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ВВЕДЕНИЕ. Программы микробиологического мониторинга состояния поме-
щений для фармацевтического производства, включенные в нормативные 
документы разного уровня, различаются. В частности, это касается условий 
проведения эксперимента: используемых питательных сред, температуры 
и времени инкубации. Для унификации процедур контроля качества необхо-
димо разработать единую стратегию обработки проб микробиологического 
анализа.
ЦЕЛЬ. Определение оптимальных условий инкубации посевов при микробио-
логическом мониторинге «чистых» помещений.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Проведено сравнение условий культивирования 
тест-штаммов Bacillus subtilis  ATCC  6633, Staphylococcus aureus  ATCC  6538, Pseu-
domonas aeruginosa  ATCC  9027, Candida albicans  ATCC  10231, Aspergillus brasilien-
sis  ATCC  16404, Aspergillus fumigatus ВКПМ F-62, Aspergillus terreus ВКПМ F-1269, 
Penicillium chrysogenum ВКПМ F-3, а также изолятов из окружающей среды 
Staphylococcus epidermidis, Kocuria rosea, Micrococcus luteus, Bacillus spp., Sphin-
gomonas paucimobilis. Питательные среды: триптиказо-соевый агар (TSA), агар 
Сабуро с декстрозой и хлорамфениколом (SDCA), агар Ризонера (R2A). Режимы 
инкубации: 2 сут при 30–35 ºС, затем 3 сут при 20–25 ºС; 3 сут при 20–25 ºС, 
затем 2 сут при 30–35 ºС; 48–72 ч при 30–35 ºС (культивирование аэробных бак-
терий); 5–7 сут при 20–25 ºС (культивирование дрожжевых и плесневых грибов).
РЕЗУЛЬТАТЫ. При культивации бактерий в средах TSA и R2A статистически зна-
чимых различий результатов, полученных при разных температурных условиях, 
выявлено не было. Коэффициент прорастания изолятов из окружающей среды 
был существенно ниже (на 19–37%) в случае их выращивания на TSA при двух-
температурной схеме инкубации (первоначальное выдерживание посевов 
при более низкой температуре). Выявлены группы микроорганизмов (бактерии 
с угнетенными физиологическими функциями и замедленным ростом, а также 
плесневые грибы), требующие при микробиологическом мониторинге подбора 
условий культивирования.
ВЫВОДЫ. Установлена необходимость стандартизации выполнения микро-
биологического анализа при мониторинге и его регламентация в установ-
ленном порядке в виде общей фармакопейной статьи. Показана возможность 
использования при микробиологическом мониторинге в качестве питатель-
ной среды как триптиказо-соевого агара, так и агара Ризонера. Применение 
двухтемпературной схемы инкубации с использованием одной неселектив-
ной питательной среды требует валидации в каждом конкретном случае. При 
культивировании тест-штаммов последовательность изменения температуры 
не оказывает влияния на коэффициент их прорастания, однако в случае бакте-
рий, выделенных из окружающей среды, предпочтительным следует считать 
режим инкубации с более высокой температурой (30–35 ºС) на начальном эта-
пе инкубации.

4.0

О.В. Гунар  , 
Н.Г. Сахно , 

О.С. Тынчерова 

РЕЗЮМЕ

© О.В. Гунар, Н.Г. Сахно, О.С. Тынчерова, 2024

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.30895/1991-2919-2024-14-4-483-492&domain=pdf&date_stamp=2024-09-04
https://orcid.org/0000-0002-4825-8356
https://orcid.org/0000-0003-1773-7423
https://orcid.org/0009-0008-7494-3403


484 Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2024. Т. 14, № 4

Comparison of incubation conditions for microbial contaminant isolation in microbiological environmental monitoring
Gunar O.V., Sakhno N.G., Tyncherova O.S.

Ключевые слова: микробиологический мониторинг; инкубация; двухтемпературная схема инкубации; 
температурный режим; чистые помещения; питательная среда; триптиказо-соевый агар; агар Ризонера; 
плесневые грибы

Для цитирования: Гунар О.В., Сахно Н.Г., Тынчерова О.С. Сравнение условий выделения микроорганизмов-
контаминантов при микробиологическом мониторинге. Регуляторные исследования и экспертиза лекар-
ственных средств. 2024;14(4):483–492. https://doi.org/10.30895/1991-2919-2024-14-4-483-492

Финансирование. Работа выполнена в рамках государственного задания ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России № 05600026-
24-01 на проведение прикладных научных исследований (номер государственного учета НИР 124022300127-0).

