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1. Общие положения и область применения

Настоящие методические указания устанавливают методику проведения микробиологического количественного анализа концентрации клеток и спор штамма Bacillus subtilis 24Д в воздухе рабочей зоны в диапазоне концентраций 10—50 000 клеток в 1 м3 воздуха.

Методические указания разработаны с целью обеспечения микробиологического контроля штамма Bacillus subtilis 24Д в воздухе производственных помещений биотехнологического цеха и оценки соответствия уровня его содержания гигиеническим нормативам на основе учета требований ГОСТ 12.1.005—88 «ССБТ. Воздух рабочей зоны. Общие санитарно-гигиенические требования» и ГОСТ 8.563—96 ГСИ «Методики выполнения измерений».

2. Биологическая характеристика
штамма Bacillus subtilis 24Д
Штамм Bacillus subtilis 24Д (ВНИИСХМ 129) является действующим веществом микробиологического фунгицида «Интеграл». Выделен из растений хлопчатника. Идентифицирован в Институте микробиологии и вирусологии НАН Украины.

Штамм Bacillus subtilis 24Д характеризуется следующими культурально-морфологическими и биохимическими свойствами: грамположительные аэробные спорообразующие палочки, продуцирующие каталазу. На МПА, сусло-агаре, среде Громыко и картофельном агаре культура растет обильно. На МПА образует складчатые колонии вязкой консистенции, телесного цвета, края колонии неправильной формы. На картофельном агаре – колонии светло-телесного цвета, блестящие, вязкой консистенции, края ровные. На сусло-агаре и среде Громыко – колонии телесного цвета, складчатые с возвышающимся центром, края – изрезанные, консистенция – вязкая.

В мазках 18-часовой культуры обнаруживаются прямые палочковидные клетки размером 1,9 × 0,5 мкм, расположенные одиночно, реже цепочкой. При спорообразовании клетка не раздувается. Споры эллипсовидные – 0,9 × 0,5 мкм, в клетке расположены центрально.

Штамм Bacillus subtilis 24Д ферментирует глюкозу, лактозу, арабинозу, ксилозу, мальтозу, маннит, сахарозу с образованием кислоты; не разлагает дульцит, рамнозу; дает положительную реакцию Фогес-Проскауэра, гидролизует крахмал, желатин, не гидролизует мочевину; утилизирует цитрат; пропионат не использует. Не растет в анаэробных условиях, не образует включения поли-β-оксимасляной кислоты на МПА с глюкозой; не обладает летициназной активностью; индол и сероводород не образует. Штамм не патогенен.

Штамм Bacillus subtilis 24Д проявляет антагонистическую активность в отношении фитопатогенных грибов классов фикомицеты, базидиомицеты класса несовершенных грибов, бактерий родов Erwinia, Pseudomonas и Xanthomonas.

Штамм Bacillus subtilis 24Д размножают и хранят на МПА, сусло-агаре, среде Громыко, картофельном агаре. Рост при температуре 32—34 ºС в течение 24 ч.

Для обнаружения штамма применяют посев проб на агаризованные питательные среды с последующим тестированием культуры по типичным морфологическим признакам.

3. Пределы измерений

Методика обеспечивает выполнение измерений количества клеток и спор штамма Bacillus subtilis 24Д в воздухе рабочей зоны в диапазоне концентраций от 10 до 50 000 клеток в 1 м3 воздуха при доверительной вероятности 0,95.

4. Метод измерений

Метод измерения концентрации основан на аспирации микробных клеток и спор штамма Bacillus subtilis 24Д из воздуха на поверхность плотной питательной среды и подсчете выросших колоний по типичным морфологическим признакам.

5. Средства измерений, вспомогательные устройства,
реактивы и материалы

При выполнении измерений применяют следующие средства измерений, вспомогательные устройства, реактивы и материалы.
5.1. Средства измерений,
вспомогательные устройства, материалы(
Прибор для бактериологического анализа
воздуха, модель 818 (щелевой прибор Кротова)
ТУ 64-12791—77

Термостат электрический суховоздушный
ГОСТ 9586—75

Автоклав электрический

Бокс, оборудованный бактерицидными лампами

Холодильник бытовой

Весы лабораторные аналитические,
типа ВЛА-200

Микроскоп биологический с иммерсионной

системой типа «Биолам» Л-211

Водяная баня или водяной термостат

Ареометр-сахарометр ACT 5-15

рН-метр

Газовая горелка или спиртовка лабораторная

Чашки Петри плоскодонные стеклянные,
диаметром 10 мм
ГОСТ 25336—92

Петли бактериологические

Пробирки биологические, вместимостью 
20 и 35 мл
ГОСТ 29227—91

Пипетки мерные на 1, 5 и 10 мл
ГОСТ 29227—91
Колбы конические, вместимостью 250 и 500 мл
ГОСТ 1770—74
Секундомер
ГОСТ 9586—75
Барометр
ГОСТ 24696—79
Марля медицинская
ГОСТ 9412—77
Вата медицинская гигроскопическая
ГОСТ 25556—81
5.2. Реактивы, питательные среды 
и их компоненты(
Агар микробиологический
ГОСТ 17206—96
Концентрат сусла пивного неохмеленного
ТУ10-04.06.114—88
Вода дистиллированная
ГОСТ 6709—72
Натрия гидроокись, ч
ГОСТ 4328—77
Амфотерицин В
ФС 42-2051—99
Мясо-пептонный бульон
ГОСТ 20730—75
6. Требования безопасности

При выполнении измерений концентрации клеток и спор штамма Bacillus subtilis 24Д в воздухе рабочей зоны соблюдают:

· правила техники безопасности при работе с химическими реактивами в соответствии с ГОСТ 12.1.005—88;
· правила электробезопасности при работе с электроустановками
в соответствии с ГОСТ 12.1.019—79 и инструкциями по эксплуатации приборов;
· требования, изложенные в руководстве «Положение об организации работы по технике безопасности в микробиологической промышленности» (1980);
· положения «Инструкции по устройству, требованиям безопасности и личной гигиены при работе в микробиологических лабораториях предприятий микробиологической промышленности» (1977).
Все виды работ с реактивами проводят только в вытяжном шкафу при работающей вентиляции, работа с биологическим материалом осуществляется в боксе, оборудованном бактерицидными лампами.

7. Требования к квалификации оператора

К выполнению измерений и обработке их результатов допускают лиц с высшим или средним специальным образованием, прошедших соответствующую подготовку и имеющих навыки работы в области микробиологических исследований.

8. Проведение измерения

8.1. Условия отбора проб воздуха

Для определения концентрации микроорганизма производят отбор проб воздуха при помощи аппарата Кротова (п. 5, примечание 1) со скоростью 10 л/мин на поверхность плотной питательной среды. Время отбора одной пробы воздуха 20 мин. Аппарат Кротова перед каждым отбором пробы воздуха тщательно протирают спиртом. Особенно тщательно обрабатывают поверхность подвижного диска и внутреннюю стенку прибора, наружную и внутреннюю стенку крышки. На подвижный диск устанавливают подготовленную чашку Петри со средой, одновременно снимая с нее крышку. Прибор закрывают. Соприкосновение крышки прибора со средой недопустимо. После отбора пробы воздуха и остановки диска прибор открывают, быстро снимают чашку Петри и закрывают крышкой от данной чашки. На дне чашки Петри стеклографом отмечают точку контроля, время аспирации и дату отбора пробы. В период отбора пробы воздуха крышку чашки Петри хранят в стерильном пакете из бумаги, полиэтилена или другой стерильной емкости.

Отбор проб сопровождается составлением акта отбора пробы с указанием места, времени и условий отбора.

8.2. Выполнение анализа

Метод предполагает учет количества типичных по морфологическим признакам колоний, выросших на 3—4-е сут. после посева воздуха. Прямой метод позволяет учитывать на чашке до 200 колоний.

Подготавливают питательную среду: сусло-агар или среду Громыко. Сусло-агар готовят по общепринятой методике из концентрата сусла пивного неохмеленного (п. 5.2) путем разбавления его дистиллированной водой до общей концентрации сахаров 10 % (10° Баллинга), рН 7,0—7,2 (при необходимости рН доводят до необходимого значения путем добавления 10 %-го раствора гидроокиси натрия) с добавлением 2,0—2,5 % агар-агара. Среду Громыко готовят по общепринятой методике из мясо-пептонного бульона и сусла пивного неохмеленного с концентрацией сахаров 7 % (7° Баллинга), взятых в соотношении 1 : 1, с добавлением 2,0—2,5 % агар-агара, рН-среды 7,0—7,2. Общую концентрацию сахаров в сусле определяют по ареометру.

Подготовленную среду расплавляют на водяной бане, остужают до 50—60 ºС и добавляют в нее раствор амфотерицина В в стерильной дистиллированной воде из расчета 10 мкг амфотерицина В на 1 мл питательной среды для подавления посторонней воздушной микофлоры.

У каждой партии подготовленной питательной среды проверяют ростовые свойства. Используемые питательные среды должны обеспечивать рост микроорганизмов Bacillus subtilis 24Д при посеве их в количестве менее 100 жизнеспособных клеток не позднее 24 ч при температуре 32—34 ºС.

