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4.2. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. БИОЛОГИЧЕСКИЕ И МИКРОБИО
ЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ

Использование метода измерения 
электрического сопротивления (импеданса) 

для санитарно-микробиологического 
исследования питьевой воды

Методические указания

1. Область применения
ГГ Настоящие методические указания предназначены для цен

тров государственного санитарно-эпидемиологического надзора, 
осуществляющих контроль качества питьевой воды централизован
ных систем питьевого водоснабжения, а также для лабораторий ор
ганизаций, предприятий и иных хозяйственных субъектов, обеспе
чивающих производственный контроль.

1.2. Методические указания устанавливают ускоренный метод 
качественною и количественного определения индикаторных мик- 
рооргашпмов в питьевой воде в cooibcicibhh с требованиями 
Сан!lull 2.1.4 1074—01 «Питьевая вода. Гигиенические требования 
к камееIну воды централизованных систем питьевого водоснабже
ния. Контроль качества».

1.3. Настоящие методические указания разработаны для осуще
ствления объективного, достоверного и быстрого санитарно-микро
биологического анализа питьевой воды с целью контроля ее качест
ва и для обеспечения безопасности и безвредности воды в централи
зованных системах питьевого водоснабжения.
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2. Сущность метода
Методические указания содержат описание санитарно-микро

биологического исследования питьевой воды по показателям каче
ства СанПиН 2.1.4.1074—01 «Питьевая вода. Гигиенические требо
вания к качеству воды централизованных систем питьевого водо
снабжения. Контроль качества» с использованием микробиологиче
ского экспресс-анализатора «Пак Трак 4100»* производства авст
рийской фирмы «SY-LAB».

Предлагаемый анализатор является автоматизированной сис
темой, созданной на основе импедансной технологии и предназна
ченной для ускоренной количественной и качественной оценки сте
пени микробного загрязнения исследуемой пробы.

Импеданс -  это сопротивление потоку переменного тока через 
проводящий материал. Импедансная технология в микробиологии 
является непрямым культуральным методом для определения мик
роорганизмов с использованием измерения электрического сопро
тивления. Изменения импеданса происходят в питательной среде по 
мере того, как ее химический состав преобразуется в результате рос
та и метаболической активности микроорганизмов. Под действием 
микроорганизмов заряженные конечные продукты метаболизма 
выделяются в ростовую среду.

В основном незаряженные или слабозаряженные субстраты пре
вращаются в сильнозаряженные конечные продукты: белки утилизи
руются до аминокислот, углеводы и жиры — до органических кислот 
и т. д. Образующиеся метаболиты имеют меньший размер и, таким 
образом, более подвижны. Эти электрохимические процессы приво
дят к существенным изменениям импеданса. Когда количество мик
роорганизмов достигает порога около 106— 107 клеток/мл, наблю
даются экспоненциальные изменения импедансного сигнала. Время, 
необходимое для достижения значимого изменения импеданса, назы
вается временем определения импеданса (IDT). Значение 1DT обрат
но пропорционально начальной концентрации микроорганизмов в 
исследуемой пробе. Ход кривых импедансного сигнала соответствует 
и отражает кривую роста микроорганизмов в исследуемой пробе.

Селективные питательные среды, специально разработанные 
для измерения импеданса в системе «Бак Трак 4100», позволяют оп
ределять микробиологические показатели качества питьевой воды в 
соответствии с требованиями СанПиН 2.1.4.1074—01 и сокращают 
сроки получения результатов.

* Д ал ее «Бак Трак».
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3. Нормативные ссылки
3.1. Федеральный закон «О санитарно-эпидемиологическом 

благополучии населения» от 30 марта 1999 г. № 52—ФЗ.
3.2. «Основы законодательства Российской Федерации об ох

ране здоровья граждан» от 22.07.93 № 5487— 1.
3.3. Санитарные правила и нормы «Питьевая вода. Гигиениче

ские требования к качеству воды централизованных систем питье
вого водоснабжения. Контроль качества». СанПиН 2.1.4.1074—01.

3.4. Методические указания «Санитарно-микробиологический 
анализ питьевой воды». МУК 4.2.1018—01.

3.5. Методические указания «Бактериологические исследования 
с использованием микробиологического экспресс-анализатора «Бак 
L рак 4100». МУК 4.2.590—96.

4. Проведение анализа
Исследование проводится по микробиологическим показате

лям качества питьевой воды, регламентированным СанПиН 
2.1.4.1074—01 «Питьевая вода. Гигиенические требования к качест
ву воды централизованных систем питьевого водоснабжения. Кон
троль качества».

Определяемые показатели:
1. Общее число микроорганизмов в 1 мл.
2. Общие колиформные бактерии в 100 мл.
3. Термотолерантные колиформные бактерии в 100 мл.
4. Споры сульфитредуцирующих клостридий в 20 мл.
5. Колифаги в 100 мл.
Отбор, хранение и транспортирование проб для исследования, 

а также подготовка их к анализу и методика работы при использо
вании мембранных фильтров проводятся в соответствии с требова
ниями МУК 4.2.1018—01 «Санитарно-микробиологический анализ 
питьевой воды».