Потенциальный кoнфликт интересoв. Автoры заявляют oб oтсутствии кoнфликта интересoв.

Comparison of Incubation Conditions 
for Microbial Contaminant Isolation in 
Microbiological Environmental Monitoring

	 Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, 
8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation

	 Olga V. Gunar; gunar@expmed.ru

INTRODUCTION. Microbiological environmental monitoring programmes for clean 
rooms for pharmaceutical production vary depending on the regulatory document. 
This is particularly evident in the experimental conditions, including the culture 
media used for sampling, as well as the temperature and time of incubation. To 
harmonise quality control procedures, it is necessary to develop a unified strategy 
for processing microbiological samples.
AIM. This study aimed to investigate the optimal conditions for sample incubation 
during microbiological monitoring of clean rooms.
MATERIALS AND METHODS. The study compared several culture conditions for 
indicator microorganisms, including Bacillus subtilis  ATCC  6633, Staphylococcus 
aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Candida albicans ATCC 10231, 
Aspergillus brasiliensis  ATCC  16404, Aspergillus fumigatus F-62, Aspergillus terreus 
F-1269, and Penicillium chrysogenum F-3 (the latter three strains were obtained from 
the Russian National Collection of Industrial Microorganisms), as well as for envi
ronmental isolates, including Staphylococcus epidermidis, Kocuria rosea, Micrococcus 
luteus, Bacillus spp., and Sphingomonas paucimobilis. The culture media used were 
trypticase soy agar (TSA), Sabouraud's dextrose chloramphenicol agar (SDCA), and 
Reasoner’s 2A agar (R2A). The incubation regimes used were as follows: 2 days at 
30–35 ºC and then 3 days at 20–25 ºC; 3 days at 20–25 ºC and then 2 days at 
30–35 ºC; 48–72 hours at 30–35 ºC (for aerobic bacteria); 5–7 days at 20–25 ºC 
(for yeasts and moulds).
RESULTS. The comparison showed no statistically significant differences between 
the results obtained with TSA and R2A under different temperature conditions. 
The germination rates of environmental isolates grown on TSA were significantly 
lower (by 19–37%) in the two-tiered incubation scheme that started at a lower tem-
perature. The study identified groups of microorganisms requiring special culture 
conditions for microbiological environmental monitoring (bacteria with suppressed 
physiological functions and moulds).
CONCLUSIONS. The study confirmed the need to standardise microbiological testing 
used in environmental monitoring and to provide for its proper regulation by draft-
ing a general monograph on the matter. The authors demonstrated the applicability 
of both TSA and R2A as culture media for microbiological environmental monitoring. 
Currently, the use of a two-tiered incubation scheme with one non-selective culture 
medium requires validation on a case-by-case basis. Although the sequence of tem-
perature levels did not affect the germination rates of microorganisms significantly, 
the incubation regime starting at a higher temperature (30–35 ºС) was determined 
as preferable for bacterial environmental isolates.
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ВВЕДЕНИЕ
Микробная контаминация лекарственных 
средств (ЛС), снижающая их эффективность 
и безопасность применения, может возникнуть 
на любой стадии производственного процесса. 
Ключевым инструментом обнаружения и сниже-
ния потенциальных производственных рисков 
контаминации является микробиологический 
мониторинг, представляющий собой комплекс 
мероприятий, направленных на обеспечение 
контроля состояния критически важных пара-
метров окружающей среды и систем фармацев-
тического предприятия (персонала, воздуха, по-
верхностей, систем подготовки сжатого воздуха 
и воды и др.). Необходимость разработки еди-
ной научно обоснованной программы микро-
биологического мониторинга подчеркивается 
в нескольких отраслевых руководствах1, однако 
имеющиеся в различных национальных и меж-
дународных нормативных документах практи-
ческие рекомендации по процедуре проведения 
исследований различаются. Единая стратегия 
обработки проб, исследуемых в рамках микро-
биологического мониторинга, в настоящее вре-
мя отсутствует.

