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Введение
Можно безапелляционно заявлять, что без микроскопической тех­

ники и питательных сред для культивирования микроорганизмов сущест­
вование и развитие микробиологии как науки представить невозможно.

Действительно, питательные среды нужны для изучения биологи­
ческих свойств микробов, выделения чистой культуры бактерий и ее 
идентификации, постановки достоверного диагноза на инфекционные бо­
лезни, хранения и поддержания ценных производственных и музейных 
штаммов, обеспечения учебного процесса в многочисленных учебных за­
ведениях биологического профиля.

Производство специфических биопрепаратов диагностического, 
профилактического и лечебного назначения для ветеринарных и меди­
цинских целей диктует необходимость надежного обеспечения производ­
ственных предприятий качественными питательными средами. Пита­
тельные среды, особенно жидкие, в больших объемах (тысячи литров) 
широко применяют в промышленной микробиологии при получении ви­
таминов, ферментов, ростовых веществ, лимонной, уксусной, пропионо­
вой и других кислот, ацетона, этанола и т.д.

Решение многих научно-исследовательских и практических задач в 
микробиологии тесно связано с вопросами получения питательных сред и 
культивирования микроорганизмов.

Успехи медицины и ветеринарии в борьбе с инфекционными бо­
лезнями во многом зависят от развития методов выделения, культивиро­
вания и идентификации их возбудителей, для чего в обязательном поряд­
ке нужны разнообразные качественные питательные среды.

Исключительно необходимы питательные среды для санитарной 
микробиологии, одной из основных задач которой является санитарно­
бактериологическая оценка воды, воздуха, продуктов питания для людей, 
кормов для животных и т.д.

История получения и применения питательных сред начинается с 
классических работ Л. Пастера. В 1861 году ученый доказал, что броже­
ние представляет собой процесс, связанный с жизнедеятельностью 
дрожжевых грибов, которые удовлетворяют свои физиологические по­
требности за счет бродящей жидкости, т.е. он положил начало культиви­
рованию в жидких средах. Немецкий ученый Р. Кох в 1883 году путем 
посева биоматериала на пластинки желатина разработал метод выделения 
чистых культур микробов. Годом спустя, микробиолог В. Хессе предло­
жила плотную питательную среду, уплотнителем которой был использо­
ван агар-агар. Предложения этих ученых послужили основой для разра­
ботки, а затем промышленного выпуска и широкого практического ис­
пользования жидких, полужидких и плотных питательных сред. Со вре­
мен Л. Пастера и Р. Коха было разработано и предложено большое коли­
чество сред для выращивания отдельных групп и видов микроорганиз­
мов. В настоящее время насчитывают более 5000 прописей питательных 
сред. Универсальной питательной среды для всех видов микробов пред­
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ложить никому не удалось, т.к. каждый вид обладает индивидуальными 
биологическими особенностями, которые определяют адекватные требо­
вания по отношению к среде для их культивирования.

Общей научно-теоретической основой для получения многочис­
ленных питательных сред и культивирования бактерий является знание 
их физиологии.

Поэтому в данной монографии освещены важные вопросы, касаю­
щиеся физиологии микроорганизмов: их питание, дыхание, рост, раз­
множение и другие.

В книге представлены общие сведения о питательных средах, 
предъявляемых к ним требованиях, дана классификация питательных 
сред, приготовление их из белоксодержащего сырья различного проис­
хождения, описаны методы контроля качества сред, приведена рецептура 
питательных сред для отдельных групп микроорганизмов и другая ин­
формация относительно фильтрации, осветления, уплотнения сред и т.д.

В монографии затронуты вопросы культивирования микроорганиз­
мов в лабораторных условиях и биологической промышленности, ка­
сающиеся оптимальных параметров выращивания бактерий.

В книге представлены питательные среды для исследования неко­
торых видов патматериала, для определения чувствительности микроор­
ганизмов к антисептикам, определения колифагов в питьевой воде.

Значительное внимание уделено питательным средам для санитар­
но-бактериологической оценки пищевых продуктов и воды. В моногра­
фии приводится информация по применению определенных питательных 
сред для изоляции энтеробактерий, клостридий, листерий, стафилококков 
и других микроорганизмов из пищевых продуктов и воды. Особенно 
ценным является материал монографии, освещающий состав питатель­
ных сред и их ассортимент, что открывает возможность грамотного, це­
ленаправленного использования сред в микробиологических исследова­
ниях.

Необходимо заметить, что сведения о простых (основных) пита­
тельных средах в достаточном объеме имеются в многочисленных учеб­
никах, практикумах по ветеринарной микробиологии и научных статьях. 
Однако, многие питательные среды, значимые в научном и практическом 
отношении, остаются неизвестными в связи с дефицитом информации о 
их ассортименте, составе и назначении. Известно, что микробиологиче­
ская практика опирается на относительно узкий круг питательных сред.

Данная монография призвана хотя бы частично восполнить недос­
тающую информацию о питательных средах, их ассортименте, составе и 
назначении для изоляции определенных видов бактерий при исследова­
нии биосубстратов различного происхождения.

Полагаем, что монография будет полезной для специалистов био­
логической промышленности, сотрудников научно-исследовательских 
учреждений, производственных лабораторий, преподавателей, аспиран­
тов, студентов, вузов и колледжей ветеринарного, медицинского и биоло­
гического профилей.
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ГЛАВА 1. Метаболизм микроорганизмов, их физиология -  
научно-теоретическая основа конструирования питательных 

сред для микробиологической практики

1.1. Метаболизм микроорганизмов
Метаболизм -  это совокупность протекающих в микроорганизмах 

