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Методика определения бактерицидной активности реагентов с 

различной растворимостью в воде на культуре микроорганизмов, 

выделениях из нефтепромысловой среды, основана на способах, поз

воляющих получать устойчивые диспергированные растворы испытуемых 

реагентов, увеличить возможность взаимодействия бактерий с  реа

гентом, устранять воздействие их на клетки бактерий в  питате.хьной 

среде. В итоге повышается воспроизводимость опытов и их досто

верность.

Настоящая методика должна применяться в отраслевых институ

тах и центральных научно-исследовательских лабораториях нефте- 

добыващих предприятий Миннефтецрома, занимающихся водоором бак

терицидов для оштно-пхюкышлешшх испытаний. Методика разработана 

в секторе микробиологических исследований отдела техники и тех

нологии добычи нефти Сибниинп. В се разработке принимали участие 

отдел коррозии ШШЛ Главтетленяефтегаза, Всесоюзный научно-иссле

довательский институт ветеринарной вирусологии и микробиологии.

Автору: Б .Б .В анззр акц ьев, Л .С.Дьякова, В*М.Котляров,3 . И.Куд

ряшова, Н.У.Минеева, Ю.В.Опарин, Л.И.Чириков, С.Н.Файзулляна, 

Н .Н .Таш ева.

(О) Сибирский научно-исследовательский институт 

нефтяной промышленности (Сйбняинп), 1963



ИПСОВОДНЩИЙ ДОКУМЕНТ

ыЬТОДИКА ИСПЫТАНИЙ БАКТЕРИЦИДНОЙ АКТИВНОСТИ 

НЕАГИГГОВ С РАЗЛИЧНОЙ РАСТВОРИЮСТТ* В ВОДЕ

РД 3 9 -3 -8 9 7 -8 3  

Вводится впервые

Приказом Министерства нефтяной промышленности 

от 2 5 ,0 7 .1 9 8 3 г .  Я 395 Срок введения установлен С & Ш 83

Срок действия по 1 5 .0 9 .8 7  г .

I .  ОБДАН ЧАСТЬ

I . I .  Методика разработана в соответствии с письмами 

Министерства нефтяной промышленности от 1 1 .0 4 .1 9 7 7 , ЛНЕ-2326 и 

Главтеменнефтегаза от 2 6 .0 4 .1 9 7 7  Л 0 1 3 -4 -6 2 , a  ren te  решением 

Всесоюзного научно-технического семинара "Особенности зараже

ния нефтяных пластов микроорганизмами, совершенствование сио- 

тем подготовкииия закачки ее в  продуктивны» пласты и методы 

борьбы с микробиологической коррозией ( I9 6 0  г . ) " ,  обязываю®ими 

усилить микробиологический контроль за  качеством воды, использу

емой в системах заводненения нефтяных пластов и подобрать бак

терицид для ее обработки.

Предлагаемая методика разработана в целях: 

изучения бактерицидной активности химических реагентов с 

различной растворимостью в воде и подбоса химических бактерици

дов для опытно-промышленных испытаний;

выявления среди реагентов, применяющихся при добыче неф

ти, соединений, которые являютоя бактерицидами или, наоборот, 

стимуляторами роста сульфетвоостанавливапцих бактерий (СПБ) и 

других микроорганизмов;
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поиска эффективных бактерицидов среди вещ еств биологичес

кого происхождения (антибиотиков).

1 . 2 .  По рассматриваемому вопросу имеется два методических 

руководства [ l , 2 ]  . Согласно им вначале готовится желаемая кон

центрация испытуемого химического бактерицида из 0 ,5  иди 1 ,0 £  

водного р аствор а. Затем бактерицид в  течение определенного вре

мени контактирует с клетками СПБ, после чего клетки бактерии 

переносятся на питательную среду для инкубации в  термостатирур -  

щих условиях.

В выше отмене иных руководствах имеются следующие методичес

кие недочеты, которые в процессе испытаний бактерицидов и дру

гих химических р еаген тов, щ  вменяющихся при добыче нефти .отри

цательно сказываются на воспроизводимости и результаты их испы

таний. Во-первых, невозможно приготовить желаемую концентрацию 

р еаген та, плохо растворимого в во д е. Во-вторых, не учитывается 

фактор воздействия бактерицида На СПБ в культуральной ср еде.

При отборе для посева клеток СПБ, проконтактировавших с бакте

рицидом, в питательную среду вм есте с ними вносится часть раство

ра бактерицида, который в какой-то мере продолжает воздей ство

вать на рост и развитие СВБ в питательной ср ед е . В зависимости 

от его концентрации действие реагента в культуральной среде мо

жет быть различным, т . е .  оно выражается в виде эффекта стимуля

ции или подавления роста СВБ.

Руководствуясь данной методикой, можно испытывать реагенты 

с различной растворимостью в  воде к устранять воздействие испы

туемого реагента в культуральной ср ед е . Она явл я ется  Первым 

руководством для испытания бактерицидной активности химических 

реагентов не только на культуре судьф атвосстанабливащ жх бакте

рий (С ЬБ ), но и на культуре аэробных гетеротрофных иикроорга-



нкзыо£ и углввадородокисл1ал1|Ц бактерий. Кроме того, методика 
предусматривает яспьтшшя оактервд&дыой активности веществ био
логического происхождения (антибиотиков).

2 . ОЦЩШНИВ БАКТЕЩЩЮЙ ШИШОСТИ AMMil4iSCKM 

{КАГШГОН С РАЗЛИЧНО и РАСТДОИМОСШ) В ЬОДЁ

С у щ н о с т ь  м е т о д а

2 . 1 .  Метод основан на приготовлении желаемой концентрации 

яош туомсго реагента из 0 ,5  -  1%-тк водной эмульсин или суспен

зии, прите.овденной методом ультразвуковой обработки и разделе

нии клеток бактерий от нсиытуемого реагента центрифугированием 

осаждением и промыванием клеток бактерий мембранном фильтре.

А п п а р а т у р а ,  м а т е р и а л ы ,  п о с у д а ,  

р а с т в о р ы  и с п ы т у е м ы х  р е а г е н т о в ,  

н а к о п и т е л ь н а я  к у л ь т у р а  б а к т е р и й ,  

п р о б ы  н е ф т е п р о м ы с л о в ы х  с р е д

2 .2 .  Аппаратура:

ультразвуковой генератор УЗГ-З-64 с ванной очистки;

мембранные фильтры Л I  или 2  2 ;

центрифуга;

автоклав ы к  аппарат Коха; 

суховоэдушшй с умильный шкаф; 

термостат,

2 . 3 .  интервалы: 

пробки ватные; 

пробки резиновые.

2Л. Посуда отевляныая: 

колбы еыкоотью 100, 500, 1000, 2000 мл; 

пипетки мерные емкостью I ,  2 ,  5 см9 ;
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пробирки бактериологические и центрифужные; 

чашки Летри;

покровные и предметные стекла.

2 .5 .  Водные растворы испытуемых реагентов.

2 .6 .  Пробы нефтепромысловых вод, зараженные бактериями: 

вода сточная;

вода пресная;

вода шгастов&я и нефть;

вода из призабойной зоны нагнетательных скважин.

2 .7 .  Питательная среда для СВБ: 

среда Постгейта.

2 .8 .  Среда для аэробных гетеротрофов: 

пептснно-дрожжевая жидкая среда (Ш 9С ); 

пелтонно-дрожжевая плотная среда (ШЛЮ).

2 .9 .  Среда для аэробных утлеводородокнслявдмх бактерий: 

минеральная среда.

П о д г о т о в к а  р е а г е н т о в  к 

и с п ы т а н и я м

2 .1 0 .  Приготовление 0 ,5-н ой  или 1%-но'А водной эмульсии 

или суспензии:

на аналитических весах отвешивают навеску испытуемого реагента, 

помещенную на оттарированное покровное стекло. Затек навеску 

реагента вместе с покровным стеклом переносят в колбу емкостью 

на 20 0 -2 5 0  мл. В колбу приливают дистиллированную воду «объем 

которой доводят до 150-200  мл. Если реагент маслообразной кон

систенции и плохо растворим в вод е, его эмульгируют ультразву

ковой обработкой. Аналогично поступают, если реагент порошко

видный я также плохо растворяется в воде. В том случае, ко1д а  

испытуемый реагент хорошо растворим в воде ограничиваются обыч-
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нам встряхиванием колбы с содержимым или перемешиванием 

магнитной мешалкой в течение 1 -2  минут.

