmark: i52209]1. Область применения
[bookmark: i62522]Настоящий стандарт распространяется на действующие, проектируемые, реконструируемые и строящиеся общественные бассейны (далее – бассейны) с пресной или морской, искусственно минерализованной и соленой водой всех видов и размеров как открытых, так и крытых спортивных (СК), плавательных, бассейны для обучения плаванию, купальных, бассейны с водными горками, бассейны терапевтического (лечебного) назначения, в том числе для детей 0-3 лет, бассейны с  минерализованной водой, существующие в отдельном здании (сооружении) или в составе аквапарков,  спортивных, спортивно-оздоровительных и физкультурно-оздоровительных комплексов, вне зависимости от их ведомственной принадлежности и формы собственности и устанавливает методы проведения санитарно-микробиологических и санитарно-паразитологических контроля качества  воды чаши бассейна, уборки и дезинфекции помещений.
2 Нормативные ссылки
[bookmark: i94052]В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие межгосударственные стандарты:
ГОСТ 177-88. Межгосударственный стандарт. Водорода перекись. Технические условия
ГОСТ 18300 Спирт этиловый ректификованный технический. Технические условия
ГОСТ 18963 Вода питьевая. Методы санитарно-бактериологического анализа
ГОСТ 20015-88 "Хлороформ технический. Технические условия"
ГОСТ 26670 Методы культивирования микроорганизмов
ГОСТ 31659—2012 (ISO 6579:2002) Продукты пищевые. Метод выявления бактерий рода Salmonella
ГОСТ 31861-2012 Вода. Общие требования к отбору проб
ГОСТ 31862-2012 Вода питьевая. Отбор проб
ГОСТ 31746-2012 Продукты пищевые. Методы выявления и определения количества коагулазоположительных стафилококков и Staphylococcus aureus
ГОСТ 31942 (ISO 19458:2006) Вода. Отбор проб для микробиологического анализа 
ГОСТ 31955.1 Вода питьевая. Обнаружение и количественный учет Escherichia coli и колиформных бактерий. Часть 1. Метод мембранной фильтрации
ГОСТ 32010-2013 Продукты пищевые. Мeтод выявления бактерий рода Shigella
ГОСТ 33566-2015 (межгосударственный) Молоко и молочная продукция Определение дрожжей и плесневых грибов.
[bookmark: _Hlk166535912]ГОСТ 5962 Спирт этиловый ректификованный из пищевого сырья. Технические условия 
ГОСТ 6709 Вода дистиллированная. Технические условия
ГОСТ ISO 11133 Микробиология пищевых продуктов, кормов для животных и воды. Приготовление, производство, хранение и определение рабочих характеристик питательных сред
ГОСТ ISO 7899 Качество воды. Обнаружение и подсчет кишечных энтерококков. Часть 2. Метод мембранной фильтрации  
ГОСТ ISO 16266 Качество воды. Обнаружение и подсчет Pseudomonas aeruginosa. Метод мембранной фильтрации
ISO 11731:2017 Качество воды. Подсчет бактерий рода Legionella.
ISO 19250:2010 Качество воды. Выявление бактерий рода Salmonella spp.
Руководство по лабораторным исследованиям полиомиелита, 4-е издание. ВОЗ, Женева, 2005 г.
XP T90-451-1996 Стандарт Франции. Исследования воды. Обнаружение  энтеровирусов. Метод концентрирования на стекловолокне и детекции на культуре клеток.

Примечание – При пользовании настоящим стандартом целесообразно проверить действие ссылочных стандартов и классификаторов на официальном интернет-сайте Межгосударственного совета по стандартизации, метрологии и сертификации (www.easc.by) или по указателям национальных стандартов, издаваемым в государствах, указанных в предисловии, или на официальных сайтах соответствующих национальных органов по стандартизации. Если на документ дана недатированная ссылка, то следует использовать документ, действующий на текущий момент, с учетом всех внесенных в него изменений. Если заменен ссылочный документ, на который дана датированная ссылка, то следует использовать указанную версию этого документа. Если после принятия настоящего стандарта в ссылочный документ, на который дана датированная ссылка, внесено изменение, затрагивающее положение, на которое дана ссылка, то это положение применяется без учета данного изменения. Если ссылочный документ отменен без замены, то положение, в котором дана ссылка на него, применяется в части, не затрагивающей эту ссылку.
[bookmark: i84323]3 Термины и определения
В настоящем стандарте применены термины по ГОСТ 32220, ГОСТ 30813, ГОСТ 34786, ГОСТ 18963, а также следующие термины с соответствующими определениями: 
3.1 Esherichia coli: грамотрицательные, оксидазаотрицательные палочки, обладающие ферментом β-глюкуронидазой, образующие индол из триптофана и сбраживающие лактозу при температуре (44±0,5)°C в течение (21±3)  ч. 
3.2 Legionella pneumophila: грамотрицательные не образующие спор относительно кислотоустойчивые палочки, аэробы, капнофилы, чрезвычайно требовательные к питательным средам, растущие на BCYEa (Buffered Charcoal Yeast Extract agar) только с добавками L-цистеина и пирофосфата железа, устойчивые к селективной GVPC- добавке, содержащей ванкомицин, полимиксин и циклогексимид, и дающие положительную реакцию агглютинации с латексным реагентом, содержащим антитела к Legionella pneumophila 1 или 2-14 серогрупп.
3.3 Золотистый стафилококк (Staphylococcus aureus): грамположительные, каталазоположительные кокки, способные формировать на питательных средах, содержащих 5 - 7% NaCl, непрозрачные колонии золотистого, желтого, белго или кремового цвета, ферментирующие манноит в аэробных условиях и обладающие лецито-вителлазной и плазмокоагулазной активностью.
3.4 Колиформные бактерии (КБ): грамотрицательные, оксидазоотрицательные палочки, способные к образованию колоний  в  аэробных условиях при (37 ± 1) °С на селективных дифференцирующих лактозных культуральных средах с собразованием кислоты в течение (21 ± 3) ч, обладающие ферментом β-галактозидазой. 
3.5 Общие колиформные бактерии (ОКБ): грамотрицательные, оксидазаотрицательные палочки, обладающие ферментом β-галактозидазой, сбраживающие лактозу при температуре (37±1)°C в течение 24-48 ч.  
3.6 Обобщенные колиформные бактерии: грамотрицательные, оксидазоотрицательные, лактозоположительные и лактозоотрицательные палочки, сбраживающие глюкозу с образованием кислоты и газа при (37±1) °С в течение(21±3)  ч. 
3.7 Синегнойная палочка (Pseudomonas aeruginosa): грамотрицательные, оксидазоположительные палочки, способные расти на простых питательных средах при температуре (42±1) °С, образующие на среде Кинг А (среда №9) водорастворимый пигмент сине-зеленого цвета – пиоцианин. 

3.8 Термотолерантные колиформные бактерии (ТКБ): грамотрицательные, оксидазаотрицательные палочки, сбраживающие лактозу при температуре (44±0,5)°C в течение (21±3)  ч.  
3.9 Энтерококки (фекальные стрептококки): грамположительные, каталазоотрицательные кокки, располагающиеся попарно или в виде коротких цепочек, растущие на селективных средах, содержащих азида натрия и гидролизующих эскулин до дигидроксикумарина (эскулетина), который, в присутствии солей железа, образует соединение черного цвета. 
4 Оборудование, посуда расходные материалы
4.1 Оборудование
4.1.1. Общелабораторное оборудование
Применяют стандартное лабораторное оборудование для микробиологических исследований, а также следующее:
рН-метр, обеспечивающий измерение водородного показателя рН с допускаемой точностью ±0,1;
Бактериологические петли одноразового или многоразового применения;
Бокс биологической безопасности не ниже II класса;
Весы с разрешающей способностью не более 1 %, чтобы обеспечить максимальную допустимую погрешность 5 % по массе;
Примеры
Для взвешивания 10 г весы должны обеспечить считывание до 0,1 г.
Для взвешивания 1 г весы должны обеспечить считывание до 0,01 г.
Водяная баня для температурного режима (48±1) °С;
Горелки газовые или спиртовки;
Дистиллятор или установка для получения воды очищенной;
Дозатор механический одноканальный до 200 мкл; до1000 мкл;
Морозильная камера с температурой минус 18-20оС;
Оборудование для стерилизации паром (автоклав);
Оптический отраслевой стандарт мутности 10 ед. или денситометр;
Пинцет анатомический;
Световой микроскоп, обеспечивающий увеличение в 1000-1500 раз;
Стерилизатор суховоздушный;
Термометр ртутный с диапазоном измерения от 0 до 55°C с погрешностью 0,5°C, например, ТЛ-6м или аналогичный для диапазонов температур: (37±1), (36±2). Допускается использование логгеров;
Термометр ртутный с диапазоном измерения от 0 до 55°C с погрешностью 0,25°C, например, ТЛ-4 или аналогичный для диапазонов температур: (44±0,5), (42±0,5). Допускается использование логгеров;
[bookmark: P064C]Термометр жидкостной с диапазоном измерения от минус 35°C до плюс 50°C с ценой деления шкалы 1°C для измерения температуры в холодильниках , например ТС-7АМ или аналогичный. Допускается использование логгеров;
[bookmark: P064F]Термостаты, поддерживающие рабочую температуру (37±1)°C, (42±0.5)°C, (44±0,5)°C;
Фильтровальная установка для мембранной фильтрации под вакуумом для мембранных фильтров 35-37 или 47-50 мм; 
Примечание — Допускается использовать одноразовые стерильные фильтровальные аппараты.
Холодильник с диапазоном контроля температур 2-8°C;
Электрический или водоструйный вакуумный насос для создания вакуума в фильтровальных установках;
Примечание - Допускается использование средств измерений, вспомогательного и испытательного оборудования, с аналогичными или лучшими метрологическими и техническими характеристиками. 
4.2 Общелабораторная посуда и расходные материалы
Емкости стеклянные или из нержавеющей стали или эмалированные с крышкой для стерилизации мембранных фильтров методом кипячения;
Мембранные фильтры из эфиров целлюлозы (нитрата или ацетата целлюлозы) или их смеси, трековые мембраны или другие фильтры, разрешенные к применению в установленном порядке, диаметром, от 35 до 47 мм, с диаметром пор не более 0,45 мкм, белого цвета и % удержания не менее 80%;
Одноразовые или многоразовые наконечники для автоматических дозаторов разных объемов; 
Пипетки вместимостью 1,0, 5,0 10,0 см[image: ] с ценой деления 0,1 см[image: ] стеклянные многоразового использования по ГОСТ 29227 или пластиковые одноразового использования;
Посуда мерная лабораторная стеклянная 2-го класса точности по ГОСТ 1770 вместимостью 100-2000 см[image: ];
Пробирки лабораторные многоразового или одноразового использования вместимостью 15 - 20 см3;
Пробки силиконовые разных размеров;
Ультрафиолетовая лампа (лампа Вуда) с максимальным излучением на длине волны (360 ± 20) нм (для определения флуоресценции).
Флаконы или колбы стеклянные объемом 100; 250 и 500 см[image: ];
Чашки бактериологические (Петри) стеклянные или пластиковые однократного применения.
Для идентификации микроорганизмов допускается использование автоматических анализаторов с набором реагентов и расходных материалов в соответствии с методическими документами или инструкцией производителя (например, микробиологический анализатор для качественного и количественного определения микроорганизмов "БакТрак 4300", масс-спектрометр на основе времяпролетной масс-спектрометрии с матрично- ассоциированной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF MS) и др.).
4.3. Дополнительное оборудование, расходные материалы и реактивы для анализа на легионеллы
СО2-инкубатор, поддерживающий температуру (37±1) оС и концентрацию СО2 (2,5%) или анаэростат с газогенераторными пакетами; 
Водяная баня с автоматическим регулированием температуры, поддерживающая температуру (50±1) оС; 
Криопробирки вместимостью 2 мл;
Мембранные фильтры (МФ), состоящие из эфиров целлюлозы, 47 - 50 мм в диаметре, с диаметром пор не более 0,45 мкм, черного цвета с нанесенной сеткой и % удержания не менее 80% (например, HABG, производства Millipore);
Примечание: МФ белого цвета также можно использовать, однако на черных фильтрах колонии легионелл дифференцируются лучше.
Морозильная камера с температурой в камере до минус 70 оС;
Нефелометр Densimat или аналогичный;
Диметилсульфоксид (DMSO).
4.4. Дополнительное оборудование, расходные материалы и реактивы для вирусологического анализа
Дополнительное оборудование, расходные материалы и реактивы изложены:
· для концентрирование вирусов с использованием ионообменных смол в пункте 17.2.1.1.;
· для двухэтапного концентрирования вирусов (сорбции на ионообменной смоле и осаждения с помощью сульфата аммония) в пункте 17.2.2.1.;
· для концентрирования вирусов на проточном мембранном фильтрующем модуле с тангенциально-радиальным движением жидкости, с использованием позитивно заряженных микрофильтрационных полиамидных мембран в режиме микрофильтрации в пункте 17.2.3.1.;
· для концентрирования вирусов с использованием картриджа с фильтром из стекловолокна (картриджной фильтрации) в пункте 17.2.4.2.;
· для выделения и идентификации вирусов в пункте 17.3.2.
5 Питательные среды
Допускается применение питательных сред, приготовленных согласно рецептурам, приведенным в ГОСТ 34786, ГОСТ 31955.1, ГОСТ ISO 7899, ISO 11731, а также применение готовых питательных сред на чашках, во флаконах, на подложках или использование коммерческие сухих питательных сред, зарегистрированных и разрешенных к применению в установленном порядке.
При использовании готовых или промышленных сухих питательных сред следует соблюдать способ приготовления, применения и сроки хранения, указанные изготовителем.  
Состав и процедура приготовления некоторых сред для осуществления методик, используемых в настоящем стандарте, приведена в приложении А. 
Контроль питательных сред проводят в соответствии с ГОСТ ISO 11133 или иными нормативными документами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
Примечание - Допускается использовать оборудование, расходные материалы, реактивы, питательные среды, в том числе готовые и хромогенные среды, диагностические препараты и тест-системы по качеству не ниже указанных в настоящем стандарте или с аналогичными характеристиками, разрешенными к применению для контроля питьевой воды в установленном порядке.
Примечание – Питательные среды готовят с применением очищенной воды в соответствии с ГОСТ 6709 или иными нормативными документами, действующими на территории государства, принявшего стандарт, основные контролируемые характеристики каждой партии воды должны соответствовать следующим требованиям: pH воды - от 5,0 до 7,0 ед., удельная электрическая проводимость при температуре 20°С, См/м - не более 4,3·10 -4 или удельная электрическая проводимость при температуре 25°С, См/м - не более 5,1·10-4.
6 Общие требования к отбору, условиям транспортировки, хранению проб воды 
Отбор и хранение проб воды из плавательных бассейнов и аквапарков проводят в соответствии с ГОСТ 31942.
7. Посев методом мембранной фильтрации
7.1. Общие положения
Метод мембранной фильтрации используют для посева проб с низкими уровнями контаминации. Данный метод посева позволяет исследовать большие объемы образцов в диапазоне от 1 см3 до 1 дм3. 
В основе метода лежит концентрирование пробы на мембранных фильтрах с размером пор 0,45 мкм или другом фильтрующем материале (например, на аналитических трековых мембранах) диаметром 35-37 или 47-50 мм на фильтровальных установках вакуумного фильтрования.
Бактерии, находящиеся в образце, задерживаются на поверхности мембраны, а вода отфильтровывается.
Мембранные фильтры со сконцентрированной пробой переносят на поверхность соответствующей питательной среды.
7.2. Подготовка фильтрующих материалов
Фильтрующие материалы (мембранные фильтры, аналитические трековые мембраны и другие фильтрующие материалы) при поступлении в лабораторию должны проходить входной контроль. Для работы допускаются фильтрующие материалы с процентом удержания не менее 80%. 
Стерильные мембранные фильтры в индивидуальной упаковке или кассетах дополнительной подготовки не требуют. 
Нестерильные фильтрующие материалы перед использованием необходимо дезинфицировать кипячением или автоклавированием согласно инструкции производителя.
Перед началом исследований мембранные фильтры проверяют визуально на отсутствие трещин, отверстий и других видимых дефектов.
7.3. Подготовка фильтровальной установки 
Перед использованием воронку и столик фильтровальной установки обеззараживают фламбированием. Для этого поверхность воронки и фритты фильтровальной установки орошают спиртом или смачивают спиртом при помощи ватно-марлевого тампона или специальных устройств для орошения, после чего поджигают. Остывшую воронку снимают, переворачивают и ставят на металлический лоток предварительно обеззараженный фламбированием.  
На фритту фильтровальной установки стерильным пинцетом укладывают подготовленный мембранный фильтр, поверх которого устанавливают и закрепляют воронку.
7.4. Фильтрация 
В воронку прибора для фильтрования наливают требуемый объем воды, используя метку на воронке фильтровальной установки. В случае отсутствия нужной метки для внесения пробы используют стерильный мерный цилиндр соответствующего объема или пипетки. 
Включают вакуум и отфильтровывают содержимое воронки. По окончании фильтрования и осушения фильтра отключают вакуум, воронку снимают, фильтр осторожно поднимают за край стерильным пинцетом и переносят его, не переворачивая, на поверхность питательной среды в чашке Петри, избегая образования пузырьков воздуха между средой и фильтром. Под каждым фильтром на дне чашки делают надпись с указанием объема профильтрованной воды, номера пробы и даты посева.
На одну чашку допускается помещать от двух до четырех фильтров (в зависимости от диаметра фильтров и чашки Петри) с условием, чтобы фильтры не соприкасались.
Если посев предназначен для определения спор сульфитредуцирующих клостридий чашечным методом, то фильтр укладывают фильтрующей поверхностью вниз.
Посевы нескольких объемов одной пробы выполняют от наименьшего до наибольшего на одной воронке без обеззараживания.
При посеве нескольких проб, перед посевом каждой следующей пробы, установка обеззараживается.
При фильтровании объемов воды менее 10 см3, в воронку предварительно вносят 10-20 см3 стерильной очищенной или водопроводной воды. 
8. Определение показателя «Обобщенные колиформные бактерии» 
8.1. Общие положения 
В индикаторную группу «обобщенные колиформные бактерии», помимо общих колиформных бактерий (лактозоположительных), входят еще и лактозоотрицательные, грамотрицательные, оксидазоотрицательные, палочки, ферментирующие глюкозу до кислоты и газа при температуре (37 ± 1) °C, в течение 24 ч. 
Данный показатель идентичен показателю «бактерии группы кишечных палочек (БГКП)» и показателю «глюкозоположительные колиформные бактерии (ГКБ)».   
8.2. Определение показателя «Обобщенные колиформные бактерии» методом мембранной фильтрации
8.2.1. Выполнение анализа
Показатель «обобщенные колиформные бактерии» в воде бассейнов и аквапарков определяют в 300 см3 исследуемой пробы. Возможен посев объема 100 см3 или иного объема исследуемой пробы в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт. Результат выражают на 100 см3.
Посев выполняют методом мембранной фильтрации, согласно п.7 настоящего стандарта, на один или несколько мембранных фильтров в зависимости от предполагаемой чистоты пробы. Например: 50+100+100 = 250 см3 или 10+40+100+100 = 250 см3 и т.д. 
 После концентрирования пробы мембранный фильтр(ы) укладывают на поверхность среды Эндо, избегая образования пузырей воздуха под мембраной. При исследовании проб, содержащих большое количество посторонней флоры, допускается использовать среду Эндо повышенной селективности, пропись которой приведена в Приложении А 1.
Чашки с фильтрами помещают в термостате дном вверх и инкубируют при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч. 
После инкубации проводят раздельный учет лактозоположительных и лактозоотрициательных колоний. 
Лактозоположительные микроорганизмы на среде Эндо образуют бордовые, темно-красные, красные и розовые колонии с металлическим блеском или без него, с отпечатком на среде под колонией и обратной стороне фильтра.
Лактозоотрицательные микроорганизмы на среде Эндо образуют бесцветные колонии или бесцветные колонии с розовым или красным центром без отпечатка на среде под колонией.
Учету не подлежат пленчатые, губчатые колонии, с неровной поверхностью и краями, плесневые и другие колонии, не характерные для колиформных. бактерий.
Идентификация лактозоположительных колоний включает в себя определение оксидазо- (Приложение Б) и грампринадлежности (Приложение В).
Идентификация лактозоотрицательных колоний включает в себя определение оксидазо- и грам-принадлежности и способности сбраживать глюкозу до кислоты и газа при температуре (37 ± 1) °C в течение (21±3) ч.
8.2.1.1 Ускоренный способ идентификации.
Определение цитохромоксидазы выполняют путем перекладывания мембранного фильтра с посевом на поверхность фильтровальной бумаги, смоченной реактивом для определения оксидазы (Приложение Б.3). Определение грампринадлежности оксидазоотрицательных колоний осуществляют при помощи теста Грегерсена (Приложение В.3). 
Лактозоотрицательные, оксидазоотрицательные и грамотрицательные колонии, дополнительно, исследуют на способность сбраживать глюкозу. Для этого по 2-3 колонии каждого морфологического типа засевают в пробирки с полужидкой средой Гисса или жидкой глюкозопептонной средой с поплавками. Посевы инкубируют при температуре (37 ± 1) °C в течение (21±3) ч. Первичный учет возможен через 4-5 ч инкубации от момента посева. 
Изменение цвета среды и наличие признаков газообразования свидетельствуют о положительном результате.
8.2.1.2 Стандартный способ идентификации
По 2-3 типичных колонии каждого морфологического типа пересевают в пробирки со скошенным питательным агаром или на чашку питательным агаром в виде макроколоний. Параллельно, выполняют посев методом истощающего штриха на сектора чашки со средой Эндо для контроля чистоты культуры. Посевы инкубируют в термостате при температуре (37 ± 1) °С в течение (21±3) ч. 
После оценки чистоты культуры на среде Эндо, выполняют тест на наличие цитохромоксидазы (Приложение Б.4) с культурой на питательном агаре. Для оксидазоотрицательных колонии определяют грампринадлежность при помощи окраски по Граму (Приложение В.2) или теста Грегерсена (Приложение В.3). Грамотрицательные, оксидазоотрицательные, лактозоотрицательные колонии засевают в пробирки с полужидкой средой Гисса с глюкозой или в жидкую глюкозопептонную среду с поплавками. Посевы инкубируют при температуре (37±1) °C в течение (21±3) ч. Первичный учет возможен через 4-5 ч инкубации от момента посева. 
Изменение цвета среды и наличие признаков газообразования свидетельствуют о положительном результате.
Параллельно, с каждой серией подтверждающих посевов, выполняют контрольный посев эталонного штамма E.coli из рабочей коллекции эталонных культур лаборатории.
8.2.2. Учет и выдача результатов
Учету подлежат посевы, в которых выросло не более 100 колоний на мембранном фильтре диаметром 47-50 мм и не более 60 колоний на фильтре диаметром 35-37 мм.
1. При наличии колоний разного морфологического типа, которые идентифицировались раздельно, сначала рассчитывают долю подтвержденных колоний в каждом морфологическом типе по формуле:  

                                                             ,                                                         (1)

где	X – количество микроорганизмов конкретного  морфологического типа в посеве, идентифицированных как «обобщенные колиформные бактерии» ;
a – количество типичных колоний, подтвержденных как «обобщенные колиформные бактерии», из числа отобранных на идентификацию;
b – количество типичных колоний, отобранных на идентификацию;
c – общее количество типичных колоний данного морфологического типа на чашке.
Например, 
из 15 типичных колоний одного морфологического типа на идентификацию отобрано 5, из них как «обобщенные колиформные бактерии»  подтвердилось 3.

 КОЕ
Затем подсчитывают общее количество колоний всех морфологических типов, подтвердившихся как «обобщенные колиформные бактерии», суммируя результаты идентификации по каждому морфологическому типу. 
Далее алгоритм расчета результата зависит от количества и объемов посевов, в которых выполнялся подсчет. 
2. Если посев регламентируемого объема пробы (300 см3) выполнялся на один мембранный фильтр, то для расчета результата суммируют количество грамотрицательных, оксидазоотрицательных, лактозоположительных колоний и количество грамотрицательных, оксидазоотрицательных, лактозоотрицательных, глюкозоположительных колоний. Полученную сумму делят на 3 и выражают результат как Обобщенные колиформные бактерии: число (КОЕ) в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
3. Если посев выполнялся на несколько фильтров, на которых получены значения, доступные для подсчета или учет результата возможен только в посевах меньшего объема, чем нормируемый, то вычисление результата проводят по формуле:


                                                        ,                                                             (2)

где C – количество КОЕ «обобщенных колиформных бактерий»  в объеме, регламентируемом нормативными документами для выдачи протокола; 
Z – суммарное количество колоний, подтвержденных как «обобщенные колиформные бактерии», в посевах во всех исследованных объемах, подлежащих учету;
Vs – суммарный исследованный объем, в котором проведен учет колоний;
Vn – объем, регламентированный нормативными документами для выдачи протокола. 
Например, 
Исследовано четыре объема пробы (50 см3, 50 см3, 100 см3 и 100 см3), сумма типичных колоний, которые подтвердили свою принадлежность к «обобщенным колиформным бактериям», составили 2, 5, 14 и 17, соответственно,  объем, регламентированный нормативными документами для выдачи протокола 100 см3.