химических реакций превращения веществ и энергии и обмена ими с ок­
ружающей средой. Микроорганизмам присущ постоянный обмен ве­
ществ, который по сути является совокупностью двух взаимосвязанных 
противоположных процессов -  катаболизма (диссимиляции) и анаболиз­
ма (ассимиляции). Катаболизм (энергетический обмен) представляет со­
бой процесс расщепления сложных органических молекул до более про­
стых промежуточных и конечных веществ. В процессе катаболизма угле­
воды, жиры и белки, поступающие извне или находящиеся в форме за­
пасных веществ внутри клетки в серии сложных биохимических реакций, 
протекающих последовательно, распадаются до молочной кислоты, диок­
сида углерода, воды, аммиака. В результате этих реакций образуется сво­
бодная энергия, которая накапливается в форме высокоэнергетического 
соединения -  аденозинотрифосфата (АТФ), а некоторая ее часть аккуму­
лируется в водородных атомах кофермента никотинамидадениндинукле- 
отидфосфата, находящегося в восстановленной форме (НАДФН) 
[111,138,139,145,146]

Анаболизм (конструктивный обмен, биосинтез) -  синтез из малых 
молекул-предшественников белков, нуклеиновых кислот, полисахаридов 
и других макромолекулярных соединений клетки с использованием сво­
бодной энергии. В основном источником ее получения является АТФ, а 
при синтезе некоторых клеточных компонентов, например, липидов -  
НАДФН [165, 180]

Метаболизм у микроорганизмов имеет свои особенности, к кото­
рым относят:

- быстрая адаптация к меняющимся условиям окружающей среды;
- многообразие используемых субстратов;
- интенсивность протекающих реакций;
- направленность всех процессов метаболизма на обеспечение и 

осуществление жизненно важных физиологических функций бактерий;
- преобладание процессов распада над процессами синтеза;
- наличие экзо- и эндоферментов метаболизма.
Процессы катаболизма и анаболизма, промежуточные реакции пе­

рестройки одних веществ в другие, называемые амфиболизмом, многооб­
разные физиологические процессы осуществляются ферментами. По 
мнению А.И. Нетрусова и И.Б. Котова (2007), микроорганизмам требует­
ся разное количество питательных веществ в среде их обитания для осу­
ществления реакций метаболизма. Авторы, в качестве примера, указыва­
ют, что особенностью обмена веществ олиготрофов является низкая кон­
центрация питательных веществ в окружающей среде и, напротив, высо­
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кая концентрация их для копиотрофов, необходимых для роста и разви­
тия этих бактерий.

Вся совокупность химических реакций в клетках, по мнению гол­
ландского микробиолога А. Клюйвера, подчиняется принципу биохими­
ческого единства. Сущность этого принципа заключается в том, что в 
биохимическом отношении все живые существа сходны, т.е. у них еди­
нообразие строительных блоков, единое высокоэнергетическое соедине­
ние в форме АТФ, универсальный генетический код, идентичны главные 
реакции метаболизма.

1.2. Химический состав бактерий, 
их физико-химические свойства

Изучение химического состава бактериальной клетки представляет 
большие трудности. Связано это с маленькими размерами бактерий, ни­
чтожным количеством входящих в их состав веществ, изменчивостью 
клеток в зависимости от качества питательной среды, фазы размножения, 
влияния различных факторов окружающей среды. В выяснении химиче­
ского состава бактерий решающую роль сыграли такие методы, как ра­
диоизотопный, хроматография, электрофорез, серологические и цитохи­
мические микрометоды.

Химический состав клеток микроорганизмов в общих чертах схо­
ден с химическим составом клеток всех живых организмов. Все клетки 
состоят в основном из одних и тех же органических и минеральных ве­
ществ. Минеральные вещества представлены аналогичными элементами, 
но в различных соотношениях. Органические вещества состоят из одних 
и тех же компонентов и построены по единому принципу.

В клетках микроорганизмов из различных соединений синтезиру­
ются белки, нуклеопротеиды, углеводы, липиды, глицидолипидные, нук­
леиновые кислоты, ферменты, витамины, ростовые и другие вещества.

Основной составной частью бактериальной клетки является вода. 
Клетка содержит 75-85% воды. В спорах бацилл и клостридий ее концен­
трация достигает 40-50%. Часть воды находится в свободном состоянии, 
а часть в связанном. Свободная вода служит дисперсионной средой для 
коллоидов и растворителем для многих веществ, источником водородных 
и гидроксильных ионов. Г идролитические процессы расщепления белков, 
углеводов и липидов происходят в результате присоединения к ним воды. 
Без воды не могут протекать процессы дыхания, развития и размножения 
микроорганизмов. В гипертоническом растворе происходит потеря воды 
клеткой, наступает отслоение протоплазмы от клеточной стенки -  плаз­
молиз. Напротив, в гипотоническом растворе бактериальная клетка набу­
хает, увеличивается в размере, в результате наступает ее разрыв -  плаз- 
моптиз. Высушивание приостанавливает процессы метаболизма. Уста­
новлено, что большинство видов микроорганизмов хорошо переносят 
высушивание. Высушивание в вакууме из замороженного состояния
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(лиофилизация) прекращает размножение микробов и способствует со­
хранению их биологических свойств в течение длительного время.

Сухое вещество микробной клетки составляет 15-25%. В процент­
ном отношении к сухому веществу бактерии содержат: углерода - 45­
55%, азота - 8-15%, кислорода - 30%, водорода - 6-8%. Кроме четырех ор­
ганогенов (С, N, O, H) в состав микробных клеток входят зольные соеди­
нения, т.е. минеральные вещества, составляющие от 3 до 10% сухого ве­
щества микробов: фосфор, сера, магний, натрий, калий, кальций и другие. 
Кроме макроэлементов, бактерии содержат и микроэлементы: молибден, 
кобальт, бор, марганец, цинк, медь и ряд других элементов. Макро- и 
микроэлементы участвуют в регуляции осмотического давления, рН сре­
ды, окислительно-восстановительного потенциала, активизируют процес­
сы дыхания, роста, размножения, входят в состав ферментов, витаминов 
и структурных компонентов клетки. Химические элементы образуют ор­
ганические вещества: белки, углеводы, липиды и другие.