Готовую питательную среду тщательно перемешивают и разливают по 20 мл в стерильные чашки Петри, установленные на горизонтальной поверхности. Чашки с застывшей средой помещают в термостат на сутки при температуре 30—35 °С, после чего проросшие чашки бракуют, стерильные чашки используют для контроля воздуха.
Культивирование проб воздуха, отобранных согласно п. 8.1, ведут
в течение 24 ч при температуре 32—34 °С с последующим учетом выросших типичных колоний штамма Bacillus subtilis 24Д. При необходимости выросшую культуру подвергают микроскопической идентификации (окраска мазков – по Граму).

9. Вычисление результатов измерения

Расчет концентрации клеток в перерасчете на 1 м3 воздуха производят по формуле:

К = (П × 1 000) × С × Т, где

К – концентрация штамма Bacillus subtilis 24Д в воздухе, кл./м3;
П – количество типичных колоний, выросших на чашке Петри;

1 000 – коэффициент перерасчета на 1 м3 воздуха; 

С – скорость аспирации воздуха, л/мин;

Т – время аспирации, мин.

10. Оформление результатов измерений

Результаты измерений оформляют протоколом по приведенной форме.
Протокол №

оценки содержания микроорганизма Bacillus subtilis 24Д
в воздухе рабочей зоны

1. Дата проведения анализа 

2. Рабочее место (профессия работающего)

3. Место отбора пробы (название и адрес организации, производство, технологическая стадия, точка отбора пробы)

4. Вид пробоотборника

5. Дата последней метрологической поверки оборудования для отбора проб

6. Питательная среда, время инкубации

7. Количественная и качественная характеристика выросших колоний (количество типичных колоний, морфологические признаки, окраска по Граму)

8. Результаты идентификации микроорганизмов с указанием метода
9. Результаты расчета концентрации Bacillus subtilis 24Д

10. Соотношение полученных результатов с уровнем ПДКР.3.

11. Отбор пробы проведён (Ф., И., О., должность, дата, подпись)

12. Идентификация штамма и расчёт концентрации проведены (Ф., И., О., должность, дата, подпись)
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Микробиологическое измерение
концентрации клеток плесневого гриба
Penicillium canescens PlPh33 – продуцента
пектинлиазы и фитазы в воздухе рабочей зоны
Методические указания
МУК 4.2.2234—07
1. Общие положения и область применения

Настоящие методические указания устанавливают методику проведения микробиологического количественного анализа концентрации клеток штамма Penicillium canescens PlPh33 – продуцента пектинлиазы и фитазы в воздухе рабочей зоны в диапазоне концентраций от 50 до 50 000 клеток в 1 м3 воздуха.

Методические указания разработаны в соответствии с требованиями ГОСТ 12.1.005—88 «ССБТ. Воздух рабочей зоны. Общие санитарно-гигиенические требования» и ГОСТ Р 8.563—96 «Методики выполнения измерений».

Методические указания предназначены для применения в учреждениях Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, а также в лабораториях предприятий, организаций и учреждений, аккредитованных в установленном порядке на право проведения микробиологических исследований.

Методические указания одобрены и рекомендованы секцией «Гигиенические аспекты биотехнологии и микробного загрязнения окружающей среды» Проблемной комиссии «Научные основы гигиены окружающей среды».

2. Биологическая характеристика
Penicillium canescens PlPh33 и его гигиенический норматив

Штамм мицелиального гриба Penicillium canescens PlPh33 является продуцентом пектинлиазы и фитазы. Получен из штамма Penicillium canescens ВКПМ F-178 путем селекции. Депонирован во Всероссийской коллекции микроорганизмов ИБФМ им. Г. К. Скрябина РАН под номером ВКМ F-3867D.

Растет на агаризованных средах (среда Чапека с дрожжевым автолизатом, сусло-агар, Мальц-агар, глюкозо-картофельный агар) при температуре 25—28 ºС в течение 5—7 сут., рН 5,0—6,0. При температуре 5 и 37 ºС роста колоний не наблюдается.

На среде Чапека с дрожжевым автолизатом и сусло-агаре колонии достигают максимального диаметра 5—6 см. Колонии радиально складчатые, средней плотности, ростовая зона плотная. Мицелий белый, конидиальная зона голубовато-серебристая, конидиогенез обильный. Обратная сторона палевая, буроватая, со временем темно-коричневая. 

При микроскопическом исследовании конидиеносцы двухъярусные, терминальные, фуркатные, шероховатые, длиной 150 мкм, шириной 3—4 мкм. Метулы шероховатые, размером 10—18 × 2,5—3,5 мкм, фиалиды ампулиформные, размером 7—8 × 2—3 мкм, конидии чаще округлые, гладкие, размером 2,2—3,0 × 2,0—3,0 мкм.
Предельно допустимая концентрация (ПДК) в воздухе рабочей зоны – 2 000 кл./м3, пометка А.
3. Пределы измерений

Методика обеспечивает выполнение измерений количества клеток плесневого гриба в воздухе рабочей зоны в диапазоне концентраций от 50 до 50 000 клеток в 1 м3 воздуха при доверительной вероятности 0,95.

4. Метод измерений

Метод основан на аспирации из воздуха клеток плесневого гриба на поверхность агаризованной среды и подсчете выросших колоний по типичным культурально-морфологическим и физиолого-биохимичес​ким признакам на 3-и сут. 

5. Средства измерений, вспомогательные устройства,
реактивы и материалы

При выполнении измерений применяют следующие средства измерений, вспомогательные устройства и материалы.
5.1. Средства измерений,
вспомогательные устройства, материалы
Импактор микробиологический «Флора–100»
ТУ 9443-001-05031637—2002
Прибор для бактериологического анализа воздуха,
модель 818 (щелевой прибор Кротова)
ТУ 64-12791—77

Прибор MAS – 100 ECO фирмы Merk (Германия)
для отбора проб воздуха

Термостаты электрические суховоздушные
или водяные

Автоклав электрический
ГОСТ 9586—75

Бокс, оборудованный бактерицидными лампами

Холодильник бытовой

Ареометр-сахарометр с диапазоном измерений
0—10 % с ценой деления 0,1 %
ГОСТ 18481—87

Весы лабораторные аналитические, типа ВЛА-200

Микроскоп биологический с иммерсионной
системой типа «Биолам» Л-211

Лупа с увеличением × 10
ГОСТ 25706—83
Чашки Петри бактериологические плоскодонные
стеклянные, диаметром 90 мм
ГОСТ 23932—90
Пробирки бактериологические П1 и П2,
вместимостью 15 и 20 мл
ГОСТ 25336—82

Пипетки мерные на 1, 5 и 10 мл
ГОСТ 10515—75

Пипетки мерные на 1, 5 и 10 мл
ГОСТ 1770—74
Колбы конические, вместимостью 250 и 500 мл
ГОСТ 1770—74

Секундомер
ГОСТ 9586—75

Барометр
ГОСТ 24696—79

Марля медицинская
ГОСТ 9412—77

Вата медицинская гигроскопическая
ГОСТ 25556—81

5.2. Реактивы, растворы

Агар микробиологический
ГОСТ 17206—84

Экстракт солодовый
ГОСТ 418—84

Пектин
ГОСТ Р 51806—2001

Вода дистиллированная
ГОСТ 6709—72

Спит этиловый ректификат
ГОСТ 5962—67

Кислота молочная пищевая

(для подкисления среды и подавления
посторонней бактериальной флоры)
ГОСТ 490—79

Среда сусло-агар: солодовое сусло 7(Б – 98 %, агар-агар – 2 %, рН среды 4,5—5,0, режим стерилизации: Р – 0,8 кгс/см2, 40 мин. Для приготовления солодового сусла 7(Б солодовый экстракт растворяют в дистиллированной воде до 7 % содержания сахара с помощью ареометра.

6. Требования безопасности

При выполнении измерений концентрации клеток штамма-проду​цента в воздухе рабочей зоны соблюдают требования:
· санитарных правил СП 1.2.731—99 «Безопасность работы с микроорганизмами III—IV групп патогенности и гельминтами»; 
· правил техники безопасности при работе с химическими реактивами по ГОСТ 12.1.005—88;
· правил электробезопасности при работе с электроустановками по ГОСТ 12.1.019—79 и инструкции по эксплуатации прибора;
· руководства «Положение об организации работы по технике безопасности в микробиологической промышленности» (1980); 
· «Инструкции по устройству, требованиям безопасности и личной гигиены при работе в микробиологических лабораториях предприятий микробиологической промышленности» (1977).

Все виды работ с реактивами проводят только в вытяжном шкафу при работающей вентиляции, работа с биологическим материалом осуществляется в боксе, оборудованном бактерицидными лампами.

7. Требования к квалификации операторов

К выполнению измерений и обработке их результатов допускают лиц с высшим или средним специальным образованием, прошедших соответствующую подготовку и имеющих навыки работы в области микробиологических исследований.

8. Условия измерений

Процессы приготовления растворов и подготовки проб к анализу проводят в нормальных условиях при температуре воздуха (20 ± 5) ºС, атмосферном давлении 630—800 мм рт. ст. и влажности воздуха не более 80 %.

9. Проведение измерения

9.1. Условия отбора проб воздуха
Для определения концентрации клеток плесневого гриба воздух аспирируют при помощи пробоотборника со скоростью 10 л/мин на поверхность агаризованной среды. Время аспирации воздуха (1—10 мин) зависит от предполагаемой концентрации клеток штамма-продуцента.

