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Введение

Последние десятилетия особое
внимание гигиенической науки сосре-
доточено на изучении относительно
новой и быстро развивающейся био-
технологической отрасли промышлен-
ности. Основные направления промыш-
ленной и медицинской биотехнологии
основаны на использовании различных
родов, видов, штаммов и серотипов
природных или мутантных, в т.ч. полу-
ченных методом генной инженерии,
микроорганизмов в качестве пробиоти-
ческих пищевых препаратов, продуцен-
тов белка, биологически активных ве-
ществ и ферментов (амилолитические,
протеолитические, пектинолитические,
целлюлолитические, антибиотики раз-
ных классов, аминокислоты, витамины
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и другие), микробиологических препа-
ратов для биологической защиты и по-
вышения урожайности сельскохозяй-
ственных культур и др. [1]. В процессе
производства и использования микро-
организмов-продуцентов (МО) и мик-
робных препаратов на их основе (МП)
возможно загрязнение ими производ-
ственной среды, выделение в воздух
рабочей зоны и атмосферы с вредным
воздействием на здоровье работников
и населения. Согласно значительному
массиву данных литературы, штаммы
МО, используемые в биотехнологичес-
ких процессах, могут представлять ис-
точники риска для здоровья человека и
среды его обитания [2, 3]. В промыш-
ленных условиях наличие МО в воздухе
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рабочей зоны, непосредственный кон-
такт с микробными аэрозолями в про-
цессе использования могут являться
факторами высокого риска здоровью
работников биотехнологических произ-
водств, поскольку промышленные штам-
мы МО малопатогенны, но обладают
сильной или выраженной сенсибилизи-
рующей способностью (1-2 класс аллер-
генной опасности) [4, 5].

Этим обусловлена актуальность
современного направления гигиеничес-
ких исследований – изучение биологи-
ческого действия МО и оценка опасно-
сти и вероятности неблагоприятных для
здоровья человека последствий произ-
водства биотехнологической продук-
ции, эффективная медицинская профи-
лактика их вредного действия путем ги-
гиенического нормирования. Это осо-
бенно важно в отношении оценки рис-
ка и гигиенического регламентирования
МП, содержащих жизнеспособные
клетки и их структурные элементы, про-
дукты микробного синтеза. Научное
обоснование и практика гигиеническо-
го и экологического нормирования био-
логических факторов среды обитания
имеют ряд принципиальных методоло-
гических особенностей и разработаны
значительно меньше, чем в отношении
химических факторов среды обитания.
В Республиканском унитарном пред-
приятии «Научно-практический центр
гигиены» Министерства здравоохране-
ния Республики Беларусь разработка
методологии и методов гигиенического
регламентирования и нормирования
МО и МП как биологических факторов
среды обитания человека является од-
ним из ведущих научных направлений,
сформирована научная школа в данном,
как мы считаем, перспективном, на-
правлении профилактической медици-
ны. В результате выполненных комп-
лексных токсиколого-гигиенических ис-
следований проведено гигиеническое
регламентирование более 100, уста-
новлены ПДК в воздухе рабочей зоны
12 новых одно- и многокомпонентных

МП [5].

Важной гигиенической проблемой
биотехнологических производств явля-
ется соблюдения ПДК нормированных
МО и МП в воздухе рабочей зоны. Для
обеспечения их производственного
контроля необходимы валидированные
инструментальные методы количе-
ственной оценки.

Разработка стандартизованных и
валидированных методик выполнения
измерений (МВИ) концентраций МП и
МО в воздухе рабочей зоны представ-
ляет собой достаточно сложную анали-
тическую задачу, т.к. оптимизация пара-
метров инструментальных методов (ус-
ловий отбора проб воздуха при различ-
ной микробной нагрузке, культивирова-
ния и идентификации МО и др.), опре-
деление концентрационных зависимос-
тей и пределов чувствительности, воз-
можно только при экспериментальном
моделировании. Более того, для прак-
тического применения методов контро-
ля содержания МП в производственных
условиях требуются аттестованные ме-
тодики выполнения измерений концен-
траций МО, входящих в состав МП, раз-
работка которых осуществляется на ос-
нове метрологических исследований по
оценке категорийных характеристик,
связанных со специфичностью и селек-
тивностью разрабатываемого метода.
В то же время, известные руководства
по валидации микробиологических ме-
тодов существуют только для воды, пи-
щевых продуктов и кормов для живот-
ных и отсутствуют для воздушной сре-
ды [6, 7].