Основные физиологические функции органогенов важнейших мак­
ро- и микроэлементов представлены в таблице 1 (по М.С. Поляк, В.И. 
Сухаревич, М.Э. Сухаревич, 2008)

Структурными компонентами клеток животных, растений, бакте­
рий и вирусов являются белки. Они представляют собой высокомолеку­
лярные биологические полимерные соединения, образующие при гидро­
лизе аминокислоты. Белки составляют 40-80% сухой массы бактерий. В 
состав клетки входит два основных их вида: протеины и протеиды. Про­
теины -  простые белки (альбумины, глобулины, гистоны и др.), протеиды 
-  сложные белки (нуклеопротеиды, липопротеиды, гликопротеиды и др.). 
Простые белки при гидролизе распадаются на аминокислоты. Сложные 
белки представляют собой соединения простых белков с различными не­
белковыми веществами. Белки выполняют различные функции -  катали­
тическую, двигательную, транспортную, защитную, гормональную, за­
пасную и другие. Белки бактериальной клетки обусловливают антиген- 
ность, вирулентность, иммуногенность и видовую принадлежность мик­
роорганизмов.

В состав микробов входит диаминопимелиновая кислота (ДАП), 
которая отсутствует в клетках человека и животных. Бактерии содержат 
более 2000 различных белков, входящих в структурные компоненты и 
обеспечивающих процессы метаболизма.

В цитоплазме бактерий в свободном состоянии обычно содержатся 
все необходимые для синтеза белка аминокислоты. Общее количество 
свободных аминокислот достигает 200-500 мг на 1 г клеток. Они имеют 
как экзогенное, так и эндогенное происхождение. Большинство бактерий 
сами способны синтезировать все необходимые аминокислоты, некото­
рые виды такой способностью не обладают и нуждаются в готовых ами­
нокислотах, которые должны быть в питательной среде. Степень потреб­
ности в готовых аминокислотах у разных видов бактерий различна. Ами­
нокислоты необходимы всем микроорганизмам для синтеза белка и дру­
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гих соединений, а для некоторых бактерий они служат источником энер­
гии. [221, 223]

Таблица 1 - Основные физиологические функции 
важнейших элементов

Элемент Физиологическая функция
Углерод Входит в состав всех органических веществ клетки

Кислород Входит в состав воды, органических веществ клетки; в виде 
O2 является акцептором электронов при аэробном дыхании

Азот Входит в состав белков, нуклеиновых кислот, коферментов
Водород Входит в состав воды и всех органических веществ клетки
Фосфор Входит в состав нуклеиновых кислот, фосфолипидов, ко- 

ферментов, участвует в процессе дыхания (образование 
АТФ)

Сера Входит в состав белков (в аминокислотах, цистеине и ме­
тионине) и некоторых коферментов (КоА, кокарбоксилазы и
др.)

Калий Один из главных неорганических катионов клетки, кофак­
тор для некоторых ферментов

Кальций Важный катион клетки, кофактор для некоторых ферментов 
(например, протеиназа)

Магний Важный катион клетки; неорганический кофактор для мно­
гих ферментативных реакций, в том числе для реакций с 
участием АТФ; участвует в связывании ферментов с суб­
стратами

Железо Входит в состав цитохромов и других белков, кофактор для 
некоторых ферментов

Марганец Неорганический кофактор для некоторых ферментов, ино­
гда может заменить магний

Кобальт Входит в состав витамина В12 и его производных, являю­
щихся коферментами

Медь, цинк, 
молибден Неорганические компоненты некоторых ферментов

Содержание нуклеиновых кислот в бактериальной клетке зависит 
от вида бактерий, питательной среды и колеблется в диапазоне 10-30% от 
сухого вещества. [194] Известны три типа рибонуклеиновой кислоты: ри- 
босомальная (р РНК), транспортная (т РНК), матричная (м РНК). Рибосо- 
мальная РНК входит в состав рибосом, транспортная -  переносит амино­
кислоты к рибосомам, матричная -  обеспечивает включения аминокислот 
в молекулу полипептидной цепи. Кроме рибонуклеиновых кислот, бакте­
риальная клетка содержит дезоксирибонуклеиновую кислоту (ДНК). 
ДНК состоит из аденина, гуанина, цитозина, тимина, фосфорной кисло­
ты, дезоксирибозы, а РНК -  аденина, гуанина, цитозина, фосфорной ки­
слоты, рибозы. Считают, что РНК преимущественно содержится в рибо­
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сомах, а ДНК - в нуклеоиде клетки. ДНК является носителем наследст­
венности бактерий. [106, 107, 108, 110]

В состав различных клеточных структур бактерий входят углеводы 
и многоатомные спирты. Углеводы состоят из углерода, водорода и ки­
слорода, некоторые содержат азот. Их подразделяют на две группы: мо­
носахариды (глюкоза, фруктоза) и полисахариды (сахароза, мальтоза, 
крахмал и др.), полисахариды делят на два порядка. Представители пер­
вого порядка -  белые кристаллические вещества, легко растворяются в 
воде (например, сахароза), а второго порядка -  сложные вещества с 
большим молекулярным весом либо совсем не растворимы в воде, либо 
дают вязкие, коллоидные растворы (крахмал, гемицеллюлоза, агар-агар). 
[112, 117, 126, 138]

Содержание углеводов в бактериях составляет 17-18% от сухого 
вещества. Углеводы служат структурными компонентами клеточной обо­
лочки и капсулы, выполняют роль запасных питательных веществ. С на­
личием полисахаридов в микробной клетке связаны серологическая спе­
цифичность и вирулентность микробов. Большинство грамположитель- 
ных микроорганизмов содержат растворимые полисахариды, которые 
способны вступать в серологические реакции, но не способны вырабаты­
вать при попадании в организм животного антитела, т.е. они являются 
гаптенами. У грамотрицательных бактерий специфические полисахариды 
обладают антигенными свойствами, равноценны соматическим антиге­
нам микроорганизмов. Входящие в состав капсулы полисахариды имеют 
важное иммунологическое значение, сообщая близкородственным мик­
роорганизмам типовую специфичность. Полисахариды и моносахариды 
служат источником энергии для бактерий и углевода для синтеза новых 
соединений.