  КОЕ
Полученный результат округляют до второй значащей цифры. Если третье число менее 5, его заменяют нулем. Если последняя цифра равна или более 5, то ее заменяют нулем, а предшествующую цифру увеличивают на единицу.
Значения меньше 10 округляют до целого значения.
Например: 
255 КОЕ = 260 КОЕ
254 КОЕ = 250 КОЕ
78,5 КОЕ = 79 КОЕ
78,4 КОЕ = 78 КОЕ
6,5 КОЕ = 7 КОЕ
6,4 КОЕ = 6 КОЕ
1,66666(6) КОЕ = 2 КОЕ
Результат выражают как Обобщенные колиформные бактерии: число (КОЕ) в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
4. Если было исследовано 300 см3 пробы и получен результат меньше 1 КОЕ, то результат округляют до первой значащей цифры и  выдают в виде десятичной дроби.
Например:
Исследовано 3 объема по 100 см3.
Выросло и подтвердилось: 0;0;2 колоний. Производим расчет по формуле (2):
С = (0+0+2)* 100 см3 / (100+100+100) см3 = 0,66666.. = 0,7 КОЕ / 100 см3
5. В случае наличия в посевах сплошного роста, материал с фильтра рассевают на среде Эндо методом истощающего штриха до получения изолированных колоний.  При наличии колоний с типичной морфологией выполняют их идентификацию как указано в п. 8.2.1. Если в посеве идентифицируются «обобщенные колиформные бактерии», то выдают результат Обобщенные колиформные бактерии: «обнаружено» в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт, а в примечании к протоколу указывают: «Подсчет количественного результата невозможен из-за сливного роста». 
6. В случаях исследования всего нормируемого объема и отсутствии типичного роста во всех посевах, результат представляется как Обобщенные колиформные бактерии: «0» или «не обнаружено» в 100 см3» или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт и областью аккредитации лаборатории.
8.3. Определения показателя «Обобщенные колиформные бактерии»  альтернативными методами
Определение показателя «обобщенные колиформные бактерии»  может быть выполнено с применением сред на подложке (например, Петритесты или аналогичные), которые применяют в соответствии с инструкцией производителя. 
Также допустимо использование метода времяпролетной масс-спектрометрии с матрично ассоциированной лазерной десорбцией / ионизацией (MALDI-TOF MS) или автоматических бактериологических анализаторов в соответствии с инструкцией производителя.
8.4. Определения показателя «Обобщенные колиформные бактерии»  качественным методом
Качественный метод определения является упрощенным способом определения показателя и позволяет определить только наличие либо отсутствие искомой группы микроорганизмов в исследованном объеме. Использование качественного метода исследования показано при невозможности использования метода мембранной фильтрации. 
В основе качественного метода лежит посев нормируемого объема в среду обогащения с последующим высевом на плотные дифференциальные среды и идентификацией типичных колоний.
Для выполнения анализа исследуемый объем пробы (300 см3) переносят в стерильную колбу или флакон подходящего объема, после чего вносят 30 мл концентрированной глюкозо-пептонной среды, приготовленной, как указано в Приложении А 5. 
Допускается посев объема 100 см3 или иного объема исследуемой пробы в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт. В этом случае в пробу воды вносят концентрированную глюкозо-пептонную среду в соотношении 1:10 к исследуемому объему. Например: при исследовании 100 см3 пробы вносят 10 см3 концентрата среды.
Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч.
При наличии признаков роста (помутнение, газообразование) производят высев обогащенной пробы методом истощающего штриха на среду Эндо для получения изолированных колоний. Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч.
При наличии в посевах типичных для «обобщенных колиформных бактерий»  колоний их идентифицируют согласно п. 9.2.1.
Если в посеве со среды обогащения присутствуют колонии, идентифицированные как «обобщенные колиформные бактерии», то выдают результат Обобщенные колиформные бактерии: «обнаружено» в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт, а в примечании к протоколу указывают: «Результат получен качественным методом». 
При отсутствии помутнения и газообразования или при отсутствии типичных колоний в высеве со среды обогащения выдают результат Обобщенные колиформные бактерии: «не обнаружено» в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт, а в примечании к протоколу указывают: «Результат получен качественным методом».
9. Определение показателя «E. coli» 
9.1. Общие положения 
Показатель «E. coli» (кишечная палочка) является важным индексным показателем, отражающим наличие и степень фекального загрязнения водных объектов, в том числе воды бассейнов и аквапарков.   
Методики определения E. coli допустимо условно разделить на две группы: методики, использующие селективные дифференциальные среды с лактозой (среду Эндо, Тергитол-7 и др.) и методики, использующие хромогенные среды.
9.2. Определение показателя «E. coli» методом мембранной фильтрации на селективных дифференциальных средах с лактозой.
9.2.1. Выполнение анализа
Показатель «E. coli» в воде бассейнов и аквапарков определяют в 100 см3 исследуемой пробы. Возможно исследование иного объема исследуемой пробы в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
Посев выполняют методом мембранной фильтрации по п.7 на один или несколько фильтров в зависимости от предполагаемой чистоты пробы. Например, 10+40+50 = 100 см3. После концентрирования пробы мембранный фильтр(ы) укладывают на поверхность среды Эндо, среды Тергитол-7 или аналогичной, избегая образования пузырей воздуха под мембраной. При исследовании проб, содержащих большое количество посторонней флоры допускается использовать среду Эндо повышенной селективности, пропись которой приведена в Приложении А 1.
Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч.
Для повышения селективности метода посевы на среде Тергитол-7 или аналогичных средах, допустимо инкубировать при температуре (44±0,5) °С в течение (21±3) ч.
Примечание - Среда Эндо не предназначена для использования при 44°С. 
После инкубации проводят учет типичных колоний. 
E. coli на среде Эндо образует бордовые, темно-красные, красные, розовые колонии с металлическим блеском или без него, с отпечатком на среде под колонией и обратной стороне фильтра.
На среде Тергитол-7 E. coli образует желтые колонии с более темным центром и желтым отпечатком на питательной среде под колонией. Реже колонии могут иметь желто-оранжевую или оранжевую окраску, иногда с ржаво-окрашенным центром.  
Идентификация типичных лактозоположительных колоний включает в себя определение цитохромоксидазной активности, грам-принадлежности и способности образовывать индол из триптофана при температуре (44±0,5) °C в течение (21±3) ч. Альтернативным подтверждающим тестом является способность утилизации лактозы на лактозо-пептонной среде с борной кислотой (Приложение А2).
9.2.1.1 Ускоренный способ идентификации
Определение цитохромоксидазы выполняют путем перекладывания мембранного фильтра с посевом на поверхность фильтровальной бумаги, смоченной реактивом (Приложение Б.3). Определение грам-принадлежности оксидазоотрицательных колоний осуществляют при помощи теста Грегерсена (Приложение В.3). 
Две-три оксидазоотрицательные и грамотрицательные колонии каждого морфологического типа исследуют на способность образовывать индол из триптофана путем посева в триптофановый бульон (среду №15).  Посевы инкубируют при температуре (44±0,5) °C в течение (21±3) ч. Для определения индола в каждую пробирку вносят 2-3 капли реактива Ковача или аналогичного (Приложение Г). В случае образования индола реактив приобретет малиновую окраску.   
В качестве альтернативного теста выполняют посев в лактозо-пептонную среду с борной кислотой (Приложение А2). Посевы инкубируют при температуре (44±0,5) °C в течение (21±3) ч. Помутнение среды и наличие признаков газообразования свидетельствуют о положительном результате.
9.2.1.2 Стандартный способ идентификации
По 2-3 типичных колонии каждого морфологического типа пересевают в пробирки со скошенным питательным агаром или на чашку с питательным агаром в виде макроколоний. Параллельно, выполняют посев методом истощающего штриха на сектора чашки со средой Эндо для контроля чистоты культуры. Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч. 
После оценки чистоты культуры на среде Эндо, выполняют тест на наличие цитохромоксидазы (Приложение Б.4) с культурой на питательном агаре. Для оксидазоотрицательных колоний определяют грам-принадлежность при помощи окраски по Граму (Приложение В.2) или теста Грегерсена (Приложение В.3). Оксидазоотрицательные и грамотрицательные колонии каждого морфологического типа исследуют на способность образовывать индол из триптофана путем посева в триптофановый бульон (среду №15).  Посевы инкубируют при температуре (44±0,5) °C в течение (21±3) ч. Для определения индола в каждую пробирку вносят 2-3 капли реактива Ковача или аналогичного (Приложение Г). В случае образования индола реактив приобретет малиновую окраску.   
В качестве альтернативного теста выполняют посев в лактозо-пептонную среду с борной кислотой (Приложение А2). Посевы инкубируют при температуре (44±0,5) °C в течение (21±3) ч. Помутнение среды и наличие признаков газообразования свидетельствуют о положительном результате.
Параллельно, с каждой серией подтверждающих посевов, выполняют контрольный посев эталонного штамма E.coli из рабочей коллекции эталонных культур лаборатории. Также, желательно выполнить посев эталонного штамма с альтернативным проявлением признака, если его использование разрешено в лаборатории.
9.2.2. Учет и выдача результатов
Учету подлежат посевы, в которых выросло не более 100 колоний на мембранном фильтре диаметром 47-50 мм и не более 60 колоний на фильтре диаметром 35-37 мм.
1. При наличии колоний разного морфологического типа, которые идентифицировались раздельно, сначала рассчитывают долю подтвержденных колоний в каждом морфологическом типе по формуле:  

                                                        ,                                                                (1)
где X – количество микроорганизмов конкретного  морфологического типа в посеве, идентифицированных как E.coli;
a – количество типичных колоний, подтвержденных как E.coli, из числа отобранных на идентификацию;
b – количество типичных колоний, отобранных на идентификацию;
c – общее количество типичных колоний данного морфологического типа на чашке.
Например, 
из 15 типичных колоний одного морфологического типа на идентификацию отобрано 5, из них как E.coli подтвердилось 3.

 КОЕ
Затем подсчитывают общее количество колоний всех морфологических типов, подтвердившихся как E.coli,  суммируя результаты идентификации по каждому морфологическому типу. 
Далее алгоритм расчета результата зависит от количества и объемов посевов, в которых выполнялся подсчет. 
2. Если посев нормируемого объема пробы (100 см3) выполнялся на один мембранный фильтр, то для расчета результата суммируют количество колоний, подтвержденных как E.coli.. 
Результат выражают как E.coli: число (КОЕ) в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
3. Если посев нормируемого объема выполнялся на несколько фильтров, на которых получены значения, доступные для подсчета или учет результата возможен только в посевах меньшего объема, чем нормируемый, вычисление результата проводят по формуле:

                                                          ,                                                         (2)
где  C – количество КОЕ E.coli в объеме, регламентируемом нормативными документами для выдачи протокола; 
Z – суммарное количество колоний, подтвержденных как E.coli, в посевах во всех исследованных объемах, подлежащих учету;
Vs – суммарный исследованный объем, в котором проведен учет колоний;
Vn – объем, регламентированный нормативными документами для выдачи протокола. 
Например, 
Исследовано три объема пробы (10 см3, 40 см3 и 50 см3), сумма типичных колоний одного морфологического типа в каждом посеве, которые подтвердили свою принадлежность к E.coli, составили 4, 15 и 18, соответственно,  объем, регламентированный нормативными документами для выдачи протокола 100 см3.

  КОЕ
Полученный результат округляют до второй значащей цифры. Если третье число менее 5, его заменяют нулем. Если последняя цифра равна или более 5, то ее заменяют нулем, а предшествующую цифру увеличивают на единицу.
Значения меньше 10 округляют до целого значения.
Например: 
78,5 КОЕ = 79 КОЕ
78,4 КОЕ = 78 КОЕ
6,5 КОЕ = 7 КОЕ
6,4 КОЕ = 6 КОЕ
1,66666(6) КОЕ = 2 КОЕ
Результат выражают как E.coli: число (КОЕ) в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
4. В случае наличия в посевах сплошного роста, материал с фильтра рассевают на селективных дифференциальных средах методом истощающего штриха до получения изолированных колоний. При наличии колоний с типичной морфологией выполняют их идентификацию по 9.2.1. Если в посеве идентифицируются E.coli, то выдают результат как E.coli: «обнаружено» в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт, а в примечании к протоколу указывают: «Подсчет количественного результата невозможен из-за сливного роста».  
5. В случаях исследования всего нормируемого объема и отсутствии роста типичных колоний во всех посевах, результат представляется как E.coli: ««0» или «не обнаружено» в 100 см3» или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт и областью аккредитации лаборатории.
9.3. Определение показателя «E. coli» методом мембранной фильтрации на хромогенных средах.
9.3.1. Выполнение анализа
В отличие от традиционных сред, хромогенные среды для определения кишечной палочки позволяют выявлять не признак (например, утилизацию лактозы), а наличие высокоспецифичных ферментов: β-галактозидазы и β-глюкуронидазы. β-галактозидаза присутствует у всех энтеробактерий и некоторых других микроорганизмов, способных утилизировать лактозу. β-глюкуронидаза присутствует в основном у Е. coli (98% штаммов) и, крайне редко у других энтеробактерий. Сочетание β-глюкуронидазной активности со способностью образовывать индол почти со 100% вероятностью позволяет отнести выделенный микроорганизм к Е. coli.
Посев на хромогенные среды выполняют по  9.2.1.
Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч. После инкубации выполняют учет типичных колоний. 
Цвет выросших колоний, характерных для Е. coli зависит от хромогенного субстрата, добавленного в среду и должна соответствовать описанию производителя. Например, на среде Chromocult Coliformen Agar колонии Е. coli фиолетового цвета, а на среде  HiChrome Coliform agar бирюзового. 
Определение индола на хромогенных средах большинства производителей допустимо выполнять путем накапывания реактива Ковача (Приложение Г) непосредственно на колонию. Исключением являются среды усиленной формулы, ингибирующие аэромонады, такие как, например, Chromocult Coliformen agar ES. На таких средах определение индола следует выполнять традиционным способом на средах с триптофаном. 
9.3.2. Учет и выдача результатов
Расчета результата выполняют, как указано в пункте 9.2.2. 
Результат выражают как E.coli: число (КОЕ) в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
9.4. Определения показателя «E.coli» альтернативными методами
Определение показателя Е. coli может быть выполнено с применением сред на подложке (например, Петритесты или аналогичные) или тест-систем, основанных на технологии обнаружения бактериальных ферментов со специфическими субстратами (например, Colilert-18, системы Quanti-Tray 96 и 2000 или аналогичные), которые применяют в соответствии с инструкцией производителя. Также допустимо использование метода времяпролетной масс-спектрометрии с матрично ассоциированной лазерной десорбцией / ионизацией (MALDI-TOF MS) или автоматических бактериологических анализаторов в соответствии с инструкцией производителя.
9.5. Определения показателя «E.coli» качественным методом
Качественный метод определения является упрощенным способом определения показателя и позволяет только определить наличие либо отсутствие искомой группы микроорганизмов в исследованном объеме. В основе качественного метода лежит посев нормируемого объема в среду обогащения с последующим высевом на плотные дифференциальные среды и идентификацией типичных колоний.
Для выполнения анализа исследуемый объем пробы (100 см3) переносят в стерильную колбу или флакон подходящего объема, после чего вносят 10 мл концентрированной лактозо-пептонной среды, приготовленной, как указано в Приложении А 6. 
Посевы инкубируют в термостате при температуре (44±0,5) °С в течение (21±3) ч.
При наличии признаков роста (помутнение, газообразование) производят высев обогащенной пробы методом истощающего штриха на среду Эндо, среду Тергитол-7 или хромогенную среду для получения изолированных колоний. Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч.
При наличии в посевах типичных для E.coli колоний их идентифицируют согласно п. 9.2.1. или 9.3.1 при использовании хромогенных сред.
Если в высеве со среды обогащения присутствуют колонии, идентифицированные как E.coli, то выдают результат как E.coli: «обнаружено» в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт, а в примечании к протоколу указывают: «Результат получен качественным методом». 
При отсутствии помутнения и газообразования или при отсутствии типичных колоний в высеве со среды обогащения выдают результат как E.coli: «не обнаружено» в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт, а в примечании к протоколу указывают: «Результат получен качественным методом». 
10. Определение показателей «Общие колиформные бактерии» и «Колиформные бактерии»
10.1. Общие положения 
Показатели «Общие колиформные бактерии» (далее, ОКБ) и «Колиформные бактерии» (далее, КФ) являются важными индикаторными показателями, которые являются альтернативой показателю «Обобщенные колиформные бактерии» и могут нормироваться в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
Бактерии, определяющиеся в рамках данных показателей, представляют собой группу микроорганизмов более близких к E.coli, чем обобщенные колиформные бактерии, но не отражающие степень фекального загрязнения, поскольку в их состав входят свободноживущие бактерии, размножающиеся в окружающей среде, что противоречит требованиям к индексному санитарно-показательному микроорганизму.   
В индикаторные группы ОКБ и КФ входят грамотрицательные, оксидазоотрицательные, палочки, ферментирующие лактозу до кислоты (КФ) или кислоты и газа (ОКБ) при температуре (37±1) °C, в течение 24-48 ч. 
Методики определения ОКБ и КФ допустимо условно разделить на две группы: методики, использующие селективные дифференциальные среды с лактозой (среду Эндо, Тергитол-7 и др.) и методики, использующие хромогенные среды.
10.2. Определение показателей «Общие колиформные бактерии» и «Колиформные бактерии» методом мембранной фильтрации на селективных дифференциальных средах с лактозой.
10.2.1. Выполнение анализа
Показатели ОКБ и КФ в воде бассейнов и аквапарков определяют в 100 см3 исследуемой пробы. Возможно исследование иного объема исследуемой пробы в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
Посев выполняют методом мембранной фильтрации по п.7 на один или несколько фильтров в зависимости от предполагаемой чистоты пробы. Например, 10+40+50 = 100 см3. После концентрирования пробы мембранный фильтр(ы) укладывают на поверхность среды Эндо, среды Тергитол-7 или аналогичной, избегая образования пузырей воздуха под мембраной. При исследовании проб, содержащих большое количество посторонней флоры допускается использовать среду Эндо повышенной селективности, пропись которой приведена в Приложении А 1.
Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч.
Примечание – При отсутствии роста на среде Тергитол 7 посевы продолжают инкубировать до (44±4) часов. 
После инкубации проводят учет типичных колоний. 
ОКБ и КФ на среде Эндо образуют бордовые, темно-красные, красные, розовые колонии с металлическим блеском или без него, с отпечатком на среде под колонией и обратной стороне фильтра.
На среде Тергитол-7 ОКБ и КФ образуют желтые колонии с более темным центром и желтым отпечатком на питательной среде под колонией. Реже колонии могут иметь желто-оранжевую или оранжевую окраску, иногда с ржаво-окрашенным центром.  
Идентификация типичных лактозоположительных колоний включает в себя определение цитохромоксидазной активности, грам-принадлежности (для ОКБ и КФ) и, дополнительно, определение способности сбраживать лактозу до кислоты и газа при температуре (37±1) °C в течение (24-48) ч (для ОКБ). 
10.2.1.1 Ускоренный способ идентификации
Определение цитохромоксидазы выполняют путем перекладывания мембранного фильтра с посевом на поверхность фильтровальной бумаги, смоченной реактивом (Приложение Б.3). Определение грам-принадлежности оксидазоотрицательных колоний осуществляют при помощи теста Грегерсена (Приложение В.3). 
Для определения ОКБ, дополнительно, две-три оксидазоотрицательные и грамотрицательные колонии каждого морфологического типа исследуют на способность утилизировать лактозу путем посева в пробирки с полужидкой средой Гисса с лактозой или в жидкую лактозопептонную среду с поплавками (Приложение А6).. Посевы инкубируют при температуре (37±1) °C в течение (44±4) ч. Первичный учет возможен через 24 ч инкубации от момента посева.
10.2.1.2 Стандартный способ идентификации
По 2-3 типичных колонии каждого морфологического типа пересевают в пробирки со скошенным питательным агаром или на чашку с питательным агаром в виде макроколоний. Параллельно, выполняют посев методом истощающего штриха на сектора чашки со средой Эндо или Тергитол 7 для контроля чистоты культуры. Посевы инкубируют в термостате при температуре (37 ± 1) °С в течение (21±3) ч. 
После оценки чистоты культуры, выполняют тест на наличие цитохромоксидазы (Приложение Б.4) с культурой на питательном агаре. Для оксидазоотрицательных колоний определяют грам-принадлежность при помощи окраски по Граму (Приложение В.2) или теста Грегерсена (Приложение В.3). 
Для идентификации ОКБ, дополнительно, оксидазоотрицательные и грамотрицательные колонии каждого морфологического типа исследуют на способность утилизировать лактозу путем посева в пробирки с полужидкой средой Гисса с лактозой или в жидкую лактозопептонную среду с поплавками. Посевы инкубируют при температуре (37±1) °C в течение (44±4) ч. Первичный учет возможен через 24 ч инкубации от момента посева.
Параллельно, с каждой серией подтверждающих посевов, выполняют контрольный посев эталонного штамма E.coli из рабочей коллекции эталонных культур лаборатории. Также, желательно выполнить посев эталонного штамма с альтернативным проявлением признака, если его использование разрешено в лаборатории.
10.2.2. Учет и выдача результатов
Расчет и выдачу результата выполняют, как указано в пункте 9.2.2., изменяя название показателя. 
Результат выражают как ОКБ или КФ: число (КОЕ) в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
10.3. Определение показателей «Общие колиформные бактерии» и «Колиформные бактерии» методом мембранной фильтрации на хромогенных средах.
10.3.1. Выполнение анализа
В отличие от традиционных сред, хромогенные среды для определения колиформных бактерий и кишечной палочки позволяют выявлять не признак (например, утилизацию лактозы), а наличие высокоспецифичных ферментов: β-галактозидазы и β-глюкуронидазы. β-галактозидаза присутствует у всех колиформных бактерий и некоторых других микроорганизмов, способных утилизировать лактозу. β-глюкуронидаза присутствует в основном у Е. coli (98% штаммов) и, крайне редко у других энтеробактерий (шигеллы). 
Посев на хромогенные среды выполняют по  10.2.1.
Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч. После инкубации выполняют учет типичных колоний. 
Цвет выросших колоний, характерных для ОКБ и КФ зависит от хромогенного субстрата, добавленного в среду и должна соответствовать описанию производителя. Например, на среде Chromocult Coliformen Agar колонии ОКБ и КФ розового цвета. 
Поскольку фермент β-галактозидаза присутствует и у других микроорганизмов, которые не относятся к колиформным бактериям, например, аэромонады, то для подтверждения принадлежности к ОКБ и КФ требуется дополнительная идентификация.
Примечание: Идентификация КФ не требуется при использовании хромогенных сред усиленной формулы, например, Chromocult Coliformen Agar ES.
Идентификация типичных колоний включает в себя определение цитохромоксидазной активности, грам-принадлежности (для ОКБ и КФ) и, дополнительно, определение способности сбраживать лактозу до кислоты и газа при температуре (37±1) °C в течение (24-48) ч (для ОКБ). 
10.3.2. Учет и выдача результатов
Расчет и выдачу результата выполняют, как указано в пункте 9.2.2., изменяя название показателя. 
Результат выражают как ОКБ или КФ: число (КОЕ) в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
10.4. Определения показателей «Общие колиформные бактерии» и «Колиформные бактерии» альтернативными методами
Определение показателей «Общие колиформные бактерии» и «Колиформные бактерии» может быть выполнено с применением сред на подложке (например, Петритесты или аналогичные) или тест-систем, основанных на технологии обнаружения бактериальных ферментов со специфическими субстратами (например, Colilert-18, системы Quanti-Tray 96 и 2000 или аналогичными), которые применяют в соответствии с инструкцией производителя. Также допустимо использование метода времяпролетной масс-спектрометрии с матрично ассоциированной лазерной десорбцией / ионизацией (MALDI-TOF MS) или автоматических бактериологических анализаторов в соответствии с инструкцией производителя.
11. Определение показателя «Термотолерантные колиформные бактерии»
11.1. Общие положения 
Показатель «Термотолерантные колиформные бактерии» (далее, ТКБ) является важными индексным показателем, который являются альтернативой показателю «E.coli» и может нормироваться в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
Бактерии, определяющиеся в рамках данного показателя, представляют собой группу микроорганизмов, состоящую в основном из E.coli и некоторых представителей родов Enterobacter, Citrobacter и Klebsiella. 
К термотолерантным колиформным бактериям относят грамотрицательные, оксидазоотрицательные, палочки, ферментирующие лактозу до кислоты и газа при температуре (44±0,5) °C, в течение (21±3) ч.
11.2. Определение показателя «Термотолерантные колиформные бактерии» методом мембранной фильтрации на селективных дифференциальных средах с лактозой.
11.2.1. Выполнение анализа
Показатель ТКБ в воде бассейнов и аквапарков определяют в 100 см3 исследуемой пробы. Возможно исследование иного объема исследуемой пробы в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
Посев выполняют методом мембранной фильтрации по п.7 на один или несколько фильтров в зависимости от предполагаемой чистоты пробы. Например, 10+40+50 = 100 см3. После концентрирования пробы мембранный фильтр(ы) укладывают на поверхность среды Тергитол-7 или аналогичной, избегая образования пузырей воздуха под мембраной. 
Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч.
После инкубации проводят учет типичных колоний. 
ТКБ на среде Тергитол-7 образуют желтые колонии с более темным центром и желтым отпечатком на питательной среде под колонией. Реже колонии могут иметь желто-оранжевую или оранжевую окраску, иногда с ржаво-окрашенным центром.  
Идентификация типичных лактозоположительных колоний включает в себя определение цитохромоксидазной активности и грам-принадлежности. 
11.2.1.1 Ускоренный способ идентификации
Определение цитохромоксидазы выполняют путем перекладывания мембранного фильтра с посевом на поверхность фильтровальной бумаги, смоченной реактивом (Приложение Б.3). Определение грам-принадлежности оксидазоотрицательных колоний осуществляют при помощи теста Грегерсена (Приложение В.3). 
11.2.1.2 Стандартный способ идентификации
По 2-3 типичных колонии каждого морфологического типа пересевают в пробирки со скошенным питательным агаром или на чашку с питательным агаром в виде макроколоний. Параллельно, выполняют посев методом истощающего штриха на сектора чашки со средой Эндо или Тергитол 7 для контроля чистоты культуры. Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч. 
После оценки чистоты культуры, выполняют тест на наличие цитохромоксидазы (Приложение Б.4) с культурой на питательном агаре. Для оксидазоотрицательных колоний определяют грам-принадлежность при помощи окраски по Граму (Приложение В.2) или теста Грегерсена (Приложение В.3). 
11.2.2. Учет и выдача результатов
Расчет и выдачу результата выполняют, как указано в пункте 9.2.2., изменяя название показателя. 
Результат выражают как ТКБ: число (КОЕ) в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
12. Определение показателя «энтерококки» 
12.1. Общие положения 
Показатель «энтерококки» (фекальные стрептококки) является важным санитарным показателем, отражающим наличие и степень фекального загрязнения водных объектов, в том числе воды бассейнов и аквапарков. 
Фекальные или кишечные стрептококки (энтерококки) это группа близкородственных микроорганизмов, представленных в основном E.faecalis и, в меньшей степени, E.faecium, E.durans и E.hirae. 
Методики определения энтерококков допустимо условно разделить на две группы: методики, использующие селективные дифференциальные среды с азидом натрия и ТТХ (трифенилтетразолий хлорид) и методики, использующие хромогенные среды.
Различия данных подходов к анализу заключаются только в способе идентификации целевых микроорганизмов, поскольку и классические среды и хромогенные среды в качестве селективного вещества используют азид натрия.
Использование классических сред требует дополнительных действий по идентификации энтерококков, в то время как хромогенные среды содержат хромогенный субстрат, окрашивающий колонии энтерококков синий или красный цвет. Чаще всего используется хромогенный субстрат, который позволяет определить активность фермента β-глюкозидазы, характерной для энтерококков. 
12.2. Определение показателя «энтерококки» методом мембранной фильтрации на селективных дифференциальных средах с азидом натрия.
12.2.1. Выполнение анализа
Показатель «энтерококки» в воде бассейнов и аквапарков определяют в 100 см3 исследуемой пробы. Возможен посев иного объема исследуемой пробы в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
Посев выполняют методом мембранной фильтрации по п.7 на один или несколько фильтров в зависимости от предполагаемой чистоты пробы. Например, 10+40+50 = 100 см3. После концентрирования пробы мембранный фильтр(ы) переносят на поверхность среды Сланец-Бартли (Slanetz and Bartley), энтерококк-агар, КF Streptococcal Agar или аналогичной, избегая образования пузырьков воздуха под мембраной. 
Таким же образом выполняют посев и на хромогенные среды: Chromocult enterococci agar, m-EI Chromogenic Agar Base, агар хромогенный для определения энтерококков или аналогичные.
Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (44±4) ч.
После инкубации проводят учет типичных колоний. 
12.2.1.1 Учет и подтверждение типичных колоний энтерококков на селективных средах с азидом натрия и хлорида трифенилтетразолия (ТТХ)
На средах Сланец-Бартли (Slanetz and Bartley), энтерококк-агар, КF Streptococcal Agar учету подлежат розовые или бордовые колонии различных оттенков, равномерно окрашенные или с более темным центром.
После предварительного подсчета типичных колоний мембранные фильтры с посевами перекладывают на поверхность желчно-эскулинового агара с азидом натрия. 
Посевы инкубируют в термостате при температуре (44±0,5) °С в течение 2 ч, после чего проводят окончательный учет результата. 
Учету подлежат типичные колонии, под которыми среда приобрела коричнево-черную окраску.
При необходимости, в случае сомнительных результатов, могут быть выполнены другие подтверждающие тесты: окраска по Граму (Приложение В.2), и каталазный тест.
Для постановки каталазного теста на материал колонии микроорганизмов, взятый с поверхности питательной среды и помещенный на предметное стекло наносят каплю 3% раствора перекиси водорода. При появлении на стекле пузырьков газа через 30 – 60 с считают, что это пузырьки кислорода, которые образовались в результате разложения перекиси водорода каталазой, образуемой микроорганизмами.
Учет и выдачу результатов проводят согласно 12.2.2.
12.2.1.2 Учет типичных колоний энтерококков на хромогенных средах
Цвет выросших колоний, характерных для энтерококков, зависит от хромогенного субстрата и должна соответствовать описанию производителя. Например, на среде Chromocult enterococi agar колонии энтерококков красные, на среде m-EI Chromogenic Agar Base – синие.
Учет и выдачу результатов проводят согласно 12.2.2.
12.2.2. Учет и выдача результатов
Учету подлежат посевы, в которых выросло не более 100 колоний на мембранном фильтре диаметром 47-50 мм и не более 60 колоний на фильтре диаметром 35-37 мм. 
1. Если посев нормируемого объема пробы (100 см3) выполнялся на один мембранный фильтр, то для расчета результата суммируют количество колоний, подтвержденных как энтерококки. 
Результат выражают как энтерококки: число (КОЕ) в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
2. Если посев нормируемого объема выполнялся на несколько фильтров, на которых получены значения, доступные для подсчета или учет результата возможен только в посевах меньшего объема, чем нормируемый, вычисление результата проводят по формуле:

                                                          ,                                                         (2)
где  C – количество КОЕ энтерококков в объеме, регламентируемом нормативными документами для выдачи протокола; 
Z – сумма колоний, подтвержденных как энтерококки, в посевах во всех исследованных объемах, подлежащих учету;
Vs – суммарный исследованный объем, в котором проведен учет колоний;
Vn – объем, регламентированный нормативными документами для выдачи протокола. 
Например, 
Исследовано три объема пробы (10 см3, 40 см3 и 50 см3), сумма типичных колоний одного морфологического типа в каждом посеве, которые подтвердили свою принадлежность к энтерококкам, составили 4, 15 и 18, соответственно,  объем, регламентированный нормативными документами для выдачи протокола 100 см3.

