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ПУТИ СНИЖЕНИЯ ПРОИЗВОДСТВЕННОЙ ТРУДОЁМКОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ СПОСОБА 
ОПТИЧЕСКОЙ ОЦЕНКИ КОНЦЕНТРАЦИИ МИКРОБНЫХ КЛЕТОК В СУСПЕНЗИИ
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Оценена трудоёмкость (в часах) оптического способа подсчёта микробных клеток в суспензии по сравнению с методом 
подсчёта микробных клеток с использованиемкамеры Горяева. Актуальность оценки производственной трудоёмкости 
способов подсчёта микробных клеток в суспензии связана с необходимостью использовать их во многих исследованиях. 
Зачастую широко применяемые методы слишком трудозатратны, длительны или требуют применения дорогосто-
ящего оборудования. Проведён сравнительный эксперимент ранее разработанного нами «Способ оптической оценки 
концентрации микробных клеток в суспензии» (приоритетная справка № 2016141859 от 25.10.2016 г) и способа под-
счёта микробных клеток с использованием камеры Горяева. Производственная трудоёмкость выполняемых измерений 
рассчитывалась в часах по формуле: Тпр=Тт+Тоб., где Тпр – трудоёмкость производственная, Тт – трудоёмкость тех-
нологическая, Тоб – трудоёмкость обслуживания. Технологическая трудоёмкость измерений с использованием камеры 
Горяева составляла 32,18±0,95, тогда как оптическим способом 1,03±0,06(достоверность различий при р<0,01) при ко-
личестве измерении n=100. Трудоёмкость обслуживания при оптическом способе 0,24±0,03, при применении метода с 
использованием камеры Горяева0,15±0,01 часов. Производственная трудоёмкость измерений концентрации микробных 
клеток в суспензии при применении метода измерения с использованием камеры Горяева остаётся (р<0,01) выше, чем 
при оптическом способе оценки, 32,33±0,96 и 1,27±0,05 часов соответственно. При применении оптического способа 
оценки концентрации в суспензии необходимо проводить не малый объём необходимых математических вычислений, 
что в будущем, возможно, скорректировать путём создания специальной программы для персональных ЭВМ. Производ-
ственная трудоёмкость результатов получаемых при выполнении измерений способом оптической оценки концентрации 
микробных клеток в суспензии ниже, чем при применении метода измерения с использованием камеры Горяева. Принимая 
во внимание, что его осуществление не требует, как при турбидиметрии. закупки специального оборудования, то его 
экономическая эффективность перед существующими очевидна.
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Simonov О.А., Simonova Е.О., Malchevskiy V.А.
WAYS TO REDUCE THE LABOR INTENSIVENESS OF APPLYING THE METHOD OF OPTICAL ESTIMATION 
OF MICROBIAL CELL CONCENTRATION IN SUSPENSION
Tyumen Scientific Centre SB RAS, 625026, Tyumen, Russia
The labor intensity (in hours) of the optical method of microbial cell counting in suspension compared to the method of microbial 
cell counting using a Goryaev chamber is evaluated. The relevance of assessing the production labor intensity of microbial cell 
counting methods in suspension is related to the need to use them in many studies. Often the commonly used methods are too 
labour-intensive, time-consuming, or require expensive equipment. A comparative experiment was carried out with our previously 
developed “Method for optical estimation of microbial cell concentration in suspension” (Priority certificate No. 2016141859 
dated 25.10.2016) and the method of microbial cell counting using a Goryaev chamber. Production labor intensity of the mea-
surements performed was calculated in hours according to the formula: Tp=Tt+Tob, where Tp is production labour input, Tt is 
technological labour input, Tob is maintenance labour input. Technological labour input of measurements with use of Goryaev’s 
chamber made up 32,18 ± 0,95, whereas with optical method – 1,03±0,06 (reliability of differences at p<0,01) at amount of mea-
surements n = 100. Labour input of service at optical method 0,24 ± 0,03, at application of method with use of Goryaev chamber 
0,15±0,01 hours. Labour input of measurements of concentration of microbial cells in suspension at application of method of 
measurement with Goryaev chamber remains (p<0,01) higher than at an optical method of estimation, 32,33±0,96 and 1,27±0,05 
hours accordingly. When using the optical method of concentration estimation in the suspension it is necessary to carry out not a 
small amount of necessary mathematical calculations, which in the future, probably, corrected by creating a special program for a 
personal computer. The labour input of results obtained by measuring by optical evaluation of the concentration of microbial cells 
in suspension is lower than that obtained by using a measurement method using a Goryaev chamber. Taking into consideration that 
its implementation does not require purchase of special equipment as in turbidimetry, its cost-effectiveness compared to existing 
ones is obvious.