Бактериальные клетки содержат липиды -  истинные жиры и ли­
поиды -  жироподобные вещества. Некоторые виды микробов содержат 
липиды в значительном количестве. Так, у риккетсий, дрожжей, грибов, 
микобактерий их содержится до 40%, а у других видов их содержание не 
превышает 3-7%. Липиды состоят из свободных жирных кислот (пальми­
тиновая, стеариновая, олеиновая и др.), нейтральных жиров, восков и 
фосфолипидов. Фосфолипиды -  сложные эфиры высших спиртов и ки­
слот, содержащие азот, фосфор. Они обусловливают токсичность микро­
бов.

Воски представляют собой жироподобные вещества, твердые при 
обычной температуре. Много воска (до 11%) содержат кислотоустойчи­
вые микробы.

Липиды выполняют роль запасных веществ, но могут быть исполь­
зованы клеткой как исходные компоненты для синтеза белков. Бактерии 
обладают определенной плотностью, вязкостью, эластичностью, осмоти­
ческим давлением, проницаемостью бактериальной клетки. [145, 146, 
147]

Плотность бактерий равна в среднем 1,055. Цитоплазма бактери­
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альной клетки обладает определенной вязкостью, которая колеблется в 
широких пределах и превышает вязкость воды в 3-800 и более раз. Раз­
личные физические и химические факторы могут вызвать обратимую и 
необратимую коагуляцию цитоплазмы, повышать ее вязкость и увеличи­
вать окрашиваемость бактерий. Цитоплазма представляет собой колло­
идный золь, а поверхностные структуры находятся в состоянии геля, чем 
и объясняют эластичность микробов. Осмотическое давление у бактерий 
примерно в 2 раза ниже, чем у клеток высших животных. В результате 
постоянного притока воды в клетку, коллоиды ее находятся в набухшем 
состоянии, и поэтому цитоплазма плотно прилегает к оболочке. Это яв­
ление получило название тургора бактериальной клетки. Осмотическое 
давление у бактерий не превышает 6-105 Па. [165]

Внутриклеточное осмотическое давление у бактерий колеблется в 
пределах 3-6 атмосфер, т.е. в два раза ниже, чем у клеток млекопитаю­
щих. В старых клетках грамотрицательных бактерий оно составляет 2-3 
атмосферы, а в молодых растущих клетках, например E. соН, давление 
может достигать 15 атмосфер. [165, 180]

Способность веществ проникать внутрь бактерий зависит от усло­
вий среды и физиологического состояния самой клетки. Молодые клетки 
характеризуются большей проницаемостью, чем старые. Высокая прони­
цаемость молодых бактерий обусловливает их повышенную чувстви­
тельность к различным антисептикам. Максимальная проницаемость у 
бактерий возникает после их гибели, что учитывают при окрашивании 
препаратов для микроскопии.

При внесении бактерий в гипертонический раствор поваренной со­
ли наблюдают явление плазмолиза, выражающегося в сморщивании про­
топлазмы и отделении ее от клеточной оболочки. Объясняется это выхо­
дом воды из бактериальной клетки. Напротив, при внесении бактерий в 
гипотонический раствор, наблюдают набухание клетки и ее разрыв 
вследствие поступления воды в цитоплазму бактерии, это явление назы­
вается плазмоптизом. [144, 180, 186]

1.3. Типы питания и дыхания бактерий
Микроорганизмам, как и всем живым существам, присуща такая 

жизненно необходимая функция, как питание. В процессе питания клетки 
получают вещества, идущие на синтез клеточных компонентов, а также 
служащие источником энергии для всех процессов жизнедеятельности.

Животные и простейшие способны заглатывать плотные и жидкие 
частицы пищи. У них пища подвергается перевариванию под действием 
гидролитических ферментов. У многоклеточных животных это происхо­
дит в желудочно-кишечном тракте, а у одноклеточных -  в пищеваритель­
ных вакуолях. Такой способ питания получил название голозойного.

Бактерии, дрожжи, плесени, микоплазмы не имеют желудочно­
кишечного тракта, пищеварительных органов или органелл. Питательные
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вещества в виде небольших молекул в водном растворе проникают в 
микроорганизм через поверхность тела. Этот способ питания получил на­
звание голофитного.

Бактериальная клетка за сутки потребляет «пищи» в 20 раз больше 
веса своего тела. Это свидетельствует об интенсивном обмене веществ у 
микробов. Питательные вещества поступают в бактериальную клетку че­
рез всю ее поверхность, что способствует быстрому обмену веществ ме­
жду микроорганизмом и средой. Проникновение питательных веществ в 
клетку основано на явлениях осмоса и диффузии. Необходимым услови­
ем проникновения веществ в клетку является их растворимость в воде. В 
микробную клетку могут поступать только вещества, находящиеся в рас­
творенном виде. Вещества, не растворимые в воде, а также дающие кол­
лоидные растворы (белки, жиры, полисахариды) диффундировать в клет­
ку не могут. Поэтому микробы синтезируют и выделяют во внешнюю 
среду экзоферменты, которые производят их гидролиз до более простых 
и растворимых в воде соединений.

Например, крахмал расщепляется ферментом амилазой до мальто­
зы. Белковые вещества под действием протеаз расщепляются до амино­
кислот, липоиды расщепляются до глицерина и жирных кислот. В ре­
зультате гидролиза получаются вещества, обладающие малыми размера­
ми молекул, растворимые в воде, и поэтому они могут проникать через 
клеточную стенку и цитоплазматическую мембрану в цитоплазму клетки.

Проникновение минеральных солей в клетку зависит от степени 
диссоциации их на ионы, рН среды, заряда цитоплазматической мембра­
ны. Если цитоплазматическая мембрана имеет положительный заряд, то в 
бактерию легко проникают ионы с отрицательным зарядом. Поступление 
питательных веществ в клетку является сложным процессом и осуществ­
ляется различными путями.

Питательные вещества в зависимости от выполняемых функций де­
лятся на две группы:

1) источники энергии;
2) конструктивные материалы.
К первой группе относятся вещества, выделяющие при окислитель­

но-восстановительных реакциях энергию. Это углеводы, спирты и другие 
соединения.