4. Л Определение общего числа микроорганизмов
1. Питательная среда: BiMedia 001 А, приготовленная в соот

ветствии с требованиями инструкции изготовителя.
2. Протокол измерения.
2.1. Установить температуру 37 °С на приборе «Бак Трак».
2.2. Установить в основном меню программы прибора параметры.
Параметры для инкубаторного блока (Adjust parameters):
Время исследования (Duration) -24 ч
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Масштаб измерений (Scale):
• М-лараметр
• Е-параметр
Время задержки ( Delay)

0—50 % 
0—50 % 
1 ч

3. Установка пороговых значений (Thresholds):
3.1. В случае использования калибровочного файла для иссле

дования питьевой воды параметры пороговых значений вносятся 
автоматически (имеется коммерческий калибровочный файл для 
исследования питьевой воды — WATER.COR).

3.2. При отсутствии калибровочного файла одновременно с посе
вом исследуемого образца воды на среду BiMedia 001 А производится 
определение общего количества бактерий классическим методом на 
чашках Петри в соответствии с требованиями МУК 4.2.1018—01 
«Санитарно-микробиологический анализ питьевой воды».

Наименования рекомендуемых для использования в данном 
случае питательных сред приведены в разделе 6 данных методиче
ских указаний.

Результаты, полученные при классическом методе исследова
ния (KOE/CFU в 1 мл), вносят в соответствующий файл (MAIN 
MENU / DATA FUNCTION / ENTER VALUES). Основные этапы 
создания калибровочного файла рассмотрены в разделе 5 данных 
указаний.

4. Добавить в каждую измерительную ячейку по 9 мл среды 
BiMedia 001 А.

5. Внести 1 мл исследуемого образца воды в измерительную 
ячейку с 9 мл питательной среды.

6. Тщательно перемешать содержимое, вращая ячейку между 
ладонями (не переворачивать ячейку!).

7. Для контроля среды используют одну измерительную ячейку 
с 10 мл среды Bi Media 001 А (без инокулята).

8. Выбрать в основном меню программы ЗАПУСК ИЗМЕРЕ
НИЙ (START MEASUREMENT) и начать измерение.

9. После того, как каждая позиция блока будет отмаркирована 
как свободная на экране монитора, поместить измерительные ячей
ки в прибор «Бак З рак».

Измерение начнется автоматически через 1 ч после загрузки 
ячеек в прибор. Рост микроорганизмов и время определения изме
нения импеданса (IDT) будут записаны автоматически.

При пересечении порогового значения происходит автоматический 
подсчет численности микроорганизмов в исследуемом образце воды.
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Результат определения КОЕ (CFU) выдается автоматически в 
виде количества микроорганизмов в 1 мл исследуемого образца воды.

Учет результатов проводится по М-параметру.

4.2. Определение общих и термотолерантных 
колиформных бактерий

Исследование может проводиться одним из трех методов:
1) мембранной фильтрации с последующим тестированием на 

микробиологическом эксгтресс-анализаторе «Бак Трак»;
2) титрационным с предварительным этапом накопления бак

терий в жидкой питательной среде;
3) прямого измерения с использованием измерительных ячеек 

прибора «Бак Трак» объемом 100 мл.
4,2, /. Определение общих и термотолерантных колиформных

бактерий методом мембранной фильтрации (основной метод)
Сущность метода заключается в концентрировании бактерий 

из установленного объема анализируемой пробы воды и дальней
шем определении показателя на приборе «Бак Трак». Используется 
метод мембранных фильтров в соответствии с МУК 4.2.1018—01 
«Санитарно-микробиологический анализ питьевой воды».

1. Среда BiMedia 160 В* приготовленная в соответствии с тре
бованиями инструкции изготовителя.

2. Протокол измерения.
2.1. Установить температуру 37 °С на приборе «Бак Трак»,
2.2. Установить в основном меню программы прибора параметры.
Время исследования (Duration) -  24 ч
Масштаб измерений (Scale)
• М-параметр 0—50 %
* Е-параметр 0—50 %
Время задержки (Delay) I ч
3. Установка пороговых значений (Thresholds):
3.1. В случае использования калибровочного файла для исследо

вания питьевой воды параметры пороговых значений вносятся авто
матически (имеется коммерческий калибровочный файл для исследо
вания питьевой воды на колиформные бактерии -  COLI.COR).

3.2. В отсутствие калибровочного файла одновременно с посе
вом исследуемого образца воды на среду BiMedia 160 В производит-

В in  мож но использование питательной среды BiM edia 160 С при н еобходим ости  
определения им ледообразован и я.
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ся определение наличия колиформных бактерий классическим мето
дом мембранных фильтров в соответствии с МУК 4.2.1018—01.

Результаты, полученные при классическом методе исследова
ния, вносят в соответствующий файл (MAIN MENU / DATA 
FUNCTION / ENTER VALUES). Основные этапы создания калиб
ровочного файла рассмотрены в разделе 5 данных указаний.

4. Добавить в каждую измерительную ячейку по 10 мл среды 
BiMedia 160 В.