Следовательно, для обеспечения
контроля содержания в воздухе рабо-
чей зоны МО и МП на их соответствие
ПДК актуальным и необходимым явля-
ется обоснование методических подхо-
дов к разработке и стандартизации ме-
тодик выполнения измерений концент-
раций МП и МО в воздухе рабочей
зоны.

Целью работы являлось обосно-
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вание технологии количественного оп-
ределения МО однокомпонентных МП
в воздухе рабочей зоны при экспери-
ментальном моделировании микробных
аэрозолей и разработка методик вы-
полнения измерений в воздухе рабочей
зоны концентрации штамма
Pseudomonas fluorescens S32 – проду-
цента МП «Стимул» и Bacillus subtilis M-
22 – продуцента МП «Бетапротектин».

Материалы и методы

Объектами исследования явля-
лись новые МП «Бетапротектин» на ос-
нове штамма Bacillus subtilis M-22 (B.
subtilis M-22) и МП «Стимул» на основе
штамма Pseudomonas fluorescens S32
(P. fluorescens S32), разработанные
разработанные ГУ «Институт микробио-
логии НАН Беларуси» и НИЛ молекуляр-
ной генетики бактерий биологического
факультета Белорусского государствен-
ного университета.

В работе использовали систему
для создания жидких аэрозолей в зат-
равочных камерах объемом 250 л
(Спектролаб, РФ); аспиратор SAS
SUPER100 (PBI International, Италия), а
также стандартное оборудование мик-
робиологических лабораторий. Сред-
ства измерений и основное оборудова-
ние были должным образом поверены
и калиброваны.

В экспериментах для оптимизации
условий культивирования и роста тесто-
вых МО подбирали и использовали ком-
поненты стандартных питательных сред
и материалов.

Для культивирования B. subtilis M-
22 использовали полуселективную сре-
ду следующего состава: меласса – 30,0
г; калий фосфорнокислый двузамещен-
ный трехводный – 7,0 г; калий фосфор-
нокислый однозамещенный – 3,0 г;
сульфат аммония – 1,5 г; натрий лимон-
нокислый трехводный – 0,5 г; магний
сернокислый семиводный – 0,1 г; агар
микробиологический – 20 г; вода водо-
проводная – 1 дм3, рН 7,0-7,2.

Для культивирования P.
fluorescens S32 использовали полусе-

лективную среду следующего состава:
пептон сухой ферментативный для бак-
териологических целей – 20,0 г, ка-
лий фосфорнокислый двузамещенный
трехводный – 1,5 г, магния сульфат се-
миводный – 1,5 г, агар микробиологи-
ческий –15 г, глицерин –10 см3, вода
дистиллированная – 1000 дм3, рН
7,0±0,2.

Для приготовления рабочих разве-
дений МП использовали фосфатный
буферный раствор с 0,1 % пептоном,
рН 7,0. Подтверждение содержания
микробных клеток в рабочей культуре
проводили путем высева на селектив-
ную агаризованную среду приведенно-
го состава. Для оптимизации парамет-
ров отбора проб и определения рабо-
чих характеристик детектора (контакт-
ные чашки Петри с соответствующей
питательной средой) использовали ра-
бочее разведение 106 КОЕ/мл препара-
та.

На каждом этапе создания мик-
робного аэрозоля в затравочной каме-
ре проводили отбор проб воздуха в ди-
апазоне объемов 10-30 л [11, 12]. Про-
бы воздуха отбирали при помощи аспи-
ратора на поверхность плотных пита-
тельных селективных сред вышеприве-
денного состава. Перед каждым отбо-
ром воздуха аспиратор протирали 70°
этиловым спиртом, устанавливали под-
готовленную чашку Петри со средой,
одновременно снимая с нее крышку,
прибор закрывали, не допуская сопри-
косновение крышки прибора со средой.
Отбор проб проводили в двух повторно-
стях.