Эмульгирование или суспензированне испытуемого реагента 

производят генератором ультразвука типа УЗГ-З-04 или другого 

типа до получения устойчивой эмульсии (суспен зи и ). Обработку 

производят при частоте 19 кГц и мощности 400 Вт в ечение ГО- 

60 минут. Например, время експозии для реагента Север-1 состав

ляет 20-30 мин, в  течение которого получается устойчивая водная 

эмульсия этого реагента.

Из приготовленной эмульсии (для суспензии) составляют не

сколько концентраций иопытуемого реагента в  расчете на I  литр 

воды. Прячем одну концентрацию реагента (5 0 0  или 200 мг/л и т ,д .)  

готовят миниьг^ в  четырехкратной повторности и используют не

медленно охлажденной до комнатной температуры.

П р и г о т о в л е н и е  п и т а т е л ь н ы х  

о р е д  д л я  б а к т е р и й

2 . 1 1 . Среду Постгейта для СВБ готовят согласно прописи, 

указанной в  методике [ i ]  (приложение I ) .

2 .1 2 .  Среды QSXC и Ц2ШС для аэробных бактерий гетеротрофов 

готовят согласно рецептуре, приведенной в  приложении 2 .

2 .1 3 .  Минеральную среду для накопительной культуры угле

воде родокклящ  вс бактерий готовят но рецептуре, описанной в  ру

ководстве [4 ]  (приложение 3 ) .

С т е р и л и э а ц и я  п и т а т е л ь н ы х  с р е д ,  

п о с у д ы ,  м а т е р и а л о в  и о т б о р  п р о б  

н е ф т е п р о м ы с л о в о й  в о д ы

2 .1 4 .  Производится согласно методическим руководствам [ 1 ,3 ,4 ]  

(приложение 4 ) .
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В ы д е л е н и е  н а к о п и т е л ь н о й  

к у л г т у р ы С В Б

2 .1 5 .  Накопительную культуру выделяют из нефтепромясловой 

среды того месторождения, где предполагается использование бак

терицида и другого р еаген та. Для этого  из отобранной пробы про

мысловой среды стерчдьным шприцем отбирают I  мл воды и впрыски

вают в пенициллиновую бутылочку, наполненную питательной средой, 

и тщательно перемешивают. Перед впрыскиванием пробы пеницилли

новые сутылочки, закрытые полиэтиленовой пленкой, протирают сдар- 

том. Для испытаний бактерицидной активности реагентов использу

ют четырех- или пятисуточные культуры СЬБ после предварительно

го  трехразового пересева на свежую питательную среду исходной 

лабораторной культуры, выделенной из нефтепромысловой воды и 

поддерживаемой периодически!.: пересевом (р а з  в  один месяц) на с в е 

жую питательную среду и хранящейся при температ:*ре 1 -5 °С  ( в  хо

лодильнике) •

Бутылочки с питательной средой после отбора пробы или пере

сев а  СББ помещают в  термостат при температуре 30-35°С  на 4 -5  

су то к . Для контроля стерильности питательной среды в  каждом слу

чав термостатируют в  тех  же условиях две-тр и  бутылочки со средой 

б ез добавления промысловой воды иля пересеваемой культуры СББ,

Для испытаний используют водную среду, содержащую СББ в
с

количестве 10  клеток в  I  мл, определенных методом разведенвя 

ван фильтрования исходном пробы (приложение 5 ) .

В ы д е л е н и е  н а к о п и т е л ь н о й  

к у л ь т у р ы  г е т е р о т р о ф о в

2 .1 6 .  Выделение накопительной культуры аэробных бактерий- 

гетеротрофов Производится следующий образом. Готовят 5 0 -1 0 0  мл 

ШВС, разливает в  пробирки низким слоем (2/3 объема пробирки).
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'Гула же вносят по 2-3 ил нефтепромысловой воды, зераиенной бак

териями; пробирки заки ваю т ватными пробками в помещают в 

термостат при температуре 30°С на 7 с у т , Для испытаний реаген

тов используют пяти-шэстис}точную лабораторную культуру гетеро

трофный бактерий« выделенную из нефтепромысловой воды и поддер

живаемую периодическим переоевом на скощенную ЩЩО в пробирке 

(р аз в 2 -3  месяце) и хранящуюся под слоем стерильного техничес

кого вазелина [5 ]  (приложение $ ) .

Для испытания используется 2 -5  млн. клеток бахтерий и I  ш  

воды, определенных методом, приведенным в  приложении 7< Следу

ет отметить, что количество Клеток бактерий гетеротрофов уста

навливается для опытов По д а предварительных исследований 

нефтепромысловых вод.

В ы д е л е н и е  н а к о п и т е л ь н о й  

к у л ь т у р ы  я з р о б а ы х  у г  л е в о д  ор одр к и с Л яю ща 

б а к т е р и й  ( У  О Б )

2 .1 7 .  Накопительная культура УОВ выделяется По методике [4 ] 

(приложение 3 ) .

з. ПРОыдаШЕ ИОШТАНИЯ штвришшюй 
АКТИВНОСТИ ХДОИЧМСКИА ийаш мв

И з  о и  а и й я н а  н а к о п и т е л ь н о й  

к у л ь т у р е  С В В

3 .1 .  Выдержка (контактирование) испытуемого реагента с 

кдеткаьл СЬБ

3 . 1 .1 .  в  рйд маркированных пробирок известного объема 

(3 0 -3 6  мл) Наливают па 10 мл кипяченой и охлажденной Пресной 

воды.

3 . 1 ;2 .  Накопительную нультуру CBS, находящихся в оугылочке 
или пробиркеj тщательна перемешивают, выдерживал до оседания
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осадка сульфидов, отбирают стерильной пипеткой жидкость пнц 

осадхом, в  которой определяют количество клеток в I  методом 

разведения исходной пробы или фильтрования на мембранном фильт- 

я  (приложение 5 ) .

Из раствора, содержащего клетки СББ (1 0 °  клеток в I  ил 

р аствор а), отбирают стерильной пипеткой но 0 ,5  мл и вводят в 

каждую пробирку о пресной водой и дозируют туда же эмульсию 

(жлж суспензию) испытуемого реагента с таким расчетом, чтобы 

концентрация его в пересчете на объем пробирки составляла 20 0 , 

15 0 , 100 , 50 мг/л Хможно брать и другие желаемые концентрации). 

Затем пробирки закрывают стеклянными притертыми или резиновым! 

пробкам без пузырьков воздуха, выдерживают при температуре 2 0 -  

22°С от 2 до 24  ч.

3 . 2 .  Разделение клеток СВБ от бактерицида

3 . 2 .1 .  При разделении "актерицдда (хорошо растворимого в 

воде) от цроконтактировавших о ним клеток СВБ поступают следую

щим образом. По истечении времени контактирования стерильно! пи

петкой отбирают из пробирок по 5 мл жидкости и переносят на мем

бранные фильтры (ом.приложение 5 , п ,2 - 5 ) .  Осадок (бактерии) на 

фильтрах промывают 2 -3  раза пресной стерильной водой путем ее 

фильтрования через фильтр с осадком.

3 .2 .2 *  Разделение бактерицида (плохо растворимого в воде) 

от СВБ проводят следующим образом.

После выдержки (контактирования бактерицида с СВБ) стериль

ными пипетками отбирают из просек по 5 мл жидкости, перевесят 

в стерильные центрифужные йробирки, которые закрывают ватными 

пробками. Затем растворы бактерицидов с клетками СВБ дважды 

центрифугируют в течение 2 0 -3 0  мин при 800-1000  об/мин в целях 

осаждения клеток СВБ и их промывания. Промывание производят ел е-
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дующим образом. Цосде разового двадц атв-тркдцатчш утного центра -  

фугирования растворов бактерициде с  клетками СПБ верхнею часть 

раствора в пробирке сливает или отбирают стерильный шприцем и 

снова доливает восстановленной средой до первоначального уровня. 

Затем центрифугирование раствора повторяется.

Если раствор состоит из мельчайших суспензированных твердых 

веществ, то необходимо эти частицы вначале осадить легким центри

фугирование»* в течение 1 -3  мин при 5LG-7QO оборотах в  минуту. 

Затем верхнюю часть жидкости надо слить в  другую стерильную 

центрифужнчю пробирку и осаждение клеток бактерий производить, 

как опвеано выше.

Если же испытуашй реагент эмульгирован в воде и его удель

ный в е с  больше удельного веса  воды, то его  необходимо также 

осадить лепсям центрифугированием в  течение 1 -5  мин при 500-1000  

оборотах ротора центрифуги в «кнуту. Дальнейшие операции произ

водятся, как описано в ш е .