Наиболее значимыми источниками микроб-
ного загрязнения являются персонал, рабочие 
поверхности, воздух, вода [1–4]. Для каждого 
из них можно определить характерный видо-
вой состав микрофлоры. Так, более 50% всех 
изолятов представляют собой аборигенные 
для человека виды грамположительных кокков 
(например, Micrococcus spp., Staphylococcus  spp., 
Propionibacterium spp., Kocuria spp.) [1]. 
Источником грамотрицательных бактерий, та-
ких как Pseudomonas spp., Burkholderia cepacia, 

Ralstonia pickettii и др., как правило, является 
вода [5]. Bacillus spp., Corynebacterium spp., дрож-
жевые грибы Saccharomyces  spp., Rhodotorula 
rubra, а также плесневые грибы Aspergillus spp. 
и Penicillium spp. наиболее часто обнаруживают-
ся в образцах воздуха и на поверхностях [4–6]. 
Очевидно, оптимальные условия жизнедеятель-
ности каждого из этих микроорганизмов разли-
чаются, и учесть их при микробиологическом 
мониторинге довольно сложно.

Цель работы — определение оптимальных усло-
вий инкубации посевов при микробиологиче-
ском мониторинге «чистых» помещений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
При планировании эксперимента было проведе-
но изучение отечественной и зарубежной нор-
мативной документации, регламентирующей 
асептические процессы в фармацевтическом 
производстве2, а также процедуру микробиоло-
гического мониторинга производственных «чи-
стых» помещений3.

В работе использовали тест-штаммы бактерий, 
дрожжевых и плесневых грибов, депонирован-
ные в официальных коллекциях: Bacillus  sub-
tilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538, 
Pseudomonas  aeruginosa  ATCC  9027, Candida albi-
cans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, 
Aspergillus fumigatus ВКПМ F-62, Aspergillus terreus 
ВКПМ F-1269, Penicillium  chrysogenum ВКПМ F-3. 
Помимо этого использовали бактерии, выделен-
ные из окружающей среды и идентифицирован-
ные с помощью анализатора бактериологическо-
го Vitek2Compact30 (Biomerieux): Staphylococcus 
epidermidis, Kocuria rosea, Micrococcus luteus, 
Bacillus spp., Sphingomonas paucimobilis.

1	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 77 «Об утверждении Правил надлежащей произ-
водственной практики Евразийского экономического союза».

	 Приказ Минпромторга России от 14.06.2013 № 916 «Об утверждении Правил надлежащей производственной практики».
	 Рекомендация Коллегии Евразийской экономической комиссии от 01.03.2021 № 6 «О Руководстве по асептическим про-

цессам в фармацевтическом производстве».
	 МУК 4.2.734-99. 4. Методы контроля. Микробиологический мониторинг производственной среды. Методические указания.
2	 Рекомендация Коллегии Евразийской экономической комиссии от 01.03.2021 № 6 «О Руководстве по асептическим про-

цессам в фармацевтическом производстве»
3	 МУК 4.2.734-99. 4. Методы контроля. Микробиологический мониторинг производственной среды. Методические указания.
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Все работы производили в контролируемых 
условиях шкафа ламинарного Purifier Logic A2  
(Labconco corp.).

Культуры, выращенные на скошенной агари-
зованной среде в течение 24 ч, смывали с по-
мощью стерильного раствора натрия хлорида 
0,9%, стандартизовали с использованием оп-
тического стандарта мутности ВОЗ 10 ЕД и до-
водили до требуемой концентрации методом 
серийных разведений. Посев производили 
поверхностным чашечным агаровым методом 
на готовые к применению питательные сре-
ды: триптиказо-соевый агар (TSA) (Biomerieux, 
кат.  № 41466), агар Сабуро с декстрозой 
и хлорамфениколом (SDCA) (Biomerieux, 
кат.  №  42620), а также агар Ризонера (R2A), 
приготовленный в лаборатории из сухой пита-
тельной среды (Liofilchem S.r.l, кат. № 610129) 
в трехкратной повторности.