После отбора проб воздуха чашки
Петри с селективной средой помещали
в термостат при (30±0,5) °С. После ин-
кубирования в течение (48±2) ч произ-
водили подсчет выросших типичных ко-
лоний МО. Оценивали культурально-
морфологические особенности сфор-
мированных колоний и подсчитывали
число типичных колоний.

Расчет концентрации МО Х, КОЕ/
м3, производили по формуле:
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Х = (N*Ч*1000)/V, (1)

где:

Х – концентрация микробных клеток и
спор в воздухе рабочей зоны;

N – количество колоний МО на чашке;

1000 – коэффициент пересчета на 1 м3

воздуха;

V – объем отобранной пробы воздуха,
дм3.

Для подсчета учитывается сред-
нее количество колоний, выросших на
2-х параллельных чашках Петри. За
окончательный результат измерения
принимали среднее арифметическое
значение двух результатов параллель-
ных измерений, рассчитанных по фор-
муле (1).

Результаты и их обсуждение

Микроорганизмы родов Bacillus и
Pseudomonas широко используются в
биотехнологических производствах как
МО. В соответствии с санитарными
нормами и правилами, определяющи-
ми группы патогенности биологических
агентов, эти роды относятся к 3-4 груп-
пам патогенности, применяются для
биологического стимулирования роста

и развития сельскохозяйственных куль-
тур, для использования в качестве сред-
ства биологической защиты и стимуля-
ции роста сельскохозяйственных расте-
ний и т.д. Достаточно хорошо изучены
их культуральные, физиолого-биохими-
ческие и др. свойства. Процессы куль-
тивирования этих МО в промышленных
или полупромышленных масштабах хо-
рошо оптимизированы. Представлен-
ные разработчиками штаммы МО P.
fluorescens S32 и B. subtilis M-22 прояв-
ляли типичные культурально-морфоло-
гические и биохимические свойства
(Табл. 1).

Гигиенические нормативы содер-
жания в воздухе рабочей зоны (ПДК)
установлены для МП «Бетапротектин»
на уровне 1000 микробных клеток / м3

(м. кл /м3) по штамму бактерий B.
subtilis M-22, III класс опасности с от-
меткой «аллерген» и для МП «Стимул»
на уровне 10000 микробных клеток / м3

по штамму бактерий P. fluorescens S32,
IV класс опасности [8-9].

Разработка технологии количе-
ственного определения МО в воздухе
рабочей зоны в модельном экспери-
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менте основана на известных этапах и
приемах микробиологической практики:
отбор проб воздуха аспирационным
способом с учетом отобранного объе-
ма, культивирование в оптимальных для
изучаемых МО условиях на питательной
среде приведенного состава, подсчет
сформированных колоний с характер-
ными морфологическими признаками,
морфологическая идентификация мик-

роорганизмов и колоний, расчет коли-
чества микроорганизмов на чашках с
перерасчетом на 1 м3 воздуха.

Алгоритм и дизайн эксперимента
были разработаны и успешно выполне-
ны в камерах ингаляционной затравки.
На созданной модели распыления в
затравочных камерах объемом 250 л ус-
тановки ингаляционного моделирова-
ния жидких аэрозолей отрабатывались

� 0

;��. 1. ��������� ����� 3�����-���������� P. fluorescens S-32 � ��������
�	���������� (�), ���)���!�� 	������, � ��	���	������	�� �������� (0)

� 0

;��. 2. ��������� ����� 3�����-���������� B. subtilis M-22 � ��������
�	���������� (�), ���)���!�� 	������, � ��	���	������	�� �������� (0)
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режимы создания в камерах разных
концентраций микроорганизмов в зам-
кнутом объеме с использованием раз-
личных типов распылителей, при раз-
ных скоростях подачи на эжекторы и на
распылители потока воздуха, экспози-
циях распыления МП. Были подобраны
параметры аспирационного способа
отбора проб воздуха (время и объем)
при разных уровнях микробной нагруз-
ки, проведена оптимизация состава
сред и режимов культивирования МО с
их последующей идентификацией.

Выполненная в условиях модель-
ного эксперимента оптимизация сово-
купности параметров количественного
определения концентрации МО в возду-
хе позволила выявить характер и зако-
номерности роста МО в зависимости от
концентрации МП в фиксированном
объеме затравочной камеры (рис. 1 и
2).