Когда удельный вес  эмульгированного или суспензированного 

в вода реагента меньше удельного веса  воде, поступают следующим 

образом. После окончания контактирования клеток СПБ о реагентом 

раствор следует оставить на 3 -5  ч в покое. За это время мельчай

шие пузырьки реагента всплывут на поверхность. Они удаляются 

стерильной пипеткой. Дальнейшая операция по разделению клеток 

СПБ от частично растворенных в воде компонентов исходного реа

гента производится, как оиисано выше*

3 .3 .  Определение отепьни подавления роста СПБ бактерицидом

3 . 3 .1 .  Псоле деух-трехразового промывания осадка (СПБ) на 

мембранных фильтрах последние переносят в  стерильные маркирован

ные пробирки флаыЗКров&нныы пинцетом. Затем пробирки доливают 

питательной средой до верха, закрывши1 пробками и термостатиру-
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ются при 3 2 -3 5 °С . Каждой концентрации соответствую т две парал

лельные пробирки со средой. Две пробирки с питательной средой и 

культурой СВБ# не побывавгше в контакте с реагентом, являются 

контрольными.

За пробирками наблюдают в течение пятнадцати су то к , отме

чая ежедневно появление черной окраски. Эффективными считаются 

реагенты, не дающие потемнения или слегк а  окрашенные. Они отби

раются для дальнейших заключительных испытаний. Реагенты ,вы звав

шие интенсивное потемнение окраски среды за  короткий период вре

мени (по сравнению о контролем), такие отбираются для дальнейших 

испытании.

Через пятнадцать суток в пробирках определяют количествен

ное содержание сероводорода и рассчитывают степень подавления 

по методике [ i ]  (см . приложение 8 ) .

3 . 3 . 2 .  Окончательные ы воды о степени подагпения роста 

СВБ испытуемым реагентом делают после определения жизнеспособ

ных клеток СВБ методом ьякроскопирования осадка на мембранных 

фильтрах и посева их на плотную питательную среду (см . приложе

ние 5 ,  п .2 - 4 ) .

После окончания фильтрования пробы и двух-тр ехр еэового 

промывания осадка на фильтре последние помещают на плотную пи

тательную среду (ср еда П^стгейта с добавлением 2-3JJ выщелочен

ного а га р а , приложение 5 ,  п .5 .3 )  вниз стороной, на которой осаж

дены бактерии. Сверху фильтр заливают толстым слоем агара «охлаж

денного до 4 5 ° с .  Испытания лучше проводить в глубоких чашках 

Коха.

Количество жизнеспособных клеток СВБ колониеобразующие 

единицы (КОЕ) выражают в процентах по отношению к КОЕ в  конт^ 

роле(контроль-СВБ,не побывавшие в контакте с испытуемым реаген

том) .
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При микроскопяровании осадка на мембранном фильтре и под

счете живых и мертвых клеток СВБ следует иметь в  виду, что СВБ 

обоих родов(н<-спорообразутацие *Ъ*лиЦо\г(,ьъьо и спорообразую

щие в*ггг)юлеют вид прямых или изогнутых пало

чек 0 ,3 - 3  х 2 - 6  мкм* Первые часто имеют изогнутые спиржлловвд- 

ные клетки, вторые -  вздутые клетки веретенообраз зй формы.Грам- 

отрицательны, подвижны. Споры овальные или круглые, расположе

ние субтермальное я терминальное. Жгутики полярные или перетри- 

хальные.

После окончания испытаний проводят статистическую обработ

ку полученных данных одним из известных в микробиологии и токси

кологии методом.

И с п ы т а н и я  н а  п р о м ы с л о в о й  в о д е ,  

з а р а ж е н н о й  С В Б

3 . 4 .  Бектеряцсды, показавшие положительный эффект и реаген

ты, стимулирующие рост СВБ на накопительной культуре, испытыва

ют непосредственно на свеж евзятой промысловой Воде* зараженной 

СВБ.

3 . 5 .  Промысловую воду отбирают в стерильные маркированные 

ко *б.ч емкостью 1ПС мл, при ътэы Еытеснчется несколько объемов 

боды, быстро дозируют в  hex определенное количество приготовлен

ного (как  опксало в ш е )  испытуемого реагента с таким расчетом, 

чтобы концентрация его в  пересчете на объем колбы составляло 5 ,  

1 0 ,  2 5 ,  5 0 . . .  мг/л. Колбы закрывают стеклянными притертыми проб

ками б ез пузырьков воздуха и Выдерживают от 2 до 2 4  ч .

3 . 6 .  После выдержки стерильными пипетками отбирается из 

колб по 5  мл жидкости, переносятся в стерильные центрифужные 

пробирки для центрифугирования и также для фильтрования на мем

бранных фильтрах .Дальнейшие операция проводят т а к , как описано 

выше ( с м .п .3 .1 - 3 .3 ) *
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И с п ы т а н а *  р е а г е н т о в  н а  

н а к о п и т е л ь н о й  к у л ь т у р е  а э р о б н ы х  

г е т е р о т р о ф н ы х  о а к т е р н й  к 

н е ф т е п р о м ы с л о в о й  в о д  е , э  а р а х е н н о й  

б а к т е р и я м и

3 . 7 .  Выдержка (контактирование) испытуемого реагента с 

бактериями.

3 . 7 .1 .  Из накопительной культуры бактерий гетеротрофов, 

находящихся в пробирке с пептонно-дрожжевой жидкой средой.от

бирают 2 -3  мя среды. Среду разбавляют стерильной пресной водой 

до концентрация в ней 1 -5  ш н . клеток бактерий е I  ил воды.Ко

личество клеток в пробе опре еляется по ыетодихе, приведенной

в приложении 7 ,  Затем цо 2 ид культуральной среды вводится в  ряд 

маркированных стерильных колб объемом 100 ом3 , заполненных кипя

ченой Н охлажденной пресной водой (по 50 м л), и дозируют туда 

же испытуемый бактерицид в виде раствора, эмульсии или суспен

зии. Колбы закрывают стерильными ватными п р авам и , выпархивают 

в  . термостате цри температуре 2 8 -3 0 °  С от 2 до 24 ч при посто

янном переые'ивании на магнитных мешалках. До перемешивания сред 

стеклянные ампулы с металлическими магнитными стержнями пролн 

ваются дистиллированной водой, высушиваются я стерилизуются над 

пламенем спиртовки.

3 .8 .  Способы разделении клеток бактерий от испытуемого 

реагента.

3 . 6 .1 .  Ори разделении реагента (хорошо растворимого в  зоде) 

от про контактировавши о ним клеток бактерий поступают следую

щим обрело:.-:. После выдзрики реагента о бактерюыи в течение 2 -  

24  ч стерильными пипетками отбирают из колб по 5 мд жадности, 

переносят на стерильные мембранные фйл!три (см.приложение 5 ,



а . 2 - 5 ) .  Осадок (бактерии) на фильтрах проживают 2 -3  раза пресной 

стерильной водой путем ее фильтровании через фильтр с бактерия

ми.

3 .8 .2 .  Другой способ разделения клеток бактерий от реаген

та заключается в осаждении бактерии центрифугированием среды, 

как описано выше (см .раздел 3 2 . )  После выдержки испытуемого 

реагента (хорово растворимого в воде) отбирают из колб по 5 ил 

жидкости переносят в  стерильные центрифужные пробирки, которые 

закрьлаотвя ватными пробками. Осаждение клеток центрифугировани

ем производится дважды в течение 20 -3 0  мин при 3000-5000 об/мин 

ротора центрифуги. Промывание клеток отерильной пресной водой 

производится следующим образом. После разового 2 0 -30-минутного 

центрифугирования жидкости часть раствора а пробирке сливают или 

отбирают отеряльным шприцем и пипеткой и снова доливают водой 

до первоначального уровня. Затем центрифугирование повторяется.

3 . 8 .3 .  Разделение клеток бактерий от бактерицида, плохо 

растворимого в воде, проводят так же, как описано К разделе 3 .2 .2 ,  

с той лишь разницей, что осаждение с  последующим промыванием 

клеток бактерий делают При 3000-5000 тыс. оборотов ротора центри

фуги и минуту.

3 .8 .  Определение степени подавления роста бактерий

3 .9 .1 .  После двух-трехразового промывания осадка (бактерии) 

на мембранных фильтрах, последние переносят в стерильные марки

рованные чашки Петри о плотной питательной средой (ШШС) вверх 

стороной, на которой осаждены бактерии. После инкубации посевно

го материала при Температуре 38-Э0°С подсчитывают выросшие ко

лонии бактерий через 24 ч И ни Третьи с|тки. Степень подавления 

роста бактерий иопытуешм бактерицидом выражают а  процентах по 

отношению К контролю.Контроль-ьолбы б бактериями, не побывавши; а 

В йонтапте с бактерицидам.
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3 . 9 ,2 .  После окончания осаждения клеток бактерии центри

фугированием и прошвания в содержимое каждой пробирки опреде

ляют количество жизнеспособных клеток бактерий по методике,при

веденной в  приложении 7 .

