
БИОЛОГИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ МЕМБРАННЫХ ФИЛЬТРОВ: 
АНАЛИТИЧЕСКИЙ ОБЗОР РЕЗУЛЬТАТОВ

QUALITY CONTROL OF MEMBRANE FILTERS WITH MODEL STRAINS: 
ANALYTICAL SCOPE OF ORIGINAL DATA

Методика контроля мембранных фильтров, изложенная в МУ 2.1.4.1057-01, устарела и требует актуализации. 
Использование критерия Стьюдента при контроле мембранных фильтров позволяет более объективно оценивать их 
качество. Оптимальным решением методических проблем контроля МФ является, использование двухкомпонентной си-
стемы, состоящей из штамма E.coli M1702 и другого, например, E. coli 675, который хорошо зарекомендовал себя по 
результатам сравнительных испытаний, и разрешен к использованию в санитарно-микробиологических лабораториях.
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фильтров

Offi  cial protocol of quality control of membrane fi lters described in MU 2.1.4.1057-01 is outdated and requires updating. 
The using of Student’s test allows to get more objective evaluation of membrane fi lters quality. The optimal solution of 
methodical problems of MF’s control is the use of two-component system consisting of a strain of E. coli M1702 and other, 
for example, E. coli 675, which has worked well in comparative tests and is permitted for use in routine water laboratories.
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Введение

В отличие от глубинного и поверхностного 
методов посева, метод мембранной филь-
трации позволяет исследовать гораздо 

больший диапазон объемов образцов: от 100 
мкл до 1 л. Поэтому посев методом мембран-
ной фильтрации давно стал «золотым стан-
дартом» санитарной микробиологии и яв-
ляется методом выбора при исследовании 
объектов с низкими уровнями контаминации, 
таких как вода, напитки, лекарственные сред-
ства и т.д. [1].

Мембранные фильтры (МФ), которые ис-
пользуются в санитарной микробиологии, 
представляют собой пористое «сито» с номи-

нальным диаметром пор 0,45 мкм, которые обра-
зованы переплетением волокон эфиров целлю-
лозы: ацетата, нитрата или их смеси (рис. 1). 
Однако было бы ошибкой считать, что МФ это 
инертное «сито», которое никаким образом не 
влияет на систему: микроорганизм — питатель-
ная среда. Введение в такую систему МФ мо-
жет, как положительно, так и отрицательно вли-
ять на ростовые свойства среды. Отрицательное 
влияние МФ на рост бактерий, вероятнее всего, 
связано с токсическим воздействием материала 
мембраны на микроорганизмы. В связи с этим, 
входной биологический контроль МФ является 
одним из важных элементов системы внутрен-
него контроля качества любой санитарно-ми-
кробиологической лаборатории.
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следованиях, в которые также вошли повтор-
ные исследования партий МФ, не прошедших 
первичный контроль, и параллельные исследо-
вания на штаммах эталонных культур, альтер-
нативных E. coli M17-02. Параллельно на двух 
штаммах было исследовано 90 партий МФ.

В основном, на проверку поступали МФ 
производства компаний Владипор и Millipore. 
Фильтры других производителей поступали на 
контроль спорадически и в небольшом количе-
стве. Итоговые результаты контроля представ-
лены в табл. 1.

Только 63 % проверенных партий МФ со-
ответствовали требованиям МУ 2.1.4.1057-01. 
Доля партий МФ, не прошедших контроль, 
существенно различалась у разных произво-
дителей. Если у МФ производства компании 
Millipore только 14 % партий не прошли контр-
оль по методике МУ 2.1.4.1057-01, то мем-
браны отечественного производителя, компа-
нии Владипор не соответствовали требованиям 
почти в половине случаев (47 %). Однако необ-
ходимо отметить, что собственно по показателю 
«% удержания» не прошли только 25 % партий 
МФ этого производителя, остальные 22 % пар-
тий были забракованы по причине сливного 
роста. Что касается других производителей, то 
полученные результаты не подвергались ка-
кому-либо глобальному анализу из-за малого 
числа наблюдений.

Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что входной контроль МФ объективно 
необходим.