Характер зависимости между ко-
личеством колоний на чашке и отобран-
ным объемом воздуха носил как линей-
ный, так и степенной характер и описы-
вался приведенными на рисунках 1 и 2
уравнениями.

Соответствующие коэффициенты
детерминации RІ находились в диапа-
зоне 0,9489-0,9954, что свидетельству-
ет о высокой достоверности получен-
ных результатов ко-
личественного оп-
ределения концент-
раций МО в воздухе
рабочей зоны.

О п р е д е л е н ы
пределы измерения
для разработанных
методов, которые
10-10000 м. кл./м3.

Э к спе р и ме н -
тальные исследова-
ния позволили уста-
новить необходи-
мые требования по
отбору проб воздуха
для количественной

оценки содержания МО, определить
прямые концентрационные зависимос-
ти, лежащие в основе математической
модели количественной оценки, высо-
кую чувствительность разработанных
инструментальных методов определе-
ния количества бактерий штаммов B.
subtilis M-22 и P. fluorescens S32 в воз-
духе.

Методики выполнения измерений,
используемые в области аккредитации
испытательных лабораторий, должны
быть валидированы в соответствии с
требованиями международной органи-
зации по стандартизации (ИСО). Выбор
алгоритма метрологической аттестации
определялся специфическими микро-
биологическими параметрами исследу-
емых объектов, т.к. распределение МО
в воздухе рабочей зоны является отно-
сительно однородным. В процессе ва-
лидации микробиологических МВИ оп-
ределяли показатели прецизионности
(повторяемость и промежуточная пре-
цизионность с изменяющимся факто-
ром «оператор»), расширенную нео-
пределенность и др. операционные ха-
рактеристики, а также присущие для
оценки биологических факторов пока-
затели: специфичность, чувствитель-
ность, частоту ложноположительных и
ложноотрицательных результатов, вер-
хний предел линейности и др. [6, 7, 10].

9������ 2
��,' ! "(B�)�(� /�'��,�'(),(�( ( * ��-�,�!( )*��(O(B� ),( (

)�!��,(%� ),( 1�, �(�
�(�' 3�H� *'�*�'�,��,' ! "(B�)�(� /�'��,�'(),(�( «1�����» « ��������	���»

����3����� ����	����� ������������
����������� ��	������� �������� 0,076 0,13
1���������� ��	������� �������������
Sr 0,039 log10 9�:/�3 0,088 log10

9�:/�3

/����� ������������� r 0,11 log10 9�:/�3 0,25 log10 9�:/�3

1���������� ��	������� �����&�������
�������������� Sl(O) 0,052 log10 9�:/�3 0,12 log10 9�:/�3

/����� �����&������� ��������������
rl(O) 0,15 log10 9�:/�3 0,32 log10 9�:/�3

;��3������� ��������������� (k=2) U 0,11 log10 9�:/�3 0,23 log10 9�:/�3

�������������� 1,0 0,915
1����)������ 0,5 1,000
������� ��&������&�������
���������� 0,048 0,000
������� ��&��������������
���������� 0 0,800
1���	������� 1,322 -0,048
�))�	������� 0,955 0,917
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На основе массива данных, полученных
в модельном эксперименте, были оце-
нены операционные характеристики
методов, проведена метрологическая
аттестация и утверждены МВИ концен-
трации МО в воздухе рабочей зоны
[11, 12].

В табл. 2 представлены метроло-
гические характеристики и показатели
специфичности и селективности разра-
ботанных методик.

Заключение

Впервые выполненная метрологи-
ческая оценка операционных характе-
ристик методов определения количе-
ства бактерий штаммов B. subtilis M-22
и P. fluorescens S32 в воздухе позволи-
ла разработать аттестованные Белорус-
ским государственным институтом мет-
рологии МВИ концентраций МП «Бетап-
ротектин» и «Стимул» в воздухе рабочей
зоны [11-12]. Использование МВИ в
рамках области аккредитации микроби-
ологических лабораторий обеспечивает
объективный санитарно-производ-
ственный контроль содержания данных
МП в производственной среде на соот-
ветствие их ПДК.