  КОЕ
Полученный результат округляют до второй значащей цифры. Если третье число менее 5, его заменяют нулем. Если последняя цифра равна или более 5, то ее заменяют нулем, а предшествующую цифру увеличивают на единицу.
Значения меньше 10 округляют до целого значения.
Например: 
78,5 КОЕ = 79 КОЕ
78,4 КОЕ = 78 КОЕ
6,5 КОЕ = 7 КОЕ
6,4 КОЕ = 6 КОЕ
1,66666(6) КОЕ = 2 КОЕ
Результат выражают как энтерококки: число (КОЕ) в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
3. В случае наличия в посевах сплошного роста, материал с фильтра рассевают на селективных дифференциальных средах методом истощающего штриха до получения изолированных колоний. При наличии колоний с типичной морфологией выполняют их идентификацию по 12.2.1., путем пересева на желчно-эскулиновый агар в виде макроколоний. 
Если в посеве идентифицируются энтерококки, то выдают результат как энтерококки: «обнаружено» в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт, а в примечании к протоколу указывают: «Подсчет количественного результата невозможен из-за сливного роста». 
4. В случаях исследования всего нормируемого объема и отсутствии роста во всех посевах, результат представляется как энтерококки: «0» или «не обнаружено» в 100 см3» или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт и областью аккредитации лаборатории.
12.3. Определения показателя «энтерококки» альтернативными методами
Определение показателя «энтерококки» может быть выполнено с применением сред на подложке (например, Петритесты или аналогичные) или тест-систем, основанных на технологии обнаружения бактериальных ферментов со специфическими субстратами (например, Enterolert-DW, системы Quanti-Tray 96 и 2000 или аналогичные), которые применяют в соответствии с инструкцией производителя. Также допустимо использование метода времяпролетной масс-спектрометрии с матрично ассоциированной лазерной десорбцией / ионизацией (MALDI-TOF MS) или автоматических бактериологических анализаторов в соответствии с инструкцией производителя.
12.4. Определения показателя «энтерококки» качественным методом
Качественный метод определения является упрощенным способом определения показателя и позволяет только определить наличие либо отсутствие искомой группы микроорганизмов в исследованном объеме. В основе качественного метода лежит посев нормируемого объема в среду обогащения с последующим высевом на плотные дифференциальные среды и идентификацией типичных колоний.
Для выполнения анализа исследуемый объем пробы переносят в стерильную колбу или флакон подходящего объема, после чего вносят такой же объем щелочно-полимиксиновой среды двойной концентрации, приготовленной, как указано в Приложении А 7. Допустимо разбить исследуемый объем на несколько меньших объемов.
Исследуется 100 см3 пробы или иной объем в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (44±4) ч. Предварительный учет результата осуществляют через 24 часа.
При наличии признаков роста (помутнение, изменение цвета среды) производят высев обогащенной пробы методом истощающего штриха на среду Сланец-Бартли (Slanetz and Bartley), энтерококк-агар или хромогенную среду для получения изолированных колоний. Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (44±4) ч.
При наличии в посевах типичных для энтерококков колоний их идентифицируют согласно п. 12.2.1., путем пересева на желчно-эскулиновый агар в виде макроколоний. 
Если в высеве со среды обогащения присутствуют колонии, идентифицированные как энтерококки, то выдают результат энтерококки: «обнаружено» в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт, а в примечании к протоколу указывают: «Результат получен качественным методом». 
При отсутствии помутнения и газообразования или при отсутствии типичных колоний в высеве со среды обогащения выдают результат энтерококки: «0» или «не обнаружено» в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт, а в примечании к протоколу указывают: «Результат получен качественным методом».
13. Определение показателя «Pseudomonas aeruginosa»
13.1. Общие положения
P.aeruginosa (синегнойная палочка) является сапрофитом и широко распространена в окружающей среде: почве, воде, присутствует в составе эпифитной флоры растений, может входить в состав микрофлоры кишечника человека и животных. Изначально P.aeruginosa была предложена как показатель фекального загрязнения, однако ее присутствие скорее свидетельствует об общем загрязнении органическими остатками или обрастании биопленками. Накопление синегнойной палочки в воде может являться причиной развития пищевых отравлений или других сопутствующих инфекций в организме человека, особенно у ослабленных больных, поэтому их наличие в воде бассейнов и аквапарков, качество которой должно соответствовать питьевой воде не допускается.
13.2. Определение показателя «Pseudomonas aeruginosa» качественным методом
Качественный метод обнаружения P.aeruginosa основан на культивировании исследуемого образца в среде обогащения с дальнейшим высевом обогащенной смеси на селективные и/или дифференциально-диагностические плотные питательные среды, с последующей идентификацией выделенных штаммов по культуральным и биохимическим свойствам. Принцип обогащения основан на способности псевдомонад расти на средах с минимальной концентрацией питательных веществ. Идентификация основана, прежде всего, на определении сине-зеленого пигмента пиоцианина. Бактерии вида P. aeruginosa способны синтезировать два основных пигмента: пиоцианин и флюоресцеин. Образование сине-зеленого пигмента пиоцианина является одним из основных таксономических признаков, который позволяет отнести выделенную культуру бактерий к P. aeruginosa. Флюоресцеин способны образовывать и некоторые другие псевдомонады (P.fluorescens, P.putida). Наличие пигментообразования, тип пигмента и степень его выраженности зависит от многих факторов и может отсутствовать. Повышение температуры инкубации снижает пигментообразование. Аминокислотный и ионный состав питательной среды влияет на тип образуемого пигмента. Пигментообразование на питательных средах даже одного производителя может варьировать в значительных пределах от серии к серии. Кроме того, P. aeruginosa может терять способность к пигментообразованию после водоподготовки.
13.2.1. Выполнение анализа 
Показатель «P.aeruginosa» определяют в нормируемом объеме, например 250 см3, 500 см3 или 1 дм3 исследуемой пробы, в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
В качестве среды накопления используют цитратную среду Бонде с кристаллическим фиолетовым (Приложение А 8), среду Дрейка-10 (Приложение А 4), или аналогичные. Среда Дрейка предпочтительнее для посева проб с низким содержанием биологического загрязнения (вода бассейнов и аквапарков, подвергавшаяся обеззараживанию), тогда как среда Бонде - для воды с более высоким уровнем биологического загрязнения (природная вода в зонах рекреации). 
Перед посевом в жидкую среду обогащения образцы подвергают концентрированию методом мембранной фильтрации согласно п.7. Количество мембранных фильтров зависит от степени загрязненности образца. Например, 200 + 300 = 500 см3. Фильтры со сконцентрированной пробой помещают в колбу, содержащую 100 см3 выбранной среды обогащения. 
Посев может быть осуществлен без использования мембранной фильтрации. Для этого в объемы пробы от 10 до 500 см вносят от 1 до 50 см  десятикратного концентрата среды обогащения соответственно или смешивают с равным объемом среды двойной концентрации. 
[bookmark: OLE_LINK3]Инкубацию посевов осуществляют при температуре (37±1) °С в течение (44±4) ч. Первичный учет проводят через 24 часа.
После окончания инкубации выполняют пересев обогащенного материала на цетримидный агар или аналогичную среду. Посев выполняют бактериологической петлей методом истощающего штриха для получения изолированных колоний.
При этом необходимо соблюдать ряд условий:
- перед высевом на плотную питательную среду колбу с посевом не встряхивают;
- для посева используют пленку, которая образовалась на поверхности, а при ее отсутствии материал для посева забирают петлей из верхнего слоя среды обогащения;
- высев на плотные селективные среды выполняют вне зависимости от наличия или отсутствия помутнения, поскольку видимое помутнение появляется при концентрации бактерий, превышающей 107 КОЕ/мл.
Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (44±4) ч. Первичный учет проводят через 24 часа.
На цетримидном агаре бактерии вида P. aeruginosa могут образовывать плоские или плоско-выпуклые блестящие, или матовые колонии цвета среды (светло-салатовые) или разных оттенков зеленого цвета с ровными или мелко-иссеченными краями. Под скоплениями колоний среда часто окрашивается в зеленый, салатовый или желтый цвета из-за образования пигментов феназинового ряда: пиоцианина и(или) флуоресцеина. 
13.2.2. Идентификация колоний, выросших на цетримидном агаре
При наличии в посеве на цетримидном агаре колоний, образующих сине-зеленый пигмент пиоцианин, их относят к виду P.aeruginosa, а результат анализа считают положительным.
Если образование пиоцианина на цетримидном агаре отсутствует, то идентифицируют колонии, образующие пигмент флюоресцеин, а в их отсутствие, колонии без пигмента. Наличие флуоресцеина определяют путем кратковременного облучения посевов ультрафиолетовой лампой с максимальным излучением на длине волны (360 ± 20) нм (лампа Вуда). 
Для идентификации по 2-3 колонии каждого морфологического типа пересевают в пробирки со скошенной средой № 9 (среда Кинг А) или другой средой, на которой была подтверждена способность к пигментообразованию тестовыми штаммами, для выявления пигмента пиоцианина, и в пробирки со скошенным питательным агаром, для постановки температурного теста. При большом количестве колоний, требующих идентификации, допускается посев на указанные среды в чашках Петри в виде макроколоний. На одной чашке Петри размещают не более 9–12 таких колоний. Посевы на среде № 9 инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч,  а посевы на питательном агаре инкубируют при температуре (42±0,5)° С в течение (24±2) ч. 
После инкубации проводят учет результатов. Если на среде №9 (среда Кинга А) в пробирках или на чашках отмечается рост штаммов, образующих сине-зеленый пигмент пиоцианин, то результат анализа считают положительным. 
При отсутствии пигментообразования на среде №9 проводят учет результатов температурного теста. Для дальнейшей идентификации отбирают штаммы, способные расти при температуре (42±0,5)°С, с которыми проводят оксидазный тест (Приложение Б 4) и тест Грегерсена (Приложение В 3). 
Оксидазоположительные, грамотрицательные штаммы, способные расти при температуре (42±0,5)°С, пересевают в полужидкую среду Гисса с мальтозой для определения утилизации мальтозы и в среду №7 или аналогичную для определения редукции нитратов в нитриты. Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (21±3) ч, после чего учитывают результат.
Об утилизации мальтозы будет свидетельствовать изменение цвета среды. Бактерии вида P. aeruginosa мальтозу НЕ утилизируют и цвет среды не меняется.
Для определения редукции нитратов в нитриты в пробирки с посевами на среде №7 добавляют несколько капель реактива Грисса. При наличии нитритов появится малиновое окрашивание.
Примечание - Реактив Грисса готовят из коммерческого препарата по инструкции производителя с выставлением рН 7-7,2 ед.
Если в течение 15 мин не происходит покраснения среды, то добавляют в посев немного порошкообразного цинка и выдерживают еще 10 мин. Если после добавления цинка среда краснеет, то редукции нитратов не произошло и тест считают отрицательным. Если после добавления цинка среда не краснеет, то делают вывод о том, что редукция нитратов произошла до азота.
Бактерии вида P. aeruginosa редуцируют нитраты до нитритов или азота.
Оксидазоположительные, грамотрицательные штаммы, способные расти при температуре (42±0,5)°С, редуцирующие нитраты и не утилизирующие мальтозу относят к виду P. aeruginosa.
Для идентификации штаммов, не образующих пиоцианин, допускается использовать различные тест-системы биохимической идентификации для неферментирующих бактерий (например, Api 20NE или аналогичные). Также допускается использование метода времяпролетной масс-спектрометрии с матрично ассоциированной лазерной десорбцией / ионизацией (MALDI-TOF MS) или автоматических бактериологических анализаторов.
13.2.3. Учет и выдача результатов
Если в результате исследования обнаружены микроорганизмы, идентифицированные как P.aeruginosa, то выдают результат P.aeruginosa: «обнаружено» в 500 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт. 
Если в результате исследования микроорганизмы, идентифицированные как P.aeruginosa не обнаружены, то выдают результат P.aeruginosa: «не обнаружено» в 500 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт. 
13.3. Определение количества Pseudomonas aeruginosa методом мембранной фильтрации 
13.3.1. Выполнение анализа
Показатель «P.aeruginosa» в воде плавательных бассейнов и аквапарков определяют в 500 см3 исследуемой пробы. Возможен посев упакованной и других типов вод в объеме 1 дм3 или иного объема исследуемой пробы в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
Посев выполняют методом мембранной фильтрации (п.7) на один или несколько фильтров. После концентрирования пробы мембранный фильтр(ы) укладывают на поверхность цетримидного агара, избегая образования пузырьков воздуха под мембраной. 
Посевы инкубируют в термостате при температуре (37±1) °С в течение (44±4) ч. Первичный учет проводят через 24 часа.
При наличии роста на цетримидном агаре идентификацию колоний осуществляют по 13.2.2.
13.3.2. Учет и выдача результата
Расчет и выдачу результата выполняют, как указано в пункте 9.2.2., изменяя название показателя. 
Результат выражают как P.aeruginosa: число (КОЕ) в 500 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
13.4 Определения показателя «P.aeruginosa» альтернативными методами
Определение показателя P.aeruginosa может быть выполнено с применением сред на подложке (например, Петритесты или аналогичные) или тест-систем, основанных на технологии обнаружения бактериальных ферментов со специфическими субстратами (например, Pseudolert, системы Quanti-Tray 96 и 2000 или аналогичные), которые применяют в соответствии с инструкцией производителя. Также допустимо использование метода времяпролетной масс-спектрометрии с матрично ассоциированной лазерной десорбцией / ионизацией (MALDI-TOF MS) или автоматических бактериологических анализаторов в соответствии с инструкцией производителя.
14. Определение показателя «Staphylococcus aureus»
14.1. Общие положения 
Staphylococcus aureus являются индикаторным показателем загрязнения воды микрофлорой верхних отделов дыхательных путей, кожных покровов и желудочно-кишечного тракта человека, определяются в воде плавательных бассейнов и аквапарков и зонах рекреации поверхностных водоемов. Staphylococcus aureus способны вызывать воспалительные заболевания кожи, поражения верхних отделов дыхательных путей, глаз и наружного уха.
В основе метода лежит посев исследуемого образца методом мембранной фильтрации на селективные дифференциально-диагностические питательные среды содержащие 6-8% NaCl и другие ингибиторы, например, теллурит калия, с последующим учетом и биохимической идентификацией выросших типичных колоний.
14.2. Определение показателя «Staphylococcus aureus» методом мембранной фильтрации
14.2.1. Выполнение анализа
В зависимости от предполагаемой степени контаминации пробы 100 мл образца концентрируют на одном или нескольких фильтрах, согласно п. 7, которые укладывают на поверхность селективной среды, стараясь избежать образования пузырей под фильтром. 
При посеве проб с низкими уровнями контаминации микроорганизмами (вода бассейнов, аквапарков, питьевая вода) средой выбора для посева является солевой агар с маннитом (среда №10, MSA). При посевах проб природной воды из зон рекреации средой выбора является среда Байрд-Паркера или солевой агар с маннитом с добавлением теллурита калия (Приложение А 9). 
При необходимости посев может выполняться параллельно на солевую среды с маннитом и среду Байрд-Паркера.
Посевы инкубируют при (37±1) °С в течение (44±4) ч, с первичным учетом через 24 часа. При посеве на солевую среду с маннитом и теллуритом калия инкубация осуществляется в течение (72±3) ч., с промежуточным учетом через 24 и 48 часов.
На солевом агаре с маннитом (№ 10, MSA) S.aureus образует небольшие, выпуклые, непрозрачные, матовые колонии, правильной круглой формы, оранжевого, желтого или белого цвета, сметанообразной консистенции, цвет среды вокруг колоний и под ними меняется с красного или на желтый.
На солевой среде с теллуритом стафилококки образуют небольшие, 1-2 мм, выпуклые, матовые черные, серые, черно-серые колонии с мутным центром, правильной круглой формы, сметанообразной консистенции, под которыми цвет среды меняется с красного или оранжевого на желтый.
На среде Байрд-Паркера S.aureus образует небольшие, 1-2 мм, плоско-выпуклые или выпуклые, черные или серовато-черные колонии сметанообразной консистенции, с зоной опалесценции вокруг колонии и под ней. 
Примечание - При посеве мембранной фильтрацией на среду Байрд-Паркера радужный ореол вокруг колонии на мембранном фильтре может быть малозаметным, а учет изменения среды под колонией затруднено из-за непрозрачности среды. В связи с этим, при сомнительных признаках лецитовителлазной активности следует приподнять фильтр пинцетом и убедиться в наличии опалесцирующего отпечатка под колонией.
14.2.2. Идентификация типичных колоний
По 2-3 типичных колонии каждого морфологического типа пересевают в виде макроколоний параллельно на солевую среду с маннитом, для подтверждения утилизации маннита, и на среду Байрд-Паркера или  желточно-солевой агар (Приложение А 10), для подтверждения лецитовителлазной активности. Посевы инкубируют при (37±1) °С в течение 24-48 часов.
Для дальнейшей идентификации отбирают клоны, утилизирующие маннит в аэробных условиях и обладающие лецитовителлазной активностью. На среде с маннитом вокруг макроколоний таких клонов и под ними среда меняет свой цвет на желтый, а на среде  Байрд-Паркера вокруг макроколоний появляется радужный венчик преципитата. 
В качестве положительного контроля, с каждой серией посевов исследуемых культур выполняют посев тестового штамма стафилококка из рабочей коллекции эталонных штаммов лаборатории.
Для определения грам-принадлежности и плазмокоагуллазной активности отобранные клоны пересевают на РСА или среду №1 и  инкубируют при (37±1) °С в течение (21±3) ч часов.  
Для определения грамм-принадлежности используют тест Грегерсена (Приложение В3). 
При необходимости выделенную чистую культуру окрашивают по Граму (Приложение В2) и определяют каталазную активность суспендируя петлю выделенной культуры в капле 3% перекиси водорода. При наличии каталазы после контакта культуры с перекисью начнут активно образовываться пузыри кислорода.
У грамположительных клонов, обладающих лецитовителлазной активностью и утилизирующих манит в аэробных условиях, определяют плазмокоагуллазную активность в реакции плазмокоагуляции (РПК). Для этого, одну петлю каждой исследуемой культуры суспендируют в 0,5 мл цитратной кроличьей плазмы. Дополнительно в одну пробирку с 0,5 мл плазмы вносят петлю культуры тестового штамма стафилококка (положительный контроль), а во вторую пробирку культуру не добавляют и используют в качестве отрицательного контроля. 
Пробирки инкубируют при (37±1) °С. Учет результатов проводят через 1, 2, 4, 18, 24 часа инкубации .
Положительным результатом считают свертывание плазмы (образование желеобразного сгустка любого размера)  не позже 4 часов инкубации, отрицательным – отсутствие желеобразного сгустка после 18 часов инкубации. Образование сгустка после 4 часовой инкубации расценивают как сомнительный результат. В этом случае исследование необходимо повторить.
В отрицательном контроле изменения консистенции плазмы не должно наблюдаться. 
В положительном контроле коагуляция плазмы должна  наблюдаться не позже 4 часов инкубации.
В некоторых случаях при анализе исследуемых образцов после выявления положительного результата, при продолжении инкубации до 24 часов, можно наблюдать растворение образованного сгустка, что указывает на наличие фибринолитической способности у исследуемого штамма.
Допускается проводить идентификацию с использованием коммерческих тест-систем биохимической идентификации или автоматических анализаторов.
Допускается проведение идентификации выделенных возбудителей методом MALDI-TOF MS. 
14.2.3. Учет и выдача результатов
Расчет и выдачу результата выполняют, как указано в пункте 9.2.2., изменяя название показателя. 
Результат выражают как Staphylococcus aureus: число (КОЕ) в 100 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
15. Определение показателя «Legionella pneumophila»
15.1. Общие положения
Показатель «Legionella pneumophila» определяется в воде бассейнов и аквапарков с «барботированием» типа «Джакузи», в том числе при использовании горячей воды естественных источников, в воде бассейнов с температурой воды превышающей 28оС или иных случаях в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
15.2. Требования безопасности
Легионеллы способны вызывать тяжелые респираторные заболевания, поэтому работа с данными микроорганизмами должна проводиться с тщательным соблюдением правил биологической безопасности. Особое внимание следует уделять защите органов дыхания, так как практически единственным механизмом заражения при легионеллезной инфекции является воздушно-капельный механизм заражения, который реализуется при вдыхании мелкодисперсного  аэрозоля, содержащего высокие концентрации возбудителя. Поэтому все манипуляции при выполнении анализа необходимо выполнять ТОЛЬКО В МЕДИЦИНСКОЙ МАСКЕ, тщательно обжав ее вокруг носа и под подбородком. При работе следует максимально избегать образования аэрозоля, а все манипуляции, которые сопровождаются его образованием (встряхивание, перемешивание суспензий и т.д.) выполнять только в боксе биологической защиты не ниже IIа класса. После перемешивания проб перед посевом методом мембранной фильтрации, требуется выждать некоторое время необходимое для оседания аэрозоля. При внесении пробы в фильтровальную воронку следует максимально избегать разбрызгивания материала. 
15.3. Принцип метода
Принцип метода заключается в посеве нужного объема сконцентрированной и, при необходимости, подвергнутой обработке селективными факторами пробы на среду BCYEab (БУДРАГаб) с ростовыми добавками (L-цистеин и пирофосфат железа) и селективными добавками (GVPC).
При наличии роста репрезентативное количество типичных колоний, выросших не ранее 72 часов инкубации, пересевают параллельно на среду BCYEab с ростовыми добавками и такую же среду без ростовых добавок (BCYE-cys) или TSA, или ПА для подтверждения метаболической зависимости от L-цистеина и пирофосфата железа. Клоны, не растущие на средах без добавок, идентифицируют на принадлежность к Legionella pneumophila 1 или 2-14 серогрупп в реакции агглютинации с латексным реагентом соответствующего коммерческого набора.
Воды бассейнов и аквапарков, по определению ISO 11731, относятся к пробам с низкой концентрацией бактерий рода Legionella (<104 КОЕ/л) и низкой концентрацией мешающих организмов. Поэтому в рамках данного стандарта рассматривается только методика определение легионелл методом мембранной фильтрации. К этому типу проб также относятся пробы воды централизованного горячего водоснабжения, пробы воды из душевых, джакузи, увлажнителей, систем централизованного кондиционирования и систем пожаротушения. Однако, следует принимать во внимание, что в пробах воды данных объектов могут встречаться и концентрации легионелл значительно превышающие 104 КОЕ/л, особенно в условиях отсутствия надлежащего технического обслуживания и контроля.
15.4. Выполнение анализа
Показатель «L. pneumophila» в воде плавательных бассейнов и аквапарков определяют в 1000 см3 исследуемой пробы. Возможен посев иного объема исследуемой пробы в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
15.4.1. Концентрирование пробы
Концентрирование пробы выполняют методом мембранной фильтрации (п.7) на нитратцеллюлозных фильтрах черного цвета. Допускается использование белых фильтров, однако типичные свойства колоний легионелл на них проявляются хуже. Исследуют 1; 10; 100; 400; 500 см3 пробы. Если предполагаются низкие уровни контаминации пробы, например, в пробах входящей воды,  допускается исследовать 100; 400; 500 см3 или два раза по 500 см3 пробы. 
Параллельно выполняется контрольный посев эталонного штамма L.pneumophila из запаса эталонной культуры для целевого использования. приготовление которого и расчет посевной дозы описан в Приложении Д. В качестве контрольного материала допустимо использовать материал пробы, содержащей достаточное количество целевых микроорганизмов.
15.4.2. Обработка пробы
Обработка пробы проводится с целью ее селективной деконтаминации – избирательного снижения количества нецелевых микроорганизмов в пробе. Стандартным методом деконтаминации является обработка пробы кислотным буфером. В зависимости от предполагаемой степени загрязнения исследуемой пробы посторонней флорой образец допускается не обрабатывать, обрабатывать кислотным буфером или термически или сочетать методы обработки.
15.4.2.1. Обработка кислотным буфером
Обработка кислотным буфером выполняется непосредственно в воронках фильтровальной установки с последующей промывкой стерильной деионизированной  водой.
После фильтрации требуемой аликвоты пробы непосредственно в воронку вносят 25-30 мл приготовленного кислотного буфера (рН 2,2±0,2) (Приложение Д 1), обмывая при этом стенки воронки, чтобы смыть остатки пробы со стенок. 
Экспонируют в течение (5±0,5) минут, после чего немедленно промывают стерильной деионизированной водой (не менее 20 мл).
15.4.2.2. Обработка нагреванием
Требуемая аликвота пробы вносится в пробирку или стеклянный флакон достаточной емкости и помещается в водяную баню с температурой (50,0±1)оС на (30±2,0) минут. Если необходимо обработать 100 мл пробы во флаконе, то после прогрева флакон следует поместить в емкость с холодной водой для быстрого охлаждения, чтобы избежать перегрева пробы. 
15.4.2.3. Комбинированная обработка пробы
При необходимости термическую и кислотную обработку пробы можно сочетать. Вначале аликвота пробы обрабатывается термически, как указанно в п. 15.4.2.2., а затем кислотным буфером, как указанно в п. 15.4.2.1.
15.4.3.. Посев и инкубирование
Мембранный фильтр со сконцентрированной и обработанной пробой укладывают на чашку с проверенной  BCYEab средой. Приготовление и контроль BCYE и BCYEab среды описан в Приложении Д 4.
Примечание: Необходимо внимательно просматривать поверхность уложенного МФ на предмет возможного образования пузырей воздуха, так как среда непрозрачна. При наличии пузырей их необходимо удалить приподниманием края мембраны.
Инкубация посевов осуществляется в течение 10 суток при (37±1)оС в СО2-инкубаторе в атмосфере с 2,5% СО2. Допускается инкубация в термостате без СО2. Повышенное содержание углекислого газа улучшает и ускоряет рост легионелл.
Посевы просматривают через день, начиная со 2 дня для оценки наличия и количества постороннего роста. Колонии легионелл появляются не ранее 3-5 суток от момента начала инкубации. Ориентиром служит контрольный посев эталонного штамма или контрольной пробы.
15.4.4. Идентификация
На BCYE среде в прямом поверхностном посеве легионеллы образуют характерные жемчужно-серые конусообразные непрозрачные колонии сметанообразной консистенции без признаков ползущего роста. Края колонии более прозрачны и могут иметь фиолетовый или зеленоватый отлив. Размер колоний зависит от срока инкубации, количества колоний в посеве и наличия постороннего роста. Колонии в прямом посеве появляются не ранее 72 часов от начала инкубации.
При посеве мембранной фильтрацией на мембранных фильтрах черного цвета легионеллы образуют непрозрачные жемчужно-серые колонии плоско-выпуклые или выпуклые, меньшего размера, чем в прямом поверхностном посеве. Рост легионелл на МФ появляется на 1-2 суток позже, чем в прямом посеве (как правило на 4-5 сутки).
При посеве на обычные белые фильтры легионеллы образуют непрозрачные бесцветные или желтоватые колонии, трудноотличимые от колоний нецелевых микроорганизмов. 
При оценке морфологии следует использовать контрольный посев эталонного штамма или контрольной пробы.
Типичные и подозрительные колонии описывают, учитывают и не менее трех колоний (в случае наличия разных морфологических типов по 2-3 колонии каждого типа)  пересевают в виде макроколоний параллельно на BCYEab с ростовыми добавками и на BCYE-cys без ростовых добавок. Вместо  BCYE-cys среды допускается использовать TSA (Приложение Д 2) или ПА (Приложение Д 3). В качестве контроля с каждой серией посевов параллельно тем же способом высевают контрольный штамм L. pneumophila 1 АТСС 33152 или культуру легионелл из пробы воды, которая используется для контроля качества BCYEab среды из контрольного посева.
Культуры, дающие рост на среде с добавками не раньше 48 часов и не растущие на среде без ростовых добавок, идентифицируют с помощью антительных диагностикумов, например Oxoid Legionella Latex Test или аналогичного. Идентификацию осуществляют согласно инструкции производителя. Современные диагностикумы позволяют разделить легионеллы на L. pneumophila 1 серогруппы, L. pneumophila серогрупп 2-14 (2-16) и L. spp., куда входят семь видов легионелл, вызывающих оппортунистические инфекции. Отдельная идентификация 1 серотипа обусловлена его наибольшей эпидемической значимостью.
В качестве альтернативы, для идентификации L. pneumophila допускается использовать метод иммуноферментного анализа (ИФА) и метод амплификации нуклеиновых кислот, в частности, полимеразную цепную реакцию (ПЦР). Для этой цели необходимо использовать коммерческие тест-наборы в соответствии с инструкцией производителя. Также допустимо использование метода времяпролетной масс-спектрометрии с матрично ассоциированной лазерной десорбцией / ионизацией (MALDI-TOF MS) или автоматических бактериологических анализаторов в соответствии с инструкцией производителя.
15.4.5. Учет и выдача результата
Расчет и выдачу результата выполняют, как указано в пункте 9.2.2., изменяя название показателя. 
Результат выражают как L. pneumophila: число (КОЕ) в 1000 см3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
16. Определение показателя «Возбудители кишечных инфекций бактериальной природы»
Показатель «Возбудители кишечных инфекций бактериальной природы» в воде бассейнов и аквапарков определяется в случае превышения допустимых уровней загрязнения одного или более основных показателей, по эпидемическим показаниям или в иных случаях в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт. В рамках данного показателя определяют бактерии родов Salmonella и Shigella.
16.1. Определение бактерий рода Salmonella качественным методом
16.1.1 Общие положения
Род Salmonella входит в семейство Enterobacteriaceae и состоит из родственных по фенотипическим и генотипическим свойствам микроорганизмов. Согласно действующей классификации род Salmonella представлен двумя видами: S. enterica, S. bongori. Вид S. enterica в свою очередь делится на 6 подвидов. Все сальмонеллы, способные вызывать заболевания человека и теплокровных животных, относятся к первым двум подвидам S. enterica: S. enterica подвид enterica и S. enterica подвид salamae. Вид S. enterica насчитывает более 2500 серотипов. Ранее серотипам сальмонелл присваивали видовые названия. На сегодняшний день, для того, чтобы отличить краткую форму названия серотипа от названия вида, видовое название пишется с заглавной буквы. Например, Salmonella enterica, подвид enterica, вариант typhimurium = S.Typhimurium.
Качественный метод обнаружения сальмонелл в воде бассейнов и аквапарков включает в себя этапы неселективного предобогащения, селективного обогащения в жидкой селективной среде, посева обогащенной смеси на селективные дифференциально-диагностические плотные питательные среды и последующую идентификацию типичных колоний по культуральным,  биохимическим и антигенным свойствам до вида. По эпидпоказаниям проводят идентификацию до серотипа. 
Поскольку воды бассейнов и аквапарков содержат низкие количества микроорганизмов, среди которых присутствуют поврежденные в результате водоподготовки, этап предварительного обогащения в неселективной среде является обязательным.
16.1.2. Выполнение анализа 
Показатель «возбудители кишечных инфекций бактериальной природы (сальмонеллы)» определяют в 1 дм3 исследуемой пробы или ином объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
16.1.2.1. Предварительное обогащение в неселективной питательной среде
В качестве неселективной среды обогащения используют забуференную пептонную воду (БПВ). 
Перед посевом в жидкую среду обогащения пробу подвергают концентрированию методом мембранной фильтрации согласно п.7. Количество мембранных фильтров зависит от степени загрязненности образца. Например, 500 + 500 = 1000 см3. Фильтры со сконцентрированной пробой помещают в колбу, содержащую 50 см3 БПВ. 
Посев может быть осуществлен без использования мембранной фильтрации. Для этого 1 дм3 пробы делят на два объема по 500 см3, в которые вносят по 500 см3 БПВ двойной концентрации.
Примечание – Данный способ не применим для проб из бассейнов с морской или высокоминерализованной водой. 
Инкубацию посевов осуществляют при температуре (37±1) °С в течение (18±2) ч.
16.1.2.2. Обогащение в жидкой селективной питательной среде
После обогащения в БПВ  по 1 мл обогащенной пробы переносят в две пробирки,  одна из которых содержит 10 мл среды Раппопорт-Вассилиадис (RVS), а вторая – 10 мл селенит-цистинового бульона. Допускается использование других сред селективного обогащения, например, тетратионатной среды Мюллера-Кауфмана.
Посевы в среду  RVS инкубируют при (42,0±0,5)оС в течение (21±3) ч. Посевы в селенит-цистиновый бульон инкубируют при (37,0±1)оС в течение (21±3) ч. 
16.1.2.3. Посев на плотные селективные дифференциально-диагностические среды
После окончания инкубации выполняют пересев обогащенного материала на плотные селективные дифференциально-диагностические среды: висмут-сульфит агар (ВСА) и XLT-4 агар. Вместо XLT-4 агара допускается использование XLD-агара, среды Hektoen enteric agar (Hektoen) или SS-агара. Также допускается использование хромогенных сред, например, Rambach agar, среда Радж Ханса или аналогичных. Посев выполняют бактериологической петлей методом истощающего штриха для получения изолированных колоний.
Примечание - XLT-4 агар является средой выбора при исследовании проб из объектов окружающей среды, поскольку селективная добавка Тергитол-4 подавляет рост протея. Бактерии рода Proteus часто представляют проблему в плане дифференциации от сальмонелл по культуральным и биохимическим свойствам. 
На  ВСА посевы инкубируют  при (37,0±1)оС (44±4) ч на  ВСА, с первичным учетом через 24 часа, на остальных средах посевы инкубируют при (37,0± 1)оС (21±3) ч. 
После инкубации оценивают морфологию колоний.
На висмут-сульфитном агаре колонии сальмонелл серого, темно-серого или черного цвета с четким отпечатком на среде под колонией и темным ореолом вокруг колонии, который может иметь металлический отлив. Отпечаток на среде под колонией могут образовывать и другие микроорганизмы, особенно через 48 часов инкубации, однако у сальмонелл он появляется раньше (как правило, на 1 сутки) и имеет более интенсивный оттенок. При наличии затруднений с оценкой опечатка рекомендуется сдвинуть колонию бактериологической петлей.  Металлический отлив вокруг колонии самостоятельного значения не имеет и рассматривается только в совокупности с отпечатком. Исключение в этом отношении составляют S.paratyphi A, некоторые сальмонеллы из группы С и других групп, которые при росте на висмут-сульфитном агаре образуют нежные зеленоватые колонии с темным центром и без него, слегка выпуклые с ровными краями из-за неспособности образовывать сероводород.
Примечание - В ряде случаев, на ВСА некоторых производителей, колонии сальмонелл в скоплениях могут не давать типичной морфологии и быть слизистыми, бесцветными или с центром цвета хаки практически без отпечатка и ореола. Особенно это нужно учитывать при посеве штрихом при получении субкультур на ВСА для оценки чистоты культуры.   
На средах XLT-4 и XLD агаре колонии сальмонелл черного цвета с бесцветным, желтоватым или красноватым ободком. Под одиночными колониями среда желтеет, под скоплениями колоний – приобретает  красный или малиновый оттенок. 
На средах Hektoen agar и SS agar колонии сальмонелл черного цвета с бесцветным (цвета среды) ободком. Колонии сальмонелл, в отличие от колоний протея, часто имеют вид усеченного конуса и металлический блеск над областью почернения. Лактозоположительные колонии на этих средах оранжевые и розовые, соответственно. При наличии рядом большого количества лактозоположительных колоний, ободок колоний сальмонелл может приобретать желтоватые или оранжеватые оттенки (Hektoen) или розоватые оттенки (SS). 
На хромогенных средах Rambach agar и Радж Ханса колонии сальмонелл имеют красный цвет из-за специфической способности утилизировать пропиленгликоль. Колонии колиформных бактерий синего цвета, остальные микроорганизмы образуют бесцветные колонии.
Колонии сальмонелл на указанных средах могут иметь вариации размера, формы, поверхности и пр., а также вариации выраженности тестовых признаков. Для дальнейшей идентификации отбирают не менее двух колоний каждого морфологического типа с каждой чашки.
Отобранные клоны пересевают на среду Клиглера (или Олькеницкого) и рассевают до отдельных колоний на альтернативной среде (с ВСА на XLT-4 и, наоборот) для оценки чистоты культуры и оценки морфологических свойств колоний. 
Посевы инкубируют при (37,0± 1)оС (21±3) ч.
После инкубации вначале оценивают чистоту культуры и морфологию колоний на альтернативной среде. Если диссоциации культуры не выявлено и морфология колоний отобранного клона соответствует культуральным свойствам сальмонелл, учитывают характер роста штамма на среде Клиглера и выполняют дальнейшую идентификацию. 
При выявлении диссоциации колоний в рассеве на альтернативной среде, появлении неоднородности роста на среде Клиглера (включения одиночных колоний на фоне равномерного газона), наличии затруднений при серотипировании из субкультуры отбирают колонии с характерной морфологией и повторяют посев на плотные селективные  и среду Клиглера (или Олькеницкого).
16.1.2.4. Идентификация типичных колоний
Идентификацию типичных колоний выполняют по биохимическим свойствам с последующим определением антигенных свойств в реакции агглютинации на стекле. Идентификация выполняется до вида. По эпидпоказаниям и для целей эпидемического расследования идентификация может выполняться до серотипа.
16.1.2.4.1. Биохимическая идентификация
Сальмонеллы – оксидазоотрицательные, грамотрицательные палочки, сбраживающие глюкозу до кислоты и газа, не утилизирующие лактозу, образующие сероводород и не обладающие ферментом уреазой.
При росте сальмонелл на среде Клиглера (или Олькеницкого) столбик среды желтеет, в нем появляются пузыри газа и разрывы, скошенная часть среды после 24 часов инкубации сохраняет исходный красный цвет или он становится интенсивнее, что указывает на отсутствие утилизации лактозы. В результате образования сероводорода, наблюдается почернение среды, которое имеет вид кольца на границе желтого столбика и красной скошенной части агара, или наблюдается почернение всего столбика среды. Верхний край области почернения, в отличие от протеев, имеет четкую ровную границу.
На среде Олькеницкого сальмонеллы не меняют цвет ее скошенной части или незначительно его усиливают, в отличие от протеев, которые обладают ферментом уреазой и сильно защелачивают среду. Рост протеев меняет цвет скоса среды Олькеницкого на малиновый, а при выраженной уреазной активности малиновой становится вся среда. 
Примечание - S.Typhi не образует газ при сбраживании глюкозы, а S.Paratyphi A не образует сероводород.
При необходимости, например, при наличии проблем с серологической идентификацией, проводится расширенная биохимическая идентификация культуры с использованием системы биохимической идентификации API 20E (BioMerieux) или аналогичных. Допускается проведение идентификации выделенных микроорганизмов методом MALDI-TOF MS.
16.1.2.4.2. Серологическая идентификация 
Клоны, обладающие типичными биохимическими свойствами на среде Клиглера (Олькеницкого) и типичной морфологией на плотных селективных средах, идентифицируют до серотипа с использованием реакции агглютинации на стекле с поли- и моновалентными адсорбированными сыворотками согласно схемы Кауфмана-Уайта и инструкции производителя. 
Предварительно культуру тестируют на отсутствие спонтанной агглютинации. Для этого петлю культуры суспендируют в капле  физиологического раствора. 
Для проведения реакции агглютинации на предметное стекло наносят каплю сыворотки. Рядом помещают петлю культуры. Культуру растирают по поверхности стекла, постепенно смешивая с сывороткой, добиваясь максимальной гомогенности суспензии. Предметное стекло слегка покачивают. При положительном результате образуются хлопья агглютината. Интенсивность реакции оценивают  по четырехкрестной системе в течение 1-2 минут:
o	4+ - агглютинат при полном просветлении жидкости;
o	3+ - агглютинат на фоне слегка мутноватой жидкости;
o	2+ - незначительный агглютинат на фоне мутной жидкости;
o	1+ - сомнительный агглютинат на мутном фоне;
o	- - гомогенная мутная жидкость.
Положительной реакцией считают агглютинацию не менее, чем на 3+.
Примечание – результат реакции агглютинации удобнее оценивать, используя лампу-лупу или специальные очки. 
В ряде случаев, культура плохо суспендируется в сыворотке, и образуются комки, которые имитируют агглютинацию, затрудняя диагностику. В отличие от агглютината, такие комки, как правило, разного размера и появляются сразу же после попытки суспендировать культуру. Истинный агглютинат появляется через некоторое время после начала суспендирования, и хлопья имеют равный размер. В ряде случаев истинный агглютинат тоже может образовываться быстро.   
При подозрении на ложную агглютинацию или наличии сомнений в полученном результате, исследование необходимо повторить следующим образом:
На предметное стекло рядом наносят небольшую каплю физиологического раствора (одну петлю 2мм) и каплю требуемой сыворотки. Петлю культуры сначала гомогенизируют в капле физиологического раствора, и только после получения гомогенной суспензии, смешивают с каплей сыворотки. Результат учитывают, как описано выше.
16.1.2.4.2.1. Серологическая идентификация до вида
Серологическую идентификацию выделенных штаммов начинают с определения их принадлежности к А, В, C, D или E серогруппам сальмонелл с использованием поливалентной ABCDE-О-сыворотки. Сальмонеллы возбудители заболеваний человека и теплокровных животных в основном принадлежат к первым пяти серогруппам. В случае отрицательной реакции агглютинации с поливалентной ABCDE-сывороткой проводят агглютинацию с поливалентной сывороткой редких групп. 
По результатам агглютинации выделенную культуру относят к Salmonella enterica. При необходимости можно указать принадлежность к ABCDE или не ABCDE группам.
В случае отсутствия агглютинации с поливалентными сыворотками проводят биохимическую идентификацию сальмонелл с использованием тест-систем биохимической идентификации API 20E или аналогичных, предварительно подтвердив отсутствие оксидазной активности штамма. Допускается использование автоматических анализаторов и идентификации выделенных микроорганизмов методом MALDI-TOF MS.
 При отсутствии агглютинации с поливалентными сыворотками и положительной идентификации в тест-системах, выделенную культуру относят к бактериям рода Salmonella.
16.1.2.4.2.2. Серологическая идентификация до серотипа
По эпидпоказаниям или с целью эпидемиологического маркирования определяют серотип выделенного штамма сальмонелл.
При положительной реакции с поливалентной сывороткой определяют серогруппу штамма с использованием монорецепторных О-сывороток. Определение серогруппы начинают с «ключевых» уникальных для каждой серогруппы (подгруппы) антигенов.(О2-гр.А; О4-гр.В; О7-гр.С1; О8-гр.С2,С3; О9-гр.D; О3-гр.Е). Затем определяют остальные рецепторы О-антигена. 
Примечание - При определении серогруппы необходимо принимать во внимание, что О-5, О-20, О-27 и некоторые другие антигены могут отсутствовать. В этом случае серотип может быть определен только в процессе  серотипирования Н-антигена, когда уникальная комбинация 1 и 2 фазы Н-антигена не повторяется для других сочетаний рецепторов О-антигена.  
После определения серогруппы определяют серотип выделенного штамма путем идентификации Н-антигенов 1 и 2 фазы. Определение Н-антигенов 1 фазы начинают с Н-антигенов наиболее часто выделяемых серотипов данной серогруппы. Для определения Н-антигена 2 фазы можно использовать поливалентную Н-1 сыворотку с последующим подтверждением монорецепторными сыворотками 2 фазы.
После определения антигенной формулы штамм пересевают на скошенный питательный агар, не содержащий углеводов для окончательного подтверждения серотипа.
Если Н-антиген 1 или 2 фазы не определяется, то для обогащения культуры клетками с искомой фазой Н-антигена используют феномен роения по Гарду. Для этого в центре чашки с полужидким агаром вырезают петлей прямоугольную лунку на всю толщу слоя среды. В лунку вносят 1-2 капли сыворотки к найденной фазе Н-антигена, затем вносят 1-2 капли смыва исследуемой культуры со скошенного ПА и перемешивают пипетированием. Не переворачивая чашку, посев инкубируют при  (37,0±1,0)оС в течение 18-24 часов. После инкубации из различных участков по краю образовавшейся в толще агара макроколонии делают несколько высевов на скошенный ПА. Полученные субклоны используют для определения искомой фазы Н-антигена.  
В случаях, когда не  удается установить Н-антиген или одну из его фаз, в протоколе указывают серологическую группу.
16.1.3. Учет и выдача результатов
Если в результате исследования обнаружены микроорганизмы, идентифицированные как S.enterica, то выдают результат Возбудители кишечных инфекций бактериальной природы (сальмонеллы): «обнаружено» в 1 дм3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт. В примечании указывают: «Выделена Salmonella enterica ABCDE-группы / (не ABCDE-группы)».
Если идентификация проводилась до серотипа, то указывают название серотипа, например: «Выделено: Salmonella enterica var typhimurium» или «Выделено: S. Typhimurium»
Если в результате исследования микроорганизмы, идентифицированные как сальмонеллы не обнаружены, то выдают результат Возбудители кишечных инфекций бактериальной природы (сальмонеллы): «не обнаружено» в 1 дм3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт. 
16.2. Определение бактерий рода Shigella качественным методом
16.2.1 Общие положения
Род Shigella входит в семейство Enterobacteriaceae и состоит из родственных по фенотипическим и генотипическим свойствам микроорганизмов. Согласно действующей классификации в род Shigella входит 4 вида: S. dysenteriae, S.flexneri, S. boydii, S. sonnei. В рамках вида, за исключением S. sonnei, различают сероварианты. У вида S. sonnei 1 серовариант, но с целью эпидемиологического маркирования различают 7 хемоваров.
Качественный метод обнаружения шигелл в воде бассейнов и аквапарков включает в себя этапы концентрирования пробы, селективного обогащения в жидкой селективной среде, посева обогащенной смеси на селективные дифференциально-диагностические плотные питательные среды и последующую идентификацию типичных колоний по культуральным,  биохимическим и антигенным свойствам до вида. По эпидпоказаниям проводят идентификацию до серовара или хемовара. 
16.2.2. Выполнение анализа 
Показатель «возбудители кишечных инфекций бактериальной природы (шигеллы)» определяют в 1 дм3 исследуемой пробы или ином объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
16.2.2.1. Концентрирование пробы и обогащение в жидкой селективной питательной среде
В качестве селективной среды обогащения используют селективный бульон для бактерий рода Shigella (бульон с новобиоцином). 
Перед посевом в жидкую среду обогащения пробу подвергают концентрированию методом мембранной фильтрации согласно п.7. Количество мембранных фильтров зависит от степени загрязненности образца. Например, 500 + 500 = 1000 см3. Фильтры со сконцентрированной пробой помещают в колбу, содержащую 100 см3 селективный бульон для бактерий рода Shigella. 
Инкубацию посевов осуществляют при температуре (37 ± 1) °С в течение (21±3) ч.
16.2.2.2. Посев на плотные селективные дифференциально-диагностические среды
После окончания инкубации выполняют пересев обогащенного материала на плотные селективные дифференциально-диагностические среды: XLD-агар (ксилозо-лизин-дезоксихолатный агар) и  Hektoen enteric agar (Hektoen) или SS-агар. Допускается использование сред Эндо, Левина или Плоскирева. Посев выполняют бактериологической петлей методом истощающего штриха для получения изолированных колоний.
Посевы инкубируют  при температуре (37,0± 1)оС (21±3) ч.
 16.2.2.3. Идентификация 
После инкубации оценивают морфологию колоний.
На указанных средах шигеллы образуют небольшие (0,5 – 1,5 мм) круглые, слегка выпуклые или конусообразные, с ровными краями, бесцветные (цвета среды) колонии с блестящей поверхностью, полупрозрачные, мягкой консистенции, легко снимающиеся петлей. Колонии шигелл на указанных средах могут иметь вариации размера, формы, поверхности и пр. S.sonnei на плотных средах часто образуют два типа колоний: небольшие гладкие колонии правильной формы – I фаза и крупные, плоские колонии с неровными краями, напоминающие виноградный лист – II фаза. На XLD агаре (в зависимости от производителя) колонии шигелл часто бывают очень мелкими, размера макового зерна. Для дальнейшей идентификации отбирают не менее двух колоний каждого морфологического типа с каждой чашки.
Для облечения оценки морфологии колоний, параллельно, на указанные селективные среды высевают смесь эталонных культур, которую готовят непосредственно перед посевом, путем суспендирования в 9-10 мл стерильного физиологического раствора большой (3мм) петли культур штаммов S.sonnei “S-form”, S.flexneri 1a 8516 и E.coli M17-02 или аналогичных. Полученные контрольные посевы используют как эталон для сравнения при отборе колоний на идентификацию. Для дальнейшей идентификации отбирают не менее двух колоний каждого морфологического типа с каждой чашки.
Отобранные колонии пересевают на среду Олькеницкого, сеют уколом в полужидкий агар для определения подвижности и рассевают до отдельных колоний на среде Эндо для оценки чистоты культуры и оценки морфологических свойств колоний. Посевы инкубируют при температуре (37±1)°С в течение (21±3) ч. 
После инкубации оценивают чистоту культуры по характеру роста субкультуры на среде Эндо. Если диссоциации культуры не выявлено и морфология колоний отобранного клона соответствует культуральным свойствам шигелл, то учитывают подвижность штамма, характер его роста на среде Олькеницкого и выполняют дальнейшую идентификацию. 
Если субкультура на среде Эндо смешанная, то посевы в полужидком агаре и на среде Олькеницкого не учитывают. Из рассева на среде Эндо отбирают типичную для шигелл колонию (или несколько при наличии диссоциации), которую сеют, параллельно, уколом в полужидкий агар и на среду Олькеницкого. После инкубации повторного посева учитывают результат и проводят дальнейшую идентификацию. 
Для дальнейшей идентификации отбирают неподвижные штаммы, утилизирующие глюкозу до кислоты или кислоты и газа, не утилизирующие лактозу, не образующие сероводород и не разлагающие мочевину на среде Олькеницкого.
Если наблюдается газообразование из глюкозы на среде Олькеницкого, то дополнительно проводят агглютинацию либо с поливалентной сывороткой S.flexneri I-VI, sonnei, либо с моновалентной S.flexneri VI. В случае отрицательной реакции дальнейшую идентификацию не проводят, т.к. из всех шигелл газообразование наблюдается  только у отдельных штаммов S.flexneri VI серовара.
Отобранные клоны рассевают на чашку с питательным агаром для получения  изолированных колоний. Посевы инкубируют при температуре (37±1)°С в течение 18 – 20 часов. 
С субкультурой, полученной на питательном агаре, проводят оксидазный тест. Дальнейшую идентификацию проводят с оксидазоотрицательными культурами.
Примечание – Постановка оксидазного теста обязательна, поскольку позволяет дифференцировать бактерии рода Shigella от бактерий вида Plesiomonas shigeloides, которые часто встречаются в объектах окружающей среды и по морфологическим и культуральным свойствам очень близки к шигеллам.
Биохимическое подтверждение принадлежности к роду Shigella проводят с  использованием тест-систем биохимической идентификации API 20E или аналогичных. Допускается использование автоматических анализаторов и идентификации выделенных микроорганизмов методом MALDI-TOF MS.
Вид  уточняют с использованием типовых и групповых шигеллезных сывороток. Способность выделенных штаммов утилизировать манит (по результатам тест-системы биохимической идентификации), используется при выборе алгоритма серотипирования. Маннитотрицательные клоны серотипируют с поливалентными сыворотками к антигенам S.dysenteriae. Маннитположительные с поливалентными сыворотками к трем другим видам шигелл. Классификация бактерий рода Shigella и перечень сывороток даны в Приложении Е. 
16.1.3. Учет и выдача результатов
Если в результате исследования обнаружены микроорганизмы, идентифицированные как бактерии рода Shigella, то выдают результат Возбудители кишечных инфекций бактериальной природы (шигеллы): «обнаружено» в 1 дм3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт. В примечании указывают вид шигелл, например, «Выделена Shigella sonnei».
Если в результате исследования микроорганизмы, идентифицированные как шигеллы не обнаружены, то выдают результат Возбудители кишечных инфекций бактериальной природы (шигеллы): «не обнаружено» в 1 дм3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт. 
17. Определение показателя «Возбудители кишечных инфекций вирусной природы (энтеровирусы)»
17.1. Общие положения
Показатель «Возбудители кишечных инфекций вирусной природы» в воде бассейнов и аквапарков определяется в случае превышения допустимых уровней загрязнения одного или более основных показателей, по эпидемическим показаниям или в иных случаях в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт. В рамках данного показателя определяют цитопатогенные энтеровирусы.
Цитопатогенные энтеровирусы относятся к порядку Picornavirales, семейству Picornaviridae, роду Enterovirus. Род Enterovirus включает себя полиовирусы (вирусы полиомиелита), вирусы Коксаки А и В, вирусы ЭСНО и энтеровирусы человека серотипов 68-71. Вирусы полиомиелита относятся к патогенным биологическим агентам (ПБА) 3 группы патогенности, остальные энтеровирусы к 4 группе ПБА. Поэтому, все работы по элюированию, вторичной концентрации, культивированию и идентификации вирусов следует проводить в специализированном вирусологическом блоке, представляющем собой комплекс помещений (боксов) для пробоподготовки, ведения клеточных культур и культивирования вирусов. Боксы должны быть оборудованы автономной приточно-вытяжной вентиляцией с НЕРА-фильтрами и боксами биологической защиты не ниже класса А2. 
Все работы должны выполняться с обязательным применением средств индивидуальной защиты: хирургический халат, перчатки, маска, шапочка. Работы должны сопровождаться мероприятиями текущей и заключительной дезинфекции штатными дезсредствами.
К работе с энтеровирусами допускаются сотрудники, имеющие профильное образование, дополнительное образование (повышение квалификации) по специальности «Вирусология» и допуск к работе с 3-4 группой патогенности. Сотрудники должны быть привиты от полиомиелита и других вирусных инфекций с водным путем передачи в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
Качественный метод обнаружения цитопатогенных энтеровирусов в воде бассейнов и аквапарков включает в себя этапы концентрирования пробы, культивирования вирусов на культурах клеток и последующую идентификацию методом амплификации нуклеиновых кислот или иным равноценным методом.
Показатель «возбудители кишечных инфекций вирусной природы природы (энтеровирусы)» определяют в 10 дм3 исследуемой пробы или ином объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт.
Рекомендуемый перечень общелабораторного оборудования, расходных материалов, реактивов для проведения бактериологических исследований изложен в разделе 4..
Рекомендуемый перечень дополнительных реактивов, расходных материалов и питательных сред для каждого метода указан в соответствующих подразделах ниже.
Реактивы и питательные среды или их аналоги могут быть приобретены в готовом виде или приготовлены из составляющих веществ в соответствии с методиками по отечественной классификации не ниже ч.д.а. 
Допускается использование реактивов более высокой квалификации, а также материалов, оборудования, питательных сред, тест-систем с аналогичными или усовершенствованными характеристиками, чем у нижеуказанных. 