Аппарат перед каждым отбором пробы воздуха тщательно протирают спиртом. Особенно тщательно обрабатывают поверхность подвижного диска и внутреннюю стенку прибора, наружную и внутреннюю стенку крышки. На подвижный диск устанавливают подготовленную чашку Петри со средой, одновременно снимая с нее крышку. Прибор закрывают. Соприкосновение крышки прибора со средой недопустимо. После отбора пробы воздуха и остановки диска прибор открывают, быстро снимают чашку Петри и закрывают крышкой от данной чашки. На дне чашки Петри стеклографом отмечают точку контроля, время аспирации и дату отбора пробы.

9.2. Выполнение анализа

Метод предполагает учет количества типичных колоний, выросших на 2—3-и сут. после посева проб воздуха по культурально-морфо​логическим признакам. Прямой метод позволяет учитывать на чашке до 200 колоний продуцента.

Агаризованную среду сусло-агар расплавляют, остужают до 50—60 ºС, добавляют молочную кислоту из расчета 2 мл на 0,5 л среды (для подкисления среды и подавления посторонней бактериальной микрофлоры, рН 5,0—6,0), тщательно перемешивают и разливают по 10 мл в стеклянные чашки Петри на горизонтальной поверхности. 

Чашки с застывшей средой помещают в термостат на сутки при температуре 37 ºС, после чего проросшие чашки бракуют, стерильные чашки используют для контроля воздуха.
После отбора проб воздуха чашки Петри помещают в термостат при температуре 28 ºС. Через 3—4 сут. проводят подсчет выросших типичных по морфологическим признакам колоний продуцента. При необходимости культуру подвергают микроскопированию.

При микробиологическом анализе воздуха производственных помещений дополнительным функциональным методом является отбор пробы воздуха на чашки Петри с агаризованной средой. После отбора проб чашки покрывают слоем 2 %-го водного пектина толщиной 0,5 см. Затем инкубируют в термостате при 28 ºС в течение 48—72 ч и подсчитывают количество зон осветления и разложения пектина вокруг выросших колоний. 

Ростовые свойства всех используемых питательных сред должны быть проверены в соответствии с «Требованиями к ростовым свойствам питательных сред» (Государственная Фармакопея СССР, изд. XI, вып. 2. С. 208), что позволит более полно оценить пределы ошибки метода. Для этого эталонный музейный штамм-продуцент высевается на 2—3 чашки каждой используемой среды. 

10. Вычисление результатов измерения

Расчет концентрации клеток продуцента в пересчете на 1 м3 воздуха проводят по формуле:
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Х – концентрация клеток продуцента в воздухе, кл./м3;
N – количество колоний продуцента, выросших на чашке;
1 000 – коэффициент пересчета на 1 м3 воздуха;
V – объем воздуха, л (произведение скорости на время аспирации).

11. Оформление результатов измерений

Результаты измерений оформляют протоколом по приведенной форме.

Протокол №

количественного микробиологического анализа штамма-продуцента
P. canescens PlPh33 в воздухе рабочей зоны

1. Дата проведения анализа

2. Место отбора пробы

3. Название лаборатории

4. Юридический адрес организации

Результаты микробиологического анализа

	Шифр или № пробы
	Определяемый
микроорганизм
	Концентрация,
кл./м3
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4.2. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. БИОЛОГИЧЕСКИЕ И
МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ

Микробиологическое измерение концентрации клеток плесневого гриба Penicillium canescens PlPh33 –
продуцента пектинлиазы и фитазы 
в атмосферном воздухе населенных мест

Методические указания
МУК 4.2.2235—07
1. Общие положения и область применения

Настоящие методические указания устанавливают методику проведения микробиологического количественного анализа концентрации клеток штамма P. сanescens PlPh33 – продуцента пектинлиазы и фитазы в атмосферном воздухе населенных мест в диапазоне концентраций от 50 до 5 000 клеток в 1 м3 воздуха.

Методические указания разработаны в соответствии с требованиями ГОСТ 17.2.4.02—81 «Охрана природы. Атмосфера. Общие требования к методам определения загрязняющих веществ» и ГОСТ Р8.563—96 «Методики выполнения измерений».

Методические указания предназначены для применения в учреждениях Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, а также в лабораториях предприятий, организаций и учреждений, аккредитованных в установленном порядке на право проведения микробиологических исследований.

Методические указания одобрены и рекомендованы секцией «Гигиенические аспекты биотехнологии и микробного загрязнения окружающей среды» Проблемной комиссии «Научные основы гигиены окружающей среды».

2. Биологическая характеристика
P. сanescens PlPh33 и его гигиенический норматив
Штамм мицелиального гриба Penicillium canescens PlPh33 является продуцентом пектинлиазы и фитазы. Получен из штамма Penicillium canescens ВКПМ F-178 путем селекции. Депонирован во Всероссийской коллекции микроорганизмов ИБФМ им. Г. К. Скрябина РАН под номером ВКМ F-3867D.

Растет на агаризованных средах (среда Чапека с дрожжевым автолизатом, сусло-агар, Мальц-агар, глюкозо-картофельный агар) при температуре 25—28 ºС в течение 5—7 сут., рН 5,0—6,0. При температуре 5 и 37 ºС роста колоний не наблюдается.

На среде Чапека с дрожжевым автолизатом и сусло-агаре колонии достигают максимального диаметра 5—6 см. Колонии радиально складчатые, средней плотности, ростовая зона плотная. Мицелий белый, конидиальная зона голубовато-серебристая, конидиогенез обильный. Обратная сторона палевая, буроватая, со временем темно-коричневая. 

При микроскопическом исследовании конидиеносцы двухъярусные, терминальные, фуркатные, шероховатые, длиной 150 мкм, шириной 3—4 мкм. Метулы шероховатые, размером 10—18 × 2,5—3,5 мкм, фиалиды ампулиформные, размером 7—8 × 2—3 мкм, конидии чаще округлые, гладкие, размером 2,2—3,0 × 2,0—3,0 мкм.

Предельно допустимая концентрация (ПДК) в атмосферном воздухе населенных мест – 200 кл./м3, пометка А.

3. Пределы измерений

Методика обеспечивает выполнение измерений количества клеток плесневого гриба в атмосферном воздухе населенных мест в диапазоне концентраций от 10 до 5 000 клеток в 1 м3 воздуха при доверительной вероятности 0,95.

4. Метод измерений

Метод основан на аспирации из воздуха клеток плесневого гриба на поверхность агаризованной среды и подсчета выросших колоний по типичным культурально-морфологическим и физиолого-биохимическим признакам на 3-и сут. 

5. Средства измерений, вспомогательные устройства, реактивы и материалы
При выполнении измерений применяют следующие средства измерений, вспомогательные устройства и материалы.

5.1. Средства измерений,
вспомогательные устройства, материалы

Импактор микробиологический «Флора–100»
ТУ 9443-001-05031637—2002
Прибор MAS – 100 ECO фирмы Merk (Германия)
для отбора проб воздуха

Прибор для бактериологического анализа воздуха,
модель 818 (щелевой прибор Кротова)
ТУ 64-12791—77

Термостаты электрические суховоздушные или
водяные

Автоклав электрический
ГОСТ 9586—75

Бокс, оборудованный бактерицидными лампами

Холодильник бытовой

Ареометр-сахарометр с диапазоном измерений

0—10 % с ценой деления 0,1 %
ГОСТ 18481—87

Весы лабораторные аналитические, типа ВЛА-200

Микроскоп биологический с иммерсионной
системой типа «Биолам» Л-211

Лупа с увеличением × 10
ГОСТ 25706—83

Чашки Петри бактериологические плоскодонные
стеклянные, диаметром 90 мм
ГОСТ 23932—90 
Пробирки бактериологические П1 и П2,
вместимостью 15 и 20 мл
ГОСТ 25336—82

Пипетки мерные на 1, 5 и 10 мл
ГОСТ 10515—75

Пипетки мерные на 1, 5 и 10 мл
ГОСТ 1770—74
Колбы конические, вместимостью 250 и 500 мл
ГОСТ 1770—74

Секундомер
ГОСТ 9586—75

Барометр
ГОСТ 24696—79

Марля медицинская
ГОСТ 9412—77

Вата медицинская гигроскопическая
ГОСТ 25556—81

5.2. Реактивы, растворы

Агар микробиологический
ГОСТ 17206—84

Экстракт солодовый
ГОСТ 418—84

Пектин
ГОСТ Р 51806—2001

Вода дистиллированная
ГОСТ 6709—72

Спирт этиловый ректификат
ГОСТ 5962—67

Кислота молочная пищевая (для подкисления среды
и подавления посторонней бактериальной флоры)
ГОСТ 490—79

Среда сусло-агар: солодовое сусло 7(Б – 98 %, агар-агар – 2 %, рН среды 4,5—5,0, режим стерилизации: Р – 0,8 кгс/см2, 40 мин. Для приготовления солодового сусла 7(Б солодовый экстракт растворяют в дистиллированной воде до 7 %-го содержания сахара с помощью ареометра.
6. Требования безопасности

При выполнении измерений концентрации клеток штамма-продуцента в воздухе рабочей зоны соблюдают требования:
· санитарных правил СП 1.2.731—99 «Безопасность работы с микроорганизмами III—IV групп патогенности и гельминтами»;
· правил техники безопасности при работе с химическими реактивами по ГОСТ 12.1.005—88;
· правил электробезопасности при работе с электроустановками по ГОСТ 12.1.019—79 и инструкции по эксплуатации прибора;
· «Инструкции по устройству, требованиям безопасности и личной гигиены при работе в микробиологических лабораториях предприятий микробиологической промышленности» (1977).