3 .1 0 .  Реагенты, показавшие бактерицидный эффект на накопи

тельной культуре гетеротрофных бактерий,испытывают непосред

ственно на свежевзятой нефтепромысловой воде, зараженной ими.

3 . I 0 . I .  Промысловую воду в объеме 5U-60 мл отбирают в сте

рильные маркированные колбы емкостью 100 мл, которые закрывают 

стерильными ватными пробками (в  целях доступа во зд у х а). В кол

бы с нефтепромысловой водой дозируется эмульсия (или суспензия) 

испытуемого реагента с таким расчетом, чтобы концентрация его в 

пересчете на объем колбы составляла 5 , 1 0 , 2 5 , 50 мг/л и т .д .  

После выдержки проводят разделение клеток бактерий от испытуемое 

реагента и определение степени подавления ростг бактерии одним 

из способов, описанных выше ( п .3 .7 - 3 .1 0 ) .

и с п ы т а н и е  р е а г е н т о в  н а  

н а к о п и т е л ь н о й  к у л ь т у р е  а э р о б н ы х  

у Г л е в о д о р о д с к и с л я ю щ и х  б а к т е р и й  и 

н е ф т е п р о м ы с л о в о й  в о д е ,  з а р а ж е н н о й  

У О Б

3 .1 1 .  Испытания на накопительной культуре УОБ и промысловой 

ср еде, зараженной ими, проводятся аналогично испытаниям реаген

тов на накопительной культуре аэробных гетеротрофных бактерий 

( п .3 .7 - 3 - 1 0 )  с той лишь разницей, что в опытах используются УОБ, 

выращенные в  минеральной среде (приложение 3) я на этой же среде 

с добавлением 2-3JJ выщелоченного агар а. На внутренней поверхнос

ти крышки чашки Петри наносят 2 -3  капли нефти, которую растира

ют стеклянным шпателем по поверхности, или чашки Петри с  п осев-
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ним материалом помещаются в эксикатор, на дно которого

эаллваетск 100 -2 0 0  мл нефти. Для испытании используют 1 -2  т я  

жизнеспособных клеток аэробных УОБ в I  мл среды, определенных 

по методике, рекомендуемой в  приложении 7 .

4 ,  ПРОВЕДЕНИЕ ИСШТАНИЙ БАКТЕРИЦИДНОЙ АКТИВНЫМИ 

ВЕЩЕСТВ БИОЛОГИЧЕСКОГО ПРОИСХОЖДЕНИЙ (АНТИБИОТИКОВ)

С у щ н о с т ь  м е т о д а

4 .1 .  Метод основан на способности диффундированного в агар 

антибиотика подавлять рост колоний оактерий. В микробиологичес

кой практике методом диффузии в агар определяют количество анти

биотиков, продуцируицих микроскопическими грибами и другими 

микроорганизмами. Нами рекомендуется этот метод для определения 

бактерицидной активности антибиотиксв, а также вводится в  ка

честве контроля наиболее активный антибиотик, эффективность ко

торого псиникается за  IOOJC. Эффективность испытуемого соедине

ния рассчитывается ( в  сравнении с контрольным) по формуле, при

веденной ниже (раздел 4 . 2 ) ,

И с п ы т а н и я  а н т и б и о т и к о в  н а  

н а к о п и т е л ь н о й  к у л ь т у р е  б а к т е р и й  

г е т е р о т р о ф о в

4 . 2 .  На горизонтальную поверхность стола ставят стерильные 

чажки Петри одинакового размера. Расплавляют ЦДПС в колбе,охлаж

дают до 50-55°С  и вносят ее в  эти чапгш. После застывания среды

в  чашках в  последние вносят 5 -6  мл густой суспензии аэробных 

бактерий гетеротрофов, отобранных путем смыва со скошенной среды 

ШЛЮ в пробирках. Суспензию бактерий на поверхности среды в чаш

ках Петри растирают стерильным стеклянным шпателем по всей по

верхности сведи. Затем чыикп помещают на бумажный трафарет, на
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котором напасены точки не расстояния 2  см друг от друга» и над 

этими точками вы резает в  агариэованной среде стерильный метал

лическим сверлом или стеклянной трубкой лунки. Агаровые столбики 

из сверла выталкивается стеклянной палочной. Затем микро пипет

кой вносится в  лунки строго определенный объем раствора испыту

емого реагента» подготовленного к анализу.

Каждую рабочую концентрацию раствора реагента вносят парал

лельно в  две лунки. В кач естве контроля в  две лушеи вносится 

определенный объем раствора антибиотика» наиболее активного для 

данной культуры бактерии. Контрольные лунки делают в каждой 

чашке. Затем чашки помещают в  термостат при тештературе 23-30°С  

и через 2 4  ч измеряют ( в  мм) диаметры зон отсутствия р ссга  бак

терий вокруг лунок. Чалки при инкубации бактерий переворачи

вают крышкой вниз.

Средняя величина диаметров зон отсутствия роста бактерий 

вокруг лунок с раствором контрольного антибиотика бер ется  за  

1 0 0 $ . Эффективность испытуешх реагентов ( 0  ) рассчитывают по 

формуле*

$ {%) ш . •
а

где в  -  средняя величина диаметров зон отсутствия роста бакте

рий вокруг лунок с раствором испытуемого вещества»мм; 

а -  средняя величина диаметров зон отсутстви я роста бакте

рий вокруг лунок о контрольным антибиотиком» мм. 

Летальную концентрацию антибиотика определяют статистическим 

методом.

И с п ы т а н и я  а н т и б и о т и к о в  н а  

н а к о п и т е л ь н о й  к у л ь т у р е  а э р о б н ы х  

у г л е в о д о р о д о к и е л ч х щ и х  б а к т е р и й

4 . 3 .  Используют тот же способ и метод р асчета , описанный
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выше ( а . 4 . 3 ) ,  с той лишь разницей, что в расплавленную плотную 

минеральную среду вносят 5 - о юл смывы густой суспензии накопи

тельной культуры углеводородскнолдащих бактерий. На внутреннюю 

поверхность крышки чашки Потри наносят 3 -4  капли нефти, которая 

затеи  размазывается стерильным шпателем.

5 . ЗАКЛЮЧЕНИЕ

5 Л.Сравнительные испытания бактерицидной активности хими

ческих бактерицидов и веществ биологического происхождения ре

комендуете.! проводить на одних и тех же лабораторных накопитель

ных культурах бадтерии, выделении:: из нефтепромысловой воды.

Испытывать бактерицидную активность реагентов описанными 

методами ыожго также на чистых культурах отдельных видов бакте

рий, выделенных известными в микробиологии методами [3 ,4*3

5 .3»  Заключительные лабораторные испытания отобранных бак

терицидов необходимо проводить на накопительной культуре бакте

рий, отобранных из сьежеьзятой нефтепромысловой воды того место

рождения, где предполагаются их промышленные испытания. Мини

мальная лабораторная аффективная летальная концентрация выбран

ных бактерицидов уточняется (з а  1 -2  недели до проведения опытно- 

промшлешшх испытаний. ) на овежеоторбанкой промысловой вода, 

зараженной бактериями» Это связано б изменением активности ц 

количественного содержания бактерий в средах, где предполагается 

применить бактерицид, а также о возможным Отличием (по сравне

нию с Предыдущими анализами) химического состава закачиваемой 

в нефтяной Пласт веды.
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6 . ТЕХНИКА БЕЗОПАСНОСТИ

6 .1 .  Ори взвешивании балтер"-вдов в других реактивов не 

допускать поражения кожи и гл а з , навеску брать в резиновых 

перчатках вдали от открытых участков огня в  вытяжном шкафу.

6 . 2 .  При попадании раствора испытываемого реагента на кожу 

рук необходимо нейтрализовать его (нейтрализаторы: слабый рас

твор соды, нейтральных кислот,, ьврганцово-кислого калия, наша

тырного спирта). Затем пораженное место пцательно промывается 

водой. Перед началом испытаний необходимо ознакомить исполни

телей с данными о свойствах Испытуемых реагентов.