Ко второй группе относят вещества, используемые клеткой для 
синтеза различных клеточных структур. Это в основном аминокислоты. 
Вещества второй группы всегда присутствуют в цитоплазме клетки в 
свободной или связанной форме. Многие вещества выполняют двойную 
функцию. Их можно отнести к обеим группам. Например, глюкоза ис­
пользуется бактерией в основном как источник энергии, однако она мо­
жет служить материалом для синтеза многих углеродсодержащих компо­
нентов клетки. Аминокислоты, в первую очередь, идут на построение 
белка, но могут служить источником энергии. Они являются источником 
азота, углерода, входят в состав ростовых веществ. Исходя из потребно­
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стей микробов в аминокислотах, их условно разделяют на две группы:
1) необходимые аминокислоты, обязательные для роста и развития 

бактерий, например, глутаминовая, аспарагиновая;
2) несущественные аминокислоты, не оказывающие решающего 

влияния на развитие микроорганизмов, например, пролин, треонин.
Необходимо заметить, что функции указанных групп аминокислот 

могут меняться в зависимости от видовой принадлежности микробов.
Бактерии и плесени не имеют вкусовых желез и с одинаковой жад­

ностью «поедают» железнодорожные шпалы, панцири крабов, испражне­
ния, кожу, бумагу, резину и т.д. Можно утверждать, что микробы всеяд­
ны, едят парафин, фенол, хитин, они разрушают все на своем пути. Для 
этого им нужно время и соответствующее «ферментное оснащение». Не­
которые микроорганизмы процветают в карболовой кислоте, керосине и 
мыле. Наоборот, другие чрезвычайно «привередливы» и способны расти 
лишь на особых питательных средах.

Широкому распространению микроорганизмов способствует раз­
нообразие типов питания. Микробам для обеспечения своей жизнедея­
тельности необходимы, в первую очередь, такие элементы, как С, О, Н, 
N, S, P, R, Ca, Mg, Fe. Пожалуй, самыми важными для бактерий являются 
С и N. Микроорганизмы могут получать С из неорганических и органи­
ческих углеродсодержащих соединений. В связи с этим их делят на две 
большие группы.

1) аутотрофы (от греч. auto - сам, trophie -  питающийся);
2) гетеротрофы (от греч. hetero -  другой, trophe -  пища).
С учетом источника энергии, доноров-электронов разделяют на: 1) 

хемолитотрофы; 2) фотолитотрофы; 3) хемоорганотрофы; 4) фотооргано- 
трофы.

Аутотрофы -  микробы, способные синтезировать сложные органи­
ческие вещества -  белки, жиры, углеводы, витамины, ферменты и другие 
-  из простых органических веществ -  углекислоты, аммиака, нитратов и 
других неорганических солей. Аутотрофы способны использовать угле­
род из углекислоты (СО2).

Аутотрофы подразделяются на: 1) хемолитотрофов; 2) фортолито- 
трофов.

Хемолитотрофы -  получают углерод из диоксида углерода (СО2) и 
создают органическое вещество при помощи энергии, освобождающейся 
в процессе окисления некоторых минеральных соединений.

Фотолитотрофы (цианобактерии, пурпурные микробы, серобакте­
рии), так же, как и растения, синтезируют органические вещества, ис­
пользуя углерод из СО2 воздуха и энергию солнца. Фотолитотрофы со­
держат пигменты, близкие по своему составу к хлорофиллу растений.

Среди аутотрофов есть микробы, способные усваивать углерод из 
СО2 и органических соединений. Они получили название миксотрофы.

Гетеротрофы -  это микроорганизмы, которые для своего развития 
нуждаются в готовых органических соединениях. Органические вещества
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служат для них источником энергии и пластического материала. Г етеро- 
трофов подразделяют на:

1) фотоорганотрофов;
2) хемоорганотрофов.
Фотоорганотрофы -  необходимую энергию получают не только от 

солнца, но и в результате окисления органических веществ.
Хемоорганотрофов подразделяют на метатрофов, или сапрофитов 

(sapros -  гнилой, fhytos- растение), и паратрофов, или паразиов (греч. pa­
rasites -  нахлебник).

Сапрофиты -  это гнилостные микробы, питающиеся мертвой тка­
нью животных и растений. Сапрофиты, как правило, живут за счет 
инертных органических веществ и обычно не играют роли в возникнове­
нии инфекционных болезней.

Паратрофы, или паразиты, используют для питания органические 
соединения живых организмов и ведут паразитический образ жизни. Это 
возбудители инфекционных болезней (Н.И. Смирнова, 1979; В.Д. Тима­
ков, В.С. Ливашев, Л.Б. Борисов, 1983; С.А. Павлович, 2005 и мн. дру­
гие).

Для синтеза азотсодержащих соединений -  аминокислот, пуринов, 
пуримидинов, некоторых витаминов и других макромолекул -  микроор­
ганизмы нуждаются в доступном источнике азота. Гетеротрофные мик­
роорганизмы используют различные азотсодержащие соединения. Одна 
группа гетеротрофов способна усваивать молекулярный азот воздуха 
(азотфиксирующие бактерии) или неорганический азот из солей аммония, 
нитратов или нитритов. Гетеротрофы другой группы одни азотсодержа­
щие соединения синтезируют из солей аммония, а другие могут ассими­
лировать только в готовом виде. Способность микроорганизмов синтези­
ровать то или иное соединение в конечном итоге определяется наличием 
в его геноме соответствующих генов, контролирующих образование оп­
ределенных ферментов (В.Д. Тимаков, В.С. Ливашев, 1983).