Все виды работ с реактивами проводят только в вытяжном шкафу при работающей вентиляции, работа с биологическим материалом осуществляется в боксе, оборудованном бактерицидными лампами.

7. Требования к квалификации операторов

К выполнению измерений и обработке их результатов допускают лиц с высшим или средним специальным образованием, прошедших соответствующую подготовку и имеющих навыки работы в области микробиологических исследований.
8. Условия измерений

Процессы приготовления растворов и подготовки проб к анализу проводят в нормальных условиях при температуре воздуха (20 ± 5) ºС, атмосферном давлении 630—800 мм рт. ст. и влажности воздуха не более 80 %.

9. Проведение измерения

9.1. Условия отбора проб воздуха

Для определения концентрации клеток плесневого гриба воздух аспирируют при помощи пробоотборника со скоростью 10 л/мин на поверхность агаризованной среды. Время аспирации воздуха (5—20 мин) зависит от предполагаемой концентрации клеток штамма-продуцента. 

Аппарат перед каждым отбором пробы воздуха тщательно протирают спиртом. Особенно тщательно обрабатывают поверхность подвижного диска и внутреннюю стенку прибора, наружную и внутреннюю стенку крышки. На подвижный диск устанавливают подготовленную чашку Петри со средой, одновременно снимая с нее крышку. Прибор закрывают. Соприкосновение крышки прибора со средой недопустимо. После отбора пробы воздуха и остановки диска прибор открывают, быстро снимают чашку Петри и закрывают крышкой от данной чашки. На дне чашки Петри стеклографом отмечают точку контроля, время аспирации и дату отбора пробы.

9.2. Выполнение анализа

Метод предполагает учет количества типичных колоний, выросших на 3-и сут. после посева проб воздуха по культурально-морфологическим признакам. Прямой метод позволяет учитывать на чашке до 200 колоний продуцента.

Агаризованную среду сусло-агар расплавляют, остужают до 50—60 ºС, добавляют молочную кислоту из расчета 2 мл на 0,5 л среды (для подкисления среды и подавления посторонней бактериальной микрофлоры, рН 5,0—6,0), тщательно перемешивают и разливают по 10 мл
в стеклянные чашки Петри на горизонтальной поверхности. 

Чашки с застывшей средой помещают в термостат на сутки при температуре 37 ºС, после чего проросшие чашки бракуют, стерильные чашки используют для контроля воздуха. 
После отбора проб воздуха чашки Петри помещают в термостат при температуре 28 ºС. Через 3—4 сут. проводят подсчет выросших типичных по морфологическим признакам колоний продуцента. При необходимости культуру подвергают микроскопированию.

При микробиологическом анализе воздуха производственных помещений дополнительным функциональным методом является отбор пробы воздуха на чашки Петри с агаризованной средой. После отбора проб чашки покрывают слоем 2 %-го водного пектина толщиной 0,5 см. Затем инкубируют в термостате при 28 ºС в течение 48—72 ч и подсчитывают количество зон осветления и разложения пектина вокруг выросших колоний. 

Ростовые свойства всех используемых питательных сред должны быть проверены в соответствии с «Требованиями к ростовым свойствам питательных сред» (Государственная Фармакопея СССР, изд. XI, вып. 2. С. 208), что позволит более полно оценить пределы ошибки метода. Для этого эталонный музейный штамм-продуцент высевается на 2—3 чашки каждой используемой среды. 

10. Вычисление результатов измерения

Расчет концентрации клеток продуцента в пересчете на 1 м3 воздуха проводят по формуле:


[image: image2.wmf]1000

N

Õ

V

´

=

, где

Х – концентрация клеток продуцента в воздухе, кл./м3;
N – количество колоний продуцента, выросших на чашке;
1 000 – коэффициент пересчета на 1 м3 воздуха;
V – объем воздуха, л (произведение скорости на время аспирации).

11. Оформление результатов измерений

Результаты измерений оформляют протоколом по приведенной форме.
Протокол №
количественного микробиологического анализа штамма-продуцента
P. сanescens PlPh33 в атмосферном воздухе населенных мест

1. Дата проведения анализа

2. Место отбора пробы

3. Название лаборатории

4. Юридический адрес организации

Результаты микробиологического анализа

	Шифр или № пробы
	Определяемый микроорганизм
	Концентрация, кл./м 3

	
	
	


Ответственный исполнитель:
Научный руководитель:
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4.2. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. БИОЛОГИЧЕСКИЕ И
МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ
Микробиологическое измерение концентрации
клеток Bacillus licheniformis 103 – продуцента α-амилазы
в атмосферном воздухе населенных мест

Методические указания
МУК 4.2.2236—07
1. Общие положения и область применения

Настоящие методические указания устанавливают методику проведения микробиологического количественного анализа концентрации клеток штамма B. licheniformis 103 – продуцента α-амилазы в атмосферном воздухе населенных мест в диапазоне концентраций от 50 до 50 000 клеток в 1 м3 воздуха.

Методические указания разработаны в соответствии с требованиями ГОСТ 17.2.4.02—81 «Охрана природы. Атмосфера. Общие требования к методам определения загрязняющих веществ» и ГОСТ Р 8.563—96 «Методики выполнения измерений».

Методические указания предназначены для применения в учреждениях Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, а также в лабораториях предприятий, организаций и учреждений, аккредитованных в установленном порядке на право проведения микробиологических исследований.

Методические указания одобрены и рекомендованы секцией «Гигиенические аспекты биотехнологии и микробного загрязнения окружающей среды» Проблемной комиссии «Научные основы гигиены окружающей среды».

2. Биологическая характеристика B. licheniformis 103
и его гигиенический норматив
Штамм Bacillus licheniformis 103 продуцирует α-амилазу.

Клетки представляют собой грамположительные одиночные подвижные палочки размером 0,6—0,8 × 0,2—0,3 мкм, образующие споры. В первые часы роста (логарифмическая фаза) образуются цепочки из 2—3 клеток вытянутой формы. К 48—56-му ч (стационарная фаза) цепочки распадаются, клетки утолщаются, появляются споры, имеющие центральное положение и овальную форму.

При выращивании на мясопептонном агаре (МПА) в течение 24—48 ч штамм дает обильный рост, колонии неправильной формы с приподнятым центром, слизистые, гладкие, непрозрачные, максимальный диаметр – 13 мм, в начале роста кремового цвета, затем постепенно розовеющие.

На мясопептонном бульоне штамм дает обильный рост клеток, раствор становится мутным, к 24-му ч роста появляется кремовато-розовый оттенок.

На агаризованной среде с крахмалом штамм дает обильный рост и образование зон гидролиза вокруг колоний. Колонии неправильной формы, слизистые, гладкие, непрозрачные, с приподнятым центром. К 72-му ч роста колонии имеют коричневато-бордовый цвет.

Оптимальная температура роста – 40—42 ºС, оптимум рН – 7,5—7,8. Желатин разжижает, крахмал быстро гидролизует. Восстанавливает лакмусовое молоко. Нитраты восстанавливает до нитритов, каталазоположительный, образует сероводород, вызывает гемолиз. 
Предельно допустимая концентрация (ПДК) в атмосферном воздухе населенных мест – 5 000 кл./м3, пометка А.

3. Пределы измерений

Методика обеспечивает выполнение измерений количества клеток микроорганизма в атмосферном воздухе населенных мест в диапазоне концентраций от 50 до 50 000 клеток в 1 м3 воздуха при доверительной вероятности 0,95.

4. Метод измерений

Прямой метод основан на аспирации из воздуха производственных помещений клеток микроорганизма на среду МПА и подсчета количества выросших колоний по типичным культурально-морфологическим признакам.

Дополнительный физиолого-биохимический метод основан на аспирации из воздуха клеток микроорганизма на поверхность плотной питательной среды, содержащей крахмал, и подсчета зон гидролиза (просветления) вокруг колоний через 24—48 ч. При данном методе на одной чашке Петри после забора пробы может быть учтено не более 50 колоний на чашке, т. к. большее количество колоний на чашке образуют сливающиеся зоны гидролиза, что затрудняет подсчет колоний. 

5. Средства измерений, вспомогательные устройства, реактивы и материалы

При выполнении измерений применяют следующие средства измерений, вспомогательные устройства и материалы.

5.1. Средства измерений,
вспомогательные устройства, материалы

Импактор микробиологический «Флора – 100»
ТУ 9443-001-05031637—2002
Прибор для бактериологического анализа воздуха,
модель 818 (щелевой прибор Кротова)
ТУ 64-12791—77

Прибор MAS – 100 ECO фирмы Merk (Германия)
для отбора проб воздуха

Термостаты электрические суховоздушные
или водяные

Автоклав электрический
ГОСТ 9586—75

Бокс, оборудованный бактерицидными лампами

Холодильник бытовой

Ареометр-сахарометр с диапазоном измерений
0—10 % с ценой деления 0,1 %
ГОСТ 18481—87

Весы лабораторные аналитические, типа ВЛА-200

Микроскоп биологический с иммерсионной
системой типа «Биолам» Л-211

Лупа с увеличением × 10
ГОСТ 25706—83

Чашки Петри бактериологические плоскодонные
стеклянные, диаметром 90 мм
ГОСТ 23932—90

Пробирки бактериологические П1 и П2,
вместимостью 15 и 20 мл
ГОСТ 25336—82

Пипетки мерные на 1, 5 и 10 мл
ГОСТ 1770—74

Колбы конические, вместимостью 250 и 500 мл
ГОСТ 1770—74

Секундомер
ГОСТ 9586—75

Барометр
ГОСТ 24696—79

Марля медицинская
ГОСТ 9412—77

Вата медицинская гигроскопическая
ГОСТ 25556—81

5.2. Реактивы, растворы

Агар микробиологический
ГОСТ 17206—84

Экстракт солодовый
ГОСТ 418—84

Вода дистиллированная
ГОСТ 6709—72

Антибиотики: ампициллина натриевая соль

Спирт этиловый ректификат
ГОСТ 5962—67

Растворимый крахмал
ГОСТ 10163—76

Агаризованная среда МПА (агар – 1,5—1,8 %, рН 7,5—7,8, режим стерилизации 1,1—1,2 ати в течение 30 мин).