K e y  w o r d s :  microorganism; strain; measurements; concentration; CFU; Goryaev chamber; turbidimetry; labour intensity.
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Введение. В процессе выполнения медицинских [1], 
микробиологических и биотехнологических исследова-
ний возникает необходимость определения количества 
микробных клеток в различных средах [2,3]. Широко 
применяемые на сегодняшний день методики опреде-
ления количества микробных клеток в суспензиях не 
требующие специального дорогостоящего оборудова-
ния, например с использованием счётной камеры Горя-
ева1 весьма трудозатратны. Для определения количества 
микробных клеток в суспензиях при помощи специаль-
ного оборудования используется метод турбидиметрии. 
Перед его выполнением необходимо составить кали-
бровочные графики индивидуальные для каждого ис-
следуемого микроорганизма, что достаточно трудоёмко, 
длительно, требует привлечения других методовдля по-
лучения образцов с известным количеством микробных 
клеток в единице объёма. Требуется закупка и техниче-
ское обслуживание дорогих, узкоспециализированных 
приборов, что ведёт к повышению себестоимости про-
водимых работ. Для решения сложившейся проблемы 
нами разработан «Способ оптической оценки концен-
трации микробных клеток в суспензии» приоритетная 
справка № 2016141859 от 25.10.2016 г., не требующий 
наличия дорого узкоспециализированного оборудова-
ния основанный на использовании асимптотического 
приближения теории светорассеяния.

В связи с вышеизложенным, оценка производствен-
ной трудоёмкости результатов получаемых при приме-
нении способа оптической оценки концентрации ми-
кробных клеток в суспензии актуальна.

Цель исследования: оценить производственную тру-
доёмкость результатов получаемых при применении 
способа оптической оценки концентрации микробных 
клеток в суспензии.

Материал и методы. Для достижения поставлен-
ной цели проведён сравнительный эксперимент по 
определению концентрации микроорганизмов в суспен-
зии способом с использованием камеры Горяева и пред-
ложенным способом оптической оценки концентрации 
микробных клеток в суспензии.

В качестве материала для исследования выбран, 
идентифицированный методом сиквенса по 16S RNA, 
штамм MG8 – Bacillus sp. (cereus). Бактерии высевали 

в пробирки на скошенный агар и культивировали 24 ч в 
термостате при температуре +26°С, после чего микро-
организмы смывали с поверхности питательной среды 
дистиллированной водой в объёме 5 мл. Каждым из 
сравниваемых способов определены концентрации ми-
кроорганизмов в 100 различных суспензиях.

Определение концентрации микроорганизмов с ис-
пользованием камеры Горяева осуществляли следую-
щим образом: в камеру Горяева помещали суспензию, 
полученную методом серийных разведений, концен-
трацией 1/10000 от концентрации смыва. Далее прово-
дили фотофиксацию сеток камеры, подсчёт количества 
микроорганизмов на полученных снимках и обработка 
данных по методике ОФС1.