По способу усвоения азотистых веществ микроорганизмы разделя­
ют на следующие группы:

1) протеолитические, способные расщеплять нативные белки, 
пептиды и аминокислоты;

2) дезаминирующие, способные разлагать только отдельные ами­
нокислоты, но не белковые вещества;

3) нитритно-нитратные, усваивающие окисленные формы азота;
4) азотфиксирующие, способные питаться атмосферным азотом 

(Н.М. Колычев, 1991).
В качестве универсального источника азота и углерода в питатель­

ных средах для патогенных микробов служат пептоны. Потребность бак­
терий в зольных элементах незначительна. Минеральные соли (сера, 
фосфор и др.) обычно всегда имеются в питательной среде. Серу бакте­
рии усваивают из сульфатов или аминокислот (цистин, цистеин). Источ­
ником фосфора служат различные фосфорнокислые соли. Такие элемен­
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ты, как калий, магний, железо бактерии получают из различных солей. 
Калий является необходимым элементом для жизнедеятельности микро­
бов, однако его роль в жизни бактерий полностью не выяснена. Магний 
активирует разные ферментные системы бактерий. Считают, что микро­
элементы бор, цинк, кобальт и др. служат стимуляторами роста микробов 
(Н.М. Колычев, 1991; С.А. Павлович, 2005).

Проникновение веществ в бактериальную клетку происходит:
1) путем простой диффузии веществ, образующих истинные рас­

творы; перемещение веществ происходит вследствие разницы их концен­
трации по обе стороны цитоплазматической мембраны. Простая диффу­
зия осуществляется без затраты энергии;

2) путем облегченной диффузии, которая осуществляется в резуль­
тате разницы концентрации веществ по обе стороны цитоплазматической 
мембраны. Однако этот процесс происходит с помощью молекул -  пере­
носчиков, локализующихся в цитоплазматической мембране и обладаю­
щих специфичностью. Каждый переносчик транспортирует через мем­
брану определенное вещество или передает его другому компоненту ци­
топлазматической мембраны -  собственно переносчику. Белками- 
переносчиками могут быть пермеазы, осуществляющие активный транс­
порт органических молекул-моносахаридов, аминокислот, нуклеотидов и 
др. из внешней среды во внутреннюю. Место синтеза пермеаз -  цито­
плазматическая мембрана. Облегченная диффузия протекает без затраты 
энергии;

3) путем активного транспорта веществ, который происходит с по­
мощью пермеаз и направлен на перенос веществ от меньшей концентра­
ции в сторону большей, т.е. как бы против течения, поэтому данный про­
цесс сопровождается затратой метаболической энергии (АТФ), образую­
щейся в результате окислительно-восстановительных реакций в клетке 
(А.А. Воробьев, А.С. Быков, Е.П. Пашков, А.М. Рыбакова, 1998; А.А. Со- 
лонеко, А.А. Гласкович, П.А. Красочко, А.П. Лысенко, Н.Н. Андросик и 
др., 2002).

Под термином «дыхание» следует понимать все окислительно­
восстановительные процессы бактериальной клетки, связанные с освобо­
ждением энергии в виде аденазинтрифосфорной кислоты -  универсаль­
ного аккумулятора химической энергии. Дыхание -  это эволюционно 
наиболее совершенный способ получения энергии. Его совершенство в 
том, что энергия используемого субстрата утилизируется наиболее полно.

У высших животных и человека акт дыхания довольно аналогичен 
и однообразен. Суть его заключается в окислении органических веществ 
внутри тела. У млекопитающих кислород воздуха поглощается в легких 
гемоглобином крови, происходят окислительные реакции, конечным 
продуктом которых является углекислота, выделяемая организмами.

Легкие млекопитающих и человека имеют сложное и совершенное 
строение, обеспечивающее достаточное насыщение кислородом всех кле­
ток тела. Совершенный газообмен поддерживает постоянство внутренней

14



среды организма, что дает возможность млекопитающим и человеку оби­
тать в различных климатических условиях (Н.С. Мотузко, В.В. Ковзов, 
В.К. Гусаков, 2004).

Микроорганизмы же отличаются многообразием типов дыхания. 
Некоторые виды бактерий, подобно млекопитающим, поглощают кисло­
род и выделяют углекислоту, другие же, поглощая кислород, не доводят 
реакции окисления до конца и поэтому углекислота не выделяется. На­
пример, уксуснокислые бактерии окисляют этиловый спирт и уксусную 
кислоту. Плесневые грибы окисляют сахар до образования щавелевой 
или лимонной кислоты. Известны микроорганизмы, дыхание которых за­
ключается в окислении неорганических соединений. Так, нитробактерии 
получают энергию при окислении аммиака, железобактерии -  железа, се­
робактерии -  при окислении серы. Многие виды бактерий добывают 
энергию не путем кислородного дыхания, а расщепления органических 
веществ в отсутствие свободного кислорода. Дыхание у этих микробов 
называют анаэробным или брожением. Анаэробное дыхание было откры­
то Луи Пастером. В 1861г. он впервые опубликовал свои наблюдения о 
существовании особого анаэробного микроба Vibrion butyrigue, сбражи­
вающего молочнокислый кальций с образованием масляной кислоты. Во 
времена Пастера считали, что без кислорода нет жизни. Пастер опроверг 
это мнение. Он писал: «Жизнь возможна и без кислорода, за счет броже­
ния. Брожение есть способ существования бактерий без воздуха».

Процессы разложения органических веществ при бескислородном 
дыхании, сопровождающиеся выделением энергии, носят техническое 
название -  брожение. Брожением в широком смысле слова называется 
процесс, при котором происходят химические изменения в любом орга­
ническом субстрате под влиянием ферментов, вырабатываемых специфи­
ческими микроорганизмами (П.А. Буланов, О.И. Колешко, 1969). При 
брожении происходит ферментативное расщепление органических со­
единений (преимущественно углеводов) в анаэробных условиях. По ко­
нечному продукту расщепления углеводов различают спиртовое, молоч­
нокислое, уксуснокислое и другие виды брожения (А.А. Воробьев, А.С. 
Быков, М.Н. Бойченко и др., 1999).

Процесс, в котором атомы или молекулы теряют электроны, назы­
вается окислением, а обратный процесс -  присоединение электронов -  
восстановлением. Перенос электронов сопровождается высвобождением 
энергии, которая в виде аденозинодифосфата (АДФ) и аденозинотрифос- 
фата (АТФ) накапливается в микробной клетке и расходуется по мере на­
добности на ее нужды.