Среда МПБСА (мясо-пептонный бульон и солодовое сусло 7(Б в соотношении 1 : 1, растворимый крахмал – 1 %, агар – 2,5 %). Для приготовления солодового сусла 7(Б солодовый экстракт растворяют в дистиллированной воде до 7 % содержания сахара с помощью ареометра.

6. Требования безопасности

При выполнении измерений концентрации клеток штамма-проду​цента в воздухе рабочей зоны соблюдают требования:
· санитарных правил СП 1.2.731—99 «Безопасность работы с микроорганизмами III—IV групп патогенности и гельминтами»;
· правил техники безопасности при работе с химическими реактивами по ГОСТ 12.1.005—88;
· правил электробезопасности при работе с электроустановками по ГОСТ 12.1.019—79 и инструкции по эксплуатации прибора;
· «Инструкции по устройству, требованиям безопасности и личной гигиены при работе в микробиологических лабораториях предприятий микробиологической промышленности» (1977).

Все виды работ с реактивами проводят только в вытяжном шкафу при работающей вентиляции, работа с биологическим материалом осуществляется в боксе, оборудованном бактерицидными лампами.

7. Требования к квалификации операторов

К выполнению измерений и обработке их результатов допускают лиц с высшим или средним специальным образованием, прошедших соответствующую подготовку и имеющих навыки работы в области микробиологических исследований.

8. Условия измерений

Процессы приготовления растворов и подготовки проб к анализу проводят в нормальных условиях при температуре воздуха (20 ± 5) ºС, атмосферном давлении 630—800 мм рт. ст. и влажности воздуха не более 80 %.

9. Проведение измерения

9.1. Условия отбора проб воздуха

Для определения концентрации клеток микроорганизма воздух аспирируют при помощи пробоотборника со скоростью 10 л/мин на поверхность плотной питательной агаризованной среды. Время аспирации воздуха (5—20 мин) зависит от предполагаемой концентрации клеток штамма-продуцента.

Аппарат перед каждым отбором пробы воздуха тщательно протирают спиртом. Особенно тщательно обрабатывают поверхность подвижного диска и внутреннюю стенку прибора, наружную и внутреннюю стенку крышки. На подвижный диск устанавливают подготовленную чашку Петри со средой, одновременно снимая с нее крышку. Прибор закрывают. Соприкосновение крышки прибора со средой недопустимо. После отбора пробы воздуха и остановки диска прибор открывают, быстро снимают чашку Петри и закрывают крышкой от данной чашки. На дне чашки Петри стеклографом отмечают точку контроля, время аспирации и дату отбора пробы.

9.2. Выполнение анализа

При выполнении анализа воздуха прямым методом МПА расплавляют, остужают до 50—60 ºС, добавляют свежеприготовленный в стерильной дистиллированной воде раствор антибиотика ампициллина из расчета 120—150 мкг/мл среды (для подавления посторонней бактериальной микрофлоры), тщательно перемешивают и разливают в чашки Петри. 

Чашки с застывшей средой помещают в термостат на сутки при температуре 37 ºС, после чего проросшие чашки бракуют, стерильные чашки используют для контроля воздуха. 

После отбора проб воздуха чашки Петри помещают в термостат с температурой 40—42 ºС. Через 24—48 ч проводят подсчет выросших колоний по культурально-морфологическим признакам (прямой метод).

При микробиологическом анализе воздуха производственных помещений дополнительными функциональными методами пробы воздуха отбирают на чашки Петри с МПБСА. Затем чашки инкубируют в термостате при 40—42 ºС в течение 24—48 ч и подсчитывают количество зон гидролиза (просветления) вокруг выросших колоний. 

Ростовые свойства всех используемых питательных сред должны быть проверены в соответствии с «Требованиями к ростовым свойствам питательных сред» (Государственная Фармакопея СССР, изд. XI, вып. 2. С. 208), что позволит более полно оценить пределы ошибки метода. Для этого эталонный музейный штамм-продуцент высевается на 2—3 чашки каждой используемой среды. 

10. Вычисление результатов измерения

Расчет концентрации клеток продуцента в пересчете на 1 м3 воздуха проводят по формуле:
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Х – концентрация клеток продуцента в воздухе, кл./м3;
N – количество зон вокруг колоний продуцента, выросших на чашке;
1 000 – коэффициент пересчета на 1 м3 воздуха;
V – объем воздуха, л (произведение скорости на время аспирации).

11. Оформление результатов измерений
Результаты измерений оформляют протоколом по приведенной форме.

Протокол №

количественного микробиологического анализа штамма-продуцента
Bacillus licheniformis 103 в атмосферном воздухе населенных мест
1. Дата проведения анализа

2. Место отбора пробы

3. Название лаборатории

4. Юридический адрес организации

Результаты микробиологического анализа

	Шифр или № пробы
	Определяемый
микроорганизм
	Концентрация,
кл./м 3
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4.2. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. БИОЛОГИЧЕСКИЕ И
МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ

Микробиологическое измерение
концентрации клеток Bacillus licheniformis 103 – 
продуцента α-амилазы в воздухе рабочей зоны
Методические указания
МУК 4.2.2237—07
1. Общие положения и область применения

Настоящие методические указания устанавливают методику проведения микробиологического количественного анализа концентрации клеток штамма B. licheniformis 103 – продуцента α-амилазы в воздухе рабочей зоны в диапазоне концентраций от 50 до 500 000 клеток в 1 м3 воздуха.

Методические указания разработаны в соответствии с требованиями ГОСТ 12.1.005—88 «ССБТ. Воздух рабочей зоны. Общие санитарно-гигиенические требования» и ГОСТ Р 8.563—96 «Методики выполнения измерений».

Методические указания предназначены для применения в учреждениях Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, а также в лабораториях других предприятий, организаций и учреждений, аккредитованных в установленном порядке на право проведения микробиологических исследований.

Методические указания одобрены и рекомендованы секцией «Гигиенические аспекты биотехнологии и микробного загрязнения окружающей среды» Проблемной комиссии «Научные основы гигиены окружающей среды».

2. Биологическая характеристика B. licheniformis 103
и его гигиенический норматив
Штамм Bacillus licheniformis 103 продуцирует фермент α-амилазу. 

Клетки представляют собой грамположительные одиночные подвижные палочки размером 0,6—0,8 × 0,2—0,3 мкм, образующие споры. В первые часы роста (логарифмическая фаза) образуются цепочки из 2—3 клеток вытянутой формы. К 48—56-му ч (стационарная фаза) цепочки распадаются, клетки утолщаются, появляются споры, имеющие центральное положение и овальную форму.

При выращивании на мясопептонном агаре (МПА) в течение 24—48 ч штамм дает обильный рост, колонии неправильной формы с приподнятым центром, слизистые, гладкие, непрозрачные, максимальный диаметр – 13 мм, в начале роста кремового цвета, затем постепенно розовеющие.

На мясопептонном бульоне штамм дает обильный рост клеток, раствор становится мутным, к 24-му ч роста появляется кремовато-розовый оттенок.

На агаризованной среде с крахмалом штамм дает обильный рост и образование зон гидролиза вокруг колоний. Колонии неправильной формы, слизистые, гладкие, непрозрачные, с приподнятым центром. К 72-му ч роста колонии имеют коричневато-бордовый цвет.

Оптимальная температура роста – 40—42 ºС, оптимум рН – 7,5—7,8. Желатин разжижает, крахмал гидролизует. Восстанавливает лакмусовое молоко. Нитраты восстанавливает до нитритов, каталазоположительный, образует сероводород, вызывает гемолиз. 
Предельно допустимая концентрация (ПДК) в воздухе рабочей зоны – 50 000 кл./м3, пометка А.

3. Пределы измерений

Методика обеспечивает выполнение измерений количества клеток микроорганизма в воздухе рабочей зоны в диапазоне концентраций от 50 до 500 000 клеток в 1 м3 воздуха при доверительной вероятности 0,95.

4. Метод измерений

Прямой метод основан на аспирации из воздуха производственных помещений клеток микроорганизма на среду МПА и подсчета количества выросших колоний по типичным культурально-морфологическим признакам.

Дополнительный физиолого-биохимический метод основан на аспирации из воздуха клеток микроорганизма на поверхность плотной питательной среды, содержащей крахмал, и подсчета зон гидролиза (просветления) вокруг колоний через 24—48 ч. При данном методе на одной чашке Петри после забора пробы может быть учтено не более 50 колоний на чашке, т. к. большее количество колоний на чашке образуют сливающиеся зоны гидролиза, что затрудняет подсчет колоний. 
5. Средства измерений, вспомогательные устройства,
реактивы и материалы
При выполнении измерений применяют следующие средства измерений, вспомогательные устройства и материалы.