5. Поместить мембранный фильтр исследуемого образца воды в 
измерительную ячейку с 10 мл среды.

6. Для контроля среды используют измерительную ячейку с 
10 мл среды BiMedia 160 В.

7. Выбрать в основном меню программы ЗАПУСК ИЗМЕРЕ
НИЙ (START MEASUREMENT) и начать измерение.

8. После того, как каждая позиция в блоке будет отмаркирова- 
на как свободная на экране монитора, поместить измерительные 
ячейки в прибор «Бак Трак»,

Измерение начнется автоматически через I ч после загрузки 
ячеек в прибор. Рост микроорганизмов и время определения изме
нения импеданса (IDT) будут записаны автоматически.

При наличии в исследуемом образце воды единичных клеток ко
лиформных бактерий изменение сигнала импеданса превышает 5°о-ное 
пороговое значение по М-параметру за период времени менее 16 часов.

При положительном результате наблюдается также изменение 
цвета питательной среды: исходный пурпурный цвез среды меняется 
на желтый.

При использовании калибровочного файла результат исследо
вания выдается автоматически в виде количества колиформных 
бактерий в исследуемом объеме воды.

Для постановки оксидазного теста и определения ферментации 
лактозы при (44 ± 0,5) °С с целью подтверждения наличия или от
сутствия термотолерантных колиформных бактерий в исследуемой 
пробе из ячеек с признаками роста колиформных бактерий делают 
высев петлей на чашки Петри со средой Эндо. Посевы инкубируют 
при температуре (37 ± 1) °С в течение 24 + 2 часов.

Постановка тестов проводится в соответствии с требованиями 
МУК 4.2.1018—01 «Санитарно-микробиологический анализ питье
вой воды».
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4.2.2. Определение общих и термотолерантных колиформных бактерий 
прямым методом с использованием измерительных ячеек объемом 100мл

1. Концентрированная среда BiMedia 160 В (5-кратной концен
трации/.

2. Протокол измерения.
2.1. Установить температуру 37 °С на приборе «Бак Трак».
2.2. Установить в основном меню программы прибора параметры.
Параметры для инкубаторного блока (Adjust parameters)
Время исследования (Duration) -  24 ч
Масштаб измерений (Scale):
• М-параметр 0—50 %
• Е-параметр 0—50 %
Время задержки (Delay) 1 ч
3. Установка пороговых значений (Thresholds):
3.1. В случае использования калибровочного файла для иссле

дования питьевой воды параметры пороговых значений вносятся 
автоматически (имеется коммерческий калибровочный файл для ис
следования питьевой воды на колиформные бактерии -  COLI.COR).

3.2. В отсутствие калибровочного файла одновременно с посе
вом исследуемого образца воды на среду BiMedia 160 В производит
ся определение колиформных бактерий классическим методом мем
бранных фильтров в соответствии с МУК 4.2.1018—01 «Санитарно
микробиологический анализ питьевой воды».

Результаты, полученные при классическом методе исследова
ния. вносят в соответствующий файл (MAIN MENU / DATA 
FUNCTIONS / ENTER VALUES). Основные этапы создания ка
либровочного файла рассмотрены в разделе 5 данных указаний.

4. Поместить 100 мл исследуемого образца воды в измеритель
ную ячейку прибора объемом 100 мл.

5. Добавить в каждую измерительную ячейку по 20 мл концен
трированной среды BiMedia 160 В.

6. Для контроля среды используют одну измерительную ячейку 
со 100 мл стерильной дистиллированной воды и 20 мл концентриро
ванной среды BiMedia 160 В.

7. Выбрать в основном меню программы ЗАПУСК ИЗМЕРЕ
НИЙ (STARE MEASUREMENT) и начать измерения.

' Для приготовления концентрированной среды навеска сухого препарата среды уве
личивается в 5 раз, а объем дистиллированной воды остается прежним.
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8. После того, как каждая позиция в блоке будет отмаркирова- 
на как свободная на экране монитора, поместить измерительные 
ячейки в прибор «Бак Трак».

Измерение начнется автоматически через 1 ч после загрузки 
ячеек в прибор. Рост микроорганизмов и время определения изме
нения импеданса (IDT) будут записаны автоматически.

При наличии в исследуемом образце воды единичных клеток 
колиформных бактерий изменение сигнала импеданса превышает 
5 %-ное пороговое значение по М-параметру менее чем за 16 часов.

При положительном результате наблюдается также изменение 
цвета питательной среды с исходного пурпурного до жел того.

При использовании калибровочного файла результат исследо
вания выдается автоматически в виде количества колиформных 
бактерий в исследуемом объеме воды.

Из ячеек с признаками роста колиформных бактерий делают 
высев петлей на чашки Петри со средой Эндо для постановки окси- 
дазного теста и определения ферментации лактозы при (44 ± 0,5) °С 
с целью подтверждения наличия или отсутствия термотолерантных 
колиформных бактерий в исследуемой пробе. Посевы на среде Эндо 
инкубируют при температуре (37 ± 1) °С в течение (24 ± 2) ч.