6 .3 .  Установка автоклава и центрифуги, а также работа с 

ними производятся при строгом и точном исполнении прилагаема

к аппаратам инструкций. К работе о автоклавом допускаются только 

подготовленные лица. Периодический контроль за  ним осуществля

ется котлонадзором.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1 

Рекомендуемое

ПРИГОТОВЛЕНИЕ ШТАШЫЮЛ СРЕДЫ ДЛЯ СВБ И 

ОТБОР ПРОБ НШШШиЛЛОВМ ВОДЫ

I *  Среда Постгейта для СВБ готовится из следующих реактивов 

(в  граммах на I  литр дистиллированной воды):
КНгРОч -  0 ,5
N fh C t -  1 ,0
№и$0ч -  4 ,0

С о С и *б Н гО -  0 ,0 6

• V D q - I H iO -  0 ,0 6

CsH sD  s/i/a -  6 ,0
r f a C t -  5 ,0
C e H s M o - H U D -  0 ,3

агар -  агар -  0 ,0 8

2 .  Добавки (готовятся  отдельно и добавляются перед употреб

лением) :

дрожжевой автолизат -  5%-ныД водный раствор -  5 ,0  мл;

Fc«S(V7H z.O  -0,5%-ный раствор в 2%-ном растворе HCI -  2  мл

/l/аНСОз -  5£-ныя водный раствор -  5 -1 0  мл;

н е е  -  1%-ный водны;! раствор -  1 -3  капли;

аскорбиновая кислота- 1%-ный водный раствор -  5 мл.

Добавки, как и основная среда, приготавливаются на дистиллирован

ной воде и стерилизуются отдельно* Для предотвращения окисления 

дрожжевой автолизат запаивается в стеклянные ампулы (по 5 мл) и 

стерилизуются*

3* К стерильной питательной среде (без добавок) перед ее 

употреблением приливается 300 мл стерилизованной пластовой воды,
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смесь нагревается до кипения и быстро охлаждается под струей 

холодной воды (для удаления кислорода) * Затем приливаются добав

ки; дрожжевой автолизат, раствор сернокислого ж елеза, аскорбино

вой кислоты- и устанавливается pH до 7 - 7 ,5 ,  добавляется стериль

ный раствор «/аНСОа и при необходимости 1#-ный раствор HCt ♦ 

Величина pH проверяется по универсальной индикаторной бумага. 

Подготовленной таким образом питательной средой заполняются сте

рильные пенициллиновые бутылочки. При этом в них оставляется ми

нимальное количество воздуха. Затем они закрываются стерилизован- 

нши плоскими резиновыми пробками, ГЪрлщисо и пробка каждой бу

тылочки заворачиваются полиэтиленовой пленк°й и закрепляются 

резинкой. Бутылочки маркируются.

4 ,  Без манипуляции производятся над пламенем спиртовки или 

газовой горелки. Обжигаются в пламени горлшки колб, пробки, 

концы пипеток. При желании питательная среда для (ШБ по вышепри

веденной методике может быть приготовлена на специализированном 

предприятии.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2 

Рекомендуемое

ПРИГОТОВЛЕНИЕ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД 

ДЛЯ АЭРОШЫХ ЕАКТЕШЙ ГЕТЕРОТРМЮВ

I .  Приготовление пептонно-дрожжевой жидкости (1ЩМС) я 
плотной (ПД1Ю) среды.

Для приготовления сред используют неорганические соли 

квалификации ЧДА, ХЧ или ОСЧ; пептон ( г .  Семипалатинск),дрож

жевой экстракт очищенный ( г .  Олайне Латвийской ССР) и агар - 

агар (г.К орсаков).

Наименование j гост } Вес,г

Экстракт дрожжевой ТУ 6-09-10-1105-76 2 ,0
Пептон ферментативный 138-06 2 .0
СаС12 . 2НзО 4161-77 0,08

К2НЮ4 2493-75 0,5
м^§04 . 7Н2 - 4523-77 0,4
Мц<04 , 4Н20 435-77 0,1
2 ц $ о 4 . тн2о 4174-77 0,01
Си$04 . бн2о 4X65-78 0,01
F e j 0 4 . ТН20 4X48-78 0,001
1*/н4)2 ^ о4 3769-78 2,0
Агар-агар выморииенш! 17-06-71 20.0
Дисталированная вода - 1000 мд

Компоненты растворяют в воде ь  гой же последовательности, 

в которой они указаны в таблице. Мп 3 04 в количестве О, I  г  

растр в 20 мл дистиллированной веды, доводят pH среда до
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7 , I  (если  не соо тветству ет  этой величине) добавлением 1^-ного 

раствора Л/эОП. Среду и раствор сернокислого марганца стерили- 

суот автою г'и р ован и ем  при 120°С отделило в  течение 3 0  минут. 

Раствор MnSo^ добавляют к остывшей ср ед е . ВДДС готовят без 

добавления а гар а . Среды можно хранить при + 4°С в течение го д а .

2 .  При проведении бактериологических исследований можно 

использовать также тиоглжколевую среду, изготавливаемую пред

приятием по производству бактерийных препаратов Московского 

научно-исследовательского института вакцин и сывороток им.

И. И .Мечникова. На этой ореде успешно культивируются аэробные 

и анаэробные микроорганизмы. Способ ее  приготовления указан на 

этикетке упаковки.
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ЦРИЛОЖШИЕ 9  

Рекомендуемое

СРЕДА ДЛЯ НАКОПИТВДЫШ КУЛЬТУРЫ 

УГЛШ)Д0Р0ДРКИСЛЯИ1Щ БАКТЕРИИ

Готовят IDO мд синтетической среды соотава (г / д ):
KtfOs _  4 (q

KHiPOh _ 0>6
Ж аН Р М М _ / 4

A lg SM H iO  „  0 [8

вода дистиллированная или водопроводная»

pH среды 6 99 - 7 ,2  (проверить по бромтимод-блау); установить9 до

бавляя (556-ный) иди НС t (5 £ -н а я ); нефть -  2 мл»

Среду заражают небольшим количеством (5  мл) нефтепромысло

вой воды, Колбу помещают на качалку (2 0 0 -3 0 0  об/мин) в термостат 

при температуре 30°С на 7 суток. Наличие омеси углеводородов в 

среде в качестве единственного источника углерода и хорошая аара

ция способствуют развитию углеводородокисляющих микроорганизмов» 

Через 7 суток отмечают и записывают изменения, которые произошла 

со средой.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А

Рекомендуемое

СТЕРИЛИЗАЦИЯ ПИТАТЕЛЬНА CFEtt, ПОСУДЫ И МАТЕРИАЛОВ 

И ОТБОР ПРОБ 1ШТЕПРОМЫСЛОВОИ ВОДЫ

I»  Посуда перед стерилизацией тщательно промывается водой и 

заворачи вается в  бумагу для сохранения стерильности после прогре

вания. Колбы и пробирки закрываются ватными пробками, обернутдаи 

в  марлю. В концы пипеток вставляю тся ватные тампон затем  пипет

ки заворачиваются в длинные полоски бумаги шириной 4 -5  см . Рези

новые пробки также заворачиваются в  бумагу.

Пенициллиновые бутылочки промываются водой и выдерживаются 

сутки в хромовой смеси (1 0  частей серной кислоты, I  ч асть  д в у - 

хромэвокислого к а л и я ), затем они тщательно промываются водой. 

Плоские резиновые пробки промываются горячей водой о добавлением 

со^ы, предметные и часовые-хромовой смесью, водой, высушиваются 

бумагой и стерилизую тся.

2 .  Посуду стерилизуют горячим воздухом в сушильном шкафу 

при I S 5 - I 7 0°С в течение двух ч а со в .

3 .  Стерилизация питательных ср ед , досавок и других жидкос

тей производится нагреванием насиненным зодянт  паром в  автокла

в е .  Обычно среды Наливаются не в ш е , чем на половину высоты со

су д а , и закрываются ватными пробками. Стерилизация производится 

при 0 ,1  МПа (1 2 0 -1 2 1 ° 0 )  30 мин. Резиновые пробки стерилизуются 

т.?кже в  авто к л аве .

При отсутствии автоклава среды можно стерилизовать методом 

дробной стерилизации, используя аппарат Коха либо металлический 

сосуд цилиндрической формы о крышке’4, внутри которого находится
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сетч атая  подставка на ножках, куда помещается стерилизуемый мат#»* 

риал* На дно сосуда наливается вода т а к , чтобы уровень ее  не до~ 

ходил до дна подставки* Сосуд докрывается крынкой с отверстием 

для выхода пара и н агр евается  ра электроплитке* Обработка среды 

паром проводится три р аза по ЭСМО мин. В промежутках между на

греванием среды помещаются на сутки в термостат при температуре 

30-*35°С.