5.1. Средства измерений,
вспомогательные устройства, материалы

Импактор микробиологический «Флора–100»
ТУ 9443-001-05031637—2002
Прибор для бактериологического
анализа воздуха, модель 818
(щелевой прибор Кротова)
ТУ 64-12791—77

Прибор MAS – 100 ECO фирмы Merk (Германия)
для отбора проб воздуха

Термостаты электрические суховоздушные
или водяные

Автоклав электрический
ГОСТ 9586—75

Бокс, оборудованный бактерицидными лампами

Холодильник бытовой

Ареометр-сахарометр с диапазоном измерений
0—10 % с ценой деления 0,1 %
ГОСТ 18481—87

Весы лабораторные аналитические,
типа ВЛА-200

Микроскоп биологический с иммерсионной
системой типа «Биолам» Л-211

Лупа с увеличением × 10
ГОСТ 25706—83
Чашки Петри бактериологические плоскодонные
стеклянные, диаметром 90 мм
ГОСТ 23932—90
Пробирки бактериологические П1 и П2,
вместимостью 15 и 20 мл
ГОСТ 25336—82

Пипетки мерные на 1, 5 и 10 мл
ГОСТ 1770—74
Колбы конические, вместимостью 250 и 500 мл
ГОСТ 1770—74

Секундомер
ГОСТ 9586—75

Барометр
ГОСТ 24696—79

Марля медицинская
ГОСТ 9412—77

Вата медицинская гигроскопическая
ГОСТ 25556—81

5.2. Реактивы, растворы

Агар микробиологический
ГОСТ 17206—84

Экстракт солодовый
ГОСТ 418—84

Вода дистиллированная
ГОСТ 6709—72

Антибиотики: ампициллина натриевая соль

Спирт этиловый ректификат
ГОСТ 5962—67

Растворимый крахмал
ГОСТ 10163—76

Агаризованная среда МПА (агар – 1,5—1,8 %, рН 7,5—7,8, режим стерилизации 1,1—1,2 ати в течение 30 мин).

Среда МПБСА (мясо-пептонный бульон и солодовое сусло 7(Б в соотношении 1 : 1, растворимый крахмал – 1 %, агар – 2,5 %). Для приготовления солодового сусла 7(Б солодовый экстракт растворяют в дистиллированной воде до 7 % содержания сахара с помощью ареометра.

6. Требования безопасности

При выполнении измерений концентрации клеток штамма-проду​цента в воздухе рабочей зоны соблюдают требования:
· санитарных правил СП 1.2.731—99 «Безопасность работы с микроорганизмами III—IV групп патогенности и гельминтами»;
· правил техники безопасности при работе с химическими реактивами по ГОСТ 12.1.005—88;
· правил электробезопасности при работе с электроустановками по ГОСТ 12.1.019—79 и инструкции по эксплуатации прибора;
· руководства «Положение об организации работы по технике безопасности в микробиологической промышленности» (1980); 
· «Инструкции по устройству, требованиям безопасности и личной гигиены при работе в микробиологических лабораториях предприятий микробиологической промышленности» (1977).

Все виды работ с реактивами проводят только в вытяжном шкафу при работающей вентиляции, работа с биологическим материалом осуществляется в боксе, оборудованным бактерицидными лампами.

7. Требования к квалификации операторов

К выполнению измерений и обработке их результатов допускают лиц с высшим или средним специальным образованием, прошедших соответствующую подготовку и имеющих навыки работы в области микробиологических исследований.
8. Условия измерений

Процессы приготовления растворов и подготовки проб к анализу проводят в нормальных условиях при температуре воздуха (20 ± 5) ºС, атмосферном давлении 630—800 мм рт. ст. и влажности воздуха не более 80 %.

9. Проведение измерения

9.1. Условия отбора проб воздуха
Для определения концентрации клеток микроорганизма воздух аспирируют при помощи пробоотборника со скоростью 10 л/мин на поверхность плотной питательной агаризованной среды. Время аспирации воздуха (1—10 мин) зависит от предполагаемой концентрации клеток штамма-продуцента. 

Аппарат перед каждым отбором пробы воздуха тщательно протирают спиртом. Особенно тщательно обрабатывают поверхность подвижного диска и внутреннюю стенку прибора, наружную и внутреннюю стенку крышки. На подвижный диск устанавливают подготовленную чашку Петри со средой, одновременно снимая с нее крышку. Прибор закрывают. Соприкосновение крышки прибора со средой недопустимо. После отбора пробы воздуха и остановки диска прибор открывают, быстро снимают чашку Петри и закрывают крышкой от данной чашки. На дне чашки Петри стеклографом отмечают точку контроля, время аспирации и дату отбора пробы.
9.2. Выполнение анализа

При выполнении анализа воздуха прямым методом МПА расплавляют, остужают до 50—60 ºС, добавляют свежеприготовленный в стерильной дистиллированной воде раствор антибиотика ампициллина из расчета 120—150 мкг/мл среды (для подавления посторонней бактериальной микрофлоры), тщательно перемешивают и разливают в чашки Петри. 

Чашки с застывшей средой помещают в термостат на сутки при температуре 37 ºС, после чего проросшие чашки бракуют, стерильные чашки используют для контроля воздуха.
После отбора проб воздуха чашки Петри помещают в термостат с температурой 40—42 ºС. Через 24—48 ч проводят подсчет выросших колоний по культурально-морфологическим признакам (прямой метод).

При микробиологическом анализе воздуха производственных помещений дополнительными функционально-биохимическими методами пробы воздуха отбирают на чашки Петри с МПБСА. Затем чашки инкубируют в термостате при 40—42 ºС в течение 24—48 ч и подсчитывают количество зон гидролиза (просветления) вокруг выросших колоний.

Ростовые свойства всех используемых питательных сред должны быть проверены в соответствии с «Требованиями к ростовым свойствам питательных сред» (Государственная Фармакопея СССР, изд. XI, вып. 2. С. 208), что позволит более полно оценить пределы ошибки метода. Для этого эталонный музейный штамм-продуцент высевается на 2—3 чашки каждой используемой среды. 

10. Вычисление результатов измерения

Расчет концентрации клеток продуцента в пересчете на 1 м3 воздуха проводят по формуле:
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Х – концентрация клеток продуцента в воздухе, кл./м3;
N – количество зон вокруг колоний продуцента, выросших на чашке;
1 000 – коэффициент пересчета на 1 м3 воздуха;
V – объем воздуха, л (произведение скорости на время аспирации).

В случае невозможности использования пробоотборника, рекомендуем применять метод седиментации клеток продуцента из воздуха непосредственно на чашки Петри с плотной питательной средой. Время отбора проб воздуха может составлять до 30 мин. При использовании этого метода пользуются следующим расчетом концентрации клеток продуцента: эмпирически установлено, что за 5 мин на площадь 100 см2 оседает количество бактерий, содержащееся в 10 л воздуха, следовательно за 1 мин – количество бактерий из 2 л воздуха. Площадь чашки Петри диаметром 100 мм равна 78,54 см2. Составляя пропорцию, определяем, что за 1 мин на стеклянную чашку Петри оседают клетки из 1,57 л. Количество клеток в 1 м3 воздуха определяем по вышеприведенной формуле, где V = 1,57 л/мин × t (время аспирации, мин).

Предлагаемый метод является ориентировочным и может быть использован как вспомогательный метод. 

11. Оформление результатов измерений

Результаты измерений оформляют протоколом по приведенной форме.
Протокол №
количественного микробиологического анализа
штамма-продуцента Bacillus licheniformis 103 в воздухе рабочей зоны
1. Дата проведения анализа

2. Место отбора пробы

3. Название лаборатории

4. Юридический адрес организации

Результаты микробиологического анализа

	Шифр или № пробы
	Определяемый
микроорганизм
	Концентрация,
кл./м 3

	
	
	


Ответственный исполнитель:
Научный руководитель:
Список литературы

1. ГОСТ 12.1. 005—88 «ССБТ. Воздух рабочей зоны. Общие санитарно-гигиенические требования». 

2. ГОСТ 8.563—96 ГСИ «Методики выполнения измерений».

3. Положение об организации работы по технике безопасности в микробиологической промышленности. М., 1980. 27 с.

4. Инструкции по устройству, требованиям безопасности и личной гигиены при работе в микробиологических лабораториях предприятий микробиологической промышленности. М., 1977. 7 с.

4.2. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. БИОЛОГИЧЕСКИЕ И 
МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ 
Микробиологическое измерение
концентрации клеток микроорганизма
Penicillium canescens F-912 – продуцента
β-ксиланазы в воздухе рабочей зоны
Методические указания 
МУК 4.2.2238—07
1. Разработаны ОАО «Всероссийский научный центр по безопасности биологически активных веществ» (д.б.н. В. И. Бобров, к.б.н. С. Н. Птицина, к.б.н. М. М. Борисов, И. Х. Иванова).
2. Введены в действие с 1 октября 2007 г.
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4.2. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. БИОЛОГИЧЕСКИЕ И МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ

Микробиологическое измерение концентрации
клеток микроорганизма Penicillium canescens F-912 –
продуцента β-ксиланазы в воздухе рабочей зоны

Методические указания
МУК 4.2.2238—07
1. Общие положения и область применения

Настоящие методические указания устанавливают методику проведения микробиологического количественного анализа концентрации клеток штамма Penicillium canescens F-912 в воздухе рабочей зоны в диапазоне концентраций от 100 до 5 000 клеток в 1 м3 воздуха.