Постановка тестов проводится в соответствии с МУК 4.2.1018—01.

4,2.3. Определение общих и термотолерашпных 
колиформных бактерий титрационным методом

Определение колиформных бактерий титрационным методом 
проводится в соответствии с МУК 4.2.1018—01 «Санитарно-микро
биологический анализ питьевой воды» на приборе после этапа под
ращивания засеянных объемов пробы анализируемой воды в средах 
накопления.

Сущность метода заключается в посеве определенных объемов 
анализируемой пробы воды в жидкую питательную среду для накопле
ния бактерий с последующим высевом в измерительную ячейку прибора.

1. Среда BiMedia 160 В, приготовленная в соответствии с тре
бованиями инструкции изготовителя.

2. Протокол измерения
2.1. Установить температуру 37 °С на приборе «Бак Трак».
2.2. Установить в основном меню программы прибора параметры.
Параметры для инкубаторного блока (Adjust parameters):
Время исследования (Duration) -  24 ч
М асштаб измерений (Scale)
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• М- параметр
• Е-параметр
Время задержки (Delay)

0— 50 %
0— 50 %
1 ч

3. Установка пороговых значений: 
Пороговые значения (Thresholds)
* М-параметр
• Е-параметр

5 %
10%

Проводить учет результатов по М-параметру.
Пороговое значение по времени (Time limit) -  3 ч.
4. Добавить в каждую измерительную ячейку по 9 мл среды 

BiMedia 160 В.
5. Внести 1 мл из каждого объема с признаками роста в среде 

накопления в 9 мл среды BiMedia 160 В.
6. Для контроля среды использовать одну измерительную ячей

ку с К) мл среды BiMedia 160 В (без инокулята).
7. Выбрать в основном меню программы ЗАПУСК ИЗМ ЕРЕ

НИЙ (START M EASUREM ENT) и начать измерения.
8. После того, как каждая позиция в блоке будет отмаркирова- 

на как свободная на экране монитора, поместить измерительные 
ячейки в прибор «Бак Трак».

Измерение начнется автоматически через 1 ч после загрузки 
ячеек в прибор. Рост микроорганизмов и время определения изме
нения импеданса (IDT) будут записаны автоматически.

При наличии в засеянных после накопления объемах коли- 
формных бактерий сигнал импеданса превышает 5 %-ное пороговое 
значение по М -параметру в течение 3 ч.

При положительном результате наблюдается также изменение 
цвета питательной среды с исходного пурпурного на желтый.

Для постановки оксидазного теста и определения ферментации 
лактозы при (4 4 ± 0 ,5 )°С  с целью подтверждения наличия или от
сутствия термотолерантных колиформных бактерий в исследуемой 
пробе из засеянных объемов с признаками роста в среде накопления 
делают высев петлей на среду Эндо. Посевы инкубируют при 
(37 ± 1) °С в течение (18— 20) ч.

Постановка тестов проводится в соответствии с МУК 4.2.1018—01 
«Санитарно-микробиологический анализ питьевой воды».

Для ускорения получения результатов на присутствие термото- 
лерангных колиформных бактерий допустимо проводить высев 1 мл 
из объема среды накопления, где отмечено помутнение и газообра
зование, в измерительную ячейку «Бак Трак» с 9 мл среды BiMedia

12



МУК 4.2. И II 02

160 В и инкубировать при режиме (44 ± 0,5) °С по вышеописанному 
протоколу измерения.

Учет результатов титрацнонного метода ведется в соответствии 
с МУК 4.2.1018 01, раздел 8.3.5.

4.3. Определение спор сульфшпредуцирующих клостридш$
Сущность метода заключается в концентрировании определен

ного объема исследуемого образца воды с использованием мембран
ных фильтров и последующем тестировании на приборе «Бак Трак».

1. Среда BiMedia 660 А (готовится в соответствии с инструкци
ей фирмы-изготовителя).

2. Протокол измерения:
2.1. Установить температуру 43 °С на приборе «Бак Трак».
2.2. Установить в основном меню программы прибора параметры.
Параметры для инкубаторного блока (Adjust parameters):
Время исследования (Duration) -  24 ч
Масштаб измерений (Scale):
• М-параметр 0—50 %
• Е-параметр 0—50 %
Время задержки (Delay) 1 ч
Пороговые значения (Thresholds):
• М-параметр 5 %
• Е-параметр 10 %
Проводи н, учет результатов по М-параметру.
Пороговое значение по времени (Time limit) -  23 часа.
Определение сульфитредуцирующих клостридий необходимо

проводить, используя измерительные ячейки для анаэробов.
3. Добавить в каждую измерительную ячейку по 10 мл пита

тельной средi,i BiMedia 660 А.
4. Отфильтровать соответствующее количество исследуемого 

образца воды (20 мл), в котором не допускается наличия спор суль
фитредуцирующих клостридий, и поместить фильтр в измеритель
ную ячейку со средой.

5. Для контроля питательной среды используют одну измери
тельную ячейку с 10 мл среды BiMedia 660 А.