Инкубацию посевов проводили в инкубаторах 
BD-240 и КB-115 (Binder) в следующих условиях:
•	 режим «33→23 ºС» — 2 сут при 30–35 ºС, за-

тем 3 сут при 20–25 ºС;
•	 режим «23→33 ºС» — 3 сут при 20–25 ºС, за-

тем 2 сут при 30–35 ºС;
•	 режим «33 ºС»  — 48–72  ч при 30–35  ºС 

(культивирование аэробных бактерий);
•	 режим «23 ºС» 5–7 сут при 20–25 ºС (культи-

вирование дрожжевых и плесневых грибов).

Для получения статистически значимых ре-
зультатов эксперименты выполняли много-
кратно (n≥6) в условиях внутрилабораторной 
прецизионности: при сравнении питательных 
сред TSA и R2A для каждого температурного 
режима было выполнено 8 определений; ко-
эффициент прорастания микроорганизмов 
(Кпр,%) на триптиказо-соевом агаре при разных 
режимах инкубирования рассчитывали по ре-
зультатам 8 определений; изучение динами-
ки роста бактерий K.  rosea выполняли в ходе 
6 определений; выявление оптимальных усло-
вий культивирования плесневых грибов про-
водили с использованием массива данных 
нескольких определений, содержащих не ме-
нее 35 единичных значений для каждого ре-
жима инкубации.

Посевы просматривали ежедневно, по оконча-
нии срока инкубации выполняли подсчет коло-
ний с помощью счетчика Scan 100 (Interscience).

Перед статистической обработкой результа-
тов проводили оценку их нормальности 
с помощью теста Шапиро–Уилка  (α=0,05) 
и на основании полученных данных выбирали 

инструмент для выполнения дисперсионного 
анализа (P=95%): односторонний ANOVA или тест 
Краскела–Уоллиса. При обнаружении статисти-
чески значимых различий между группами про-
водили попарные сравнения с использовани-
ем апостериорных критериев Тьюки–Крамера 
или Данна соответственно.

Коэффициент прорастания Кпр микроорганиз-
мов рассчитывали по формуле (1).

	
Кпр = ,

Ni

N0 	
(1)

где Ni  — количество колоний, выросших 
при двухтемпературной схеме инкубации, N0 — 
количество колоний, выросших в условиях инку-
бации при постоянной температуре, выбранной 
с учетом вида микроорганизма.

Удельную скорость роста штамма (μ, ч-1) опреде-
ляли по формуле (2), время удвоения концентра-
ции микробных клеток (Td, ч) — по формуле (3).

	
µ = 2,3 ∙ ,

lgX ⁄ lgX0

t 	
(2)

	
Td = ,

ln 2
µ 	

(3)

где Х0 и Х — начальная и конечная концентрации 
клеток (КОЕ/см3); t — время культивирования ми-
кроорганизмов (ч).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение нормативной документации. Пред
ставленные в нормативных документах требо-
вания, регламентирующие условия проведения 
микробиологического мониторинга, в том чис-
ле питательные среды, температуру и длитель-
ность инкубации посевов, существенно разли-
чаются (табл. 1).

Влияние питательной среды и температуры ин-
кубирования на выделение бактерий. Как пока-
зывают некоторые исследования, наиболее эф-
фективной питательной средой для выделения 
широкого спектра бактерий и грибов из окружа-
ющей среды фармацевтического производства 
является триптиказо-соевый агар (TSA) [7–9]. 
В отдельных работах подчеркивается воз-
можность применения агара Ризонера (R2A) 
для оценки загрязнения воздуха [10, 11]. Данная 
питательная среда была создана для стимули-
рования роста медленнорастущих гетеротроф-
ных бактерий и нашла широкое применение 
при анализе воды [12–14].

В настоящей работе выполнено эксперимен-
тальное сравнение питательных сред TSA 
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и R2A для выделения микроорганизмов (тест-
штаммов бактерий, дрожжевых и плесневых 
грибов, а также изолятов из окружающей сре-
ды), в ходе которого не было выявлено ста-
тистически значимых различий полученных 

результатов (рассчитанное значение крите-
рия Фишера Fc=1,28 не превышало табличное 
Ft(0,05;52;52)=1,59). Однако объективная оценка 
влияния состава питательной среды невозмож-
на без учета температурных условий инкубации.