17.2. Отбор проб
Для отбора проб воды используют специально предназначенную для этих целей одноразовую стерильную посуду, а также стерильные или обеззараженные емкости многократного применения с завинчивающимися крышками, изготовленными из материалов, не влияющих на жизнедеятельность, не оказывающих инактивирующего действия на микроорганизмы и обеспечивающих неизменность состава пробы. Допускается использовать емкости с плотно закрывающимися пробками (силиконовыми, резиновыми или из других материалов) и защитным колпачком (из алюминиевой фольги, плотной бумаги).
Посуда (емкости) многократного использования и укупорочные изделия должны быть изготовлены из материалов, выдерживающих стерилизацию паром под давлением, сухожаровую стерилизацию или иные физические и/или химические методы обеззараживания. Например, стеклянные бутыли объемом от 0,5 до 2 дм3 или пластиковые канистры объемом от 5 до 20 дм3.
Стерильные одноразовые или обеззараженные емкости открывают непосредственно перед процедурой отбора проб. Во время отбора не допускается соприкосновение внутренних поверхностей винтовой крышки или пробки и краев емкости с нестерильными поверхностями или объектами окружающей среды. Перед проведением процедуры отбора проб ополаскивание посуды не допускается. 
При отборе проб воды, подвергнутой обеззараживанию химическими реагентами, необходимо проводить нейтрализацию дезинфектанта. 
Для нейтрализации остаточного количества галоидактивных (хлор-, бром-, йодактивные) и кислородактивных (перекись водорода, ее комплексы с солями, надуксусная кислота, озон) дезинфектантов в емкость, предназначенную для отбора проб воды, до стерилизации вносят натрий серноватисто-кислый (тиосульфат натрия) в виде кристаллов из расчета 10 мг на 500 см3 воды. 
Для исследования вод плавательных бассейнов и аквапарков на вирусологические показатели отбирают пробы объемом не менее 10 дм3 (при использовании метода картриджной фильтрации отбирают не менее 50 дм3). Для забора воды используют фламбированные батометры, эмалированные ведра или металлические кружки, при помощи которых наполняют подготовленные емкости.
Отбор проб в чаше плавательного бассейна или аквапарка выполняют у края бассейна на расстоянии от 0,5 до 1,0 см от зеркала воды, и на глубине от 25 до 30 см от поверхности зеркала воды, в двух или более произвольных точках. При рециркуляционной системе водоочистки, дополнительно отбирают пробы перед поступлением воды на фильтр и после фильтра.
Время транспортировки проб до их предварительной обработки (концентрирования) и вирусологического исследования не должно превышать 24 ч при плюс (6 ± 2) °С. Если пробу не представляется возможным охладить при транспортировке, анализ выполняют не позднее чем через 6 ч от момента отбора пробы. 
17.2. Концентрирование проб
В связи с низкой концентрацией вирусных агентов в воде, предварительное концентрирование проб является обязательным этапом санитарно-вирусологического исследования. 
17.2.1. Концентрирование вирусов с использованием ионообменных смол
17.2.1.1. Оборудование, расходные материалы и реактивы
Для проведения метода рекомендуются приборы, оборудование и расходные материалы, указанные разделе 4, а также следующие:
· Центрифуга лабораторная, минимум 2000 об/мин;
· Шланги стерильные гибкие, разной длины; 
· Ткань флизелиновая; 
· Колонки (бюретки) диаметром от 12 до 15 мм и длиной более 200 мм для загрузки сорбента; 
· Штатив для колонок (бюреток); 
· Зажимы винтовые для шлангов; 
· 0,5 м фосфатный буфер с pH 8,2; 
· Калий фосфорнокислый однозамещенный, ч.д.а., 
· Натрий фосфорнокислый двузамещенный, ч.д.а., 
· Хлорид натрия, 
· Кислота соляная; 
· 10 %-ный раствор гидроксида натрия; 
· Смола анионоактивная (анионит АВ-17-8; АВ-17-8-чс; АВ-17-ик) или аналог; 
· Вода дистиллированная стерильная; 
· Спирт этиловый ректификационный 96 %; 
· Перекись водорода медицинская или техническая (например, марки А по ГОСТ 17788 с содержанием основного вещества 37,5 %);
· Хлороформ очищенный по ГОСТ 20015-88;
· Мембранные шприцевые фильтрующие насадки с диаметром пор 0,45 и 0,22 мкм.
17.2.1.2. Приготовление суспензии анионоактивной смолы
Сухую смолу (аниониты АВ-17-8, АВ-17-8-чс, АВ-17-ИК) замачивают на 2 - 3 сут в дистиллированной воде. Вода должна полностью покрывать смолу, превышая ее уровень на 2 см. После экспозиции воду сливают, а смолу обрабатывают смесью равных объемов свежеприготовленных растворов 2 %-ной соляной кислоты и 10 %-ного хлорида натрия из расчета 1 дм3 смеси на 100 г смолы в течение 24 ч. Затем смолу отмывают дистиллированной водой до нейтрального значения pH 7,0. После чего, до момента использования, заливают стерильной дистиллированной водой с pH 7,0±0,2 на 2 см выше уровня смолы и хранят при температуре плюс (6±2) °C.
17.2.1.3. Приготовление 0,5 М фосфатного буфера с рН 8,2
Готовят навески солей: Na2HPO4 - 89,0 г (раствор А) и KH2PO4 - 68,0 г (раствор Б). Каждую навеску вносят в отдельную мерную колбу, добавляют дистиллированную воду до объема 1 дм3 и растворяют соли. Для получения буфера значением pH 8,2 смешивают 96,5 см3 раствора А и 3,5 см3 раствора Б и одним из этих растворов доводят pH буфера до 8,2.
17.2.1.4. Концентрирование вирусов из проб воды с использованием анионоактивной смолы
Для осуществления концентрирования к нижнему концу стерильной бюретки (колонки) присоединяют стерильный резиновый шланг с завинчивающимся зажимом, после чего ее строго вертикально устанавливают в штативе. На дно колонки помещают небольшой слой стекловаты или флизелина для удержания смолы.
В колонку вносят суспензию смолы, удаляя через нижний резиновый шланг избыток воды. При заполнении колонки следует избегать образования пузырьков воздуха в столбике смолы. Высота столбика смолы в колонке должна быть от 10 до 12 см. 
Перед концентрированием исследуемую пробу воды доводят до значений pH 5,5 - 6,0 путем добавления концентрированной соляной кислоты или 10 %-ного раствора гидроксида натрия. 
Емкость с пробой воды располагают выше колонок, в нее опускают стерильный резиновый шланг со стеклянной трубкой на конце. При исследовании проб воды с большим количеством осадка на дне емкости с пробой, конец стеклянной трубки закрепляют на 1 см выше поверхности осадка для предотвращения засасывания осадка в колонку. Другой конец шланга должен быть оснащен резиновой пробкой подходящего для колонок размера со вставленной в нее стеклянной трубкой для прохождения воды. 
Допускается применение готовых наборов, предназначенных для концентрирования вирусов с использованием ионообменных смол, с аналогичными характеристиками, разрешенных к применению для этих целей в установленном действующим законодательством порядке. 
Подачу воды осуществляют побудительным откачиванием стерильной резиновой грушей из тубуса с пробкой, после чего пробку с тубусом плотно вставляют в колонку. Винтовым зажимом на нижнем шланге колонки регулируют скорость подачи воды, создавая скорость от 10 до 12 см3/мин. Необходимо, чтобы в процессе концентрирования проба воды в колонке полностью покрывала столбик смолы. 
17.2.1.4. Элюция сконцентрированных вирусных частиц
После полного прохождения всего объема отобранной пробы воды (примерно через 12 - 14 ч, при исследовании объема воды 10 дм3) осуществляют элюцию вирусов со смолы. Для этого колонку отключают от шланга подачи воды, зажим на нижнем шланге плотно заворачивают для предотвращения вытекания элюата. В колонку со смолой вносят 10 см3 0,5 М раствора фосфатного буфера со значением pH 8,2, плотно закупоривают резиновой пробкой, интенсивно встряхивают для равномерного распределения жидкости и оставляют в горизонтальном положении в течение 1 ч при комнатной температуре или помещают в холодильник на 12 ч при температуре плюс (6±2) °C. Затем элюат переносят в стерильный флакон, доводят pH до значения 7,2 1 М раствором соляной кислоты и подвергают антибактериальной обработке.
17.2.1.5. Антибактериальная обработка элюатов
Антибактериальная обработка проводится одним из двух способов:
а) Антибактериальная обработка элюатов с помощью хлороформа
Обработку хлороформом производят путем его добавления в стеклянный флакон с элюатом из расчета 3 см3 хлороформа на 10 см3 элюата, интенсивно встряхивают в течение 10 мин и центрифугируют в течение 10 мин при скорости 2000 об/мин для разделения фаз. Верхнюю жидкую фракцию отбирают пипеткой в стерильный флакон и добавляют в элюат из расчета 100 МЕ/см3 пенициллина и 10,0 мг/см3 стрептомицина. 
Запрещается использовать пластиковые флаконы и пипетки для антибактериальной обработки с помощью хлороформа. 
б) Антибактериальная обработка элюатов с помощью фильтрующих насадок
. Альтернативным способом селективной деконтаминации без использования хлороформа является мембранная фильтрация через шприцевые фильтрующие насадки с диаметром пор 0,22 мкм. В случае наличия густой взвеси, допускается предварительная фильтрация через насадки с диаметром пор 0,45 мкм. При использовании данного способа обработки, требуемый объем концентрата пробы фильтруют в стерильную емкость через одну или несколько фильтрующих насадок.  
Примечание - При использовании мембранной фильтрации для селективной деконтаминации пробы следует особое внимание уделять герметичности и надежности всей  системы для предотвращения ее разгерметизации под давлением и разбрызгивания потенциально инфицированного материала.
17.2.1.5. Хранение элюата
Стерильные элюаты делят на две равные порции и хранят до проведения испытания при температуре плюс (6±2) °C не более 24 ч.
При температуре минус 20 °C элюаты можно хранить в течение одного года. При необходимости многократного исследования элюат дополнительно делят на несколько порций для того, чтобы избежать повторного замораживания. 