6. Поместить измерительные ячейки с образцами исследуемых 
проб воды и контролем питательной среды в штатив и прогреть на 
водяной бане при температуре (75 ± 5) °С в течение 15 мин.

7. Выбрать в основном меню программы ЗАПУСК ИЗМЕРЕ
НИЙ (START MEASUREMENT) и начать измерения.
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8. После того, как каждая позиция в блоке будет отмаркирова- 
на как сво б о д н ая на экране монитора, поместить измерительные 
ячейки в прибор «Бак Трак».

Измерение начнется автоматически через 1 ч после загрузки 
ячеек в прибор. Рост микроорганизмов и время определения изме
нения импеданса (1DT) будут записаны автоматически.

Учет результ ат ов
Образец загрязнен спорами сульфитредуцирующих бактерий, 

если изменение импеданса превышает 5% -ное пороговое значение 
по М -параметру и 10 %-ное пороговое значение по Е-параметру в 
течение 23 часов.

При положительном результате на стенках измерительной 
ячейки должен обнаруживаться выпавший осадок черного цвета.

Примечания:
Определение возможно проводить, используя обычные измерительные 

ячейки и парафиновое масло.
Для этого необходимо добавить в каждую измерительную ячейку по 

9 мл питательной среды BiMedia 660 А и I мл парафинового масла (как по
крывающий слой) и автоклавировать ячейки с внесенной в них питательной 
средой и парафиновым маслом (крышки должны быть приоткрыты!).

4,4. Прямой метод определения колифагов
Определение колифагов в воде проводится в измерительных 

ячейках объемом 100 мл.
1. Среда BiMedia 001 А десятикратной концентрации*.
2. Протокол измерения:
2 .1. Установить температуру 37 °С на приборе «Бак Трак».
2.2. Установить в основном меню программы прибора параметры.
Параметры для инкубаторного блока (Adjust parameters):
Время исследования (Duration) -  24 ч
М асштаб измерений (Scale):
• М-параметр 0—50 %
• Е-параметр 0 —50 %
Время задержки (Delay) 1 ч
Пороговые значения (Thresholds):
• М-параметр 5 %
• Е-параметр 10 %
Учет результатов проводится по М-параметру.

* Для приготовления концентрированной среды навеска сухого препарата среды уве
личивается в (0 раз. а объем дистиллированной воды остается прежним.
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3. Отфильтровать 100 мл исследуемой пробы воды через фильтр 
для микробиологических целей с диаметром пор не более 0,45 мкм.

4. Ф ильтрат поместить в измерительную ячейку с 10 мл концен
трированной среды BiM edia 001 А.

5. Внести 1 мл, 0,1 мл и 0,01 мл свежей ночной культуры чувст
вительного к фагу ш тамма Е. сой* в измерительные ячейки с от
фильтрованными образцам и воды.

6. Для контроля использовать измерительные ячейки со 100 мл 
стерильной воды + 10 мл концентрированной среды BiMedia 001 А 
+ ночная культура чувствительного к фагу ш тамма Е. сой (1 мл, 
0,1 мл, 0,01 мл).

7. Выбрать в основном меню программы ЗА П У С К  И ЗМ Е РЕ 
Н И Й  (START M E A S U R E M E N T ) и начать измерение.

8. После того, как каждая позиция блока будет отм аркирована 
как свободная на экране м онитора, поместить измерительные ячей
ки в прибор «Бак Трак».

Измерение начнется автоматически через 1 час после загрузки 
ячеек в прибор.

9. Оценка результатов:
• при отсутствии колиф агов в воде время детекции импеданса 

(1DT) будет одинаковы м как для исследуемого, так и для контроль
ного образца (при сравнении одинакового количества внесенной 
культуры Е. сой);

• при наличии колифагов в воде время детекции импеданса 
(ID T) для исследуемых образцов будет больш е по сравнению с кон
тролем (при сравнении одинакового количества внесенной культу
ры Е. сой). Изменится такж е форма кривой импедансного сигнала.

Примечание. Использование различных количеств тест-культуры Е. coli 
рекомендуется только для начального этапа отработки и нахождения опти
мальной тотности культуры. В дальнейших исследованиях возможно исполь
зование лишь оптимального количества вносимой культуры. Рекомендуется не 
превышать показатель 100— 1000 клеток Е. coli в измерительной ячейке.

5. Основные этапы создания калибровочного файла
Для создания калибровочного файла необходимо исследовать 

не менее 50 проб воды централизованных систем питьевого водо
снабжения параллельно двумя методами: классическим и с помо
щью прибора «Бак Трак».

* Наименование тест-культуры и подготовка се для использования в методике опре
деления колифагов указаны в соответствующих разделах МУК 4.2.1018 01 «Сани
тарно-микробиологический анализ питьевой воды».

15



МУК 4.2.111 I—02

Для этого необходимо;
1. В основном меню программы «Бак Трак» MAIN MENU в 

разделе «Задание пороговых значений» (THRESHOLDS) не указы
вать пороговые значения (NONE).