Таблица 1. Питательные среды и режимы инкубации посевов образцов микробиологического мониторинга

Table 1. Culture media and incubation regimes for microbiological monitoring samples

Нормативный документ
Regulatory document

Питательные среды*
Culture media*

Условия инкубации
Incubation conditions

Рекомендация Колле-
гии ЕЭК от 01.03.2021 
№ 6a

Recommendation No. 6 
of the EEC Board dated 
03/01/2021 

Неселективные фармакопейные или эквива-
лентные им готовые питательные среды
Non-selective pharmacopoeial or equivalent ready-
to-use culture media

30–35 ºС, 48–72 ч (выделение аэробных 
бактерий)**;
20–25 ºС, 5–7 сут (выделение дрожжевых 
и плесневых грибов)
30–35 ºС, 48–72 h (isolation of aerobic bacteria)**;
20–25 ºС, 5–7 days (isolation of yeasts and moulds)

ГОСТ ИСО 14698-1-
2005b

GOST ISO 14698-1-2005

Неселективные питательные среды
Non-selective culture media

2–5 сут (выделение бактерий);
5–7 сут (выделение грибов)
2–5 days (isolation of bacteria);
5–7 days (isolation of yeasts and moulds)

МУК 4.2.734-99c

MUK 4.2.734-99
Среда № 1 (выделение бактерий);
среда № 2 (агар Сабуро)  — выделение грибов
Culture medium 1 (isolation of bacteria);
Culture medium 2 (Sabouraud’s agar) (isolation of 
fungi)

30–35 ºС, 48 ч
20–25 ºС, 72 ч
30–35 ºС, 48 h
20–25 ºС, 72 h

USP <1116>d Соево-казеиновая питательная среда;
агар Сабуро, модифицированный агар Сабуро 
или агар, ингибирующий рост плесневых 
грибов;
селективная питательная среда 
Soybean–casein digest medium (SCDM);
Sabouraud’s agar, modified Sabouraud’s agar, or 
inhibitory mould agar;
selective media

20–35 ºС, не менее 72 ч (аэробные и/или 
анаэробные условия)***;
двухтемпературная схема инкубации, 
сначала при более высокой температуре;
требования технической документации 
селективной питательной среды
20–35 ºС, ≥72 h (aerobic and/or anoxic 
conditions)***;
two-tiered incubation scheme, starting at a higher 
temperature;
technical requirements for selective culture media

PDA Technical report 
No. 13e

Соево-казеиновая питательная среда 
или триптиказо-соевый агар;
агар Сабуро или модифицированный агар 
Сабуро;
триптиказо-соевый бульон (для тампонных 
проб при мониторинге в помещениях 
класса А)
Soybean–casein digest medium (SCDM) or tryptic-
ase soy agar (TSA)
Sabouraud’s agar or modified Sabouraud’s agar;
Tryptic soy broth (for swabs performed in Grade A 
clean rooms)

30–35 ºС, 48–72 ч (аэробные и/или 
анаэробные условия)***;
20–25 ºС, 5–7 сут***
1) двухтемпературная схема инкубации, 
сначала при низкой температуре;
2) несколько схем инкубации
30–35 ºС, 48–72 h (aerobic and/or anoxic 
conditions)***;
20–25 ºС, 5–7 days***
1) two-tiered incubation scheme, starting 
at a lower temperature;
2) multiple incubation schemes