17.2.2. Двухэтапное концентрирование вирусов (сорбция на ионообменной смоле и осаждение с помощью сульфата аммония)
17.2.2.1. Оборудование, расходные материалы и реактивы
Для проведения метода рекомендуются приборы, оборудование и расходные материалы, указанные в разделе 4, а также следующие:
· Центрифуга лабораторная со скоростью 2000 и 6000 об/мин;
· Шланги стерильные гибкие; 
· Ткань флизелиновая; 
· Колонки (бюретки) стеклянные для титрометрии диаметром от 36 до 38 мм и длиной от 250 до 300 мм; 
· Шланги резиновые для колонок и компрессора разных диаметров; 
· Буфер глициновый с pH 11,5; 
· Кислота аминоуксусная; 
· Гидроксид натрия; 
· Насыщенный раствор сульфата аммония; 
· Сульфат аммония; 
· Вода дистиллированная; 
· Хлорид натрия; 
· Кислота соляная; 
· Смола анионоактивная (анионит АВ-17-8; АВ-17-8-чс; АВ-17-ик) или аналог; 
· Раствор физиологический; 
· Спирт этиловый ректификационный 96 %; 
· Перекись водорода медицинская или техническая (например, марки А по ГОСТ 17788 с содержанием основного вещества 37,5 %);
· Хлороформ очищенный по ГОСТ 20015-88;
· - Мембранные шприцевые фильтрующие насадки с диаметром пор 0,45 и 0,22 мкм.
17.2.2.2. Приготовление суспензии ионообменной смолы
Сухую смолу (аниониты АВ-17-8, АВ-17-8-чс, АВ-17-ИК) замачивают на 2 - 3 суток в дистиллированной воде. Вода должна полностью покрывать смолу, превышая ее уровень на 2 см. После экспозиции воду сливают, а смолу обрабатывают смесью равных объемов свежеприготовленных растворов 2%-ной соляной кислоты и 10%-ного хлорида натрия из расчета 1 дм3 смеси на 100 г смолы в течение 24 ч. Затем смолу отмывают дистиллированной водой до нейтрального значения pH 7,0. После чего, до использования, заливают стерильной дистиллированной водой со значением pH 7,0±0,2 на 2 см выше уровня смолы и хранят при температуре плюс (6±2) °C.
17.2.2.3. Приготовление глицинового буфера с рН 11,5
Навеску 0,385 г аминоуксусной кислоты растворяют в дистиллированной воде объемом 100 см3 и получают глицин. К глицину объемом 50 см3  добавляют 0,1 N раствора гидроксида натрия объемом 50 см3 и получают глициновый буфер со значением pH 11,5.
Для приготовления глицинового буфера (pH = 1,5 - 1,6) к глицину объемом 38 см3 добавляют 0,1 N раствор соляной кислоты объемом 62 см3.
17.2.2.4. Приготовление насыщенного раствора сульфата аммония
В 1 дм3 теплой стерильной дистиллированной воды при температуре от 30 до 35 °C растворяют 800 г (NH4)2SO4 (сульфата аммония). Полученный раствор фильтруют, доводят до значения pH 7,2 и охлаждают в холодильнике.
17.2.2.5. Концентрирование вирусов из проб воды
Метод осуществляется в два этапа.
Этап I. Концентрирование и элюция вирусов из проб воды при помощи сорбции на ионообменной смоле 
Стеклянные бюретки (колонки) устанавливают в штативе. В бюретки (колонки) поэтапно загружают ионообменную смолу, затем гидроксид алюминия. Высота столбика смолы должна составлять не менее 30 - 40 мм, навеска гидроксида алюминия - от 8 до 10 г. 
Исследуемую пробу воды в бутылях или канистре подкисляют с помощью соляной кислоты до значения pH 3,0 - 4,5, устанавливают выше колонки и через резиновую трубку с пробкой для бюретки (колонки) подают воду в бюретку (колонку), регулируя скорость прохождения с помощью винта на зажиме на резиновой трубке, присоединенной к нижнему концу бюретки (колонки). Скорость прохождения воды через бюретку (колонку) должна составлять от 10 до 15 см3/мин. 
После прохождения объема исследуемой воды через бюретку (колонку) нижний резиновый шланг перекрывают и осуществляют элюцию вируса с адсорбента при помощи 0,05 М глицинового буфера со значением pH 11,5, который вносят в бюретку (колонку) в объеме 100 см3. Адсорбент в бюретке (колонке) и элюент тщательно перемешивают покачиванием и выдерживают в течение 10 - 15 мин. Затем элюат удаляют из бюретки (колонки) через нижний резиновый шланг и с помощью глицинового буфера с pH 1,5 устанавливают pH элюата на уровне 7,0 - 8,0. 
Этап II. Вторичное концентрирование - осаждение с помощью сульфата аммония 
Вторичное концентрирование (осаждение) вирусов проводят в холодильнике при температуре плюс 4 °C. Для этого к элюату дробно (в течение 20 - 30 мин) добавляют 0,5 объема насыщенного раствора (NH4)2SO4 (сульфата аммония), тщательно перемешивают и оставляют на ночь. 
Утром смесь центрифугируют в течение 1 ч при скорости 6000 об/мин. Верхнюю жидкую фракцию удаляют, а осадок растворяют в 1 - 2 см3 физиологического раствора со значением pH 7,2 - 7,4. 
При необходимости концентрат делят на две части, одну из которых исследуют на наличие вирусной ДНК или РНК методом ПЦР, другую - подвергают антибактериальной обработке и используют для заражения тканевых культур. 
17.2.2.6. Антибактериальная обработка элюатов
Антибактериальная обработка проводится одним из двух способов:
а) Антибактериальная обработка элюатов с помощью хлороформа
Обработку хлороформом производят путем его добавления в стеклянный флакон с элюатом из расчета 3 см3 хлороформа на 10 см3 элюата, интенсивно встряхивают в течение 10 мин и центрифугируют в течение 10 мин при скорости 2000 об/мин для разделения фаз. Верхнюю жидкую фракцию отбирают пипеткой в стерильный флакон и добавляют в элюат из расчета 100 МЕ/см3 пенициллина и 10,0 мг/см3 стрептомицина. 
Запрещается использовать пластиковые флаконы и пипетки для антибактериальной обработки с помощью хлороформа. 
б) Антибактериальная обработка элюатов с помощью фильтрующих насадок
Альтернативным способом селективной деконтаминации без использования хлороформа является мембранная фильтрация через шприцевые фильтрующие насадки с диаметром пор 0,22 мкм. В случае наличия густой взвеси, допускается предварительная фильтрация через насадки с диаметром пор 0,45 мкм. При использовании данного способа обработки, требуемый объем концентрата пробы фильтруют в стерильную емкость через одну или несколько фильтрующих насадок.  
Примечание - При использовании мембранной фильтрации для селективной деконтаминации пробы следует особое внимание уделять герметичности и надежности всей  системы для предотвращения ее разгерметизации под давлением и разбрызгивания потенциально инфицированного материала.
17.2.2.7. Хранение элюата
Стерильные элюаты делят на две равные порции и хранят до проведения испытания при температуре плюс (6±2) °C не более 24 ч.
При температуре минус 20 °C элюаты можно хранить в течение одного года. При необходимости многократного исследования элюат дополнительно делят на несколько порций для того, чтобы избежать повторного замораживания. 
17.2.3. Концентрирование вирусов на проточном мембранном фильтрующем модуле с тангенциально-радиальным движением жидкости, с использованием позитивно заряженных микрофильтрационных полиамидных мембран в режиме микрофильтрации
17.2.3.1. Оборудование, расходные материалы и реактивы
Для проведения метода рекомендуются приборы, оборудование и расходные материалы, указанные в разделе 4, а также следующие:
· Центрифуга лабораторная со скоростью минимум 2000 об/мин;
· Центрифуга лабораторная рефрижераторная минимум с 6000 g и 10 000 g и температурой плюс 4 °С; 
· Модуль проточный, мембранный, фильтрующий (фильтродержатель), с тангенциально-радиальным движением жидкости МФМ-0142 или аналог; 
· Шланги стерильные гибкие, разной длины, с переходниками; 
· Насос, обеспечивающий давление не выше 3 бар; 
· Емкость для фильтрования объемом 10 дм3; 
· Насадки шприцевые (штуцеры) для фильтрующего модуля; 
· Мембрана позитивно заряженная микропористая капроновая с диаметром пор 0,2 мкм; 
· Шланги резиновые для компрессора с металлической оплеткой разных диаметров; 
· Пинцет анатомический; 
· Насадка шприцевая с ультрафильтрационной мембраной; 
· Раствор 3 %-ный бифэкстракта на трисбуфере с pH 9,1 - 9,5; 
· Трис (гидроксиметил) аминометан; 
· Экстракт мясной (бифэкстракт); 
· Гидроксид натрия; 
· Вода дистиллированная; 
· Спирт этиловый ректификационный 96 %; 
· Магний хлористый кристаллический, ч.д.а.; 
· Хлороформ; 
· Перекись водорода медицинская или техническая (например, по ГОСТ 17788 с содержанием основного вещества 37,5 %); 
· Кислота соляная; 
· Натрий хлористый; 
· ПЭГ 6000;
· Мембранные шприцевые фильтрующие насадки с диаметром пор 0,45 и 0,22 мкм.
17.2.3.2. Приготовление раствора 3 % бифэкстракта на трисбуфере с рН 9,1-9,5
Раствор готовят на дистиллированной воде. 30,3 г трис (гидроксиметил) аминометана растворяют в 300 см3 воды, доводят значение pH до 9,1 концентрированной соляной кислотой и оставляют на 1 сут. Затем проверяют pH и при необходимости доводят значение pH повторно до 9,1. Конечный объем раствора получают добавлением дистиллированной воды до объема 500 см3.
Рабочее разведение трисбуфера получают добавлением девяти частей стерильной дистиллированной воды к одной части концентрированного раствора. 
К 100 см3 рабочего 10-кратного раствора трисбуфера добавляют 3 г мясного экстракта (бифэкстракт) и доводят значение pH до 9,1 - 9,5 добавлением 1 N раствора гидроксида натрия. 
17.2.3.3. Подготовка мембранных фильтров
Фильтрующие мембраны должны быть подготовлены к анализу в соответствии с указаниями организации-изготовителя (листовка-аннотация, сопровождающая фильтры).
18.2.3.4. Подготовка фильтровального аппарата
Для фильтрования исследуемой воды используют фильтрующую установку с тангенциально-радиальным движением жидкости, например типа МФМ-0142, или аналоги, которые состоят из фильтродержателя, перистальтического насоса и емкости объемом 10 л и более для исследуемой воды.
Перед фильтрацией фильтродержатель протирают ватным тампоном, смоченным спиртом, ректификованным 70%, и обжигают. После охлаждения в ложу нижней тарелки фильтродержателя помещают стерильным пинцетом подготовленный мембранный фильтр и смачивают стерильной дистиллированной водой. При этом необходимо не допускать образования воздушных пузырей под мембраной. Затем фильтр прижимают обручем и верхней тарелкой фильтродержателя и закрепляют зажимами, равномерно завинчивая со всех сторон. К фильтровальной установке присоединяют шланги с помощью штуцеров: входящий, подающий исследуемую воду, и отводящий. 
17.2.3.5. Концентрирование вирусов из проб воды
Перед концентрированием исследуемую пробу воды доводят до значения pH 5,5 - 6,0 путем добавления концентрированной соляной кислоты или 10%-ным раствором гидроксида натрия.
Исследуемый объем воды со значением pH от 5,5 до 6,0 наливают в емкость фильтрующей установки, крышку емкости тщательно закрепляют зажимами и включают насос, в результате чего исследуемую воду подают на мембранный модуль давлением на уровне от 2 до 3 бар, которая проходит сквозь фильтр. Скорость прохождения воды через мембрану должна составлять 20 см3/мин. 
После окончания фильтрации насос отключают, сбрасывают давление из фильтровальной емкости, а входящий и отходящий шланги отсоединяют от фильтродержателя. 
17.2.3.6. Элюция сконцентрированных вирусных частиц
Элюцию вирусов осуществляют закрытым способом, не вынимая мембранного фильтра из модуля. Для этого осуществляют смыв вирусов с фильтра путем продавливания через него 60 см3 элюента (3 %-ного бифэкстракта на трисбуфере со значением pH 9,1 - 9,5) в три приема по 20 см3 двумя одноразовыми трехкомпонентными шприцами объемом 20 см3.
Шприц, содержащий 20 см3 элюента, с помощью стыковочных штуцеров присоединяют к быстроразъемному соединению модуля в точке прикрепления шланга входящей воды, а пустой шприц прикрепляют к модулю в точке прикрепления шланга выходящей воды. Элюент многократно продавливают через фильтр из верхнего шприца в нижний и наоборот. Процедуру повторяют шесть - восемь раз. Каждую порцию получаемого элюата переносят в стерильный флакон и pH полученного элюата доводят до 7,0 - 7,5 1N раствором соляной кислоты. Собранный элюат подвергают вторичному концентрированию при помощи ПЭГ 6000 или ультрафильтрации. 
17.2.3.7. Вторичное концентрирование элюата
При необходимости проводят вторичное концентрирование элюатов одним из двух методов:
а) С использованием ПЭГ 6000
Полученный элюат переносят в центрифужный стакан и добавляют в него ПЭГ 6000 и хлористый натрий до конечных концентраций 10% и 0,6 М соответственно. Смесь тщательно перемешивают до растворения ПЭГ и хлористого натрия и выдерживают в течение 10 - 12 ч при температуре 4 °C. Полученную суспензию центрифугируют при 10 000 g в течение 1 ч или при 6000 g в течение 2 ч. Надосадочную жидкость удаляют, а осадок растворяют в 6 см3 стерильной дистиллированной воды и подвергают антибактериальной обработке. 
б) С использованием метода ультрафильтрации
Ультрафильтрацию первичного элюата проводят с использованием стерильных шприцевых насадок с ультрафильтрационной мембраной (УМ). Насадку с УМ крепят на шприц, заполняют первичным элюатом. После прохождения всего объема первичного элюата для снятия вируса с мембраны в шприц вносят от 6 до 10 см3 элюента (3 %-ный раствор бифэкстракта на трисбуфере со значением pH 9,1 - 9,5), который продавливают через мембрану с адсорбированным вирусом в стерильный флакон, после чего полученный элюат доводят до нейтральных значений pH (7,0) 1М раствором соляной кислоты и подвергают антибактериальной обработке. 
17.2.3.8. Антибактериальная обработка
Антибактериальная обработка проводится одним из двух способов:
а) Антибактериальная обработка элюатов с помощью хлороформа
Обработку хлороформом производят путем его добавления в стеклянный флакон с элюатом из расчета 3 см3 хлороформа на 10 см3 элюата, интенсивно встряхивают в течение 10 мин и центрифугируют в течение 10 мин при скорости 2000 об/мин для разделения фаз. Верхнюю жидкую фракцию отбирают пипеткой в стерильный флакон и добавляют в элюат из расчета 100 МЕ/см3 пенициллина и 10,0 мг/см3 стрептомицина. 
Запрещается использовать для антибактериальной обработки с помощью хлороформа пластиковые флаконы и пипетки (за исключением изделий из полиэтилена или иного пластика устойчивого к хлороформу). 
б) Антибактериальная обработка элюатов с помощью фильтрующих насадок
Альтернативным способом селективной деконтаминации без использования хлороформа является мембранная фильтрация через шприцевые фильтрующие насадки с диаметром пор 0,22 мкм. В случае наличия густой взвеси, допускается предварительная фильтрация через насадки с диаметром пор 0,45 мкм. При использовании данного способа обработки, требуемый объем концентрата пробы фильтруют в стерильную емкость через одну или несколько фильтрующих насадок.  
Примечание - При использовании мембранной фильтрации для селективной деконтаминации пробы следует особое внимание уделять герметичности и надежности всей  системы для предотвращения ее разгерметизации под давлением и разбрызгивания потенциально инфицированного материала.
17.2.3.9. Хранение элюата
Стерильные элюаты делят на две равные порции и хранят до проведения испытания при температуре плюс (6±2) °C не более 24 ч.
При температуре минус 20°C элюаты можно хранить в течение одного года. При необходимости многократного исследования элюат дополнительно делят на несколько порций для того, чтобы избежать повторного замораживания. 
17.2.3.10. Обеззараживание и контроль стерильности фильтровального модуля
После проведенного концентрирования проводят обеззараживание установки и контроль стерильности фильтровального модуля. Для этого через шланги и установку предварительно со скоростью 20 см3/мин пропускают 100 см3 РНК-содержащего фага MS2 в концентрации 102 БОЕ/мл в качестве непатогенного биологического трейсера для оценки эффективности обеззараживания шлангов и фильтродержателя. После чего проводят непосредственно обеззараживание.
Для этого в емкости объемом 1 дм3 готовят 6 %-ный раствор перекиси водорода и через подающий шланг установки со скоростью 20 см3/мин пропускают дезинфицирующий раствор через фильтрующий модуль, останавливая обработку на 15 мин контакта в середине процесса. После обеззараживания проводят промывку установки от дезинфицирующего раствора водопроводной водой объемом 1 дм3, а затем стерильной дистиллированной водой объемом 500 см3. 
Для оценки стерильности фильтровальной установки и ее готовности для концентрирования каждой новой пробы воды проводят посев 10 см3 полученного смыва дистиллированной водой шлангов и фильтродержателя в трех повторностях на предмет наличия фага MS2. Обнаружение фага MS2 проводится в соответствии с действующими методическими рекомендациями.
В случае обнаружения фагов MS2 в смыве результат концентрирования вирусов из последующей пробы воды считают недействительным. 
17.2.4. Концентрирование вирусов с использованием картриджа с фильтром из стекловолокна (картриджная фильтрация) 
17.2.4.1. Область применения
Метод рекомендуется для концентрирования вирусов из питьевой воды централизованного, в том числе горячего, водоснабжения, воды технического водоснабжения воды поверхностных пресных водоемов, воды подземных источников водоснабжения, очищенных сточных вод, вод бассейнов и аквапарков.
Метод пригоден для работы, как с напорными, так и безнапорными водоисточниками.
17.2.4.2. Оборудование, расходные материалы и реактивы 
Для проведения метода рекомендуются приборы, оборудование и расходные материалы, указанные в разделе 4, а также следующие:
· Лабораторный насос для напорной фильтрации;
· Картридж цилиндрический пластиковый с внутренним диаметром 40,0 мм и высотой 145 – 160 мм;
· Насос перистальтический со скоростью потока 85 – 100 см‑/мин;
· Устройство для набивки картриджей (ручной пресс);
· Установка фильтровальная для картриджей со стекловолокном с возможности подсоединения к водопроводному крану, расходометром и счетчиком воды (см. схему на Рис. 1);
· Центрифуга лабораторная рефрижераторная при ускорении минимум 3500 g и с температурой плюс 4 °С; 
· Шейкер ротационный;
· Штатив лабораторный Бунзена;
· Вода дистиллированная;
· Гидроксид натрия ч.д.а.;
· Кислота аминоуксусная, ч.д.а.;
· Кислота соляная ч.д.а.; 
· Натрий фосфорнокислый двузамещенный 2-водный ч.д.а.;
· Перекись водорода медицинская или техническая (например, марки А по ГОСТ 17788 с содержанием основного вещества 37,5 %); 
· Трис (гидроксиметил) аминометан; 
· Экстракт мясной (бифэкстракт); 
· Хлороформ очищенный по ГОСТ 20015-88;
·  Раствор антибиотиков-антимикотиков, содержащий 10000 ед./см3 пенициллина, 10 мг/см3 стрептомицина и 25 мкг/см3 амфотерицина В;
Примечание - Допускается использовать более концентрированные растворы антибиотиков с последующим их разбавлением стерильным физиологическим раствором или деионизованной водой.
· Стекловолокно натрий-кальциевое, например, марки BOURRE 785 NE Isover или аналог;
· Мембранные шприцевые фильтрующие насадки с диаметром пор 0,45 и 0,22 мкм.
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Рисунок 1. Принципиальная схема установки картриджной фильтрации.
17.2.4.3. Приготовление растворов
Приготовление 1М раствора глицина
7,5 г глицина растворяют в 100 см3 дистиллированной воды и тщательно размешивают.
Срок хранения раствора – 1 месяц при температуре плюс (6±2) °С.
Приготовление 30 %-ного раствора мясного экстракта
30,0 г сухого мясного экстракта растворяют в 100 см3 в дистиллированной воды и тщательно перемешивают.
Срок хранения раствора – 1 месяц при температуре плюс (6 ± 2) °С.
Приготовление 1 М раствора соляной кислоты 
Во 915 см3 дистиллированной воды аккуратно залить 85 см3 концентрированной соляной кислоты.
Срок хранения раствора – бессрочно при комнатной температуре в пластиковом флаконе.
Приготовление 3 М раствора соляной кислоты 
Во 750 см3 дистиллированной воды аккуратно залить 250 см3 концентрированной соляной кислоты.
Срок хранения раствора – бессрочно при комнатной температуре в пластиковом флаконе.
Приготовление 1М раствора гидроксида натрия
В 800 см3 дистиллированной воды аккуратно растворить 40,0 г гидроксида натрия и довести конечный объем до 1000 см3 дистиллированной водой.
Срок хранения раствора – бессрочно при комнатной температуре в пластиковом флаконе.
Приготовление 3М раствора гидроксида натрия
В 800 см3 дистиллированной воды аккуратно растворить 120,0 г гидроксида натрия и довести конечный объем до 1000 см3 дистиллированной водой.
Срок хранения раствора – бессрочно при комнатной температуре в пластиковом флаконе.
Приготовление 6 %-ного раствора перекиси водорода
Приготовления 1 дм3 раствора необходимо 162 см3 перекиси водорода медицинской (37 %) смешать с 838 см3 дистиллированной воды и тщательно перемешать.
Срок хранения раствора – 24 ч при комнатной температуре в темном месте.
Приготовление 0,15 М раствора натрия фосфорнокислого
2,67 г натрия фосфорнокислого двузамещенного 2-водного растворить в 100 см3 воды дистиллированной и тщательно перемешать.
Срок хранения раствора – 1 месяц при температуре плюс (6±2) °С.
Приготовление элюента
Смешивают 15 см3 1М раствора глицина, 30 см3 30 %-ного раствора мясного экстракта и 255 см3 дистиллированной воды. Перед использованием доводят значение рН раствора до 9,5 при помощи 3 М раствора NaOH.
Срок хранения раствора – 1 сут при температуре плюс (6±2) °С.
17.2.4.4. Обеззараживание фильтровальной установки
Для обеззараживания фильтровальной установки (Рис.1) соединяют шлангами насос и фильтровальную установку с установленным вместо картриджа отрезком шланга. Концы первого и последнего шланга погружают в емкость с 10 дм3 6 % раствора перекиси водорода. Для одновременной обработки нескольких установок их подсоединяют последовательно. Включают насос и пропускают перекись в течение 30 мин, после чего сливают отработанную перекись в канализацию, разбавляя водой. Затем пропускают через установку 10 дм3 водопроводной воды для удаления остатков перекиси. 
17.2.4.5. Подготовка картриджа с фильтром из стекловолокна
Для картриджей диаметром 40,0 мм готовят 3 навески стекловолокна по 13,0 г. В обеззараженную емкость наливают по 1,5 дм3 дистиллированной воды и помещают в него навески, разместив каждую отдельно. Пустой картридж с открытым нижним краном помещают в устройство для набивки фильтров. Навеску стекловолокна, помещают в картридж и запрессовывают с помощью устройства, предварительно отжав из стекловолокна избыток воды. Повторяют операцию с остальными двумя навесками, запрессовав их последовательно, после чего закручивают крышку картриджа. Картридж закрепляют вертикально в штативе или на стенде фильтровальной установки, затем при помощи водоструйного насоса последовательно пропускают через фильтр следующие жидкости:
- 200 см3 раствора 1М HCl,
- 500 см3 дистиллированной воды,
- 200 см3 раствора 1М NaOH,
- 2000 см3 дистиллированной воды.
После прохождения всех жидкостей замыкают верхний и нижний штуцеры картриджа друг на друга, после чего помещают картридж в стерильный пакет, тщательно закрывают и хранят до исследования в бытовом холодильнике при температуре плюс (6±2) °С не более 7 дней. 
17.2.4.6. Концентрирование вирусов из проб воды
Для отбора проб с одновременным концентрированием вирусов на напорных источниках с помощью фильтрации на картридже с фильтром из стекловолокна, вначале, фильтровальная установка (Рис.1) монтируется без картриджа. Согласно инструкции к фильтровальной установке, обеззараженный входной шланг достают из упаковки и одним концом подключают к оборудованному напорному источнику, а вторым концом через быстросъемный разъем к выходному шлангу. Открывают кран и спускают воду в течение 15 мин. Затем кран на напорном источнике закрывают. Картридж с фильтром из стекловолокна извлекают из упаковки и устанавливают его в фильтровальную установку. Входной шланг подсоединяют к входному разъему картриджа, а выходной шланг к выходному разъему картриджа, оборудованному краном. Кран картриджа должен находиться в открытом положении. Снова открывают кран напорного источника и производят отбор пробы. При помощи расходомера и крана установки скорость фильтрации регулируют на уровне приблизительно 100 дм3/ч. Фильтруют не менее 50 дм3 пробы. После окончания фильтрования кран напорного источника и кран картриджа закрывают, картридж отсоединяют и, не сливая свободную воду, замыкают входной и выходной разъем картриджа друг на друга. Картридж помещают в промаркированный герметичный пакет, а использованный входной шланг в отдельную упаковку для последующего обеззараживания. При необходимости отбора нескольких проб последовательно для каждой новой пробы используют новый обеззараженный входной шланг и новый подготовленный картридж. 
При невозможности проведения отбора проб воды с одновременным концентрированием вирусов, пробы отбирают в стерильные или обеззараженные емкости одноразового или многоразового использования и доставляют в лабораторию для проведения концентрирования.
Для концентрирования проб в лаборатории установку готовят так же, как указано в п. 17.2.4.4.
Подготовленный по п. 18.2.4.5. картридж с фильтром из стекловолокна (1 на рис.1) достают из пакета, размыкают штуцеры и закрепляют в фильтровальной установке. Подсоединяют входной шланг (4 на рис.1) при помощи разъема (5 на рис.1) к выходному шлангу насоса и к входному разъему картриджа (2 на рис. 1). Приемный шланг насоса опускают в канистру с пробой. Эксплуатация насоса осуществляется согласно рекомендациям производителя.
Открывают кран на выходном разъеме картриджа (3 на рис.1) и кран на установке (9 на рис.1), включают насос и при помощи крана и расходомера (8 на рис.1) регулируют скорость фильтрации на уровне приблизительно 50 дм3/час. Фильтруют не менее 50 дм3 воды бассейнов и аквапарков. 
После окончания фильтрования кран картриджа закрывают, картридж отсоединяют и, не сливая свободную воду, замыкают входной и выходной разъем картриджа друг на друга. Картридж помещают в промаркированный герметичный пакет, а использованный входной шланг в отдельную упаковку для последующего обеззараживания. 
17.2.4.7. Элюирование и вторичное концентрирование 
Картридж со сконцентрированной пробой закрепляют в штативе Бунзена. С помощью перистальтического насоса пропускают 300 см3 элюента, не допуская осушения стекловолокна, оставляя над поверхностью фильтра столб жидкости приблизительно 1 см. Элюат собирают в стерильную емкость вместимостью 500 см3. Помещают в емкость стерильный магнит и устанавливают флакон на магнитную мешалку, добившись равномерного перемешивания раствора и доводят значение рН элюата до 3,5, измеряя значение с помощью рН-метра и добавляют по каплям раствор 3М HСl. Затем емкость с элюатом помещают на горизонтальный шейкер для равномерного перемешивания в течение 45 мин.
Примечание - После достижения нужного значения электрод рН-метра обеззараживают кратковременным погружением в раствор 3 М HСl на 5 сек, после чего ополаскивают стерильной дистиллированной водой.
По окончании перемешивания извлекают магнит из раствора и делят элюат на 6 центрифужных флаконов по 50 см3 или помещают в одну центрифужную емкость 500 см3 для последующего центрифугирования при 3500 g при температуре плюс (4±2) °С в течение 45 минут.
После центрифугирования надосадочную жидкость осторожно сливают в отдельный флакон и добавляют концентрированную перекись водорода до достижения концентрации 6% для обеззараживания. Осадок ресуспендируют многократным пипетированием в 5 см3 0,15М раствора натрия фосфорнокислого последовательно от пробирки к пробирке. Концентрат переносят в стерильную пробирку после чего объем концентрата пробы питьевой воды доводят до 10 см3. 
Для проб природной воды итоговый объем концентрата зависит от профильтрованного объема воды. Если было профильтровано 50 дм3 воды, то объем концентрата доводят до 10 см3. Если было профильтровано 40 дм3 воды, то объем концентрата доводят до 8 см3. Если было профильтровано 30 дм3 воды, то объем концентрата доводят до 6 см3.
Благодаря такому варьированию объема концентрата становится возможным исследование всего нормируемого объема (10 дм3) вне зависимости от объема профильтрованной пробы.
17.2.4.8. Антибактериальная обработка элюатов
Антибактериальная обработка проводится одним из двух способов:
а) Антибактериальная обработка элюатов с помощью хлороформа
Обработку хлороформом производят путем его добавления в стеклянный флакон с элюатом из расчета 2 см3 хлороформа на 10 см3 элюата, интенсивно встряхивают в течение 10 мин и центрифугируют в течение 20 мин при скорости 2500 g для разделения фаз. Верхнюю жидкую фракцию отбирают пипеткой в стерильный флакон и добавляют в элюат растворы антибиотиков из расчета 100 МЕ/см3 пенициллина и 10,0 мг/см3 стрептомицина, допускается использование коммерческих смесей антибиотиков-антимикотиков. 
Примечание - Запрещается использовать для антибактериальной обработки с помощью хлороформа пластиковые флаконы и пипетки, кроме изделий из пластика устойчивого к хлороформу (полиэтилен и т.д.). 
б) Антибактериальная обработка элюатов с помощью фильтрующих насадок
Альтернативным способом селективной деконтаминации без использования хлороформа является мембранная фильтрация через шприцевые фильтрующие насадки с диаметром пор 0,22 мкм. В случае наличия густой взвеси, допускается предварительная фильтрация через насадки с диаметром пор 0,45 мкм. При использовании данного способа обработки, требуемый объем концентрата пробы фильтруют в стерильную емкость через одну или несколько фильтрующих насадок.  
Примечание - При использовании мембранной фильтрации для селективной деконтаминации пробы следует особое внимание уделять герметичности и надежности всей  системы для предотвращения ее разгерметизации под давлением и разбрызгивания потенциально инфицированного материала.
17.2.4.9. Хранение элюата
Концентрат используют для заражения культур клеток. Концентрат до заражения допускается хранить не более суток при температуре (6  2) оС или до 1 года при температуре минус 18-20 оС.
При необходимости многократного исследования элюат дополнительно делят на несколько порций для того, чтобы избежать повторного замораживания.
Примечание - Допускается концентрирование вирусов другими способами, при условии, что доказанная эффективность метода не ниже, чем у методов, указанных в настоящем стандарте. 
17.3. Выделение и идентификация вирусов 
17.3.1. Общие положения
· Для выполнения анализа используют две линии клеток: RD и BGM или Hep-2.
· Источником клеток является криобанк, который создают из клеток, полученных из признанных коллекций. Процедура создания и ведения криобанка клеток приведена в Приложении Ж 3.  
· Работы с каждой линией клеток выполняют отдельно. 
· Для каждой линии клеток следует иметь отдельные флаконы со средами и сыворотками.
· Для работы с культурами клеток используют среды и растворы, прошедшие входной контроль. Процедура входного контроля приведена в Приложении Ж 1. 
· Для культивирования клеток линии BGM или Hep-2 используют среду Игла-МЕМ. Для культивирования клеток линии RD используют смесь среды Игла-МЕМ и среды Игла-ДМЕМ в соотношении 3:1.
· Перед началом использования каждого флакона с сывороткой, его следует прогреть, при (56 ± 2) °С, в течение 30 минут. 
· После окончания работы с линией следует убрать отработанный материал и посуду, тщательно обработать рабочее место 70 % этанолом, после чего включить ультрафиолетовый облучатель не менее чем на 30 минут.
· После размораживания культуры клеток из криобанка проверяют чувствительность данной линии к заражению эталонным штаммом вируса. При появлении изменений внешнего вила клеток и(или) изменении темпа их роста проводят внеплановый контроль чувствительности.
· Через каждые 15-20 пассажей, но не реже 1 раза в квартал возобновляют текущую линию клеток из криобанка.
17.3.2. Оборудование, расходные материалы и реактивы
17.3.2.1. Средства измерений, испытательное и вспомогательное оборудование 
· Баня водяная, поддерживающая температуру в диапазоне (30 – 95) °С.
· Бокс биологической защиты (ламинарный шкаф) класса А2 или выше.
· Весы с разрешающей способностью не более 1% для обеспечения максимальной допустимой погрешности 5% по массе. 
· Горелка газовая лабораторная или спиртовка.
· ДНК-амплификатор.
· Дозаторы лабораторные переменного объема, обеспечивающие дозирование требуемых объемов.
· Мешалка магнитная, с регулировкой скорости вращения магнита.
· Микроскоп инвертированный с увеличением х50 и х100.
· Микроцентрифуга-вортекс.
· Морозильник низкотемпературный, поддерживающий температуру в диапазоне не выше (минус 70) °С.
· Пипеттер автоматический.
· рН-метр, диапазон измерений (3 – 14) ед. рН, с ценой деления ± 0,01 ед. рН и допустимой точностью ± 0,1 ед. рН.
· Термометры или логгеры, позволяющие измерять температуру в диапазоне от минус 30оС до плюс 50оС;
· Термостат, поддерживающий температуру (36,5 ± 1,0) °С.
· Термостат-инкубатор СО2, поддерживающий температуру (36,5 ± 1,0) °С и обеспечивающий содержание (5,0 ± 0,1) % СО2.
· Термостат твердотельный с таймером (диапазон рабочих температур: от t окружающей среды до 99°С, точность поддержания температуры ±1°С).
· Холодильник бытовой, поддерживающий температуру в холодильной камере в диапазоне (6,0 ± 2,0) °С и не выше (минус 18)°С в морозильной камере.
· Центрифуга с максимальной скоростью вращения ротора – 15000 об/мин. 
· Штатив лабораторный.
17.3.2.2. Лабораторная посуда и расходные материалы
· Мембранные шприцевые фильтрующие насадки с диаметром пор 0,45 и 0,22 мкм (например Millex, PVDF, low proteine binding, Millipore ) .
· Посуда мерная (цилиндры) для приготовления растворов, вместимостью (50 – 1000) мл по ГОСТ 1770.
· Посуда стерильная одноразовая для работы с культурой клеток: культуральные флаконы площадью 25 и 75 см2, микропланшеты на 96 лунок; пипетки серологические 1, 5, 10 и 25 мл; пробирки центрифужные, вместимостью 15 мл; наконечники для микропипеток 100 и 1000 мкл; криопробирки, вместимостью 2 и 5 мл; криоконтейнеры.
Примечание -  Допускается использование средств измерения, вспомогательного оборудования, лабораторной посуды с аналогичными или лучшими метрологическими и техническими характеристиками, чем у вышеуказанных.
Питательные среды и химические реактивы 
17.3.2.3.1. Общие положения 
Для приготовления питательных сред и реактивов используют составные части одинакового качества и реактивы степени чистоты  ч.д.а. или их импортный аналог. 
Предпочтительнее использовать коммерчески доступные среды и реагенты, соответствующие приведенным  в методике составам, строго следуя инструкциям производителя.
Для приготовления питательных  сред используют дистиллированную или деионизированную воду, соответствующую требованиям ГОСТ 6709-72.
Контроль питательных сред и готовых коммерческих растворов осуществляется согласно процедуре, изложенной в Приложении Ж 1.
17.3.2.2. Перечень сред и реактивов 
· Вода дистиллированная или очищенная, соответствующая требованиям ГОСТ 6709-72;
· Диметилсульфоксид (DMSO);
· Перекись водорода медицинская или техническая (например, по ГОСТ 17788 с содержанием основного вещества 37,5 %);
· Питательная среда Игла ДМЕМ;
· Питательная среда Игла МЕМ с солями Эрла (например, фирмы ПАНЭКО);
· Питательная среда Игла МЕМ с солями Хенкса (например, фирмы ПАНЭКО);
· Раствор антибиотиков-антимикотиков, содержащий 10000 ед./см3 пенициллина, 10 мг/см3 стрептомицина и 25 мкг/см3 амфотерицина В;
Примечание - Допускается использовать более концентрированные растворы антибиотиков с последующим их разбавлением стерильным физиологическим раствором или деионизованной водой.
· Раствор Трипсина-ЭДТА, 0,25 %;  
· Раствор трипсина, 0,25 %;
· Среда для контроля стерильности;
· Спирт этиловый (этанол), (например, категории «Экстра» по ГОСТ 5962, 96,3 %);
· Хлороформ;
· Эмбриональная телячья сыворотка.
Примечание: Допускается использование реактивов более высокой квалификации, а также материалов с аналогичными или лучшими характеристиками, чем у вышеуказанных. 
17.3.2.3. Биологические материалы
Культуры клеток и штаммы вирусов должны быть получены из аттестованного официального источника, например из Национального Центра по лабораторной диагностике полиомиелита.
· Перевиваемая культура клеток почки зеленой мартышки BGM.
· Перевиваемая культура клеток рабдомиосаркомы человека RD.
· Штамм вируса полиомиелита 1 типа, Sabin 1, вакцинный.
· Штамм вируса полиомиелита 3 типа, Sabin 3, вакцинный.
17.3.3. Подготовка клеток к заражению
17.3.3.1. Используемую в анализе сублинию клеток необходимо обновлять 1 раз в квартал или после 15-20 последовательных пассажей. Для этого размораживают криопробирку с замороженной культурой клеток из криобанка. Криопробирку с клетками требуемой линии помещают в водяную баню с температурой 36оС. Об изъятии криопробирки из хранения делают отметки в соответствующих учетных формах (Приложение Ж 3). 
17.3.3.2. После того как содержимое растает, криопробирку протирают спиртом и переносят клеточную суспензию в культуральный флакон объемом 25 см3 с соответствующей питательной средой, содержащей эмбриональную сыворотку (10% от объема), и помещают в термостат при температуре (36,5±1,0)оС. Желательно сначала внести во флакон размороженную суспензию клеток, а затем медленно, капля за каплей, добавлять питательную среду, поскольку быстрый перенос клеток из гиперосмолярной среды с криопротектором в изоосмолярную ростовую среду может повлиять на их ростовые свойства.
17.3.3.3. Через 4 – 5 часов или более убедившись, что клетки прикрепились к поверхности, питательную среду во флаконе заменяют на свежую, чтобы избавиться от присутствия ДМСО, и инкубируют в течение 3-5 суток при температуре (36,5±1,0)оС.
17.3.3.4. После инкубации ростовую среду сливают. Монослой клеток ополаскивают питательной средой Игла МЕМ без сыворотки, после чего заливают раствором ЭДТА (линия RD) или ЭДТА-трипсин (линия BGM) (по 3 – 5 см3) и оставляют в термостате до округления и начала десорбции единичных клеток (контроль состояния монослоя выполняется методом микроскопирования). 
17.3.3.5. Десорбирующий раствор аккуратно сливают, не допуская отслаивания монослоя. Флакон закрывают и энергично встряхивают для полного отделения клеток от поверхности. Пипеткой добавляют 6 – 7 см3 среды, после чего смывают оставшиеся клетки с поверхности дна флакона при помощи пипетирования. 
17.3.3.6. Полученную взвесь вносят во флакон площадью 75 см2 со свежей ростовой средой с сывороткой. Посевы инкубируют при температуре (36,5±1,0)оС в течение 3-5 суток, после чего получают суспензию клеток способом, указанным в п.п. 17.3.3.4-17.3.3.5. 
17.3.3.7. В два флакона площадью 75 см2 вносят 45 см3 соответствующей питательной среды, 2,5 см3 эмбриональной телячьей сыворотки и 1 см3 суспензии клеток (п. 17.3.3.6.). Оба флакона 75 см2 помещают в термостат и инкубируют при температуре (36,5±1,0)оС.
17.3.3.8. Остаток клеточной суспензии используют для определения чувствительности клеток к эталонным штаммам вируса. Определение чувствительности клеток выполняется параллельно с инкубацией посевов в двух больших флаконах. Процедура определения чувствительности клеток приведена в Приложении Ж 2.
17.3.3.9. Если результаты контроля чувствительности клеток удовлетворительные, то через 3-5 суток из одного флакона 75 см2 получают клеточную суспензию в питательной среде, как описано в п.п. 17.3.3.4-17.3.3.5. Второй флакон инкубируют до 6-8 суток, после чего также получают клеточную суспензию. Таким образом, формируются две сублинии клеток, одна из которых далее перевивается в понедельник-вторник, а вторая в четверг-пятницу, что обеспечивает возможность приема и обработки проб в течение всей недели. 
17.3.3.10. Полученные клеточные суспензии используют для получения нужного количества флаконов 25 см2 с монослоем для выполнения анализа и 1 флакона 75 см2 для получения пассажа клеток на следующую неделю. Количество флаконов определяется производственной необходимостью.
17.3.3.11. Для получения флаконов с монослоем, полученный смыв добавляют в свежую ростовую среду из расчета 1 см3 смыва на 50 см3 среды, в которую предварительно была добавлена эмбриональная телячья сыворотка, из расчета: 5% от объема питательной среды. 
Полученную суспензию распределяют:
· 45-50 см3 взвеси вносят в один флакон площадью 75 см2;
· остаток суспензии по 8 см3 вносят в нужное количество флаконов площадью 25 см2 (максимально можно приготовить 38-42 флакона).
17.3.3.12. Посев во флакон площадью 75 см2 используют для следующего пассажа и подготовки флаконов для заражения через неделю, как указано в п. 17.3.3.6.
17.3.3.13. Перевивку культур клеток осуществляют последовательно в течение квартала.
Через 6 недель (приблизительно 12 пассаж) выполняют контроль чувствительности клеток к эталонным штаммам вирусов, как указано в п. 17.3.3.8. В начале следующего квартала или через 15-20 пассажей размораживают очередную криопробирку для возобновления культуры, как описано в п. 1.
Примечание: Допускаются другие варианты подготовки культур клеток, которые приняты в лаборатории, использующей настоящий стандарт, эффективность которых не уступает методике указанной в настоящем стандарте. 
17.3.4. Выполнение анализа
В качестве исследуемого материала используют концентрат пробы, полученный по одной из методик п.17.2.
Для выполнения анализа за 3-4 дня до планируемого заражения готовят по 2 или 3 флакона площадью 25 см2 клеточных культур RD и BGM или Hep-2 на каждую пробу (п. 17.3.3.11) в зависимости от объема профильтрованной воды.
Первичное заражение осуществляют путем внесения в два флакона каждой линии клеток по 0,56 см3 смеси концентрата пробы и антибиотиков (0,5 см3 концентрата + 0,06 см3 раствора антибиотиков).
Посевы инкубируют в термостате при (36,5 ± 1,0) °С до наступления цитопатического эффекта, но не более 7 дней. Цитопатический эффект оценивают ежедневно путем микроскопирования посевов при помощи инвертированного микроскопа.  
При наступлении цитопатического эффекта или после 5 – 7 дней наблюдения пробу трижды замораживают и оттаивают (примерно минус 18-20 ºС для заморозки и примерно 36 ºС для оттаивания), после чего проводят повторное заражение (1 пассаж).  
При отсутствии цитопатического эффекта в первичном заражении и первом пассаже (14 дней от момента первичного заражения) считают, что цитопатический агент отсутствует. 
При отсутствии цитопатического эффекта в первичном заражении и проявлении характерного цитопатического эффекта в первом пассаже желательно сделать подтверждающий (второй) пассаж. Однако, следует помнить, что каждый последующий пассаж увеличивает риск перекрестной и иной контаминации.
При подтверждении цитопатического эффекта в первом или втором пассаже проводят идентификацию цитопатического агента при помощи ОТ-ПЦР (п. 17.3.5.) или ИФА (п. 17.3.6.)
Примечание: Допускается использование других способов идентификации, эффективность которых не уступает методике указанной в настоящем стандарте. 
Материал пассажа с ЦПА (изоляты) направляют для идентификации  в Национальный или региональный центр по лабораторной диагностике полиомиелита.
Концентрат пробы и пассажный материал хранят до окончания исследования в замороженном виде (минус 18-20) °С. 
17.3.5. Идентификация цитопатических агентов методом ОТ-ПЦР
Для идентификации отбирают флаконы с разных этапов анализа, в которых наблюдается цитопатический эффект. Отобранные флаконы подвергают тройному циклу заморозки-оттаивания (примерно минус 18-20 ºС для заморозки и примерно 36 ºС для оттаивания) для разрушения клеток, оставшихся после культивирования. Полученную суспензию используют для идентификации цитопатических агентов методом ОТ-ПЦР.
Необходимое оборудование, расходные материалы и реактивы используются в соответствии с инструкциями к используемым коммерческим наборам для выделения искомой вирусной РНК, проведения обратной транскрипции и последующей ПЦР идентификации выделенных клонов. Все используемые тест-системы должны быть зарегистрированы и допущены к использованию на территории государства принявшего стандарт.
Выделение РНК и амплификацию подготовленного материала следует выполнять в разных помещениях с соблюдением всех требований биологической безопасности. 
17.3.6. Идентификация цитопатических агентов методом ИФА
Для идентификации отбирают флаконы с разных этапов анализа, в которых наблюдается цитопатический эффект. Отобранные флаконы подвергают тройному циклу заморозки-оттаивания (примерно минус 18-20 ºС для заморозки и примерно 36 ºС для оттаивания) для разрушения клеток, оставшихся после культивирования. Полученную суспензию используют для идентификации цитопатических агентов методом ИФА.
Необходимое оборудование, расходные материалы и реактивы используются в соответствии с инструкциями к используемым коммерческим наборам для выделения и идентификации вирусных антигенов методом иммуноферментного анализа (ИФА). Все используемые тест-системы должны быть зарегистрированы и допущены к использованию на территории государства принявшего стандарт.
17.4. Учет и выдача результатов
Если в результате исследования обнаружены цитопатогенные агенты, идентифицированные как полио или неполио энтеровирусы, то выдают результат Возбудители кишечных инфекций вирусной природы (цитопатогенные энтеровирусы): «обнаружено» в 10 дм3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт. 
Если в результате исследования цитопатогенные агенты, идентифицированные как полио или неполио энтеровирусы, не обнаоужены, то выдают результат Возбудители кишечных инфекций вирусной природы (цитопатогенные энтеровирусы): «не обнаружено» в 10 дм3 или в другом нормируемом объеме в соответствии с нормативными правовыми актами, действующими на территории государства, принявшего стандарт. 