Определение концентрации микроорганизмов в су-
спензии предложенным способом выполняли по сле-
дующему алгоритму: подготавливали две дисперсион-
ные среды с различными показателями преломления, а 
именно 10% и 40% растворы глюкозы и исследуемые 
суспензии микроорганизмов. Для этого в девять частей 
дисперсионной среды помещали одну часть микробной 
суспензии. Суспензии хорошо перемешивали. Далее, 
измеряли показатели преломления полученных суспен-
зий с использованием рефрактометра RL3 производства 
фирмы Polskie Zaklady Optyczne по методике, изложен-
ной в инструкции производителя. Получали значения 
показателя преломления первой (µs1) и второй (µs2) дис-
персионной среды.

Полученные суспензии помещали в кюветы спектро-
фотометра ПЭ-5400УФ производства ООО «Экохим» 
(Россия), которые устанавливали в измерительную ка-
меру спектрофотометра. Третья кювета являлась кон-
трольной, в неё помещали дистиллированную воду.

Проводили измерения оптической плотности суспен-
зий (относительно контрольной кюветы) на двух длинах 
волн λ1=450 нм и λ2=600 нм, получали значения Dλ1 и Dλ2. 
Используя определение волнового экспонента по фор-
муле: 

        −lgDλ1−lgDλ2n = ––––––––––––– ,
             lgλ1−lgλ1
рассчитывали волновые экспоненты для исследуе-

мых суспензий n1 и n2.
Применяя асимптотическое приближение определя-

ли безразмерный параметр ρ [4] для каждой из двух дис-
персионных сред используя формулы [5]:

p(n)=a/(b+n−2)+c, для 2≤n≤3,5;

1Государственная Фармакопея Российской Федерации. XIII издание 
2015; 2: 624-627. Определение концентрации микробных клеток 
ОФС.1.7.2.0008.15.
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Определяли концентрацию микроорганизмов (N) в 
исследуемой суспензии по формуле:

N=τπ·Rср2·Кs ,
которая выведена нами из формулы [6]: 
τ=π·r2·Кs(r,λ,m)·N,
где мутность суспензии (τ) вычисляли по ранее из-

меренной оптической плотности среды:
                1τ=2,3·D(––).
              см
Концентрацию микроорганизмов в неразведённой 

суспензии рассчитывали по формуле: 
х=10·N.
Производственная трудоёмкость выполняемых изме-

рений вычисляли в часах: 
Tпр.=Тт.+Тоб.,
где: 
Tпр. – трудоёмкость производственная; 
Тт. – трудоёмкость технологическая; 
Тоб. – трудоёмкость обслуживания.
Статистический обсчёт материала проводи согласно 

международным требованиям, предъявляемым к обра-
ботке результатов данных научных исследований, при 
помощи программы для персональных компьютеров 
«SPSS 11,5 forWindows» (среднее значение, диспер-
сия средних, параметрическое сравнение по критерию 
Стьюдента, частотный анализ).

Результаты и обсуждение. Трудоёмкость (в часах) 
измерений концентрации микробных клеток штамма 
MG8 в суспензии представлена в таблице. 

Технологическая трудоёмкость измерений концен-
трации микробных клеток штамма MG8 в суспензии 
при применении метода измерения с использованием 
камеры Горяева статистически достоверно (р<0,01) вы-
ше чем при оптическом способе оценки. В то же время, 
трудоёмкость обслуживания при оптическом способе 
оценки достоверно (р<0,01) выше, чем при применении 
метода измерения с использованием камеры Горяева. В 
общем, несмотря на более низкую трудоёмкость обслу-
живания, производственная трудоёмкость измерений 
концентрации микробных клеток штамма MG8 в су-
спензии при применении метода измерения с использо-
ванием камеры Горяева остаётся (р<0,01) выше, чем при 
оптическом способе оценки.

Необходимо учитывать, что при применении оптиче-
ского способа оценки концентрации микробных клеток 
в суспензии, можно получить без отдельных трудозатрат 
дополнительные важные для исследователей данные о 
бактериях данного штамма, такие как показатель пре-
ломления и их средний радиус.