Методика контроля

Методика контроля МФ регламентиро-
вана в МУ 2.1.4.1057-01 [3]. За 15 лет 
существования документ, несомненно, 

устарел и требует изменений и дополнений. 
Существующая методика биологического 
контроля МФ содержит редакционные и ме-
тодические недоработки, а также требует вве-

Целью настоящей работы является анали-
тический обзор результатов биологического 
контроля МФ, полученных в отделе биологи-
ческих методов анализа ЗАО «РОСА» за пе-
риод с февраля 2004 г. по июнь 2016 г., а также 
обсуждение возможных путей совершенствова-
ния и дополнения методики их контроля.

МФ — это не инертное сито, они активно 
влияют на систему микроорганизм — пита-
тельная среда.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, êàê 
îáúåêòèâíàÿ ìîòèâàöèÿ íåîáõîäèìîñòè 
êîíòðîëÿ ìåìáðàííîé ôèëüòðàöèè

За 12 лет анализируемого периода в отделе 
биологических методов анализа ЗАО «РОСА» 
(далее ОБМА) был выполнен контроль 366 
партий МФ разных производителей в 570 ис-

Рис. 1.  Электронная микрофотография мембранного фильтра [2].

Таблица 1
Итоговые результаты контроля МФ разных производителей по методу МУ2.1.4.1057-01 за анализируемый период

Партии МФ Всего Владипор Millipore Sartorius Владисарт Другие

исследовано (количество партий) 366 229 124 3 3 7

непригодны (количество партий) 134 109 17 2 2 4

% непригодных 37 47 14 67 67 57

непригодны по «% удержания»  83 58 17 2 2 4

% непригодных по «% удержания» 23 25 14 67 67 57

непригодны по сливному росту 51 51 0 0 0 0

% непригодных по сливному росту 14 22 0 0 0 0
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для измерения мутности, который исключает 
роль человеческого фактора при оценке мут-
ности суспензии. В рамках апробации метода 
на основании накопленных данных по контр-
олю посевных доз были рассчитаны оптималь-
ные значения мутности для -1 разбавления 
стандартных суспензий более чем для 15 ви-
дов микроорганизмов, включая дрожжеподоб-
ные грибы и бациллы.

Кроме того, авторы [5] не принимают во вни-
мание еще один важный аспект подготовки ино-
кулята, регламентированного [3], а именно, что 
целью выдерживания инокулята в холодиль-
нике при температуре 6±2 оС является холодо-
вой стресс. Выполнение контроля МФ на стрес-
сированной культуре делает условия анализа 
максимально приближенными к натурным ис-
следованиям, если речь идет о санитарно-ми-
кробиологическом контроле воды, а значит, 
делает их более достоверными применительно 
к данной цели исследования, к чему так стре-
мятся авторы статьи [5].

2. В разделе 12.3.1. «Посев методом мембран-
ной фильтрации» рекомендуется перед внесе-
нием инокулята наливать в воронку 20-30 мл 
стерильного разбавителя. Это избыточно и не-
нужно, т.к. посевная доза по методике уже вне-
сена в 10 мл разбавителя. Данное положение 
является атавизмом, оставшимся от исходного 
документа [6], согласно которому посевную 
дозу объемом около 0,1 мл вносят непосредст-
венно в воронку.

В том же разделе предлагается ополаски-
вать стерильным разбавителем пробирки, со-
держащие посевную дозу, после ее внесения 
в воронку. Это избыточно, ненужно и, более 
того, может оказывать негативное воздействие 
на достоверность результата исследования, т.к. 
все эти манипуляции существенно удлиняют 
время, проходящее между прямым (контроль-
ным) посевом и посевом мембранной фильтра-
цией, что, в свою очередь, может исказить ре-
зультат в сторону его завышения (см. ниже). 
Это особенно значимо, если учесть, что потери 
инокулята без ополаскивания составят макси-
мум 1-2 КОЕ, да и то при условии, что посевная 
доза была не менее 100 КОЕ на посев.

Необходима редакционная переработка МУ 
2.1.4.1057-01.