Приложение А
(рекомендуемое)
Питательные среды
При использовании коммерческих готовых или сухих питательных сред следует соблюдать способ приготовления, применения и сроки хранения, указанные изготовителем. 
В качестве контрольных (эталонных) штаммов для проверки ростовых свойств и качества питательных сред используют тест-штаммы с типичными биохимическими свойствами из официально признанных коллекций микроорганизмов, отличающиеся генетической стабильностью и изученными фенотипическими характеристиками, в том числе чувствительностью к антибактериальным препаратам. В условиях лаборатории штаммы должны сопровождаться паспортом и храниться в соответствии с действующими санитарными правилами таким образом, чтобы возможность мутаций и контаминации культур была минимальной.
А.1. Фуксин-сульфитная среда Эндо
А.1.1. Основная модификация
Готовят из сухого препарата по способу, указанному на этикетке. Если на поверхности среды заметны следы влаги, чашки перед посевом необходимо подсушить. Срок хранения чашек со средой не более 2-3 суток в темноте, если производителем не оговорены другие сроки.
А.1.2. Повышение дифференцирующих свойств среды 
Для повышения дифференцирующих свойств среды в готовую и охлажденную до (60-70) °С среду перед разливкой в чашки допускается прибавлять на 100 см3 среды 0,2 см3 5%-ного спиртового раствора основного фуксина. Срок хранения раствора фуксина - не более 1 мес.
А.1.3. Модификацию среды Эндо с добавлением розоловой кислоты
Допускается в тех случаях, когда мембранные фильтры зарастают микрофлорой, не относящейся к бактериям кишечной группы, помимо фуксина добавлять на 100 см3 среды Эндо 0,2 см3 5 %-ного спиртового раствора розоловой кислоты. Срок хранения раствора розоловой кислоты – не более 1 мес. Модификацию среды Эндо с добавлением розоловой кислоты используют только при работе методом мембранной фильтрации.