4 .  Пробы нефтепромысловой воды (резервуары, отстойники, вы- 

кид н асо са , из-швапцаяся нагнетательная оиаажина) отбираются из 

пробоотборного крана из струи в стерильные бутылки, которце за-*- 

долняются полностью, закры вается резиновой пробкой без иуэырьков 

воздуха ж доставляю тся в  лабораторию*
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ПРИЛОЖЕНИЕ 5 

Рекомендуемое

ШРВДЕЛЕНИЕ КОЛИЧЕСТВА БАКТЕРИЙ 

В ИСХОДНОЙ ПРОБЕ

I .  Метод разведения исходной пробы

1 .1 .  Приготовление разведеник. Разведение проводят в  с т е *  

рюгной водопроводной воде, пользуясь постоянным коэффициентом 

разведения,равным 1 0 .

Для приготовления разведения стерильную водопроводную воду, 

предварительно прокипяченную и быстро охлажденную разливают по 

9 ил в шокированные сухие стерильные педадшшшовые бутылочки, 

закрывают резиновыми п робкам .

Отбирают I  мл анализируемой воды стерильным шприцем и вво

дят в 1нс бутылочку с водопроводной водой -  ато разведение 1 :1 0 ,  

Перемешивают и новым стерильным шприцем отбирают из этой буты

лочки I  мл и вводят во 2-ю -  зто разведение 1 :1 0 0 . Таким же об

разом готовят и последующие разведения 1 :1 0 0 0 , 1 :1 0 0 0 0  и Т .д .

1 .2 .  Посев в питательную сред/. ИЗ каждого разведения от

бирают по I  ыд жидкости стерильным шприцем и вводят В подготов

ленные бутылочки с питательной средой.

Посевы разведений можно делаТь одним шприцем, но начинать 

следует обязательно о большего разведения. Каждое разведение 

высевают в 2 -3  бутыдбчкж ч термостатируют йра 32-Э5°С и наблю

дают 7 -10  суток. Появление темного осадка Свидетельствует о 

наличии СЕВ В данном р а з в е д е ш ь

1 .3 .  Подсчет Количества клеток ОБЕ. Зараженность выражают 

обычно количеством клеток СВБ в 1 мл исходной води. Принимают 

что бутылочка о максимальным раабавлеш ем, где отмечается потем

нение (р о ст ), содержит единицы СВБ.
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Подсчет количества клеток СВБ в  исходной воде производится 

о учетам равбавления по формуле;

И .  - J U L .  .v
где М -  количество клеток СВБ в исходной воде;

10 -  коэффициент разбавления;

а  -  порядковый номер разведения, из которого сделан 

высев в последнюю бутылочку, где отмечен рост СВБ;

V -  объем исходной воды, взятый для посева.

2 . Метод осаждения бактерий на мембранном фильтре я прямого 

счета их под микроскопом

2 Л .  Для определения общего количества СВБ и других бакте

рий исследуемую пробу фильтруют через мембранные фильтры Л I  или 

Л 2 .  Если в I  мл пробы содержится более 30 бактерий, то ее реко

мендуется высевать в пробирки (бутылочки, чашки Петри) о пита

тельной средой, а если менее 30, то необходимо обогащение с 

помощью мембранных фильтров. В зависимости от ожидаемого содер

жания бактерий фильтруют 10 ,1 0 0  или 1000 мл исследуемой воды. 

Оптимальное количество колоний бактерий на фильтре диаметром 

50 мм около 3 0-100  колоний. В зависимости от этого надо выби

рать фильтруемый объем пробы. Для ускорения фильтрование следу

е т  проводить при небольшом вакууме*

2 .2 *  После фильтрации исследуемой пробы фильтры подсушива

ют, накладывают нижней стороной на кружок фильтровальной бумаги, 

пропитанной раствором карболового эритрсзйна (5  г  эритроэина 

на 100  мл 5^-ного водного раствора фенола) и выдерживают Ш  

в закрытой чашке Петри.

2 .3 .  Затем отмывают краску перекладыванием грильтра на 

смоченную дистиллированной водой фильтровальную бумагу, пока 

фильтр не перестанет ее окрашивать.
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2 .4 *  После подсушивания фильтр накладывают на предметное 

отекло с  к а м ей  иммерсионного масла, его же капают на фильтр 

м накрывают L .кровным стеклом. Подсчет проводят с помощью св е 

тового микроскопа с иммерсионным объективом и окуляром с сетча

тым микрометром. Бактерии окрашены в  красный ц вет .

3 . Метод прямого счета бактерий на фильтрах помощью ф азо- 

коытрастной микроскопии

З Л .  Устройство КФ-4 предназначено для исследования мало- 

контрастных объектов, невидимых в световом микроскопе при обыч

ных условиях.

3 .2 .  Фильтр кладут на предметное стекло (сторона, на кото

рой осаждены бактерии, обращена вв ер х), на него наносят каплю 

жидерсхоьногг масла, накрывают покровным стеклом. Препарат про

сматривают при зеленом светофильтре с помощью иммерсионного 

объектива н окуляра с сетчатым микроскопом (на зеленом фоне 

видны черные бактерии).

4 .  Определение количества жизнеспособных бактерий на фильт

рах

4 .1 .  Жизнеспособные бактерии, осевшие нэ мембранном фильтре 

после фильтрования исследуемой пробы ^или пробы, побывавшей в  

ко н чи те о бактерш идоы), могут на питательной среде образовывать 

колонки, что позволяет подсчитать КОЕ-колониеобразухщие едини

цы, жизнеспособные бактерии.

Для определения жизнеспособных аэробных бактерии фильт

ры помещает на плотную питательную среду вверх стороной, на ко

торой осаждены микроорганизмы* а для выявления жизнеспособности 

анаэробных бактерий фильтры помещают на плотную питательную 

среду вниз стороной, на которой осаждены бактерии, а сверху 

фильтр заливают агаром (выщелоченным' охлажденным до 45°С .
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5 . Подготовка мембранных фильтров и фильтрование проо*

5.1» Мембранные фильтры Л 2 или )§ 3, проверенные на отсут

ствие трещин, отверстий и т . п . , помещают по одному на поверх

ность дистиллированной вода, нагретой до 80°С в стакане (в  чаш

ке доя выпаривания, эмалированной кастраде) и медленно доводах 

до кипения на слабом огне» после чего веду заменяют и кипятят 

10 мин. О ену веды и последующее кипячение повторяют 3 -5  раа до 

полного удаления остатков растворителей из фильтров, после чего 

они готовы к работе. Подготовленные фильтры сохраняют сухими 

или в широкогорлой банке с дистиллированной водой. Перед упот

реблением фильтры стерилизуют кипячением в дистилтированной веде.

5 .2 .  Фильтровальный аппарат стерилизуют фдамбирсванием 

(легкий обхиг в пламени горелки) после обтирания ватным тампо

ном» смоченным спиртом. После охлаждения на нижнюю часть фильт
ровального аппарата (столик) кладут фламбированнш пинцетом с т е 

рильный мембранный фильтр, прижимают его верхней частью прибора 

(стаканом, воронкой) и закрепляют устройством, предусмотренным 

конструкцией прибора.

В ворон у (стакан) фильтровального прибора при соблюдении 

правил стерильности наливают необходимый объем вода и создают 

вакуум в приешом сосуд е.

При фильтровании небольших объемов (1мл) в воронку сначала 

наливают 10 мл стерильной воды, а затем вносят анализируемую 

среду.

После окончания имльтрования воронку снимают, фильтр осто

рожно приподнимают за край флаыбировашш пинцетом при сокращении 

вакуума для удаления излишка влаги на ниияей стороне фильтра, 

а затем переносят его , не переворачивай! пн питательную среду, 

разлитую в чашку Петри.
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Под каждым фильтром на дне чашки делают надпись с указанием 

о Съема профильтрованной вода, даты посева и номера пробы. На 

одну чашку Петри можно поместить 3 -4  фильтра с условием, чтобы 

фильтры не соприкасались.

5 .3 .  Выщелачивание агар-агара

Агар-агар всегда содержит примеси органических и минераль

ных вещ еств, поэтому агар -агар , предназначенный дли введения в 

среды строго определенного со става , предварительно очищают, вы

щелачивают. Для этого его помещают в эмалированную ш  стеклян

ную посуду, заливают водопроводной водой и ставят в термоотат 

на 3 0 -3 7 °0 . Примеси выщелачиваются в воду и равлагаюгся под 

влиянием развивающихся в ней микроорганизмов. Через день-два 

жидкость сливают, агар промывают несколько раз свежей водой, 

снова заливают водой и ставят в термостат. Когда и эта вода по

мутнеет, ее опять заменяют новой, и так повторяют др тех пор, 

пока не исчезнет запах, а воде не перестанет цутыеть. Обычно 

через 2 -3  недели получают чистый агар -агар , почти лишенный 

растворимых органических веществ. Воду сливают, агар-агар  по

мещают в двойной марлевый мешок и двое-трое суток прошва ют 

проточной водопроводной ведой. Затем его раскладывают тонким 

слоем и просушивают на воздухе иди в  сушильном шкафу при 40-50°С . 