2. Провести исследование проб воды с использованием прибора 
в соответствии с требованиями данных указаний и параллельные ис
следования этих же проб классическим методом по МУК 4.2.1018—0) 
«Санитарно-микробиологический анализ питьевой воды».

3. Результаты классического метода исследования занести в со
ответствующий файл данных программы «Бак Трак».

Для этого:
3.1. В основном меню программы «Бак Трак» выбрать раздел 

«Работа сданными» (Data Functions).
3.2. В меню Data Functions выбрать соответствующие файлы 

исследования проб воды в разделе «Выбор файлов» (Select files).
3.3. Внести в меню «Data Functions» в разделе «Ввод численных 

значений» (Enter Values) результаты для соответствующих исследо
ванных проб воды.

4. После того, как будет получено не менее 50 результатов ис
следования двумя параллельными методами -  классическим и авто
матическим с помощью прибора «Бак Трак» -  можно приступать к
созданию калибровочного файла.

5. Основные этапы создания калибровочного файла
5.1. В основном меню программы «Бак Грак» выбрать раздел 

«Работа с данными» (Data functions).
5.2. В меню «Работа с данными» (Data functions) выбрать соот

ветствующие файлы исследования (не менее 50 проб) питьевой воды 
в разделе «Выбор файлов» (Select files).

5.3. В меню «Работа с данными» (Data functions) выбрать раз
дел «Построение калибровочного файла» (Correlation).

5.4. Указать «Пороговое значение» (Thresholds) для М-пара- 
метра или Е-параметра, по которому будет проводиться построение 
калибровочной кривой. Как правило, для построения калибровочной 
кривой используется М-параметр, численное значение которого 5 %.

5.5. После задания порогового значения М-параметра необхо
димо вычислить корреляцию (Calculate).

5.6. Если коэффициент корреляции г превышает значение (-0,85), 
то данная калибровочная кривая показывает высокую степень кор
реляции и отвечает требованиям (рис. 5.1,5.2).

5.6,1. Указать «Пороговое значение по времени» (Time-Limits). 
Для этого в полученное уравнение регрессии (уравнение калибро-
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вочной кривой) необходимо подставить максимально допустимое 
значение определяемого показателя (ОМ Ч, колииндекс и т. д.), рег
ламентированное в данном случае СанПиН 2.1.4.1074— 01 «Питье
вая вода. Гигиенические требования к качеству воды централизо
ванных систем питьевого водоснабжения. Контроль качества». Д а
лее следует вычислить логарифм определяемого показателя и опре
делить из уравнения значение времени -  (t). Это и есть величина 
«Порогового значения по времени» -  Time Limits.

Pile: Text:
Threshold M: 5 * Threshold E: 10 % In Use: M-Value
NO Limits

Correlation; log(CFU) * -0.1722 * t + 3,6434 correlationfactor: r - -0.9611
Dispersion; Syx - 0.1381

104 files used for correlation

Рис. 5.1. Корреляция между логарифмом численности микроорганизмов 
log КОЕ (CFU) и временем определения импеданса — I для образцов 

питьевой воды с использованием среды BiMedia 001 А.
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File: T*Xt:
Threshold M; 5 * Threshold B: 10 % In Гге: M-Value
Mo Lindt д

CorreUciom log{CFTJ) - -0.2426 * t + 4.4401 correlatioufmctori r * -0.«CO$
Diepereion; Syx - 0.?240

101 files used Cor correlation

Рис. 5.2. Корреляция между лог арифмом численности микроорганизмов - 
log КОН (CFU) и временем определенггя импеданса — t для образцов 

питьевой воды с использованием среды BiMedia 160 В.

5.6.2. Теперь данная калибровочная кривая записывается на 
диск (Disk) в виде калибровочного файла (Filename).

5.6.3. При необходимости вносится дополнительный коммента
рий (Comment) для детального описания калибровочного файла.

5.7 Нели коэффициент корреляции г не превышает (-0,85), то не
обходимо более детально проанализировать полученную зависимость. 
Как правило, прослеживается общая тенденция: большинство точек
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находится вблизи калибровочной кривой, и имеются лишь отдельные 
«точки-выбросы», которые расположены вдали от калибровочной кри
вой (рис. 5.3). В этом случае необходимо «точки-выбросы» исключить. 
Это приведет к существенному повышению коэффициента корреляции г.

Pil*: T»Xt;
Threshold М: 5 1- Threshold J2: 10 % In Use: M- Value

No Liwit*
Correction: log(CPU) - -0.1089 * t 4 2.4978 correlationfactOr: r - -0.7248
Dispersion: Syx =. 0.4738

53 files used for correlation

Рис. 5.3. «Точки-выбросы», располагающиеся вдали от калибровочном 
кривой, снижают коэффициент корреляции.

6. После создания калибровочного файла необходимо выбрать 
данный файл при задании пороговых значений (Thresholds) в глав
ном меню программы «Бак Трак» для автоматического подсчета 
величины определяемого показателя.
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6. Питательные среды: назначение, приготовление, 
использование

Питательные среды, используемые в импедансной микробиоло
гии, специально разработаны фирмой SY-LAB (Австрия)* для сис
темы «Бак Трак». Селективность фирменных питательных сред по
зволяет определять микробиологические показатели качества пить
евой воды систем централизованного водоснабжения в соответствии 
с требованиями СанПиН 2.1.4.1074—01 «Питьевая вода. Гигиениче
ские требования к качеству воды централизованных систем питье
вого водоснабжения. Контроль качества».