Методические проблемы

1. Важный, хоть и неявный недостаток тек-
ста методики заключается в том, что отсутст-
вует прямое указание на то, что при выпол-
нении контроля МФ временной промежуток 
между прямым (контрольным) посевом и по-
севом мембранной фильтрацией должен быть 

дения новых параметров, характеризующих 
качество МФ. Свои соображения по поводу 
существующих проблем и способам их реше-
ния мы высказывали еще в 2005 г. в работе [4]. 
Результаты, представленные в настоящем об-
зоре, подтверждают и дополняют наши выводы, 
сделанные ранее. Попытки усовершенствовать 
методику также были предприняты в работе 
[5], хотя предложенные авторами усовершен-
ствования спорны и фактически являются воз-
вратом к исходному документу [6], на основе 
которого и был написан раздел МУ 2.1.4.1057-
01 по контролю МФ.

Редакционные недоработки

1. В МУ 2.1.4.1057-01, разделе 12.2, в пункте 
«подготовка инокулята (для контроля МФ)» ме-
тодика подготовки посевной дозы взята из раз-
дела 11.4.2.1. этого же документа. Данный способ 
предназначен для подготовки посевных доз при 
определении показателя «чувствительность» 
питательных сред и подразумевает выполнение 
серийных десятикратных разбавлений стан-
дартной суспензии до -8 с последующим трое-
кратным контролем -6 и -7 разбавлений и оцен-
кой кратности разбавления. В случае контроля 
МФ такая подготовка контрольной суспензии 
является избыточной и неоправданно трудоем-
кой, поскольку -7 разбавление в анализе не ис-
пользуется, а кратность разбавления вообще не 
имеет значения. По неизвестным причинам из 
финальной редакции документа исчез сущест-
вующий изначально альтернативный вариант 
приготовления посевной дозы, предусматрива-
ющий получение и контроль только -6 разбавле-
ния (около 1000 КОЕ/мл). Из-за неоправданной 
громоздкости процедуры подготовки инокулята, 
авторы работы [5] для ускорения анализа пред-
лагают вообще исключить этап контроля посев-
ной дозы, а концентрацию суспензии предла-
гают определять исключительно по стандарту 
мутности, хотя общеизвестно, что данный метод 
оценки концентрации суспензии является очень 
субъективным и зависит, прежде всего, от инди-
видуального восприятия мутности конкретным 
исполнителем, о чем свидетельствуют и данные, 
приведенные в работе. Разброс дозы для штамма 
E. coli 1257 в пяти исследованиях, на которых 
основана вся работа, находится в пределах от 35 
до 149 КОЕ/фильтр. Кроме того, в трех иссле-
дованиях из пяти средняя посевная доза превы-
шает 100 КОЕ в посеве, что превышает допусти-
мые пределы счета на мембранах диаметром 47 
мм [3], а значит, исследование недостоверно.

В ЗАО «РОСА» разработан и внедрен метод 
ускоренной подготовки посевной дозы при по-
мощи лабораторного нефелометра — прибора 
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лее объективно с точки зрения статистики. 
Естественно, что значения, рассчитанные для 
общего числа проверенных партий МФ, дают 
только суммарную оценку и не отражают ситу-
ации среди МФ разных производителей.

Как и в случае с «% удержания», доля пар-
тий МФ, не прошедших контроль по критерию 
Стьюдента, существенно различалась у разных 
производителей. Если у МФ производства ком-
пании Millipore 70 % партий прошли контроль 
по обоим показателям, то результаты контроля 
мембран отечественного производителя, ком-
пании Владипор, намного хуже. Из 52 % пар-
тий мембран, прошедших контроль по показа-
телю «% удержания», только у 45 % пригодных 
партий различие средних величин прямого по-
сева и посева фильтрацией было недостоверно 
по критерию Стьюдента с вероятностью 95 %. 
Другими словами, только 24 % партий мембран 
Владипор оказались бы пригодными при уже-
сточении критериев контроля.

Полученные результаты, по-видимому, свя-
заны с типом и качеством исходного сырья для 
производства мембран. МФ Владипор изго-
товлены из ацетата целлюлозы, тогда как МФ 
Millipore — из смеси эфиров.