Окисление биологического субстрата микроорганизмами может 
происходить по типу прямого и непрямого окисления, или дегидрогени- 
рования.

Прямое окисление осуществляется при непосредственном окисле­
нии вещества кислородом воздуха или путем дегидрирования, т.е. отня­
тия от субстрата водорода. Прямое окисление типично для большинства
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сапрофитных микроорганизмов. У некоторых микробов происходит час­
тичное аэробное окисление. При неполном окислении выделяется мень­
шее количество энергии.

Известно, что атмосферный воздух содержит приблизительно 78% 
азота, 20% кислорода и 0,03-0,09% углекислоты. Г азообразный азот мо­
жет быть использован только азотфиксирующими бактериями, углеки­
слота -  единственный источник углерода -  утилизируется аутотрофными 
бактериями. Кислород используется при дыхании большинством видов 
бактерий.

«Непрямое окисление путем дегидрогенирования сопровождается 
переносом двух электронов, причем от субстрата отщепляется два прото­
на (Н+). При ферментативном отщеплении водорода субстрата при помо­
щи дегидрогеназ освобождаются два электрона (энергия) подобно обра­
зованию ацетальдегида из этилового спирта: С2Н5ОН-2Н = С2Н4О+2Н 
(акцептор) + 2е» (Н.М. Колычев, 1991).

Непрямое окисление подразделяют на аэробное дегидрогенирова- 
ние и анаэробное дегидрогенирование.

«Аэробное дегидрогенирование происходит в присутствии кисло­
рода и у таких микробов как, например, бациллы, акцептором водорода 
является кислород, в результате чего в зависимости от набора ферментов 
образуется вода или перекись водорода. Для этого у аэробных бактерий 
имеются цитохромоксидаза и система геминовых ферментов -  цитохро- 
мов» (Н.М. Колычев, 1991).

«Анаэробное дегидрогенирование осуществляется в отсутствие мо­
лекулярного кислорода. Акцепторами водорода в данном случае являют­
ся другие неорганические элементы, например, соли азотной, серной ки­
слот, углекислоты, которые превращаются при этом в более восстанов­
ленные соединения (аммиак, метан, сероводород). Свойство анаэробов 
переносить электроны на нитраты, сульфаты и карбонаты обеспечивает в 
достаточной степени полное окисление органического или неорганиче­
ского вещества без использования молекулярного кислорода и обуслов­
ливает возможность получения ими большего количества энергии, чем 
при процессе брожения» (Н.М. Колычев, 1991).

По типу дыхания микробы подразделяют на четыре группы:
1) строгие, или облигатные аэробы;
2) облигатные анаэробы;
3) факультативные анаэробы;
4) микроаэрофилы.
Строгие аэробы не могут осуществлять свою жизнедеятельность в 

отсутствии молекулярного кислорода, так как они используют его в каче­
стве акцептора электронов. К ним, например, относят бруцелл, микро­
кокков, бордетелл, синегнойную палочку, микобактерий туберкулеза и 
других микроорганизмов. Аэробные бактерии в процессе дыхания окис­
ляют различные органические вещества (углеводы, белки, жиры, спирты, 
органические кислоты и др.). Молекулы АТФ образуются аэробами при
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окислительном фосфорилировании с участием оксидаз и дегидрогеназ с 
дальнейшим включением в цикл трикарбоновых кислот. В том случае, 
если конечным акцептором электронов является молекулярный кислород, 
образуется большое количество энергии (Д.К. Новиков, И.И. Генералов, 
Н.М. Данющенкова, Н.В. Железняк и др., 2002).

Интенсивность процессов аэробного дыхания находится в зависи­
мости от возраста культуры, температуры, качества питательных суб­
стратов. Активно растущие культуры потребляют за 1 час 2500-5000 мм 
кислорода на 1 мг сухого вещества бактерий. Культуры же, лишенные 
многих питательных веществ, особенно азотистого питания, потребляют 
только лишь 10-150 мм3 кислорода. Молодой культурой вырабатывается 
тепловой энергии значительно больше, чем необходимо ей для обеспече­
ния жизненно важных процессов. Часть энергии аккумулируется в АТФ, 
а некоторое количество ее выделяется во внешнюю среду. В качестве 
примера можно указать, что E. coli использует для процессов ассимиля­
ции 31% выделяемой энергии, синегнойная палочка -  28%, протей -  20%, 
а сальмонелла, вызывающая брюшной тиф, -  12%. Некоторые виды мик­
робов в результате развития их в навозе, мусоре, торфе выделяют такое 
количество тепла, которое может привести к самонагреванию куч ука­
занных субстратов и даже самовозгоранию. Это учитывают при компо­
стировании навоза и мусора, так как под действием высокой температуры 
вследствие жизнедеятельности термофильных бактерий погибают яйца 
мух и гельминтов и даже споры многих патогенных микробов.

Облигатные анаэробы -  это микроорганизмы (клостридии, бакте­
роиды и др.), способные жить и размножаться только при отсутствии ки­
слорода воздуха. Эти микробы могут образовывать АТФ в результате 
превращения углеводов, белков, липидов путем субстратного фосфори­
лирования до пировиноградной кислоты, при этом образуется небольшое 
количество энергии. Если донорами и акцепторами водорода являются 
органические соединения, то такой процесс называется брожением. К 
анаэробным процессам относят спиртовое, молочнокислое, уксуснокис­
лое, муравьинокислое, маслянокислое, пропионовокислое брожение. 
Анаэробы ферментируют преимущественно безазотистые вещества. Не­
проходимой границы между аэробами и анаэробами проводить нельзя. 
Например, дрожжи могут анаэробный тип дыхания поменять на аэроб­
ный. Дело в том, что они вначале ферментируют сахар с образованием 
спирта и углекислоты, а при повышенной аэрации расщепляют его до во­
ды и углекислоты. Наличие облигатных анаэробов объясняет большую 
приспособляемость микроорганизмов и полноту круговорота веществ в 
природе.