При применении оптического способа оценки концен-
трации микробных клеток в суспензии выявлен его недо-

p(n)=3(y+n∙q)/(h+y)1/2,  для 1≤n≤2.
Где y, a, b, c, d, e, q, h определяли следующим обра-

зом (m1=m−1; m=µb/µs) [6]:
y = 2–n−(2−n)2 / 20; 
a=b·d; 
b=1,5·(d/e−1);
q = m1·(1−0,8·exp( −11·m1)) / 3;
h = (2·q)1/3;
c = 3·h−d; 
d=e·(3·h−ρ1)·(1,5−ρ1)/(1,5·(3·h−ρ1)−e·ρ1);
e = 3·h−2·m1·( 0,22+0,58·m);
ρ1 = 0,1+m1·( 3,9−5·m1+0,5 / ( 1+1000·( m1−0,05 )2 ) ).
По известным n1 и n2 рассчитывали значения ρ(n1) и 

ρ(n2).
Так как, по определению ρ=4·π·Rср.· μs· (µb/µs−1)/λ 

[5], при одинаковой длине волны этот параметр зависит 
только от соотношений показателей преломлений бакте-
рий и среды, то, по известным значениям ρ(n1) и ρ(n2) мы 
определяли значение показателя преломления бактерий:

ρ(n1)/ρ(n2)=(µb−µs1)/(µb−µs2);
откуда:
µb=µs2·ρ(n1)/ρ(n2)−µs1/µs2)/ρ(n1)/ρ(n2)−1),
где: 
µs1 – показатель преломления 1-й дисперсионной сре-

ды; 
µs2 – показатель преломления 2-й дисперсионной сре-

ды; 
ρ(n1) – безразмерный параметр ρ для 1-й дисперсион-

ной среды, определённый по волновому экспоненту n1; 
ρ(n2) – безразмерный параметр ρ для 2-й дисперсион-

ной среды, определённый по волновому экспоненту n2; 
µb – показатель преломления бактерий.
Используя значение параметра ρ и найденный пока-

затель преломления бактерий, для любой из дисперси-
онных сред оценивался средний размер бактерий исходя 
из определения ρ [4]; 

Rср.=ρ·λ/(4·π·(µb−µs)),
С помощью асимптотического приближения [5] на-

ходили коэффициент светорассеяния;
 
для 2≤n≤3,3;

;   для −1≤n≤2;

где: 
К2=A·α·[3,25m+1,55)·α−3,4;

                m2−1
A= [––––––];
        m2+22

α=2·π·Rср·µs/λ.

Трудоёмкость (в часах) измерений концентрации микробных клеток штамма MG8 в суспензии (M±m)

Виды трудоёмкости 
(в часах)

Методы измерения концентрации микробных клеток в суспензии

с использованием камеры Горяева (n=100) оптическим способом оценки (n=100)

Технологическая 32,18±0,951 1,03±0,06

Обслуживания 0,15±0,01 0,24±0,031

Производственная 32,33±0,961 1,27±0,05

П р и м е ч а н и е .  n – число измерений; 1 - достоверность различий при р<0,01.
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статок, повышающий технологическую трудоёмкость из-
мерений – не малый объём необходимых математических 
вычислений. Можно, в будущем, успешно реализовать 
данный резерв для дальнейшего повышения технологи-
ческой трудоёмкости измерений путём создания специ-
альной программы для персональных ЭВМ.

Заключение. Производственная трудоёмкость ре-
зультатов, получаемых при выполнении измерений 
способом оптической оценки концентрации микробных 
клеток в суспензии ниже, чем при применении метода 
измерения с использованием камеры Горяева. Принимая 
во внимание, что его осуществление не требует, как при 
турбидиметрии. закупки специального оборудования, то 
его экономическая эффективность очевидна.
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