Использование критерия Стьюдента, делает 
оценку качества МФ более объективной.

Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ïàðàëëåëüíîãî 
êîíòðîëÿ ÌÔ íà ðàçíûõ ýòàëîííûõ 
øòàììàõ

За анализируемый период 90 партий МФ 
было исследовано нами параллельно на двух 
штаммах — E. coli M17-02 и альтернативном. 
В качестве альтернативного штамма были ис-
пользованы штаммы из рабочей коллекции эта-
лонных культур ОБМА: E. coli ATCC 25922, E. 
coli ATCC 11775 и E. coli 675. Результаты контр-
оля МФ, полученные на двух штаммах, пред-
ставлены в табл. 3. В таблицу не вошли данные 
по фильтрам других производителей, т.к. ко-
личество исследований было незначительным 
и они не представляют интереса для анализа.

Уже при первом взгляде на результаты, пред-
ставленные в табл. 3, обращает на себя внима-
ние то, что при использовании штаммов, отлич-
ных от E. coli M17-02, количество непригодных 

как можно меньше. Алгоритм исследования, не 
отражает то, что оба типа посева должны вы-
полняться по возможности одновременно и, 
желательно, двумя исполнителями. При вы-
полнении анализа одним исполнителем посевы 
должны проводиться короткими сериями, чере-
дуя прямой посев и посев мембранной фильтра-
цией. Необходимость такого указания заключа-
ется в том, что время генерации E. coli около 20 
мин, а значит какая-то часть клеток, длительно 
находясь даже в разбавителе, поделится, что 
приведет к искажению результата в сторону 
завышения % удержания МФ.

2. Главный недостаток методики заключается 
в выборе эталонного штамма. На момент напи-
сания документа [3], при выборе эталонного 
штамма авторы руководствовались, прежде 
всего, его безопасностью, т.к. штамм предпо-
лагалось использовать в лабораториях водо-
каналов. И только позже, при наработке ре-
зультатов, оказалось, что штамм E. coli M17-02, 
который используется для приготовления пре-
парата «Колибактерин», обладает индивиду-
альной повышенной чувствительностью к ма-
териалу некоторых мембран, что в ряде случаев 
приводит к необъективно заниженному резуль-
тату контроля МФ [4].

Более того, если подходить к оценке каче-
ства МФ с теми же критериями, что и к пи-
тательным средам, которые регламентиро-
ваны в том же МУ 2.1.4.1057-01, то результаты 
контроля МФ, представленные в табл. 1, ока-
жутся только верхушкой айсберга. Согласно 
документу при оценке питательных сред опре-
деляется не только показатель «% всхожести», 
аналогичный по смыслу «% удержания МФ», 
но также оценивается достоверность разли-
чия средних величин, полученных в контр-
ольном и исследуемом посевах, по критерию 
Стьюдента t с вероятностью 95 %. Это разли-
чие должно быть недостоверным. Такой под-
ход делает оценку более объективной, но и бо-
лее жесткой. Только 61 % партий МФ из тех, 
что прошли контроль по показателю «% удер-
жания», оказались пригодными и по критерию 
Стьюдента (табл. 2). То есть, в итоге, только 
39 % проверенных партий МФ оказались бы 
пригодными, если к их оценке подходить бо-

Таблица 2
Уменьшение доли партий пригодных МФ при использовании критерия Стьюдента для оценки качества МФ

Партии МФ Всего Владипор Millipore Sartorius Владисарт Другие

% пригодных по МУ 63 53 86 33 33 43
% пригодных по t95 %
от исследованных 39 24 70 0 0 0

% пригодных по t95 % от пригодных по МУ 61 45 81 0 0 0

38 ВОДА: ХИМИЯ И ЭКОЛОГИЯ



Таким образом, штамм E. coli M17-02 обла-
дает индивидуальной повышенной чувствитель-
ностью к ингибирующему воздействию мате-
риала некоторых мембран, что в ряде случаев 
приводит к необъективно заниженному резуль-
тату контроля МФ.