Впервые обоснованные унифици-
рованные подходы и технология разра-
ботки МВИ концентраций МО и МП в
воздухе рабочей зоны формализованы
в инструкции по применению [13] и
позволяют проводить разработку МВИ
для новых биопрепаратов.
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Резюме

РОЗРОБКА І ВАЛІДАЦІЯ МЕТОДИК
ВИКОНАННЯ ВИМІРЮВАНЬ ЗМІСТУ
ОДНОКОМПОНЕНТНИХ МІКРОБНИХ

ПРЕПАРАТІВ НА ОСНОВІ ШТАМІВ-
ПРОДУЦЕНТІВ ПОЛОГІВ BACILLUS І
PSEUDOMONAS У ПОВІТРІ РОБОЧОЇ

ЗОНИ

Дудчик Н.В., Філонюк В.А.,
Шевляков В.В., Сычік С.І.,

Студенічнік Т.С.

Вперше виконано експеримен-
тальне моделювання мікробних аеро-
золів з метою розробки технології
кількісного визначення та гігієнічного
регламентування мікроорганізмів-про-
дуцентів в повітрі робочої зони. На
підставі встановлених закономірних
концентраційних залежностей динаміки
зростання мікроорганізмів-продуцентів
родів Bacillus і Pseudomonas розроблені
методи їх кількісного визначення в
повітрі робочої зони. Вперше обґрунто-
вано алгоритм і виконана метрологічна
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оцінка кількісних методик з визначенням
операційних характеристик і розроблені
стандартизовані методики виконання
вимірювань концентрацій мікроор-
ганізмів-продуцентів однокомпонентних
мікробних препаратів в повітрі робочої
зони.

Ключові слова: мікроорганізми-проду-
центи Pseudomonas fluorescens S32 та
Bacillus subtilis M-22, мікробні препара-
ти «Стимул» та «Бетапротектін», мето-
дики визначення концентрації мікроор-
ганізмів-продуцентів в повітрі робочої
зони.

Summary

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF
METHODS FOR MEASURING SINGLE-

COMPONENT MICROBIAL
PREPARATIONS BASED ON STRAIN

BASED STRAINS BACILLUS AND
PSEUDOMONAS IN THE WORKING AREA

Dudchik N.V., Filаnyuk V.A.,
Shevlyakov V.V ., Sychik S.I.

Studenichnik T. S.

For the first time experimental
modeling of microbial aerosols have been
carried out to develop technology of
quantitative determination and hygienic

regulation of microorganisms-producers
in the working area. Based on the set of
regular concentration dependences of
the growth of microorganisms-producers
of the genera Bacillus and Pseudomonas
dynamics methods for their quantification
in the working area have been developed.
The first algorithm is justified and
executed metrological evaluation of
quantitative methods to determine the
operating characteristics and developed a
standardized method of measuring the
concentration of microorganisms-
producers of single-component microbial
agents in the working area.

Keywords: producing microorganisms
Pseudomonas fluorescens S32 and
Bacillus subtilis M- 22, the microbial
preparations “Stimulus” and “
Betaprotektin”, methods for determining
of concentration producing
microorganisms in the air of the working
area.
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UDC 613.2.03
DEFINITE FEATURES OF DIETARY INTAKE OF INTERNATIONAL

STUDENTS FROM INDIA

Melnyk K.S., Kovalchuk L.Y., Mykhaylenko V.L.
Odessa National Medical University, Odessa, Ukraine

The number of foreigners who are educated in Ukraine increases every year. The
amount of studies comparing nutritional quality of food intake of foreign students who
live in Ukraine is limited. Data on Indian students’ nutrition and eating patterns are
especially lacking. It was the aim of the present study to compare the ethnic differences
in food consumption and the contributing main components of Indian students’ diets.
Macronutrient (proteins, fats, carbohydrates) dietary intake was estimated using food
frequency questionnaire. Data were obtained to analyze food intake and compare it with
the recommendations of the Ministry of Health of Ukraine (MHU) and the World Health
Organization (WHO). After analyzing the data of food frequency questionnaire the
following results were obtained: most of 119 students generally follow the daily diet
regime ; total energy intake in males’ and females’ daily diet below the standards of
MHU. Furthermore, the nutrient ratio of P: F: C (proteins, fats, carbohydrates) has
differences with the recommendations of WHO. The imbalance primarily caused by the