Эти среды обладают всеми свойствами, необходимыми для из
мерения импеданса:

• ровная базовая линия с небольшим или нулевым дрейфом или 
шумом в присутствии инокулюма:

• высокая начальная скорость изменения электрического сиг
нала, дающая резкий перегиб в точке определения;

• большая величина тотальных электрических изменений.
Для санитарно-микробиологического анализа питьевой воды 

используются следующие питательные среды:
• BiMedia 001А -  для определения общего числа микроорга

низмов;
• BiMedia 160В и 160С - для определения колиформных бактерий;
• BiMedia 660А -  для определения сульфитредуцирующих кло- 

стридий.

6. /. Приготовление сред
6.1.1. BiMedia 001А -  для определения мезофильных аэробных и 

факультативно анаэробных микроорганизмов (общее число микро
организмов) и BiMedia 160В - для определения колиформных бак
терий (общих и термотолерантных):

• растворить необходимое количество среды в дистиллирован
ной воде (соотношение указано на упаковке),

• разделить приготовленную среду на порции и автоклавиро
вать при 1 атм. 15 мин,

Питательные среды BiMedia 00! А и BiMedia 160В выпускаются также Отделением 
питательных сред Государственного научного центра прикладной микробиологии 
(Московская область, г. Оболенск).
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• после стерилизации среда должна уравновеситься при ком
натной температуре в течение 6 ч.

Примечание. П ригот овленная ср еда  дол ж н а  хр а н и т ься  при т ем пера
т ур е 4  °С. С рок  хранени я  -  3 недели. И зм енение р еж и м а  ст ерилизации (б о л ее  
п родол ж и т ел ьн ое авт оклавирование) сн и ж а ет  к а ч ест во  ср ед ы !

6.1.2. Приготовление среды BiMedia 660Л — для определения 
сульфитредуцирующих клостридий:

• растворить все содержимое упаковки в дистиллированной во
де (конечный объем — 1,2 или 5 л указан на этикетке);

• проверить pH среды и, если необходимо, довести до 7,1 ± 0,1;
• разлить приготовленную среду на порции и стерилизовать 

при 1 атм. 15 мин;
• дать среде уравновеситься в течение 12 ч при комнатной тем

пературе перед использованием;
• внести по 9 мл среды в стерильные измерительные ячейки и 

поместить ячейки в штатив;
• прогреть измерительные ячейки (с приоткрытыми крышками) 

при 95—100 °С на пару в течение 15 мин (для удаления растворенно
го в среде кислорода);

• дать среде остыть до 50 °С (или меньше), затем можно добав
лять аддитив;

• добавить во флакон с Аддитивом 660А 1,5 мл стерильной дис
тиллированной воды;

• добавить по 30 мкл раствора аддитива в каждую измеритель
ную ячейку с 9 мл среды.

Для предотвращения образования воздушных пузырьков не по
гружайте наконечники пипетки в среду.

Примечание, А дди т и в н ео б х о д и м о  добавлят ь т ол ьк о  н епоср едст вен н о  
п ер ед  использованием  ср еды . Х ранит ь аддит ив при 4 ° С.

Растворы аддитивов следует хранить не более 2 недель.
Приготовленная среда должна храниться при 4 °С не более 2 

недель.
Длительное прогревание и обработка при температуре выше 

рекомендуемой снижают качество среды!
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7. Методика тесгироваггия и обработки измерительных ячеек

7. /. Методика тестирования измерительных ячеек 
прибора «Бак Трак»

Необходимо каждые несколько месяцев проводить тестирова
ние используемых измерительных ячеек для контроля регистрируе
мых показателей -  изменения проводимости среды (М-параметр) и 
изменения проводимости электродов (Е-параметр).

Для этого необходимо:
1. B стерильные измерительные ячейки налить 10мл или 100мл 

стерильного физиолог ического раствора (в зависимости от объема ячеек).
2. Установить время исследования (Duration) -- 24 ч.
3. Установить пороговое значение (Threshold) для М-параметра

С О'— J /о.
4. Установить значение Time limit -  23 ч.
5. Начать измерение (Start measurement).
6. После того, как каждая позиция в блоке будет отмаркирова- 

на как свободная (Empty), поместить в инкубаторный блок измери
тельные ячейки с физиологическим раствором.

Учет результатов тестирования.
Если за время тестирования измерительных ячеек значения М-па

раметра не превысили 5 %, то ячейки пригодны для дальнейшей работы.
Если за время тестирования в ячейках значение М-параметра пре

высило 5° о, то цвет ячейки на экране монитора изменится на красный, 
что означает «проба загрязнена» (Contaminated). В этом случае необ
ходимо повторно тестировать такую ячейку, предварительно поместив 
ее в любое другое место в инкубаторном блоке. При повторном полу
чении аналогичных результатов (пересечение 5% значения М-пара
метра) необходимо заменить измерительные ячейки на новые.