Âîçìîæíûå âàðèàíòû ðåøåíèÿ 
ìåòîäè÷åñêèõ ïðîáëåì

Проблему эталонного штамма можно решить 
просто. E. coli M17-02 нужно заменить или, как 
вариант, который мы предложили в 2005 г. [4], 
дополнить другим, альтернативным штаммом 
E. coli, который можно было бы использовать 
в качестве референсного при возникновении 
спорных ситуаций. К подобным решениям при-
шли и авторы работы [5]. Штамм E. coli M17-02 
они предлагают заменить штаммом E. coli 1257, 
в качестве второго штамма они предлагают ис-
пользовать штамм энтерококка.

Решение очевидное, но проблем у такого ре-
шения две. Первая проблема связана с критери-
ями выбора альтернативного штамма, а вторая 
кроется в жесткой регламентации деятельности 
лабораторий, выполняющих санитарно-микро-
биологические исследования, целым рядом 
нормативно-методических документов [1], вне-
сение изменений в которые крайне затрудни-
тельно из-за существующей бюрократической 
практики создания таких документов. Другими 
словами, мы не можем использовать штаммы, 
которые не разрешены к использованию соот-
ветствующими документами. Согласно пункту 

партий резко уменьшается. Только 4 % пар-
тий МФ были непригодны по показателю «% 
удержания» при контроле на альтернативном 
штамме, против 37 % на E. coli M17-02, тогда как 
доля партий, несоответствующих по сливному 
росту, была практически идентична как при ис-
пользовании штамма М17-02, так и при исполь-
зовании альтернативных штаммов. Очевидно, 
что штамм E. coli M17-02 обладает повышен-
ной чувствительностью к материалу мембран, 
что значимо только при определении показа-
теля «% удержания», и не влияет на оценку 
сливного роста. Повышенная чувствительность 
штамма E. coli M17-02 сильнее проявляется на 
мембранах Владипор, чем на продукции компа-
нии Millipore. Доля партий МФ Владипор, при-
годных по «% удержания» по штамму М 17-02, 
была в полтора раза ниже, чем у МФ Millipore 
(45 и 69 %, соответственно), тогда как при па-
раллельном исследовании на альтернативных 
штаммах доля пригодных партий МФ обоих 
производителей была практически одинакова 
(86 и 85 %). Полученные результаты подтвер-
ждают закономерности, обнаруженные нами 
ранее [4].

Еще более четко ситуацию с повышенной 
чувствительностью E. coli M17-02 к матери-
алу мембран и отсутствие таковой у альтерна-
тивных штаммов выявляет применение кри-
терия Стьюдента для оценки достоверности 
различий средних величин количества коло-
ний, выросших на мембранах и в прямом по-
севе (табл. 4).

Таблица 3
Сравнение результатов параллельного контроля МФ на штаммах E. coli M17-02 и альтернативном

Партии МФ Всего Владипор Millipore

исследовано (количество партий)
90 58 26

М17-02 другой М17-02 другой М17-02 другой
пригодны (количество партий) 47 78 26 50 18 22

% пригодных по МУ 52 87 45 86 69 85
непригодны (количество партий) 43 12 32 8 8 4

% непригодных по МУ 48 13 55 14 31 15
% непригодных по % удержания 37 4 40 2 31 15

% непригодных по сливному росту 11 9 16 12 0 0

Таблица 4
Демонстрация зависимости результатов контроля МФ разных производителей от свойств используемых штаммов при 
помощи разных критериев оценки качества мембран

Партии МФ Всего Владипор Millipore
 М17-02 другие М17-02 другие М17-02 другие

% пригодных по МУ 52 87 45 86 69 85
% пригодных по t95 % от исследованных 20 70 12 69 42 69

% пригодных по t95 % от пригодных по МУ 38 81 27 80 61 82
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Решение правовых проблем

Оптимальным вариантом решения методи-
ческих и правовых проблем была бы пере-
работка и актуализация МУ 2.1.4.1057-01. 

Однако, все наши попытки инициировать пере-
смотр документа не имели успеха.