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors
a Рекомендация Коллегии Евразийской экономической комиссии от 01.03.2021 № 6 «О Руководстве по асептическим процессам 
в фармацевтическом производстве».
Recommendation No. 6 of the Board of the Eurasian Economic Commission (EEC) dated 03/01/2021 On the Guidelines for aseptic processes 
in pharmaceutical production.
b ГОСТ ИСО 14698-1-2005 Чистые помещения и связанные с ними контролируемые среды. Контроль биозагрязнений. Часть 1. 
Общие принципы и методы.
Russian State Standard GOST ISO 14698-1-2005 Clean rooms and associated controlled environments. Biocontamination control. Part 1. 
General principles and methods.
c МУК 4.2.734-99. 4. Методы контроля. Микробиологический мониторинг производственной среды. Методические указания.
Russian Methodological Guidelines MUK 4.2.734-99 Control methods. Microbiological environmental monitoring. Methodological guide-
lines.
d USP <1116> Microbiological control and monitoring of aseptic processing environments.
e PDA Technical Report No. 13 Revised 2022 (TR 13) Fundamentals of an Environmental Monitoring Program.
Примечание. * — могут содержать нейтрализаторы; ** — срок инкубации может быть обоснованно сокращен или увеличен;  
 *** — срок инкубации может быть увеличен для выделения медленнорастущих видов.
Note. * may contain neutralisers; ** may be reasonably shortened or extended; *** may be extended to isolate slow-growing species.
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Таблица 2. Результаты инкубирования бактериальных культур в различных условиях

Table 2. Effects of different incubation conditions on bacterial cultures

Параметр
Parameter

Условия культивирования
Culture conditions

Триптиказо-соевый агар (TSA)
Trypticase soy agar

Агар Ризонера (R2A)
Reasoner’s 2A agar

33 ºC 33→23 ºС 23→33 ºC 33 ºC 33→23 ºC 23→33 ºC

Нормальность
Normality 0,65 0,58 0,98 0,13 0,06 0,67

Среднее (n=8), КОЕ
Mean (n=8), CFU 38,63 35,50 33,63 36,13 32,00 37,50

Стандартное отклонение (S )
Standard deviation (S) 10,08 15,03 9,71 15,55 26,75 10,99

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. В эксперименте использовали тест-штаммы Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseu-
domonas aeruginosa ATCC 9027; изоляты Bacillus spp., Sphingomonas paucimobilis; n — размер выборки
Note. The experiment used Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538, and Pseudomonas aeruginosa test strains and 
Bacillus spp. and Sphingomonas paucimobilis environmental isolates. n, sample size

Таблица 3. Коэффициент прорастания микроорганизмов на триптиказо-соевом агаре при разных режимах инкубирования (раз-
мер выборки, n=6)

Table 3. Germination rates of microorganisms on trypticase soy agar under different incubation regimes (sample size, n=6)

Микроорганизм
Microorganism

Коэффициент прорастания микроорганизмов
Microorganism germination rate

Кпр, % 

Режим инкубации посевов
Culture incubation regime

33→23 ºC 23→33 ºC

Bacillus subtilis ATCC 6633 106 106

Staphylococcus aureus ATCC 6538 96 92

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 97 93

Staphylococcus epidermidis 98 161

Kocuria rosea 42 5

Micrococcus luteus 102 75

Bacillus spp. 111 86

Sphingomonas paucimobilis 132 113
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

4	 USP <1116> Microbiological control and monitoring of aseptic processing environments.

В настоящее время в практику фармацевтических 
микробиологов вводится использование двух-
температурной схемы инкубации [15], несмотря 
на то что при низкой температуре, поддержива-
емой на первом этапе инкубации, может подав-
ляться рост грамположительных кокков4. Следует 
отметить, что в настоящем исследовании подавле-
ния роста бактерий не наблюдалось (табл. 2).

Проведенное сравнение показало отсутствие 
статистически значимых различий между вы-
борочными средними значениями всех групп 

полученных результатов (рассчитанное зна-
чение критерия Фишера (Fc=0,19) меньше та-
бличного Ft=2,44) (табл. 2). Ни температурный 
режим инкубации, ни используемая питатель-
ная среда не оказывали влияние на выделение 
(рост) изучаемых в настоящей работе бактерий. 
Сравнение количества бактерий, выросших 
на TSA при разных режимах инкубации, выяви-
ло, что коэффициент прорастания бактерий, вы-
деленных из окружающей среды, существенно 
различался (на 19–37%) в зависимости от темпе-
ратурных условий (табл. 3). В качестве критерия 
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приемлемости при интерпретации полученных 
данных (табл. 3) использовали значение «не ме-
нее 70%»5. Обнаружено, что лишь в случае бак-
терий K.  rosea установленное требование не вы-
полнялось.