А.2. Лактозный бульон с борной кислотой
Растворяют в 1 л дистиллированной воды: 10 г пептона, 12,2 г калия фосфорнокислого двузамещенного (безводного), 4,1 г калия фосфорно-кислого однозамещенного (безводного), 3,2 г борной кислоты,  5,0 г лактозы.
После растворения всех ингредиентов при нагревании, среду остужают до комнатной температуры и разливают по 5 см3 в пробирки с поплавками или комочками ваты, стерилизуют при температуре 112°C в течение 12 мин.
При поступлении новой партии борной кислоты следует проводить количественный биологический контроль питательной среды.
Срок хранения пробирок со средой в холодильнике при температуре (4-8)°С не более  2 недель.

А.3. Железо-сульфитный агар 
В 1000 см3  стерильного расплавленного питательного агара добавляют 10,0 г глюкозы, нагревают до растворения, разливают мерно во флаконы, автоклавируют при температуре 112°C в течение 12 минут (основная среда). 
20%-й раствор сульфита натрия (Na2SO3) и 8%-й раствор железа серно-кислого закисного (FeSO4) или железа хлористого (FeCl2) готовят непосредственно перед употреблением в стерильной посуде на стерильной дистиллированной воде. 
Раствор сульфита натрия нагревают до полного растворения. Перед выполнением исследование в 100 см3  расплавленной основной среды вносят 5 см3  20%-го раствора сульфита натрия, перемешивают, затем вносят 1 см3  8%-го раствора сернокислого железа, перемешивают и стерильно разливают в пробирки высоким столбиком 12-15 см3 для работы методом мембранной фильтрации в пробирках или во флаконы для работы методом мембранной фильтрации в чашках. 
pH среды 7,2. Стерилизация при 0,5 атм. в течение 15 минут. Срок хранения пробирок или флаконов со средой в холодильнике при температуре (4-8)°С не более  2 недель. 
А.4.  Среда Дрейка 10 (аспарагиновый бульон с этанолом)
Растворяют 2 г D,L–аспарагин, 1 г L–пролина, 1 г калия фосфат двухзамещенного безводного, 0,5 г магния сульфата семиводного, 10 г калия сульфата безводного в 1200 см3 дистиллированной  воды. Установливают рН (7,2±0,2), автоклавировируют при 121°С 15 мин. К охлажденной после автоклавирования среде в асептических условиях добавляют 30 мл этанола, профильтрованного через мембранный фильтр с диаметром пор 0,22мкм. 
Срок хранения в темноте не более трех месяцев. 
А.5. Глюкозо-пептонная среда
Готовят из сухой питательной среды промышленного производства согласно инструкции производителя.
Для приготовления концентрированной глюкозо-пептонной среды навеску увеличивают в 10 раз. 
Готовую среду стерилизуют при температуре 112°C в течение 12 мин.
А.6. Лактозо-пептонная среда
Готовят из сухой питательной среды промышленного производства согласно инструкции производителя.
Для приготовления концентрированной глюкозо-пептонной среды навеску увеличивают в 10 раз. 
Готовую среду стерилизуют при температуре 112°C в течение 12 мин.
А.7. Щелочно-полимиксиновая среда (ЩЕС)
Состав (обычная концентрация): 
1) раствор 1:  мясопептонный бульон 70,0 см3; натрий хлористый 0,5 г; глюкоза 1,0 г; дрожжевой экстракт 2,0 см3 (или 2 г); 
2) раствор 2:  вода дистиллированная 15,0 см3;  натрий углекислый 0,53 г; 
3) раствор 3: вода дистиллированная 10,0 см3; натрий углекислый 0,25 г.
Состав (удвоенная концентрация):
Растворы 1, 2 и 3 стерилизуют раздельно при температуре 112°C в течение 12 мин. После стерилизации растворы смешивают, проверяют pH 10,0-10,2, прибавляют 20000 единиц полимиксина М, 0,5 см3 1,6%-го спиртового раствора бромтимолового синего, разливают в пробирки по 5 см3.
1) раствор 1: мясопептонный бульон 70,0 см3; натрий хлористый 1,0 г; глюкоза 2,0 г;  дрожжевой экстракт 4,0 см3 (или 4 г);
2) раствор 2:  вода дистиллированная 15,0 см3;  натрий углекислый 1,1 г;   
3) раствор 3:  вода дистиллированная 10,0 см3;   натрий углекислый 0,5 г.
В среду удвоенной концентрации добавляют 40000 единиц полимиксина М и 1 см3 бромтимолового синего. Разливают в колбы или флаконы по 10, 50 и 100 см3 соответственно количеству исследуемой воды.
А.8. Среда Бонде
Готовят из сухой питательной среды промышленного производства согласно инструкции производителя.
Или растворяют 28 г натрия лимоннокислого трехзамещенного, 15 г натрий-аммоний фосфорнокислого, 10 г калия фосфорнокислого однозамещенного, 2 г магния сернокислого в 1000 см3 дистиллированной  воды. 
Автоклавировируют при 121°С 15 мин. К охлажденной после автоклавирования среде в асептических условиях добавляют 5 см3 0,01% водного раствора кристаллического фиолетового на каждые 100 см3 среды. 
Срок хранения в темноте не более трех месяцев. 
Приготовление 0,01% водного раствора кристаллического фиолетового:
В 99,99 г деионизированной воды растворить 0,01 г кристаллического фиолетового.
А.9. Солевой агар с маннитом и теллуритом калия
Солевой агар с маннитом промышленного производства (среда № 10, Mannitol salt agar и др.) готовят согласно инструкции производителя.
В расплавленную и остуженную готовую среду, в асептических условиях на каждые 100 см3 среды добавляют 0,05 мл коммерческого 2 % раствора теллурита калия, после чего среду разливают в чашки Петри.
А.10. Желточно-солевой агар
Желточно-солевой агар готовится на основе коммерческого питательного агара. Коммерческий питательный агар (ГРМ-агар, триптон-соевый агар, СПА, ПА и др.) готовится согласно инструкции производителя. На каждые 100 см3 питательного агара добавляют 6,5 г хлористого натрия.
Полученный солевой агар разливают во флаконы по 200 мл и автоклавировируют при 121°С 15 мин. 
На 100 см3 расплавленного и остуженного до 47±2оС солевого агара добавляют 20 см3 рабочего раствора желтка. После полного размешивания агар разливают в чашки по 15 - 17 см3. Чашки можно хранить в холодильнике до 1,5 - 2 недель.
Приготовление рабочего раствора желтка.
На дно стерильной чашки помещают яйцо, которое тщательно протирают ватой, смоченной спиртом. Пинцетом пробивают с двух противоположных сторон яйца 2 отверстия. Через одно из этих отверстий из яйца полностью удаляют белок, а затем, несколько увеличив отверстие, выливают желток в стерильную колбу со стерильными стеклянными бусинами. К желтку постепенно частями по 20 - 30 см3 добавляют 180 - 200 см3 стерильного изотонического раствора NaCl. Затем содержимое тщательно встряхивают.


Приложение Б
(рекомендуемое)
Постановка теста на определение цитохромоксидазы
[bookmark: i337237]Б.1. Общие положения
Цитохромоксидаза является конечным ферментом дыхательной цепи у бактерий с аэробным типом дыхания. Определение данного фермента является важным диагностическим тестом. Энтеробактерии цитохромоксидазой не обладают, поскольку у них нитратный тип дыхания. P. aeruginosa оксидазоположительна. Цитохромоксидазой также обладает ряд нецелевых микроорганизмов схожих по морфологическим и культуральным свойствам с E.coli – аэромонады,  с Sigella spp. – Plesiomonas shigeloides, и другие.
Для определения цитохромоксидазы могут быть использованы как приготовленные реактивы, так и коммерческие тест-системы и реактивы промышленного производства, зарегистрированные в установленном порядке. 
В качестве реактива для определения цитохромоксидазы допустимо использовать однокомпонентный или двухкомпонентный реактив. 
Перед каждой серией определений выполняют контрольное исследование с эталонными штаммами из рабочей коллекции эталонных культур лаборатории: E. coli (отрицательный контроль) и P. aeruginosa или P. fluorescens (положительный контроль). Тестовые штаммы должны демонстрировать типичную реакцию.
Б. 2. Приготовление реактивов:
Б.2.1. Однокомпонентный реактив Ковача 
Реактив готовят ex tempore: 
- тетраметил-n-фенилендиамина гидрохлорид — 0,5 г 
- вода дистиллированная — до 100,0 мл 
Б.2.2.  Двухкомпонентный реактив Гэби-Гедли 
Раствор А: 
- α-нафтол — 1,0 г 
- спирт этиловый (95-96%) — до 100,0 мл 
Раствор Б: 
- N,М-диметил-n-фенилендмамин — 1,0 г 
- спирт этиловый (95-96%) — до 100,0 мл 
Растворы сохраняются во флаконах темного стекла с притертыми пробками: раствор А — до 1 мес., раствор Б — до 1 нед. Перед употреблением к 3 частям раствора А добавляют 7 частей раствора Б.
Б.3. Постановка ускоренного теста
Мембранный фильтр с выросшими на нем колониями переносят с питательной среды на кружок фильтровальной бумаги большего диаметра, чем фильтр, обильно смоченный одним из реактивов по  Б.2. 
При использовании реактива по Б.2.1 и наличии цитохромоксидазной активности колонии в течение 1–4 мин окрашиваются в фиолетово-коричневый цвет. 
В случае необходимости дальнейшей идентификации цитохромоксидазоотрицательных бактерий проводят пересев колоний на подтверждающие среды непосредственно с мембранного фильтра, расположенного на кружке фильтровальной бумаги с реактивом. Время пересева не ограничено.
При использовании реактива по Б.2.2 и наличии цитохромоксидазной активности колонии в течение 1–4 мин окрашиваются в синий цвет.
При появлении первых признаков положительной реакции (синее окрашивание колоний), но не более, чем через 4 мин, мембранный фильтр переносят обратно на питательную среду. В случае необходимости дальнейшей идентификации цитохромоксидазоотрицательных бактерий, пересев колоний на подтверждающие среды целесообразно производить не сразу же после проявления реакции, а после выдерживания на питательной среде свыше 5 мин. 
При использовании готовых коммерческих реактивов руководствуются инструкцией производителя.
Б.4 Постановка стандартного теста
Полоску фильтровальной бумаги помещают в пустую чашку Петри и смачивают двумя-тремя каплями одного из указанных выше реактивов по  п. Б.2  для оксидазного теста. 
Для постановки теста используется культура полученная на питательном агаре или другой безуглеводной среде. Материал наносят штрихом или бляшкой на подготовленную фильтровальную бумагу с помощью платиновой или одноразовой пластиковой бактериологической  петли, деревянной или стеклянной палочки.
Примечание - Металлическая петля из нихрома дает ложноположительную реакцию при работе с реактивом тетраметил-п-фенилендиамин гидрохлоридом. 
Оксидазный тест считают положительным, если в течение 1 мин появляется окрашивание в сине-фиолетовый цвет. Тест считают отрицательным, если цвет в месте нанесения культуры не изменяется.
При использовании коммерческих тест-систем руководствуются инструкцией производителя.


Приложение В
(рекомендуемое)

Определение грампринадлежности
[bookmark: i391687]В.1. Общие положения
Определение грампринадлежности (типа клеточной стенки) является одним из основополагающих диагностических тестов. Энтеробактерии, псевдомонады, легионеллы,  имеют грамотрицательный тип клеточной стенки. Энтерококки и клостридии грамположительны. 
Тип клеточной стенки допустимо определить при помощи окраски по Граму или при помощи теста Грегерсона. 
В.2. Окраска по Граму
В.2.1. Приготовление реактивов для окраски препаратов по Граму
1. Карболовый раствор генциана фиолетового готовят следующим образом: 
1 г генциана фиолетового, 10 мл ректификованного этилового спирта, 5 г фенола растирают в ступке, добавляя 100 мл дистиллированной воды.
2. Раствор Люголя готовят следующим образом: 
1 г йода, 2 г йодистого калия растворяют в 300 мл дистиллированной воды. Хранят во флаконе из темного стекла.
3. Фуксин Циля готовят следующим образом: 
1 г основного фуксина, 10 мл спирта этилового ректификованного, 54 г фенола растирают в ступке, добавляя 100 мл дистиллированной воды.
В.2.2. Выполнение окраски
1. На обезжиренное спиртом предметное стекло наносят петлей 1 каплю дистиллированной воды.
2. Вносят небольшое количество культуры из анализируемой колонии или субкультуры с питательного агара и распределяют по поверхности стекла.
3. Мазок высушивают при комнатной температуре и фиксируют трехкратным проведением через пламя горелки.
4.  На препарат накладывают полоску фильтровальной бумаги и на нее наливают карболовый раствор генциана фиолетового на 0,5 - 1 мин, снимают бумагу.
5. Наливают раствор Люголя на 0,5—1 мин, сливают раствор Люголя.
6. Наносят этиловый спирт и обесцвечивают мазок в течение 0,5 - 1 мин до прекращения отхождения фиолетовых струй красителя.
7. Затем стекло тщательно промывают водой и докрашивают в течение 1 - 2 мин фуксином Циля, разведенным 1:10 дистиллированной водой.
После промывания и просушивания препарата мазок микроскопируют: грамотрицательные микроорганизмы имеют розовую окраску; грамположительные микроорганизмы окрашиваются в фиолетовый цвет.
Допускается использовать коммерческие наборы для окраски согласно инструкции производителя. 
С каждой серией мазков выполняют окраску контрольного мазка из смеси E. coli и S. aureus.
В.3. Тест Грегерсена
Петлю суточной агаровой культуры испытуемого штамма суспендируют на предметном стекле в капле 3 %-ного раствора КОН. При положительной реакции, свойственной грамотрицательным микроорганизмам, через несколько секунд жидкость в капле приобретает слизистую консистенцию, и при отрыве петли предметного стекла слизистые нити тянутся на расстояние 0,5–2,0 см. Учет результатов пробы рекомендуется проводить на темном фоне.




Приложение Г
(рекомендуемое)
Реактив Ковача на индол
Растворяют 5 г пара-диметиламинобензальдегида в 75 см3  амилового спирта на водяной бане при температуре 60°C. Затем медленно добавляют 25 см3  концентрированной соляной кислоты. Приблизительно через 6 ч, после изменения цвета, реактив готов для употребления. Цвет готового реактива должен быть от светло-желтого до светло-коричневого. 
Примечание - При использовании некачественного амилового спирта реактив может приобрести темный цвет. 
Реактив следует хранить при температуре 6±2°C в темном месте во флаконе из коричневого стекла. Срок хранения - две недели.
Допускается использовать коммерческий реактив.



Приложение Д
(обязательное)
Питательные среды и реактивы для определения L.pneumophila
Д.1. Кислотный буфер
Для приготовления кислотного буфера отдельно готовят растворы А и Б.
Раствор А (0,2 моль/л раствор соляной кислоты (HCl)) готовят в стеклянном флаконе с завинчивающейся крышкой, путем добавления 17,4 мл концентрированной HCl (уд. вес 1,18 г/мл, массовая доля 35,4% ч.д.а.) или 20 мл концентрированной HCl (уд.вес 1,16 г/мл, массовая доля 31,5%, ч.д.а.) в 1000 мл дистиллированной воды. Срок годности реактива неограничен.
Примечание: Срок годности раствора А неограничен, поскольку при каждом приготовлении кислотного буфера его рН контролируется инструментально.
Раствор Б (0,2 моль/л раствор калия хлорида (КCl) готовят в стеклянном флаконе с завинчивающейся крышкой, путем растворения 14,9 г KCl (ч.д.а.) в 1000 мл дистиллированной воды2. Срок годности реактива неограничен.
Примечание: Срок годности раствора Б неограничен, поскольку при каждом приготовлении кислотного буфера его рН контролируется инструментально.
Далее смешивают 3,9 мл раствора А и 25 мл раствора В.
рН раствора доводят до значения (2,2±0,2) ед. рН путем добавления раствора гидроксида калия KOH (ч.д.а.) молярной концентрации 1 моль/л.
Приготовленный буфер хранят в холодильнике в стеклянных флаконах с завинчивающимися крышками не дольше 1 месяца.
Примечание: Для удобства работы при исследовании большого количества проб, раствор Б готовят в емкости вместимостью 5 л, после чего разливают по 400 мл в стерильные флаконы вместимостью 0,5 л с завинчивающимися крышками. Буфер готовят путем добавления 62,4 мл раствора А во флакон с 400 мл раствора Б и последующим доведением рН до нужного значения.
Д.2. Триптон-соевый агар (TSA)
Предусматривается использование коммерческой питательной среды производства Merck, HiMedia или аналогичного. Приготовление осуществляется согласно рекомендациям производителя. 
Д.3. Питательный агар (ПА)
Предусматривается использование коммерческой питательной среды производства Оболенск, Merck, HiMedia или аналогичного. Приготовление осуществляется согласно рекомендациям производителя. 
Д.4. Буферный угольно-дрожжевой агар (БУДРАГ) = Buffered Charcoal Yeast Extract agar (BCYE) и буферный угольно-дрожжевой агар с селективными добавками (БУДРАГаб = BCYEab)
Д.4.1. Общие положения
Легионеллы являются микроорганизмами чрезвычайно требовательными к условиям культивирования и, прежде всего, к качеству питательной среды и, в частности, к значению рН среды. В связи с этим, в настоящем стандарте не приводится вариант ее ручного изготовления. Для анализа следует использовать среды промышленного производства, отдавая предпочтение средам, содержащим ACES буфер, который позволяет поддерживать нужное значение рН в течение всего срока инкубации. 
Примечание - Для эффективного выделения легионелл из воды предпочтительней использовать Buffered Charcoal Yeast Extract agar medium (BCYE) производства OXOID или Merck. 
Ростовые свойства среды могут снижаться из-за перегрева при автоклавировании или при длительном содержании при высокой температуре, а также зависят от качества компонентов среды. В связи с этим, обязательным условием использования данной среды является выполнение регулярного контроля ее ростовых свойств. В связи с особенностями легионелл (длительность культивирования, отсутствие альтернативной неселективной контрольной среды, несоответствие мутности по стандарту мутности 10 ед. реальному содержанию микробных клеток) выполнение количественного биологического контроля BCYE среды требует  особого подхода, который выполняют согласно рекомендациям ISO 11731. 
Д.4.2. Приготовление среды
Приготовление среды должно выполняться в строгом соответствии с инструкциями производителя и состоит из приготовления базисной среды и внесения ростовых и при необходимости селективных (GVPC) добавок. 
Примечание - Циклогексимид, входящий в состав GVPC селективной добавки, является гепатотоксическим веществом, поэтому все операции связанные с приготовлением и использованием добавки следует проводить в перчатках.
Д.4.3. Контроль качества BCYE и BCYEab 
Д.4.3.1. Общие положения
Количественный контроль сред BCYE и BCYEab осуществляется по ISО 11133 и заключается в определении показателей производительности (PR) и селективности (SF). 
Показатель производительности (PR) определяется в параллельном посеве суспензии эталонной культуры Legionella pneumophila 1 на чашку среды ранее приготовленной партии, которая выполняет функцию контрольной среды, и чашку свежеприготовленной среды, с последующим вычислением показателя. В качестве альтернативного контрольного материала может служить материал пробы с достаточным количеством искомого микроорганизма. Посев выполняется методом мембранной фильтрации. 
Значение показателя производительности (PR) должно быть не менее 0,7. 
Показатель селективности (SF) определяют только для среды с селективными добавками - BCYEab. Исследование выполняют методом истощающего штриха, путем посева эталонных культур E.faecalis (штамм 489 или аналогичный) и E.coli (штамм ATCC 25922, M17-02 или аналогичный), параллельно на исследуемую (BCYEab) и контрольную неселективную среду (TSA, ПА). 
На BCYEab рост этих культур должен полностью подавляться (SF = 0 баллов). 
Д.4.3.2. Подготовка заражающей дозы для контроля BCYE и BCYEab сред из эталонной культуры тестового штамма Legionella pneumophila 1
Для контроля BCYE и BCYEab сред используют эталонный штамм L.pneumophila 1 ATCC 33152, полученный из признанного источника (НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи или др.) или свежевыделенный штамм L. pneumophila 1, после проверки его эталонных свойств.
При длительном культивировании в лабораторных условиях штаммы L.pneumophila способны относительно легко адаптироваться к росту на питательных средах, которые не способны поддерживать рост «диких» штаммов. В связи с этим для контроля BCYE среды подходят только штаммы прошедшие не более 10 последовательных пересевов с момента восстановления культуры, полученной из признанного источника, или после выделения «дикого» штамма L.pneumophila из пробы.
Для обеспечения достаточного количества биомассы тестового штамма при минимизации пересевов целесообразно создавать два запаса культуры: запас эталонной культуры и запас культуры для целевого использования. 
Запас эталонной культуры представляет собой определенный объем суспензии тестового штамма в питательном бульоне с добавлением криопротектора в криопробирках при температуре минус (75±5)оС, предназначенный для приготовления запаса культуры для целевого использования. При отсутствии низкотемпературного морозильника допускается хранение запаса эталонной культуры при минус (18-20)оС.
Запас культуры для целевого использования представляет собой определенный объем -6 разбавления стандартной суспензии в физиологическом растворе в криопробирках при температуре минус (75±5)оС, содержащий заражающую дозу L. pneumophila и предназначенный для выполнения контроля BCYE среды. При отсутствии низкотемпературного морозильника допускается хранение запаса культуры для целевого использования при минус (18-20)оС.
Для приготовления запаса эталонной культуры восстановленную или свежевыделенную культуру высевают на BCYE среду в виде газона петлей или шпателем и инкубируют в СО2-инкубаторе или термостате при (37±1)оС в течение 3-5 суток. Полученную культуру с помощью большой бактериологической петли переносят в 2-3 пробирки с бульоном, и суспендируют растирая о стенку пробирки, после чего встряхивают на миксере при умеренных оборотах для уменьшения степени образования аэрозоля. Все работы связанные с образованием аэрозоля выполняют в боксах биологической защиты не ниже IIa класса.  Манипуляцию повторяют до достижения видимой глазу мутности суспензии (ориентировочно 10 ед. оптического стандарта мутности (ОСО)). После получения требуемой суспензии в пробирку добавляют ДМСО (диметилсульфоксид) в количестве равном 1/10 от объема суспензии. Суспензию перемешивают, распределяют, приблизительно, по 1,0-1,2 мл в криопробирки объемом 2 мл после чего замораживают при минус (75±5)оС. При условии бесперебойной работы низкотемпературного морозильника срок хранения культур не ограничен. При отсутствии низкотемпературного морозильника допускается хранение запаса эталонной культуры при минус (18-20)оС.
Запас культуры для целевого использования готовят из запаса эталонной культуры. Сначала размороженную культуру L. pneumophila высевают на BCYE среду, ранее проверенной варки, в виде газона петлей или шпателем и инкубируют в СО2-инкубаторе или термостате при (37±1)оС в течение 3-5 суток. Параллельно делают высев на ПА для контроля чистоты культуры и контроля эталонных свойств (потребность в ростовых добавках). 
После проверки эталонных свойств, выращенную культуру суспендируют в стерильном физиологическом растворе до получения суспензии приблизительно соответствующей по мутности 10 ед. ОСО. Затем полученную суспензию разбавляют в 10 раз стерильным физ.раствором (-1 разбавление). Под контролем нефелометра Densimat (BioMerieux) или аналогичного мутность -1 разведения доводят до 1,0 ед. McFarland. Полученную суспензию разбавляют до -6 разбавления (суспензию -6 разбавления готовят не в одной, а в 2-3 пробирках для последующего создания достаточного запаса культуры для целевого использования). 
Для контроля концентрации культуры для целевого использования из одной из подготовленных пробирок с -6 разбавлением по 0,1 мл высевают на три чашки BCYE прямым или мембранным методом. 
Далее во все пробирки с -6 разбавлением  добавляют ДМСО в количестве равном 1/10 от объема разбавления, перемешивают, распределяют в криопробирки приблизительно по 1,0-1,2 мл и замораживают при минус (75±5)оС. Это будет культура для целевого использования. При отсутствии низкотемпературного морозильника допускается хранение запаса культуры для целевого использования при минус (18-20)оС.
После 3-5 суток инкубации учитывают результат контроля посевной дозы и рассчитывают концентрацию полученной и замороженной культуры для целевого использования. Результат заносят в «Журнал ведения запаса культуры L. pneumophila для целевого использования». Журнал ведется в произвольной форме. В нем отражают источник культуры, дату создания, концентрацию целевых микроорганизмов в материале и рекомендации по коррекции дозы. Ориентировочно, содержание микроорганизма должно быть в пределах 50 - 100 КОЕ/0,1 мл (-6 разведения). Если концентрация полученной суспензии не соответствует указанному диапазону, то в журнал также вносят рекомендации по коррекции заражающей дозы. (Коррекция дозы заключается в увеличении или уменьшении объема суспензии  культуры для целевого использования для достижения уровня 50 – 100 КОЕ тестового штамма в посеве.) 
Для восполнения запаса культуры для целевого использования размораживают новую пробирку из запаса  эталонной культуры и подготовку суспензии повторяют, как описано выше. Так как запас культуры для целевого использования хранится при минус, его восполнение проводят произвольно по мере расходования.
Д.4.3.3. Подготовка заражающей дозы для контроля BCYE и BCYEab сред из нативной пробы воды, содержащей целевые микроорганизмы
В качестве контрольного материала для контроля BCYE и BCYEab сред может использоваться вода пробы, которая содержит достаточное количество L. рneumophila (около 1000000 КОЕ/л = 100 КОЕ/0,1мл). Посевная доза рассчитывается исходя из степени контаминации пробы. Предпочтительной для контроля среды является концентрация L. pneumophila в пределах 50 – 100 КОЕ/0,1 мл пробы. 
Для создания запаса культуры для целевого использования из нативной пробы вначале выполняется посев на BCYEab среду для оценки концентрации целевых микроорганизмов. Посевной объем пробы определяется по результатам исследования пробы, которые были получены ранее. Посевы инкубируют в СО2-инкубаторе или термостате при (37±1)оС в течение 3-5 суток. После учета результата выполняют расчет посевной дозы для проведения контроля среды. Предпочтительной является концентрация L. pneumophila в пределах 50 – 100 КОЕ/0,1 – 0,5 мл пробы. При необходимости материал пробы можно разбавить.
Результат заносят в «Журнал ведения запаса культуры L. pneumophila для целевого использования». Журнал ведется в произвольной форме. В нем отражают источник культуры, дату создания, концентрацию целевых микроорганизмов в материале и рекомендации по коррекции дозы. 
Пробу распределяют по 9 мл в 2 - 3 стерильные пробирки и добавляют 1,0 мл ДМСО (диметилсульфоксида), перемешивают, распределяют в криопробирки приблизительно по 1,2 – 1,5 мл и замораживают при минус (75±5)оС. Это будет культура для целевого использования. При отсутствии низкотемпературного морозильника допускается хранение запаса культуры для целевого использования при минус (18-20)оС.
Объем заражающей дозы будет зависеть от концентрации L. pneumophila в пробе.
Д.4.3.4. Выполнение процедуры контроля BCYE и BCYEab сред
Д.4.3.4.1. Определение показателя производительности PR 
Из-за уникальных потребностей легионелл в ростовых добавках использовать в качестве контрольной неселективной среды ПА, TSA или аналогичные среды невозможно. Поэтому контрольной средой служит проверенная BCYE среда предыдущей варки. 
Для выполнения контроля размораживают криопробирку с культурой из запаса культуры для целевого использования, приготовление которого описано выше. 
Чашку свежеприготовленной среды и проверенной среды предыдущей варки подсушивают в боксе биологической защиты.
Далее выполняют параллельный посев 0,1 мл подготовленной суспензии тестового микроорганизма на контрольную и исследуемую чашки. Посев выполняют методом мембранной фильтрации (п.7). При необходимости объем посевной дозы может быть скорректирован согласно результатам контроля из «Журнала ведения запаса культуры L. pneumophila для целевого использования». Перед посевом заражающую дозу вносят в 10 мл физиологического раствора.
Инкубацию посевов осуществляют в СО2-инкубаторе при 37°С в течение 3-5  суток, после чего учитывают результат и рассчитывают значение показателя производительности:

           , где                                                                                               (Х)
PR – значение производительности;
N иссл -  количество колоний выросших на исследуемой среде;
N контр - количество колоний выросших на контрольной среде.
Среду новой варки считают пригодной, если показатель производительности Pr ≥0,7. 
Результат заносят в бланк контроля BCYE среды.
Д.4.3.4.2. Определение показателя селективности SF 
Показатель селективности (SF) определяют только для среды с селективными добавками - BCYEab. Исследование выполняют методом истощающего штриха, путем посева эталонных культур E.faecalis 489 и E.coli ATCC 25922, параллельно на исследуемую (BCYEab) и контрольную неселективную среду (TSA, ПА). 
На контрольной неселективной среде рост должен наблюдаться во всех секторах посева. На BCYEab среде рост этих культур должен полностью подавляться (SF = 0 баллов). 
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Приложение Е  
(обязательное)
Классификация бактерий рода Shigella
	Под-группа
	Вид
	Серовар
	Под-
серовар
	Сокращенная антигенная формула

	А
	S.dysenteriae
	1-10
	-
	

	В
	S.flexneri
	1
	1а
	I: 4…

	
	
	
	1b
	I: 6…

	
	
	2
	2а
	II: 3,4…

	
	
	
	2b
	II: 7,8…

	
	
	3
	3a
	III: 6,7,8…

	
	
	
	3b
	III: 3,4,6…

	
	
	
	3с
	III: 6…

	
	
	4
	4а
	IV: 3,4…

	
	
	
	4b
	IV: 6…

	
	
	5
	*
	V: 7,8…

	
	
	6
	-
	VI: -

	
	
	X-variant
	-
	-: 7,8…

	
	
	Y- variant
	-
	-: 3,4

	С
	S.boydii
	1-15
	-
	

	D
	S.sonnei
	-
	-
	


*S.flexneri встречается в виде двух подсероваров: 5а (V: 4) и 5b (V: 7)

I. Сыворотки агглютинирующие адсорбированные моновалентные:
1. К антигенам бактерий рода Shigella, не ферментирующих маннит:
S.dysenteriae – 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12   
2. К антигенам бактерий рода Shigella, ферментирующих маннит:
S.flexneri  – типовые I,  II,  III,  IV, V, VI;
S.flexneri  – групповые 3, 4, 6, 7, 8;
S.sonnei к антигенам I, II фазы;
S.boydii – 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18
II. Сыворотки агглютинирующие адсорбированные поливалентные:
1. К антигенам бактерий рода Shigella, не ферментирующих маннит:
S.dysenteriae – 1, 2;  
  – 3, 4, 5, 6, 7;  
  – 8, 9, 10, 11, 12  
2. К антигенам бактерий рода Shigella, ферментирующих маннит:
S.flexneri – I, II, III, IV, V;
S.flexneri – I, II, III, IV, V, VI, sonnei;
S.boydii   – 1, 2, 4, 5, 7, 9, 12; 
                 –  3, 6, 8, 10, 11;   
     –  13, 14, 15



















Приложение Ж  
Процедуры обеспечения качества вирусологического анализа
Приложение Ж.1.
Контроль качества питательных сред и растворов
1. Общие положения
Все ростовые среды и растворы коммерческого производства должны подвергаться обязательному входному контролю.
Входной контроль включает в себя:
· проверку документации;
· проверку упаковки;
· оценку внешнего вида;
· контроль стерильности.
2. Получение сред и реактивов
При получении сред, растворов и реактивов проверяют:
· наличие сопроводительной документации (паспорт, инструкция по применению и др.); 
· соответствие данных, представленных в сопроводительной документации, с информацией на флаконах со средой, раствором или реактивом (названия, серии, соответствие дат сроков годности и производства);
· количество емкостей со средой или раствором.
3. Проверка и хранение документации
Среды, растворы и реактивы, поступившие впервые, по возможности, должны сопровождаться  следующими документами:
· регистрационное удостоверение;
· лицензии производителя на право деятельности;
· паспорт или сертификат соответствия на среду, раствор или реактив;
· протокол контрольного испытания (только для сред);
· инструкцией по использованию (только для сред).
Среды, растворы и реактивы, поступившие повторно, по возможности, должны сопровождаться  следующими документами:
· паспорт на среду или реактив;
· протокол контрольного испытания (только для сред);
· инструкцией по использованию (только для сред).
Документы хранятся в течение всего срока использования данной партии среды или реактива.
4. Хранение сред, растворов и реактивов. Контроль условий хранения
Хранение осуществляют согласно условиям, указанным в документации на реактив или среду. 
Контроль температуры хранения сред, растворов и реактивов проводят 1 раз в неделю.
Контроль времени хранения реактивов, растворов и сред осуществляется один раз в квартал. 
При превышении срока годности  питательной среды или раствора и наличии значительных остатков, ее срок годности может быть продлен согласно процедуре, установленной в лаборатории, использующей стандарт. Если такой процедуры не существует или среда или раствор не прошли контроль, то их остатки утилизируются в установленном порядке.
При превышении сроков годности реактива и наличии его значительного количества продление его срока годности возможно, если существует процедура количественного или другого контроля питательной среды,  для приготовления которой он используется. Реактив считается пригодным, если среда, в состав которой он входит, демонстрирует удовлетворительные результаты контроля. Если такой процедуры не существует или реактив не прошел контроль, то его остатки утилизируются в установленном порядке.
5. Контроль внешнего вида питательных сред и растворов. Контроль стерильности 
Контроль партии питательной среды проводится выборочно. Из партии отбирают требуемое количество флаконов, которое рассчитывают по формуле:

  где
n – число емкостей необходимое для контроля;
N – число емкостей в партии.
5.1. Контроль внешнего вида
Контроль внешнего вида сред и растворов осуществляют визуально (в лучах проходящего света), после встряхивания флакона. Внешний вид сред или растворов должен соответствовать описанию производителя. Не допускается наличие опалесценции, осадка, посторонних включений. 
5.2. Контроль стерильности
5.2.1. Общие положения
Контроль стерильности питательных сред и растворов является исследованием, которое очень чувствительно к перекрестной контаминации, что требует особого внимания к условиям проведения анализа.
Для максимального предотвращения ложноположительных результатов из-за возможной контаминации посевов из окружающей среды необходимо соблюдать ряд требований:
· исследование проводят в боксе биологической безопасности 2 класса защиты (ламинарный шкаф);
· перед проведением исследования рабочую зону ламинарного шкафа обрабатывают ультрафиолетом в течение 30 минут;
· все работы выполняют в стерильном многоразовом или одноразовом боксовом халате, стерильных перчатках, маске, шапочке.
5.2.2. Выполнение исследования
· Питательную среду для контроля стерильности (тиогликолевую среду) готовят за несколько дней до проведения исследования и выполняют контроль ее стерильности и ростовых свойств (качественно).
· Поверхность требуемого количества флаконов с контролируемой средой или раствором обрабатывают 70 % этанолом и помещают в рабочую зону ламинарного шкафа.
· Флакон открывают, а горловину обжигают над пламенем горелки.
· По 1 мл из каждого флакона с максимальным соблюдением стерильности вносят в две пробирки с тиогликолевой средой, которые были промаркированы заранее (название препарата, дата, температура инкубации). Посев каждого образца препарата производят отдельной пипеткой в толщу питательной среды без выдувания. 
· Одну пробирку инкубируют при температуре (36,5  1,0) °С для выявления мезофильных организмов, другую – при температуре (22,0  2,0) °С для выявления дрожжей, дрожжеподобных и плесневых грибов. Одновременно с серией посевов, инкубируют по 1 пробирке незасеянной среды в качестве контроля. Пробирки инкубируют в течение 14 суток, ежедневно контролируя результат.
· Отсутствие изменений питательной среды во всех пробирках свидетельствует о стерильности препарата.
· При помутнении среды хотя бы в одной пробирке из материала посева готовят мазок и окрашивают его по Граму для подтверждения микробной природы помутнения (при длительной инкубации возможно выпадение неспецифического преципитата). Возможно использование фазово-контрастной микроскопии. 
· Если природа микробного загрязнения подтвердилась, то выполняют повторное исследование на таком же количестве емкостей по процедуре описанной выше. 
· Если снова наблюдается рост и подтверждается микробная причина загрязнения, то партия среды или раствора признается нестерильной и бракуется, согласно процедуре, принятой в лаборатории использующей стандарт.














Приложение Ж.2.
Определение тканевой цитопатической дозы ТЦД50% (lg ТЦД50%)
1. Общие положения
ТЦД50% или тканевая цитопатическая доза 50%, это наименьшее количество вирусных частиц, которое вызывает повреждение и гибель клеток в 50% посевов. Данный показатель можно выразить в виде абсолютного количества вирусных частиц в единице объема или в виде отрицательного логарифма разбавления исходной суспензии вируса. Чаще используют lg ТЦД50%.
ТЦД50% является универсальным инструментом, который позволяет, как определить чувствительность культур клеток к эталонному штамму вируса, так и оценить концентрацию (титр) вирусных частиц исследуемого или эталонного штамма вируса на культуре клеток с известной чувствительностью.
2. Выполнение исследования
· Исследуемую или контрольную культуру клеток готовят как указано в п.18.3.3. Монослой формируют в лунках полистиролового планшета из расчета 36 лунок на 1 исследование + 12 лунок для контроля клеток, как указано на Схеме Е2.1.
· Перед заражением проводят смену питательной среды. В лунки вносят по 150 мкл среды.
· В день исследования выполняют серийные десятикратные разбавления исходной суспензии эталонного штамма вируса или исследуемого вируссодержащего материала. 
Для этого:
· в 9 пробирок вносят 900 мкл питательной среды, для соответствующей линии клеток, которая используется в исследовании (см. п. 18.3.1.);
· 100 мкл исходной суспензии эталонного штамма вируса или исследуемого вируссодержащего материала вносят в 1 пробирку и тщательно перемешивают пипетированием (-1 разбавление);
· Сменив наконечник, переносят 100 мкл -1 разбавления в следующую пробирку (-2 разбавление) и т.д. до последней 9 пробирки (-9 разбавление). 
· По 50 мкл каждого разбавления вносят в 4 лунки с монослоем клеток (1-9 ряд). См. Схему Е2.1.
· В лунки рядов 10-12 вносят по 50 мкл стерильной питательной среды (отрицательный контроль). 
· Посевы инкубируют в СО2-инкубаторе при температуре (36,5  1,0) °С и 5 % СО2 в течение 5 суток. Все лунки просматривают ежедневно на предмет наличия цитопатогенного эффекта (ЦПЭ) в лунках каждого разбавления. Во всех лунках отрицательного контроля ЦПЭ должен отсутствовать.

	Обозначения

	
	пустая лунка

	
	лунка с монослоем

	
	зараженная лунка с монослоем

	
	лунка с ЦПЭ



Схема Е2.1. Схема заполнения лунок полистиролового планшета с монослоем при определении ТЦД50.
3. Расчет результата
Для каждого разбавления рассчитывают величину Sn - долю лунок с цитопатическим эффектом, по отношению к общему числу зараженных емкостей и выражают ее в частях единицы. 
			, гдеSn = NЦПЭ / N


n – отрицательный логарифм степени разбавления;
NЦПЭ – количество емкостей (лунок) с ЦПЭ
N – количество зараженных емкостей (лунок)
Например: если из 4 лунок, зараженных -7 разбавлением тестовой суспензии вируса, ЦПЭ обнаружен в 3, то S-7 = 3 / 4 = 0,75 (см. Схему Е2.1.).
Затем рассчитывают величину S, которая является суммой всех Sn.
S = ∑ Sn

Логарифм ТЦД 50% рассчитывают по формуле Кербера:
В сокращенном варианте, когда логарифм первого разбавления равен -1, а логарифм коэффициента разбавления равен 1, формула Кербера будет выглядеть следующим образом:
					, гдеlog10ТЦД50% = - (S+0,5)

S– сумма долей флаконов или лунок с цитопатическим эффектом к общему числу зараженных емкостей для каждого разбавления.
Например: если S = 6,75, то log10ТЦД50% = - (6,75+0,5) = -7,25, 
что равно 107,25 вирусных частиц в 50 мкл вируссодержащего материала (см. Схему Е2.1.).
ВНИМАНИЕ: Полученный результат является логарифмом ТЦД 50% для объема исходной суспензии, которым выполнялось заражение. 
Если необходимо ТЦД 50% выразить для другого объема исходной   суспензии, то выполняют перерасчет по формуле:
									, гдеlog10ТЦД50% (Vx) = log10ТЦД50% (Vy) + log10(Vx/ Vy)

Vx – объем, на который следует пересчитать ТЦД 50%;
Vy – объем заражения в эксперименте.
Например: 
если заражение выполняли объемом 50 мкл, а значение log10ТЦД50% следует выразить на 100 мкл, то:
log10ТЦД50% (100мкл) = log10ТЦД50% (50 мкл) + log10(100/50) = log10ТЦД50% (50 мкл) +0,3,
если на 1 мл (1000 мкл), то:
log10ТЦД50% (1 мл) = log10ТЦД50% (50 мкл) + log10(1000/50) = log10ТЦД50% (50 мкл) +1,3;
Ход анализа и значения ТЦД50% вносят в соответствующие формы бланков. 




Приложение Ж.3.
Создание криобанка культур клеток
1. Общие положения
Для непрерывного обеспечения работы свежими культурами клеток в течение длительного времени и максимального обеспечения стабильности их свойств, каждую культуру клеток, полученную из референсной лаборатории, восстанавливают, проверяют и создают криобанк данной линий клеток. 
Криобанк культур клеток представляет собой совокупность емкостей (криопробирок) содержащих замороженную взвесь клеток в ростовой среде с криопротектором диметилсульфоксидом (DMSO). Криобанк хранится при температуре ниже минус 70оС.
Ведение клеточных линий сопряжено с постоянным риском их контаминации микоплазмами, L-формами бактерий, другими бактериями, грибами, а также риском перекрестной контаминации клетками другой линии или вирусами, поэтому при ведении культур клеток и создании криобанка следует придерживаться ряда правил сформулированных в Руководстве ВОЗ по вирусологическим исследованиям полиомиелита:
· Культуры клеток получают только из признанных источников: национальных банков клеток, референсных центров или лабораторий;
· Всю информацию о клетках при поступлении и в процессе использования фиксируют в учетных формах соответствующего образца: ФБ 2.152, ФБ 2.587, ФБ 2.588, ФБ 2.589;
· Никогда не работают одновременно с различными типами клеток одновременно. Желательно, чтобы работа с каждым типом клеток велась отдельно с однодневным перерывом между типами. Это предотвращает перекрестную контаминацию клетками другого типа. Все рабочие зоны в период между работой с различными типами клеток подлежат тщательной уборке и деконтиминации штатными дезсредствами и ультрафиолетом;
· Перевивают клеточные культуры в чистых помещениях, удаленных от помещений, где выполняется текущая культуральная работа или выделение вируса. Это уменьшает риск контаминации микоплазмами и посторонними вирусами;
· Все флаконы с культурой клеток должны быть плотно закрыты. Открывают их тогда, когда это абсолютно необходимо;
· Все ростовые среды должны быть стерильны, а сыворотки, используемые в их составе, предварительно инактивированы при 56оС в течение 30 минут;
· На всех флаконах должна быть четкая маркировка: тип клеток, номер пассажа, даты пассажа и смены среды;
· Никогда не дотрагиваются горловиной флакона с ростовой средой до горлышка культурального флакона при добавлении или смене ростовой среды. Никогда не используют одну пипетку для розлива среды в разные культуральные флаконы. Один флакон – одна пипетка;
· Не рекомендуется субкультивирование клеток свыше 15-20 пассажей из-за высокой вероятности контаминации микоплазмами;
· Перед созданием банка клеток все монослои культур должны быть тщательно проверены. Здоровые клеточные культуры образуют монослой с нормальной скоростью, имеют прозрачную и не слишком желтую (т.е. не кислую) среду. Чувствительность клеток должна быть меньшей или равной указанной в паспорте. Если в паспорте чувствительность не указана, то приемлемой считают чувствительность не выше 6 log10 ТЦД50%.
2. Создание криобанка культур клеток
2.1. При получении линии клеток из национальной коллекции культур клеток, референсного центра или референсной лаборатории проверяют соблюдение условий доставки клеток,  соответствие доставленных клеток заказу, а также проверяют наличие и соответствие сопровождающей документации: регистрационного удостоверения, лицензии, паспорта на клетки.
2.2. Паспорт на культуру клеток должен содержать следующую информацию:
· наименование клеточной культуры, коллекционный шифр;
· происхождение клеточной культуры;
· количество клеток в емкости;
· номер пассажа и дата закладки клеток на хранение;
· условия, режим хранения и жизнеспособность клеток после размораживания;
· ростовые свойства (способ культивирования, питательная среда, посевная концентрация, метод снятия клеток, кратность рассева, температура культивирования, частота пассирования);
· подлинность (морфология, кариологическая характеристика, молекулярно-генетические методы исследования); 
· стерильность;
· присутствие посторонних вирусов, в том числе эндогенных;
· туморогенность;
· онкогенность;
· количество рекомендованных пассажей;
· чувствительность к штаммам вируса.
Содержания паспорта может отличаться у разных коллекций.
Рекомендуется  разработать форму учета и контроля свойств культуры клеток и форму учета культур клеток и вирусов, заложенных на хранение.
2.3. Полученную культуру клеток вносят в два культуральных флакона 75 см2 с ростовой средой и инкубируют в течение 3-5 суток при температуре (36,5±1,0)оС. Для культивирования клеток линии BGM или Hep-2 используют среду Игла-МЕМ. Для культивирования клеток линии RD используют смесь среды Игла-МЕМ и среды Игла-ДМЕМ в соотношении 3:1.
2.4. В день криоконсервации тщательно просматривают посевы в микроскоп и убеждаются, что сформировавшийся монослой состоит из молодых здоровых клеток, без дефектов, после чего ростовую среду сливают. 
2.5. В каждом флаконе монослой клеток ополаскивают питательной средой Игла МЕМ без сыворотки, после чего заливают раствором ЭДТА (линия RD) или ЭДТА-трипсин (линия BGM) (по 3 – 5 см3) и оставляют в термостате до округления и начала десорбции единичных клеток (контроль состояния монослоя выполняется методом микроскопирования). 
2.6. Десорбирующий раствор аккуратно сливают, не допуская отслаивания монослоя. Флаконы закрывают и энергично встряхивают для полного отделения клеток от поверхности.
2.7. Пипеткой добавляют 6 – 7 мл среды, после чего смывают оставшиеся клетки с поверхности дна флакона при помощи пипетирования.
2.8. Полученную суспензию из каждого флакона переносят в центрифужные пробирки вместимостью 15 мл и центирфугируют при 500 g 10 минут при температуре (20,0 ± 1,0) °С.
2.9. Надосадочную жидкость удаляют, а осадок в каждой пробирке тщательно ресуспендируют в 10 мл  соответствующей питательной среды, содержащей 10 % DMSO и 10 % эмбриональной сыворотки. 
2.10. Полученную суспензию расфасовывают по 1 мл в маркированные криопробирки, которые ставят в специальный криоконтейнер и помещают в низкотемпературный морозильник при температуре ниже -70оС. Таким образом, получают 20 криопробирок с 1 (первым) пассажем культуры клеток.
2.11. Для каждого криоконтейнера рекомендуется оформлять схему закладки культур клеток и вирусов в криобанке (Схема Ж.3.1), которая представляет собой схематичное изображение криоконтейнера, на котором обозначается тип линии культуры клеток, внутренний шифр, номер пассажа и дата закладки. Каждую пробирку отмечают в виде ячейки криоконтейнера с заливкой серым цветом. При изъятии криопробирки в ячейке схемы указывают дата выемки.
2.12. Для контроля культуры клеток через несколько дней после криоконсервации размораживают одну криопробирку и ее содержимое переносят в культуральный флакон 25 см2 с соответствующей средой роста. 
2.13. Через 4 – 5 часов (при необходимости дольше) убедившись, что клетки прикрепились к поверхности, питательную среду во флаконе заменяют на свежую, чтобы избавиться от присутствия ДМСО, и инкубируют в течение 3-5 суток при температуре (36,5±1,0)оС.
2.14. После того, как сформируется полный здоровый монослой (на 3 – 5 день) клетки перевивают на флакон площадью 75 см2. 
2.15. Через 3 – 5 дней после визуального контроля монослоя клетки перевивают на два флакона  площадью 75 см2 и параллельно проводят контроль чувствительности культуры клеток путем определения ТЦД50% (Приложение Ж.2.). Ход исследования и результаты контроля отражают в соответствующей форме бланка, кроме того, результаты контроля чувствительности 1 пассажа вносят в бланк учета и контроля свойств культуры клеток.  
2.16. При получении удовлетворительных результатов чувствительности из обоих флаконов получают клеточную суспензию 4 (четвертого) пассажа и замораживают (п.п. 2.3.-2.11). 
2.17. Криокультуру 4 пассажа используют для выполнения анализа в течение квартала, как указано в п.п. 18.3.3.- 18.3.4.
2.18. После того как закладка 4 пассажа заканчивается, размораживают криопробирку 1 пассажа и выполняют действия с п. 2.12. по 2.17.
2.19. Когда закладка 1 пассажа будет подходить к концу, из референсной организации получают новую линию клеток, из которой снова создают криобанк, как указано в настоящем приложении. 
2.20. Один раз в квартал, после размораживания очередной криопробирки с 4 пассажем вносят изменения в журнал учета культур клеток и вирусов, заложенных на хранение.
 
Схема Ж.3.1. Пример схемы закладки культур клеток и вирусов на -70оС
	ШТАТИВ № 1
	1
	2
	3
	4
	5
	Дата 
закладки

	BGM (Р-424)
(1 пассаж)
	 
	 
	 
	 
	 
	24.04.2024

	
	 
	 
	 
	 
	24.07.
2024 
	

	
	 
	 
	 
	 
	 
	

	BGM (Р-424)
(4 пассаж)
	 
	 
	 
	 
	 
	09.05.2024

	
	 
	 
	 
	 
	 10.06
2024
	













Приложение Ж.4.
Ведение рабочей коллекции эталонных штаммов вирусов
1. Общие положения
В Рабочей коллекции эталонных штаммов вирусологической лаборатории должен иметься эталонный штамма полиовируса Polio 1 вакцинный и(или) Polio 3 вакцинный, полученный из НЛ/РРЛ ВОЗ в ФГАНУ «ФНЦИРИП им.М.П.Чумакова РАН» или иного референсного центра.
Эталонные штаммы полиовирусов используются для контроля чувствительности культур клеток к заражению энтеровирусами, который выполняется через каждые 6-12 пассажей клеток.
Для непрерывного обеспечения лаборатории контрольным вируссодержащим материалом в течение длительного времени и максимального обеспечения стабильности свойств эталонных штаммов вирусов, создают криобанк полученных штаммов полиовирусов. 
Криобанк культур эталонных штаммов вирусов представляет собой совокупность емкостей (криопробирок) содержащих замороженную взвесь вирусных частиц в ростовой среде. Криобанк хранится при температуре ниже -70оС.
Ведение эталонных штаммов вирусов сопряжено с постоянным риском перекрестной контаминации проб, линий клеток и штаммов между собой, поэтому при использовании эталонных штаммов полиовирусов и создании криобанка следует придерживаться ряда правил сформулированных в Руководстве ВОЗ по вирусологическим исследованиям полиомиелита:
· Эталонные штаммы полиовирусов получают только из признанных источников: национального или регионального центра по лабораторной диагностике полиомиелита;
· Всю информацию об эталонных штаммах вирусов при поступлении и в процессе использования фиксируют в учетных формах соответствующего образца;
· Все работы с вирусами выполняют исключительно в вирусологическом боксе, который отделен от культурального бокса тамбуром и направленным током воздуха из-за перепада давления в помещениях;
· Никогда не работают одновременно с разными штаммами полиовирусов одновременно. 
· Никогда не работают с эталонными штаммами вирусов одновременно с выполнением проб. 
· Все рабочие зоны в период между работой с различными штаммами вирусов и между работой с эталонными штаммами и пробами подлежат тщательной уборке и деконтиминации штатными дезсредствами и ультрафиолетом;
· Все флаконы с зараженными культурами клеток должны быть плотно закрыты. Открывают их тогда, когда это абсолютно необходимо;
· Все ростовые среды должны быть стерильны, а сыворотки, используемые в их составе, инактивированы при 56оС в течение 30 минут;
· На всех флаконах должна быть четкая маркировка: тип клеток, номер пассажа, даты пассажа и смены среды, штамм вируса;
· Никогда не дотрагиваются горловиной флакона с ростовой средой до горлышка культурального флакона при добавлении или смене ростовой среды. Никогда не используют одну пипетку для розлива среды в разные культуральные флаконы. Один флакон – одна пипетка;
· Концентрацию вируса в материале контролируют путем титрования - определения ТЦД50% вируссодержащего материала на двух линиях клеток: RD и BGM или Hep-2. ТЦД50%  1 пассажа эталонного штамма вируса после его получения должна быть меньшей или равной указанной в паспорте для данной линии клеток, в противном случае делают дополнительный пассаж для повышения титра.
2. Создание криобанка эталонных штаммов полиовирусов
При получении эталонного штамма вируса проверяют соблюдение условий доставки клеток,  соответствие доставленного штамма заказу, а также проверяют наличие и соответствие сопровождающей документации;
Данные паспорта: название, номер пассажа, дату поступления, ТЦД50% эталонного штамма вируса для линий клеток, указанных в паспорте – заносят в бланк учета и контроля свойств эталонного штамма вируса и форму учета культур клеток и вирусов, заложенных на хранение, а также заполняют формы, регламентированные законодательством страны, принявшей стандарт;  
Культуру клеток нужной линии готовят, как указано в п.18.3.3. во флаконе 25 см2;
В день заражения ростовую среду сливают и ополаскивают монослой клеток фосфатным буфером, после чего вносят 0,2 см3 подготовленной суспензии вируса. 
Культуру оставляют в термостате при температуре (36,5±1,0)оС на 1 час для адсорбции вируса на клетках, после чего добавляют поддерживающую среду.
Посевы инкубируют в течение 3-5 суток при температуре (36,5±1,0)оС до почти полной деструкции монослоя. Контроль состояния монослоя выполняется ежедневно методом микроскопирования. Также посевы проверяют на отсутствие бактериального или грибкового заражения.
В день криоконсервации культуральную жидкость переносят в центрифужные пробирки вместимостью 15 мл и центирфугируют при 1000 g 20 минут. 
Надосадочную жидкость расфасовывают по 0,25 мл в маркированные криопробирки, которые ставят в специальный криоконтейнер и помещают в низкотемпературный морозильник при температуре ниже -70оС. Таким образом, получают около 40 криопробирок с 1 (первым) пассажем эталонного штамма вируса. Остаток материала используют для определения ТЦД50%  на двух линиях клеток: RD и BGM или Hep-2 (Приложение Ж.2.).
ТЦД50% должна быть не меньше паспортного значения для соответствующей линии клеток. Если концентрация вируса ниже паспортного значения, то выполняют дополнительный пассаж для повышения концентрации вирусных частиц в материале и повторяют закладку.
Ход исследования и результаты контроля отражают в соответствующих формах бланков, кроме того, результаты контроля чувствительности 1 пассажа вносят в бланк учета и контроля свойств эталонных штаммов вирусов. Количество криопробирок, заложенных на хранение, вносят в форму учета культур клеток и вирусов, заложенных на хранение.   
Для каждого криоконтейнера оформляется схема закладки культур клеток и вирусов в криобанке, которая представляет собой схематичное изображение криоконтейнера, на котором обозначается тип вируса, внутренний шифр, номер пассажа и дата закладки. Каждая пробирка отмечается в виде ячейки криоконтейнера с заливкой серым цветом. При изъятии криопробирки в ячейке схемы указывается дата выемки. См. схему Ж.3.1.
При получении удовлетворительных результатов контроля суспензию первого пассажа эталонного штамма вируса используют для определения чувствительности клеток к заражению, для чего перед выполнением исследования размораживают криопробирку из закладки. 
После размораживания очередной криопробирки из закладки первого пассажа вносят изменения в форму учета культур клеток и вирусов, заложенных на хранение. 
Когда закладка 1 пассажа будет подходить к концу, из референсной организации получают новую культуру эталонного штамма вируса, из которой снова создают криобанк, как указано в настоящем приложении. 
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Принципиальная схема установки для картриджной фильтрации
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Картридж со стекловолокном
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2. Входной разъем картриджа
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3. Выходной разъем картриджа с краном
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6. Выходной шланг;

 

7

. Счетчик воды;

 

8. Расходомер
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9. Кран для регулирования скорости фильтрации.
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