Методические, указания разработаны в соответствии с требованиями ГОСТ 12.1.005—88 «ССБТ. Воздух рабочей зоны. Общие санитарно-гигиенические требования» и ГОСТ Р 8.563—96 «Методики выполнения измерений».

Методические указания предназначены для применения в лабораториях предприятий, организаций и учреждений, аккредитованных в установленном порядке на право проведения микробиологических исследований.

2. Характеристика штамма Penicillium canescens F-912
Штамм мицелиального гриба Penicillium canescens F-912 является продуцентом для синтеза эндо-(1-4)-β-ксиланазы микробиологическим способом. На сусло-агаре (пивное неохмеленное сусло 7(Б) диаметр 
5-суточных колоний, посеянных уколом, составляет от 6—7,5 см, с ровным краем, обратная сторона колоний имеет оранжево-темнокорич-невую окраску, воздушный мицелий зеленоватого цвета. Конидиеносцы имеют вид кисточек размером 430—450 × 3—3,2 мкм, конидии 2—2,2 мкм шаровидные в молодом возрасте гладкие, в старом шероховатые, образуются в цепочках, соединяются в колонки, со временем распадающиеся. Оптимальная температура роста 30 (С при значении рН-среды 4,1—5,8. Желатин разжижает слабо. Хорошо усваивает моно-, ди- и полисахариды, за исключением арабинозы. Хорошо усваивает аммонийный и нитратный азот, пептон, мочевину. Устойчив к гигромицину 100 мкг/мл.

Область применения штамма: целлюлозно-бумажная промышленность при отбеливании бумаги.

Предельно допустимая концентрация микроорганизма в воздухе рабочей зоны – 5 000 кл./м3, 3 класс опасности, пометка А.

3. Пределы измерений

Методика обеспечивает выполнение измерений количества клеток микроорганизма в воздухе рабочей зоны в диапазоне концентраций от 100 до 5 000 клеток в 1 м 3 воздуха при доверительной вероятности 0,95.

4. Метод измерений
Метод измерения концентрации штамма основан на аспирации из воздуха клеток штамма на поверхность плотной питательной среды (сусло-агар, содержащий гигромицин в концентрации 100 мкг/мл) и подсчета выросших колоний после инкубации среды в течение 2 сут. при 30 (С.

5. Средства измерений, вспомогательные устройства,
реактивы и материалы

При выполнении измерений применяют следующие средства измерений, вспомогательные устройства и материалы.
5.1. Средства измерений,
вспомогательные устройства, материалы

Прибор для бактериологического анализа воздуха,
MAS – 100 ЕСО производства фирмы Меrk (Германия)

Прибор для бактериологического анализа воздуха,
модель 818 (щелевой прибор Кротова)
ТУ 64-12791—77

Импактор микробиологический «Флора – 100»
ТУ 9443-001-05031637—2002

Термостаты электрические суховоздушные
или водяные

Автоклав электрический
ГОСТ 9586—75
Бокс, оборудованный бактерицидными лампами

Холодильник бытовой

Весы лабораторные аналитические,
типа ВЛА-200

Микроскоп биологический с иммерсионной
системой типа «Биолам» Л-211
Водяная баня или водяной термостат 
Газовая горелка или спиртовка лабораторная

Чашки Петри бактериологические плоскодонные
стеклянные, диаметром 90 мм
ГОСТ 23932—90

Петли бактериологические

Пробирки биологические, вместимостью 
15 и 20 мл
ГОСТ 25336—82

Пипетки мерные на 1, 5 и 10 мл
ГОСТ 1770—74

Колбы конические, вместимостью 250 и 500 мл
ГОСТ 1770—74

Секундомер
ГОСТ 9586—75

Барометр
ГОСТ 24696—79

Марля медицинская
ГОСТ 9412—77

Вата медицинская гигроскопическая
ГОСТ 25556—81

5.2. Реактивы, растворы

Суло-агар 7(Б, приготовленный из неохмеленного
пивного сусла

Спирт этиловый ректификат
ГОСТ 5962—67

Антибиотик – гагромицин

Тест-культура Penicillium canescens F-912, музейный штамм, хранится на косяках или в столбиках сусло-агара под вазелиновым стерильным маслом в холодильнике при 4 ºС.

6. Требования безопасности

При выполнении измерений концентрации клеток штамма Penicillium canescens F-912 в воздухе рабочей зоны соблюдают требования:

· санитарных правил СП 1.2.731—99 «Безопасность работы с микроорганизмами ΙΙΙ—ΙV групп патогенности и гельминтами»;

· правил техники безопасности при работе с химическими реактивами по ГОСТ 12.1.005—88;
· правил электробезопасности при работе с электроустановками по ГОСТ 12.1.019—79 и инструкцию по эксплуатации прибора;
· руководства «Положение об организации работы по технике безопасности в микробиологической промышленности» (1980);

· «Инструкции по устройству, требованиям безопасности и личной гигиены при работе в микробиологических лабораториях предприятий микробиологической промышленности» (1977).

Все виды работ с реактивами проводят только в вытяжном шкафу при работающей вентиляции, работа с биологическим материалом осуществляется в боксе, оборудованном бактерицидными лампами.
7. Требования к квалификации операторов

К выполнению измерений и обработке их результатов допускаются лица с высшим или средним специальным образованием, прошедшие соответствующую подготовку и имеющие навыки работы в области микробиологических исследований.

8. Условия измерений

Процессы приготовления растворов и подготовки проб к анализу проводят в нормальных условиях при температуре воздуха (20 ± 5) ºС, атмосферном давлении 630—800 мм рт. ст. и влажности воздуха не более 80 %.

9. Проведение измерений
9.1. Условия отбора проб воздуха

Для определения концентрации клеток штамма Penicillium canescens F-912 воздух рабочей зоны аспирируют со скоростью 10 л/мин на поверхность питательной среды (сусло-агар, содержащий гигромицин в концентрации 100 мкг/мл). Время аспирации воздуха (1—10 мин) зависит от предполагаемой концентрации клеток культуры. Прямой метод позволяет учитывать на чашке Петри до 200 колоний микроорганизма. Выбранный для бактериологического анализа воздуха аппарат (п. 5.1) перед каждым отбором пробы воздуха тщательно протирают спиртом. Особенно тщательно обрабатывают поверхность подвижного диска и внутреннюю стенку прибора, наружную и внутреннюю стенку крышки.
На подвижный диск устанавливают подготовленную чашку Петри со средой, одновременно снимая с неё крышку. Прибор закрывают. Соприкосновение крышки прибора со средой недопустимо.
После отбора пробы воздуха и остановки диска прибор открывают, быстро снимают чашку Петри и закрывают крышкой от данной чашки. На дне чашки Петри стеклографом отмечают точку контроля, время аспирации и дату отбора пробы. В период отбора проб воздуха крышку чашки Петри хранят в стерильном пакете из бумаги, полиэтилена или других стерильных ёмкостях.

Отбор проб сопровождается составлением акта отбора с указанием места, времени и условий отбора.

9.2. Выполнение анализа

Сусло-агар расплавляют и остужают до 50 ºС. Затем добавляют свежеприготовленный в стерильной дистиллированной воде гигромицин из расчета 100 мкг на 1 мл среды для подавления посторонней воздушной микрофлоры, тщательно перемешивают и разливают в стерильные чашки Петри по 15 мл. Чашки с застывшей средой помещают в термостат при 37 (С на сутки, после чего проросшие чашки бракуют.

После отбора проб воздуха на чашки Петри в приборе их помещают в термостат при температуре 30 °С на 48 ч донышком вверх.
Количественный учет клеток штамма проводится методом подсчета выросших колоний культуры на поверхности агаризованной питательной среды. В качестве контроля выросших колоний используется посев музейного штамма Penicillium canescens F-912 на сусло-агар в отдельные чашки Петри из расчета 100 клеток микроорганизма в 1 мл стерильного 0,9 %-го раствора хлорида натрия. 
10. Вычисление результатов измерений

Расчёт концентрации клеток микроорганизма в пересчете на 1 м3 воздуха проводят по формуле:
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X – концентрация клеток продуцента в воздухе, кл./м3;

N – количество колоний микроорганизма, выросших на чашке;

1 000 – коэффициент пересчета на 1 м3 воздуха;

V – объем воздуха, л (произведение скорости на время аспирации).

11. Оформленне результатов измерений

Результаты измерений оформляют протоколом по приведенной форме.
Протокол №

количественного микробиологического анализа
штамма Penicillium canescens F-912 в воздухе рабочей зоны
1. Дата проведения анализа

2. Место отбора пробы

3. Название лаборатории

4. Юридический адрес организации

Результаты микробиологического анализа

	Шифр или № пробы
	Определяемый
микроорганизм
	Концентрация,
кл./м 3

	
	
	


Ответственный исполнитель:
Научный руководитель:
Список литературы
1. ГОСТ 12.1.005—88 «ССБТ. Воздух рабочей зоны. Общие санитарно-гигиенические требования».
2. ГОСТ 8.563—96 ГСИ «Методики выполнения измерений».

3. Положение об организации работы по технике микробиологической промышленности. М., 1980. 27 с.