Динамика роста бактерий K.  rosea, выде-
ленных из окружающей лабораторной среды. 
Микроорганизмы, присутствующие в окружа-
ющей среде фармацевтического производства, 
находятся под воздействием различных физи-
ческих, химических или биологических фак-
торов. Влияние стрессовых условий приводит 
к запуску адаптационных механизмов и вызы-
вает краткосрочные или долгосрочные изме-
нения физиологии микробных клеток [16–19]. 
Одним из примеров служит более продолжи-
тельная лаг-фаза у выделенных микроорганиз-
мов по сравнению с музейными штаммами [20]. 
Как следствие, для роста производственных 
изолятов требуется немного более длительный 
период культивирования (на 2–4 сут) [20].

Температура является важным фактором регу-
лирования роста микроорганизмов, поскольку 
она напрямую влияет на различные клеточ-
ные компоненты и метаболические процессы. 
Некоторые внутриклеточные биомолекулы, 
такие как ДНК, РНК, липиды и белки, могут 
служить бактериям в качестве термосенсоров, 
позволяющих детектировать изменение темпе-
ратуры окружающей среды [23–25]. Патогенные 
микроорганизмы (например, E.  coli, S.  aureus, 
P.  aeruginosa, Salmonella spp. и др.) использу-
ют такие механизмы восприятия температуры 
для запуска экспрессии генов вирулентности, 
контроля подвижности и развития биопленок 
[24–26]. Среди механизмов адаптации выде-
ляют индукцию белков теплового (холодового) 
шока, которая, в свою очередь, приводит к мо-
дификациям клеточной мембраны, изменению 
ферментативной активности и транспорта 

питательных веществ, а также к снижению ско-
рости роста [8, 17–20].

В настоящей работе был использован выде-
ленный из окружающей лабораторной среды 
штамм K. rosea, характеризующийся замедлен-
ным ростом.

Микроорганизмы K.  rosea способны расти 
при 10–45  ºC, оптимальным температурным 
диапазоном является 20–30  ºC [21, 22]. В этих 
условиях наблюдается максимальная удельная 
скорость роста, а также выработка молекуляр-
ных факторов устойчивости к неблагоприятным 
условиям окружающей среды [22]. Полученные 
в настоящем исследовании данные свиде-
тельствуют о том, что наиболее подходящими 
условиями культивирования микроорганизмов 
с угнетенными физиологическими функциями 
и замедленным ростом, к которым можно от-
нести изучаемый изолят K.  rosea, является ин-
кубация на питательной среде TSA при одной 
температуре 30–35  ºC не менее 5  сут, что под-
тверждается динамикой роста (табл. 4, рис. 1).

Определение оптимальных условий роста плесне-
вых грибов. Одним из показателей качества воз-
духа производственной (лабораторной) среды 
является содержание плесневых грибов в про-
бах микробиологического мониторинга [27–29]. 
Для выделения грибов, как правило, используют 
рекомендованные рядом нормативных докумен-
тов специальные микологические среды, такие 
как агар с экстрактом солода и агар Сабуро (с до-
бавлением антибиотиков или без них) (табл. 1). 
Для большинства грибов-изолятов окружаю-
щей среды «чистых» помещений (например, 
Alternaria spp., Cladosporium spp., Trichophyton 
spp., Penicillium spp.), а также некоторых коммен-
салов кожи человека (Malassezia  spp.) темпера-
турный оптимум роста (Topt) находится в диапа-
зоне 20–25  ºС [15]. Другие виды, например 

5	 ОФС.1.1.0021.18 Валидация микробиологических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
М.; 2018. 

Таблица 4. Кинетика роста Kocuria rosea на триптиказо-соевом агаре при разных режимах инкубации

Table 4. Time course of Kocuria rosea growth on trypticase soy agar under different incubation regimes

Параметр
Parameter

Условия инкубации
Incubation conditions

33 ºC 33→23 ºC 23→33 ºC

Удельная скорость роста (μ, ч-1)
Specific growth rate (μ, h-1) 0,058 0,056 0,049

Время удвоения концентрации (Td , ч)
Concentration doubling time (Td , h) 11,95 12,38 14,15

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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Aspergillus  spp., демонстрируют лучшие показа-
тели роста при 30 ºС и выше [29].