ВнцелочвнныЁ агар -агар  вносят в среды в количестве 1 ,5  -  2 , С#.
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ПРИЛОЖЕНИЕ в  

Рекомендуемое

ХРАНЕНИЕ БАКТЕРИАЛЬНЫХ КУЛЬТУР ПОД 

ШНЕРАЛЬНШ МАСЛОМ

Принцип метода заключается в том, что организмы выращивают

с я  на подходящей питательной среде и заливаются минеральный мас

лом .  Для этой цели, обычно используют нейтральное медицинское ва

зелиновое м асло. Надежная стерилизация его  д о сти гается  автокла

вированием в течение 45 мин при 0 ,1  МПа или в сушильном шкафу 

при температуре 150°С в течение 1 ,5  ч .  В настоящее время исполь

зуют в основном агаровые среды в виде короткого косяка*

Немаловажное значение .меет высота слоя минерального масла 

над верхним краем косяка или столбика агар а* Слой масла в  I  см 

достаточен, Чтобы воспрепятствовать дегидратация среды и обеспе

чить сохранение жизни культур в  течение долгого времени*
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ПРИЛОЖЕНИЕ 7 

Рекомендуемое

ОПРЕДЕЛЕНИЕ О ШЕЯ И БИОЛОГИЧЕСКОЙ КОНЦЕНТРАЦИИ

микроорганизмов (б к ) в и с о д т ш о й  ПРОБЕ

I .  Окраска бактерий по метсгу Грэма*

I Л .  На обезжиренное смесью спирт + эфир ( 1 :1 )  предметное 

стекло наносят бактериологической петлей каплю физиологического 

раствора А / о С С  pH  7 ,2 -  ? А (если приготовление препарата из к о 

лоний или газона на плотных средах) или каплю культуры бактерий 

из жидко! среды культивирования.

В каплю физиологического раствора вносят небольшое количе

ство  мвкробныл клеток исследуемой колония иди газо н а. Если на 

одном стекле приготавливают несколько мазков, то стекло делят 

на соответствующее число участков, нанося восковым карандашом 

кружочки, ограничивающие участки.

Затем в каплю взвеси  или культуры из жидкой среды на стекле 

вносят петлей каплю реактива Jt I ,  распределяют смесь по стеклу 

или в пределах кружочка, подсушивают мазок (мазки) при комнатной 

темперя'гуре, сиру .от однократным .медленным проведением его над

племенем горелки, промывай дистиллированной водой, просушивают 

фильтровальной бумагой и наносят реактив 2 , покрывая им всю 

поверхность стекла на 1 -3  минутн. Затем тщательно и быстро про

поласкивают препарат дистиллированной водой, просушивают фильтро

вальной бумагой и микроскопируют.

1 .2 .  Приготовление реактива Л I  \
кристаллический фиолетовый С ,5  г  ;

спирт этиловый 96° 100 мл

растворяют и хранят при компэтной температуре.
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Приготовление реактива Л 2 :

йод кристаллический 0 ,2  г  ;  

фуксин основной 0 ,1  г  ; 

К J  0 ,4  г  ; 

спирт этиловый 96° 100 ш .

Вначале растворяют К J  в  спирте при нагревании в  водяной 

бане или в  течение суток ори комнатной температуре. После этого 

добавляют йод кристаллический о фуксин основной. Хранит во фла

коне из темного стекла.

2 . Определение общей н биологической концентрации микроор

ганизмов (вегетативные клетки и споры) в  исследуемой пробе.

2 .1 .  Определение цроцекл нежизнеспособных спор. Дифференци

ровать живые и нежизнеспособные споры модно: а )  посредством све

товой микроскопии мазка, окрашенного по Грану, во при этом следу

ет использовать подогретый реактив В I .

Хизнеспособные споры имеют голубовато-розовую окраску, не

жизнеспособные -  фиолетово-черную. Этим методом ориентировочно 

определяют процент нежизнеспособных спор; б) по светопреломлению: 

под шкроскс ом с  фазово-контрастным устройствам жизнеспособные 

споры имеют вид слегка голубоватых блестящих овоидов. Нежизне

способные споры, слабо преломляя све т , выглядат в  вида темно- 

фколетсвых овоидов. Подсчет тех в других спор в камере Горяева 

позволяет определить продену нежизнеспособных спор в  суспензия.

Оба эти метода пригодны лишь для ориентировочного определе

ния процента нежизнеспособных спор. Ниже описаны методы, позволы- 

пцие более точно определить концентрацию спор, а также процент 

нежизнеспособных спор в суспензии.

2 .2 .  Методика определенны биологической концентрации (£ф  

микроорганизмов титрованием на агаровых пластинках.

2 . 2 . I .  Материалы: исследуемая проба; аабуференш. фазного-
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гический раствор (pH 7 ,2  -  7 ,4/  или дистиллированная воде; 

пробирки; пилотки /1 мл/; чашки Петри с питательным агаром, 

камеры Горяет , микроскоп с фазово-контрастным устройством.

2 . 2 .2 .  Делают ряд /7 пробирок/ десятикратных последователь

ных разведений исследуемой пробы в физиологическом растворе.

При титровании суспензии вегетативных клеток / cm W  для каждого 

разведения следует использовать отдельную пипетку. Цренебреже- 

ние этой предосторожностью может привести к получению ошибочного 

результата при работе с вегетативными клетками примерно в 100 

раэ превышающего истинный, а при работе со споровой суспензией -  

в  100 раз меньше.

2 . 2 .3 .  Стерильной пипеткой делают высев из последнего 

/ 7-го/  разведения на 3 чашки Петри с питательным агаром, по 

0 ,2  мд на каждую чашку, распределяя суспензию по агару равномер

но. Той же пинеткой делают высев из 6 -г о , 5 -го  и 4 -г о  разведе

ний.

2 .2 .4 *  Засеянные чашки /12  шт./ выдерживают 30 мин. при 

комнатной температуре, не переворачивая. Затем переворачивают 

и ставят в  термостат.

2 . 2 .5 .  Производят подсчет выросших колоний. Чашки, где име

ется больше 300 и меньше 1C колоний, не учитывают.

И.2 . 6 .  Проводят математическую обработку подученных резуль

татов, при этом используют только 2 -х  и 3 -х  значные числа подсче

та колоний.

Пример.

Разведение "] I  чашка [  2 чашке { 3 чашка

7 0 0  0

6 5 5 2



36

Разведенке 1-------- г---------------
1 I  чашка 1 2 чашка ] 3 чашка

5 60 66 70  Подладит 
учету

4 >600 > 5 0 0 > 5 0 0

б) суьлшруем количество колоний в 5-ом разведении

60 + 66 + 70 « 196 ;

в )  эту суш у делим на количество чашек

196 : 3 = 6 5  ;

получаем среднее количество колоний на I  чашку;

г )  народам абсолютные величины отклонений от 65

6 5  -  60  = Сб)

6 5  -  66 *  ( i )  Суммируем

65 -  70 = (б ) отклсления = ( д )  ;

д ) суш у делим на количество чашек t i l )  ; 3 *  С З,?)

т . е .  получаем средний разброс;

е ) находим процент разброса 6 5 * 3 ,7

1 = Ж . = 5,7%.
65 -  100*

3 ,7  -  х

В том случае, если процент разброса превышает 15#, резуль

таты титрования считаются недостоверными»

ж) определяем ЕЙ микроорганизмов в  I  ми суспензии с оптичес

кой плотностью стандарта мутности. Для Этого среднее количество 

колоний,приходящееся на одну чашку, умножаем на 5 (так  как в Г мд 

шкроорганизмов в 5 раз больше, Чем в  0 ,2  мл, которые т  засевали 

на каждую Чашку) и полученную суш у умножаем на 10®, потому что 

подсчет ведется  по 5 разведению.

[(6 5 + 3 ,7 )  . 5 ]  . 1П5 =: ( 3 ,2  + 0 ,1 8 )  .  10?

т л  о учетом проценте раэброса 3 ,2  . 10 х 5,7%.

2 . 2 . 7 .  Начисляем Ш микроорганизмов в исходной сусценри з .
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Для этого нужно зн ать , какое количество физраствора было исполь

зовано при разведении I  мл суспензии до оптической плотности 

стандарта мутности. Допустим, у нас на I  мл суспензии израсходо

вано 12 мл физраствора: I  мл + 12мл = 13 мл, т .е .  БК микроорга

низмов в исходной суспензии в  13 раз больше, чем в суспензии с 

оптичесгой плотностью стандарта мутности, взятой ю титрования. 