7.2. Методика обработки измерительных ячеек прибора «Бак Трак»

7.2.1. Обработка измерительных ячеек
1. Приоткрыть пластиковые крышки измерительных ячеек и 

поместить измерительные ячейки в металлический штатив. Не авто
клавировать плотно закрытые ячейки!

2. Стерилизовать измерительные ячейки при 1 атм. в течение 
20—30 мин.

3. При наличии патогенных микроорганизмов — использовать 
режимную стерилизацию.
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4. После автоклавирования дать ячейкам остыть до комнатной 
температуры.

5. О ткрыть измерительные ячейки и промы ть их дистиллиро
ванной водой.

6. Если исследуемый продукт имел жирную консистенцию, то 
выдержать ячейки в растворе с мягким нейтральным моющим сред
ством (например, хозяйственное мыло) в течение 30 мин.

7. При необходимости промыть измерительные ячейки мягким 
ершиком так, чтобы не повредить электроды.

8. Если на дне измерительной ячейки остался какой-либо оса
док, то  его необходимо удалить.

9. Тщ ательно промыть измерительные ячейки 3 раза водопро
водной водой и 2 раза дистиллированной водой.

10. Если между уплотнительными кольцами в донной крышке 
появилась вода, то необходимо разобрать измерительные ячейки и 
просушить их в разобранном  виде в сушильном шкафу при 60 °С в 
течение 40 мин.

11. С обрать ячейки, верхнюю крышку плотно не закрывать!
12. Измерительные ячейки автоклавировать при 1 атм. в тече

ние 15 мин.
Теперь измерительные ячейки готовы  к использованию .

Примечание. Никогда не используйте моющие средства, содержащие 
хлор. Тщательно промывайте ячейки, поскольку образование пленок на 
поверхности электродов вызывает шумы при прохождении сигнала.

7.2.2. Стерилизация измерительных ячеек
1. П риоткры ть пластиковые крышки измерительных ячеек.
2. П оместить измерительные ячейки в металлический штатив.
Не автоклавировать плотно закрытые ячейки!
3. Разместить ш татив с измерительными ячейками в верхней 

части автоклава для предотвращ ения попадания воды в ячейки.
4. Стерилизовать измерительные ячейки при I атм. в течение 

20 мин.
Н икогда не стерилизовать ячейки в сухожаровом шкафу!
5. Д остать измерительные ячейки из автоклава , как только это 

станет возможным (« 70— 85 °С).
Высушить ячейки при комнатной температуре.
6. Если между уплотнительными кольцами в донной крышке 

появилась вода, то необходимо разобрать измерительные ячейки и
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высушить их в разобранном виде в сушильном шкафу при 60 °С в 
течение 40 мин.

7. Убедитесь, что ячейки полностью высохли. При необходимо
сти просушите измерительные ячейки еще раз.

Теперь измерительные ячейки готовы к использованию.
Примечание. В озм ож н а  ст ерилизация и зм ерит ельны х я чеек  с  вн есен н ой

в н и х  пит ат ельной  ср ед о й .
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Приложение

Форма кривых импедансного сигнала при исследовании питьевой 
воды с использованием различных питательных сред

File #; 1120-012 Position: l/i3 Start: 20.11.1995 14:57:2 Finished
Threshold M*. 10.16 hra Threshold E : 9. ad hrs CPU: -----

T e x t:  p r ? 5  d r i n k i n g  neater Im l ONCH Q01A

Рис. I. Т и п и ч н ая  кривая им педансного  сигнала при определении 
общ его  к ол и ч ества  м и кроорган и зм ов  (TV C ) с использованием  

питательн ой  среды  B tM edia 001 А.
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Рис. 2. Т и пичная  кривая им педансного  сигнала при определении 
ко диф орм  и ы \  бактерий  м етодом  м ем бранны х ф и л ы р о в  

с использованием  питательной  среды  B iM cdia i 60В.
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Fil* 1X23-005 Position: 1/6 Start: 23.11.1995 1S:29;5S Finished
Threshold Ms 1.24 hrs Threshold E: 2.16 hrs CFU: ......
Text! pr93 drinking water 100ml brod.roetod Colitorm 160B

Рис. 3. Типичная кривая пм педаясного  сигнала при определении коли- 
ф ормны х бактерий с использованием  этапа подращ ивания в средах н акоп

ления и последую щ ем исследовании на приборе в среде ВiMedia 160В.

File It : 1123-024 Position: 1/25 Start: 23.11,1995 15:33:5 Finished
Threshold M: 14.51 hre Threshold E ; 9.41 hra CFU.* ------
Text: prB6 drinking water lOOrnl brod.metod Coli£on« 160B

Рис. 4, 5. А типичны е кривы е импеданемого сигнала при определении коли- 
ф ормны х бактерий с использованием  этапа подращ ивания в средах 

накопления и последую щ ем исследовании на приборе в среде BiMedia 160В.
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