4. Инструкции по устройству, требованиям безопасности и личной гигиены при работе в микробиологических лабораториях предприятий микробиологической промышленности. М., 1977. 7 с.
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населенных мест
Методические указания 
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4.2. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. БИОЛОГИЧЕСКИЕ И
МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ
Микробиологическое измерение
концентрации клеток микроорганизма
Peniciilium canescens F-912 – продуцента β-ксиланазы
в атмосферном воздухе населенных мест
Методические указания
МУК 4.2.2239—07
1. Общие положения и область применения

Настоящие методические указания устанавливают методику проведения микробиологического количественного анализа концентрации клеток штамма Penicillium canescens F-912 в атмосферном воздухе населенных мест в диапазоне концентраций от 100 до 5 000 клеток в 1 м3 воздуха.

Методические указания разработаны с целью обеспечения микробиологического контроля штамма Penicillium canescens F-912 в атмосферном воздухе и оценки соответствия уровня его содержания гигиеническим нормативам на основе учета требований ГОСТ 17.2.4.02—81 «Охрана природы. Атмосфера. Общие требования к методам определения загрязняющих веществ» и ГОСТ 8.563—96 ГСИ «Методики выполнения измерений».
Методические указания предназначены для центров, осуществляющих государственный санитарно-эпидемиологический надзор, санитарных лабораторий биотехнологических предприятий, микробиологических лабораторий научно-исследовательских институтов, работающих в области гигиены окружающей среды.

2. Характеристика штамма Penicillium canescens F-912
Штамм мицелиалъного гриба Penicillium canescens F-912 является продуцентом для синтеза эндо-(1-4)-β-ксиланазы микробиологическим способом. На сусло-агаре (пивное неохмеленное сусло 7(Б) диаметр 
5-суточных колоний, посеянных уколом, составляет 6—7,5 см, с ровным краем, обратная сторона колоний имеет оранжево-темнокоричневую окраску, воздушный мицелий зеленоватого цвета. Конидиеносцы имеют вид кисточек размером 430—450 × 3—3,2 мкм, конидии 2—2,2 мкм, шаровидные, в молодом возрасте гладкие, в старом шероховатые, образуются в цепочках, соединяются в колонки, со временем распадающиеся. Оптимальная температура роста 30 ºС, при значении рН среды 4,1—5,8. Желатин разжижает слабо. Хорошо усваивает моно-, ди- и полисахариды, за исключением арабинозы. Хорошо усваивает аммонийный и нитратный азот, пептон, мочевину. Устойчив к гигромицину 100 мкг/мл.

Область применения штамма – целлюлозно-бумажная промышленность при отбеливании бумаги.

Предельно допустимая концентрация микроорганизма в атмосферном воздухе населенных мест – 500 кл./м3, 3 класс опасности, пометка А.

3. Пределы измерений

Методика обеспечивает выполнение измерений количества клеток микроорганизма в атмосферном воздухе населенных мест в диапазоне концентраций от 100 до 5 000 клеток в 1 м3 воздуха при доверительной вероятности 0,95.

4. Метод измерений

Метод измерения концентрации штамма основан на аспирации из воздуха микробных клеток на поверхность плотной питательной среды (сусло-агар, содержащий гигромицин в концентрации 100 мкг/мл) и подсчета выросших колоний после инкубации среды в течение 2 сут. при 30 (С.

5. Средства измерений, вспомогательные устройства,
реактивы и материалы
При выполнении измерений применяют следующие средства измерений, вспомогательные устройства и материалы.

5.1. Средства измерений,
вспомогательные устройства, материалы

Прибор для бактериологического анализа воздуха
MAS – 100 ECO производства фирмы Merk (Германия)
Прибор для бактериологического анализа воздуха,
модель 818 (щелевой прибор Кротова)
ТУ 64-12791—77
Термостаты электрические суховоздушные
или водяные

Автоклав электрический
ГОСТ 9586—75

Бокс, оборудованный бактерицидными лампами

Холодильник бытовой

Весы лабораторные аналитические,
типа ВЛА-200

Микроскоп биологический с иммерсионной системой

типа «Биолам» Л-211

Водяная баня или водяной термостат

Газовая горелка или спиртовка лабораторная

Чашки Петри бактериологические плоскодонные
стеклянные, диаметром 90 мм
ГОСТ 23932—90

Петли бактериологические
ГОСТ 10515—75

Пробирки биологические,
вместимостью 20 и 35 мл
ГОСТ 1770—74

Пипетки мерные на 1, 5 и 10 мл
ГОСТ 1770—74
Колбы конические, вместимостью 250 и 500 мл
ГОСТ 9586—75

Секундомер
ГОСТ 24696—79

Барометр
ГОСТ 9412—77

Марля медицинская
ГОСТ 25556—81

Вата медицинская гигроскопическая

5.2. Реактивы, растворы

Сусло-агар 7(Б, приготовленный из 
неохмеленного пивного сусла 
Спирт этиловый ректификат
ГОСТ 5962—67

Антибиотик – гигромицин

Тест-культура Penicillium canescens F-912, 

музейный штамм, хранят на косяках или

в столбиках сусла-агара под вазелиновым

стерильным маслом в холодильнике при 4 ºС
6. Требования безопасности
При выполнении измерений концентрации клеток штамма Penicillium canescens F-912 в атмосферном воздухе населенных мест соблюдают требования:
· санитарных правил СП 1.2.731—99 «Безопасность работы с микроорганизмами ΙΙΙ—ΙV групп патогенности и гельминтами»;

· правил техники безопасности при работе с химическими реактивами по ГОСТ 12.1.005—88;
· правил электробезопасности при работе с электроустановками по ГОСТ 12.1.019—79 и инструкцию по эксплуатации прибора;
· руководства «Положение об организации работы по технике безопасности в микробиологической промышленности» (1980);

· «Инструкции по устройству, требованиям безопасности и личной гигиены при работе в микробиологических лабораториях предприятий микробиологической промышленности» (1977).

Все виды работ с реактивами проводят только в вытяжном шкафу при работающей вентиляции, работа с биологическим материалом осуществляется в боксе, оборудованном бактерицидными лампами.
7. Требования к квалификации операторов

К выполнению измерений и обработке их результатов допускаются лица с высшим или средним специальным образованием, прошедшие соответствующую подготовку и имеющие навыки работы в области микробиологических исследований.

8. Условия измерений

Процессы приготовления растворов и подготовки проб к анализу проводят в нормальных условиях при температуре воздуха (20 ± 5) ºС, атмосферном давлении 630—800 мм рт. ст. и влажности воздуха не более 80 %.

9. Проведение измерений 

9.1. Условия отбора проб воздуха

Для определения концентрации клеток штамма Penicillium canescens F-912 атмосферный воздух населенных мест аспирируют со скоростью 10 л/мин на поверхность питательной среды (сусло-агар, содержащий гигромицин в концентрации 100 мкг/мл). Время аспирации воздуха (1—10 мин) зависит от предполагаемой концентрации клеток культуры. Прямой метод позволяет учитывать на чашке Петри до 200 колоний микроорганизма.
Выбранный для бактериологического анализа прибор (п. 5.1) перед каждым отбором пробы воздуха тщательно протирают спиртом. Особенно тщательно обрабатывают поверхность подвижного диска и внутреннюю стенку прибора, наружную и внутреннюю стенку крышки.

На подвижный диск устанавливают подготовленную чашку Петри со средой, одновременно снимая с неё крышку. Прибор закрывают. Соприкосновение крышки прибора со средой недопустимо.

После отбора пробы воздуха и остановки диска прибор открывают, быстро снимают чашку Петри и закрывают крышкой от данной чашки. На дне чашки Петри стеклографом отмечают точку контроля, время аспирации и дату отбора пробы. В период отбора проб воздуха крышку чашки Петри хранят в стерильном пакете из бумаги, полиэтилена или других стерильных ёмкостях.

Отбор проб сопровождается составлением акта отбора с указанием места, времени и условий отбора.

9.2. Выполнение анализа

Сусло-агар расплавляют и остужают до 50 ºС. Затем добавляют свежеприготовленный в стерильной дистиллированной воде гигромицин из расчета 100 мкг на 1 мл среды для подавления посторонней воздушной микрофлоры, тщательно перемешивают и разливают в стерильные чашки Петри по 15 мл. Чашки с застывшей средой помещают в термостат при 37 ºС на сутки, после чего проросшие чашки бракуют.

После отбора проб воздуха на чашки Петри в приборе их помещают в термостат при температуре 30 ºС на 48 ч донышком вверх.
Количественный учет микробных клеток штамма проводится методом подсчета выросших колоний культуры на поверхности агаризованной питательной среды. В качестве контроля выросших колоний используется посев музейного штамма Penicillium canescens F-912
на сусло-агар в отдельные чашки Петри из расчета 100 клеток микроорганизма в 1 мл стерильного 0,9 %-го раствора хлорида натрия.

10. Вычисление результатов измерений

Расчёт концентрации клеток микроорганизма в пересчете на 1 м3 воздуха проводят по формуле:
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X – концентрация клеток продуцента в воздухе, кл./м3;

N – количество колоний микроорганизма, выросших на чашке;

1 000 – коэффициент пересчета на 1 м3 воздуха;

V – объем воздуха, л (произведение скорости на время аспирации).

11. Оформление результатов измерений

Результаты измерений оформляют протоколом по приведенной форме. 
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( Допускается использование аналогичных средств измерений и вспомогательных устройств с техническими характеристиками не ниже, чем у указанных в п. 5.1 данной методики и разрешённых к применению в соответствии с утвержденными в установленном порядке методическими указаниями по методам контроля.


( Допускается использование питательных сред и их компонентов, изготовленных по другой нормативной документации, при условии аналогичного состава и качественных показателей не ниже, чем у указанных в п. 5.2 данной методики.
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