Альтернативным урезанным вариантом ре-
шения является использование для контроля 
МФ штамма E. coli 675, который хорошо зареко-
мендовал себя по результатам сравнительных 
испытаний, и, что самое главное, регламенти-
рован к использованию МУК 4.2.1884-04 [8].

МУК 4.2.1884-04 разрешает использование 
штамма E. coli 675 в лабораториях, выполня-
ющих санитарно-микробиологическое исследо-
вание воды.

Заключение

Входной количественный биологический 
контроль МФ объективно необходим и яв-
ляется одним из важных элементов сис-

темы внутреннего контроля качества лабора-
тории.

Использование критерия Стьюдента при 
контроле МФ позволяет более объективно оце-
нивать их качество. Кроме того, % партий МФ, 
пригодных по критерию Стьюдента из числа 
партий, пригодных по показателю «% удержа-
ния», может служить одним из критериев при 
выборе контрольного штамма для проведения 
подобных исследований.

Штамм E. coli M17-02 обладает индивидуаль-
ной повышенной чувствительностью к ингиби-

3.1.6, СП 1.2.036-95 [7] «Производственным по-
дразделениям предприятий, контролирующим 
готовую продукцию, разрешается иметь только 
коллекцию типовых культур, предусмотренных 
нормативной документацией».

Êðèòåðèè âûáîðà àëüòåðíàòèâíîãî 
øòàììà

Логично предположить, что если штамм E. 
coli M17-02 обладает индивидуальными осо-
бенностями, то почему такими же или дру-
гими особенностями не могут обладать другие 
эталонные штаммы? Как избежать очередной 
ошибки? Какими критериями отбора руковод-
ствоваться? Однозначного ответа нет.

Сравнивая результаты контроля, полу-
ченные на разных альтернативных штам-
мах по показателю «% удержания», сложно 
отдать предпочтение какому-либо из штам-
мов, поскольку значения показателя схожи, 
а если учесть сравнительно небольшой раз-
мер выборки, то они практически одинаковы 
(табл. 5). Картина существенно меняется 
при использовании критерия Стьюдента для 
оценки достоверности различия средних ве-
личин при контроле МФ. Оказывается, что 
штамм E. coli ATCC25922 обладает схожими 
с М17-02 свойствами, хотя выраженными и не 
так ярко, а лучшие показатели демонстрирует 
штамм E. coli 675.

Те же закономерности прослеживаются при 
анализе результатов полученных на МФ раз-
ных производителей (табл. 6).

По результатам, представленным в обзоре, из 
четырех рассматриваемых штаммов для контр-
оля МФ наиболее пригоден штамм E. coli 675.

Таблица 5
Сравнение результатов контроля МФ на разных эталонных культурах

Партий МФ
Всего

М17-02 25922 11775 675
исследовано (количество партий) 90 17 58 15

пригодны по МУ (количество партий) 47 13 50 15
% пригодных по МУ 52 76 86 100

пригодны по t95 % (количество партий) 18 7 42 14
% пригодных по t95 % 20 41 72 93

Таблица 6
Сравнение результатов контроля МФ разных производителей на разных эталонных культурах

Партий МФ
Владипор Millipore

М17-02 25922 11775 675 М17-02 25922 11775 675
исследовано 58 4 47 7 26 10 9 7

пригодны по МУ 26 3 40 7 18 7 8 7
% пригодных по МУ 45 75 85 100 69 70 89 100
пригодны по t95 % 7 1 33 6 11 4 7 7

% пригодных по t95 % 12 25 70 86 42 40 78 100
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штамма E. coli M1702 и другого, более жизне-
способного штамма, например, E. coli 675, ко-
торый хорошо зарекомендовал себя по резуль-
татам сравнительных испытаний и разрешен 
к использованию в санитарно-микробиологи-
ческих лабораториях.

Необходима актуализация МУ 2.1.4.1057-01.

рующему воздействию материала некоторых 
мембран, что, в ряде случаев, может приво-
дить к необъективно заниженному результату 
контроля МФ.

Оптимальным решением методических про-
блем контроля МФ является использование 
двухкомпонентной системы, состоящей из 
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