Следовательно, получаем:

[ ( 3 ,2  ± 0 ,1 8 )  .  I07J .  13 = ( 4 ,2  + 0 ,2 3 )  .  Ю8 

микроорганизмов в I  мл исходной суспензии.

2 .3 ,  Методика определения общей концентрации микроорганиз

мов в суспензии с использованием подсчета в камере Горяева.

2 .3 .1 .  Исследуемую пробу разэодат последовательно 10-кратно 

фшэиологичес! :ш раствором (дистиллированной водой) до исчезнове

ния в последней пробирке отчетливо видимой мутности. Для каадого 

разведения используют отдельную пипетку.

2 . 3 .2 .  Монтируют камеру Горяева. Для этого к камере прити

рают покровное стекло до образования радужных колец. Если по

кровное стекло притерто не-плотно (нет радужных колец), то ре

зультат подсчета резко завышается.

? .3 . 3 .  Из последнего разведения тонко оттянутой пастеров

ской тгадетксй под покровное стекло камеры заливают исследуемую 

пробу (объем камеры ограничен).

2 . 3 .4 .  Через 3 -5  минут (время, необходимое для осаждения 

микроорганизмов) под микроскопом (окуляр 15 , объектив 20) про

водят подсчет микроорганизмов в 10 оольших квадратах сетки каме

ры Горяева по диагонали. Производить подсчет в  камере необходи

мо по возможности быстрее, так как суспензия подсыхает, что при

водит к завшению результата.

2 .3 .5 .  Проводят математическую обработку полученных резуль

тато в.
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Црнмер.

{Л сув*ягруем количество микроорганизме® в 10 больших

квадратах

16 + 17 + 19 + 20 + 18 + 17 + 15 + 26 + 13 + 20  = 182;

б) эту сумму делим на 10 квадратов 182 : Ю = 1 8 ,2 ;  

получаем среднее количество микроорганизмов в  I -м большем квад

р ате;

в ) находим абсолютные величины отклонений от 1 8 ,2

1 8 ,2  -  16 (2 , 2 )

1 8 ,2  -  17 (1 . 2)

1 8 ,2  -  19 to , в)

1 8 ,2  -  20 [ 1 .8 )

1 8 ,2  -  18 [0 ,2 ) Суммируем

1 8 ,2  -  17

/с?

Ли

отклонения

1 8 ,2  -  16 [2 .2 )

1 8 ,2  -  26 [ 7 ,8 )

1 8 ,2  -  13 [ 5 ,2 )

1 8 ,2  -  20 [ 1 ,8 )

делим на количество квадратов (2 4 ,4 )

получаем средний разброс;

д) находим процент-разброса для самоконтроля 

1 8 ,2  + 2 ,4  1 8 ,2  -  100$ £ .4  в jq q

*  = 1 8 ,2

Й . 4 )

10 = fe ,4 )

2 ,4  -  х 1 3 * .

Б е л  полученный процент разброса превышает 2 0 * ,  то подсчет 

микроорганизмов следует повторить с большей тщательностью;

е) определяем общую концентрацию микроорганизмов в I  мд 

суспензии ( У )  по формуле: У  = 250000 .п .р ,  где п -  среднее 

количество микроорганизмов в I  большом квадрате ( 1 8 ,2  + 2 , 4 ) , р -  

кратность разведения исследуемой суспензии (1 0 0 ) .

V =  [2 50000  . ( 1 8 ,2  + 2 ,4 )  ]  . 100  *  ( 4 ,5  + 0 ,6 )  .  К)8 .
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Следовательно, общая концентрация в I  мл исходной суспен

зии составляет ( 4 ,5  ^ 0 ,6 )  .  I 0 8 микроорганизмов.

Для под  ̂ 49ЫНЯ достоверного результата необходимо произво

дить подсчет микроорганизмов в  камере по настоящей методике не 

менее 3 р а з , каждый раз заливая в  камеру одну и ту же разведен

ную суспензию. Средний результат 3  подсчетов покры вает общую 

концентрацию микроорганизмов^ близкую к истинной.

2 .4 .  Определение количестве нежизнеспособных микроорганиз

мов в исследуемых суспензиях.

2 .4 .1 *  Исследовав суспензию микроорганизмов по описанным 

методикам ( 2 .2 .  и 2 . 3 ) ,  подучали следующие результаты:
Q

-  в I  мл суспензии общая концентрация 4 ,5  .  ГО ;

-  в  I  и  суспензии ЕК 4 ,2  . 10®.

2 . 4 .2 .  По формуле рассчитываем количество (В) нежизнеспо

собных микроорганизмов в I  мл суспензии

В = Б -  А, где

Б -  общая концентрация микроорганизмов в  I  мд суспензии;

А -  НС микроорганизмов в  I  мл суспензии;

В -  4 ,5  .  1 0 ° -  4 ,2  .  I 0 8 в  0 .3  . ГО8.

Получаем В = 0 ,3  . I 0 8  баг/мл.

2 .4 .3 .  Находим процент нежизнеспособных микроорганизмов в 

суспензии

4 ,5  .  Ю8 -  100» 

0 .3  .  I 0 8 -  х
х  = , ° » 3 .» 1 0 ' - м М . -  = 6 .6 » ,

4 ,5  . 10е
Следогательно, кизнеспособннх микроорганизмов в суспензии:

100» -  6 ,6 ,»  = 9 3 ,4 » .
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОБЩЕЙ И ЕШОШНЗКОЙ КОНЦЕНТРАЦИИ 

МИКРООРГАНИЗМОВ в суспешии

Номер ! Общая кон-! % 
опыта (цент^ецйЯ |разброса

!В % к !

i s H T f f i 8 !
I 1

Ш (A) j

!
!

% 1 В К к  
равброса! сродае- 

1му к 
14 ,Ё .Ю Ь

I 6 ,5  . ю 8 и 112 4 ,4  .  Ю8 13 93

2 6 ,3  . ю 8 17 109 4 ,4  . I 0 8 5 93

3 5 ,3  . I 0 8 20 91 4 .8  . IU8 15 100

4 5 ,9  . T.Q8 13 102 4 ,2  , I 0 8 5 ,7 87

5 6 ,7  . I 0 8 20 115 4 ,4  . ЮБ 15 93

6 5 ,7  . IG8 18 98 5 ,6  . IQ8 10 121

7 4 ,2  . I 0 8 14 72 5 ,0  . I 0 8 6 104

8 5 ,9  . I 0 8 16 102 3 ,9  , Ю8 6 ,6 82

9 5 ,3  . Ю8 27 91 5 ,5  .  Ю8 7 115

10 4 ,8  . ю 8\
\ 31

83 5 ,2  .  Ю8 15 108

Не учитывать

След она* ельно, Б *  5, 8 .  Ю8 ;

А = 4 , 8 . Ю8 .

Рассчитываем В В =■■ Ъ -  к

В = 5 ,8  . К)8 -  «1 ,8  . Ю8 - I . I 0 8 .

Определяем (В) в  процентах: В . ЮСЙ
Б

,8
I  =17%.
5,8 . 10ч

Т,е. в суспензии содержится Г/% нежизнеспособных мякроор-
низмов.
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Рекомендуемое

ОДРЕДЕЛЕШЕ СЕРОВОДОРОДА

Образование сероводорода оценивается количественно. Для 

этого  содержимое бутылочки бистро переносится в колбу, куда 

предварительно добавлено определенное количество титрованного 

раствора йода, приливается 1 -2  мл 10%-ного водного раствора со

ляной кислоты, перемешивается и выдерживается 5 мин. Избыток 

йода титруется раствором тиосульфата до светло-желтой окраски. 

Затем прибавляется крахмал и дотитровывается до обесцвечивания. 

Одновременно таким же образом определяется объем раствора тиосудь 

фата, расходуемый на контрольную пробу, в которой нет развития 

СЕВБ (содержимое бутылочки, выдержанной в холодильнике, или о 

добавкой бактерицида), количество образовавш егося сероводорода 

рассчитывается по формуле:

( g - f e ) - i c  У - 1 7  10PQ ,  
мг/А -  V  ( I )

где а -  объем раствора тиосульфата, расходуемого на титрование 

контрольной пробы, мл;

в -  объем раствора тиосульфата, израсходованного на титро

вание Избытка йода, мл;

К -  поправочный коэффициент раствора тиосульфата; 

fl -  нормальность раствора тиосульфата;

17 -  эквивалентный Вес Нг& ;

V  -  Объем пробы (содержимое бутылочки), мд*

Степень подавления СВБ рассчитывается по формуле:
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(2)

гда в -  всдераашв сероводорода я всэтдошо* сдюба, wr/4i 
Cj- аадарюнЕ* сероводорода д ас&дйдушоа проба, игД,
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