По данным I. Symonds et al. [7] оптимальной 
температурой роста мезофильных неспорооб-
разующих бактерий является 30–35  ºC, тогда 
как наилучшее восстановление дрожжевых 
и плесневых грибов и спорообразующих бак-
терий происходит при 20–25  ºC. Использование 
двухтемпературной инкубации (при 20–25  ºC 
в течение 3 сут с последующей инкубаци-
ей при 30–35  ºC в течение 2 сут) приводило 
к снижению количества выделяемых бактерий 
и грибов. Эти результаты согласуются с данны-
ми, полученными О. Gordon et al. [9], которые 
показали, что восстановление микроорганизмов 

при однотемпературных режимах инкубации 
происходит гораздо лучше, чем при двухтемпе-
ратурной инкубации с первоначальной темпе-
ратурой 20–25 ºС. Помимо этого, авторами было 
продемонстрировано, что восстановление гри-
бов и дрожжей происходит более эффективно 
при температуре 20–25 ºC.

Экспериментальное сравнение различных усло-
вий инкубации (табл. 5) выявило статистически 
значимое различие результатов количествен-
ного определения плесневых грибов: рассчи-
танное значение критерия Краскела–Уоллиса 
Hc=14,24 превышает его табличное значение 
Ht=9,49; p=0,007. Апостериорное попарное 
сравнение, выполненное с помощью критерия 
Данна (скорректированное с помощью поправ-
ки Бонферрони значение α=0,005), показало, 
что средние ранги существенно отличаются 
в группах 1 и 3, а также в группах 3 и 5. Это сви-
детельствует о том, что инкубация в условиях 
однотемпературного режима при температуре 
33 ºC на питательной среде TSA не позволяет 
объективно оценить количественное содержа-
ние плесневых грибов. При этом наибольшее 
медианное количество колоний наблюдалось 
при использовании агара Сабуро.

ВЫВОДЫ
1.  На основании анализа нормативно-пра-
вовой документации, устанавливающей 
для микробиологического мониторинга раз-
личные температурные режимы инкубации 
посевов на различных питательных средах, 
установлена необходимость стандартизации 
рассматриваемого процесса и его регламен-
тация в установленном порядке в виде общей 
фармакопейной статьи.
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure 
is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Динамика роста Kocuria rosea при различных тем-
пературных режимах: 1 — постоянная температура 33 ºC, 
2  — уменьшение температуры 33→23  ºC, 3  — увеличение 
температуры 23→33 ºC

Fig. 1. Time course of Kocuria rosea growth under different in-
cubation regimes: 1, constant temperature (33 ºC); 2, decrease of 
temperature (33→23 ºC); 3, increase of temperature (23→33 ºC)

Таблица 5. Сравнение условий инкубации посевов плесневых грибов

Table 5. Comparison of incubation conditions for mould cultures

Параметр
Parameter

Условия культивирования
Culture conditions

Триптиказо-соевый агар
Trypticase soy agar

Агар Сабуро
Sabouraud’s agar

1 2 3 4 5

33→23 ºС 23→33 ºC 33 ºC 23 ºC 23 ºC

Медиана, КОЕ
Median, CFU 36 32 26 30 37

Размер выборки (n)
Sample size (n) 38 39 35 35 41

Средний ранг
Mean rank score 104,14 85,35 60,57 89,96 102,93

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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2.  Показана возможность использования при  
микробиологическом мониторинге в качестве 
питательной среды как триптиказо-соевого ага-
ра, так и агара Ризонера.

3.  Применение двухтемпературной схемы инку-
бации с использованием одной неселективной 
питательной среды (например, TSA или R2A) 
в настоящее время документально не закрепле-
но и требует валидации в каждом конкретном 

случае. В рамках выполненного исследования 
показано, что при культивировании тест-штам-
мов последовательность изменения темпера-
туры не оказывает влияния на коэффициент их 
прорастания (92–106%). Однако в случае бакте-
рий, выделенных из окружающей среды, пред-
почтительным следует считать режим инкуба-
ции с более высокой температурой (30–35 ºС) 
на начальном этапе инкубации.
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