Ядовитое действие кислорода на анаэробы объясняют тем, что в 
присутствии его образуется перекись водорода. Ядовитым является не 
сам по себе кислород, а только перекись (Н2О2). Анаэробы не способны 
продуцировать каталазу и поэтому они не могут нейтрализовать вредное 
действие Н2О2 (К.Д. Пятаков, Ю.С. Кривошеин, 1980; Н.М. Данющенко- 
ва, 2002).
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Важным фактором, от которого зависят окислительно­
восстановительные реакции у микробов, является окислительно­
восстановительный потенциал питательной среды, выражающий количе­
ственную характеристику степени аэробности.

Этот потенциал минимален при насыщении среды водородом и 
максимален при насыщении ее кислородом. По предложению М. Кларка 
величину окислительно-восстановительного потенциала обозначают гН2 -  
отрицательный логарифм парциального давления газообразного водоро­
да. Эта величина характеризует насыщение среды кислородом или водо­
родом (диапазон гН2 от 0 до 42,6 характеризует все степени насыщения 
водного раствора водородом и кислородом). Аэробы растут при гН2 14­
20, факультативные анаэробы - при 0-20 и выше, анаэробы -  от 0 до 12.

По мнению В.А. Энгельгардта высокий потенциал инактивирует 
жизненно важные ферменты микробов. Он считает, что анаэробы при 
этом не способны к нормальному дыханию и питанию, к конструктивным 
процессам и погибают от голодания, а не отравления перекисью водоро­
да. Установлено, что анаэробы способны приспосабливать среду к своим 
потребностям. Так, анаэробы, прежде чем начать размножаться, снижают 
окислительно-восстановительный потенциал с 20-22 до 1-5. Микробы об­
ладают способностью ограждать себя от избытка кислорода восстанови­
тельным барьером. При старении культуры бактерий, при лизисе ее под 
воздействием фага и лизоцима окислительно-восстановительный потен­
циал снижается. Величина потенциала учитывается при получении пита­
тельных сред для микроорганизмов.

Факультативные анаэробы могут расти и размножаться как при 
доступе кислорода воздуха, так и при его отсутствии (большинство пато­
генных и сапрофитных микробов). Эти микроорганизмы образуют АТФ 
при окислительном и субстратном фосфорилировании, способны осуще­
ствлять анаэробное дыхание, которое называется нитратным. При этом 
нитрат как акцептор водорода восстанавливается до азота и аммиака. 
Среди факультативных анаэробов различают аэротолерантные бактерии, 
которые отличаются способностью расти при наличии молекулярного 
кислорода, но не использовать его (Н.М. Данющенкова, 2002).

Микроаэрофилы -  это микробы, развивающиеся при сниженном 
парциальном давлении кислорода. Например, лептоспиры, актиномице- 
ты. Среди них различают микроаэрофильные аэробы (гонококки), кото­
рые лучше растут при низком содержании кислорода (около 5%) и мик- 
роэрофильные анаэробы, растущие в анаэробных и микроаэробных усло­
виях, не культивирующиеся в обычной воздушной среде или в углеки­
слоте.

Н.М. Данющенкова (2002) выделяет так называемые капнофильные 
микроорганизмы, способные расти при повышенных концентрациях уг­
лекислого газа от 3 до 5% (фузобактерии, бактероиды, гемофильные бак­
терии и др.).
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1.4. Рост и размножение бактерий
П.А. Буланов, О.И. Колешко (1969) утверждают: «К числу важней­

ших проявлений жизнедеятельности организмов относятся рост и раз­
множение. По отношению к микроорганизмам рост определяется как 
увеличение массы цитоплазмы, размножение -  как деление микробной 
клетки и увеличение численности особей».

По мнению К.Д. Пяткина и Ю.С. Кривошеина (1980): рост означает 
увеличение массы бактерий в результате синтеза клеточного материала.

Термин «рост» означает увеличение цитоплазматической массы от­
дельной клетки или группы бактерий в результате синтеза клеточного 
материала (например, белка, РНК, ДНК) -  Н.А. Радчук, Г.В. Дунаев, Н.М. 
Колычев, Н.И. Смирнова, 1991.

А.А. Воробьев, А.С. Быков, М.Н. Бойченко и др.(1999) в книге 
«Микробиология и иммунология» (стр. 56) указывают: «Жизнедеятель­
ность бактерий характеризуется ростом -  формированием структурно­
функциональных компонентов клетки и увеличением самой бактериаль­
ной клетки и размножением -  самовоспроизведением, приводящим к 
увеличению количества бактериальных клеток в популяции».

А.А. Солонеко, А.А. Гласкович, П.А. Красочко и др. (2002) при­
держиваются следующего мнения: «В микробиологии понятие рост ис­
пользуют в двух случаях: 1) рост клеток -  процесс увеличения биомассы 
(размеров, объема, массы организма или его частей) в ходе индивидуаль­
ного развития. Рост начинается после деления материнской клетки и со­
стоит в последовательном увеличении количества РНК-белка-ДНК, всех 
параметров клетки и отдельных ее структур. Клетка быстро достигает 
стадии зрелости и приступает к размножению или переходит в стадию 
покоя; 2) рост популяции (культуры) -  увеличение числа особей в ло­
кальной популяции, вызванное их размножением».

В монографиях, учебниках и практикумах по микробиологии поня­
тие «рост» интерпретируется с некоторыми различиями, однако в целом 
можно заключить, что рост бактерий представляет собой увеличение 
размеров отдельной особи и упорядоченное воспроизведение во времени 
и пространстве всех ее химических компонентов и структур.

Попав в благоприятные условия, бактерии начинают расти. У них 
заметно изменяется форма и размеры. В фазе активного роста размеры 
микроорганизмов увеличиваются в два-три раза. Зачастую бактерии при­
нимают уродливую форму, вид жгутов, кос, колбас, шаров. Объясняют 
это тем, что в среде создаются условия благоприятствующие росту, но 
тормозящие деление клеток. Активный рост клеток сопровождается ис­
чезновением волютиновых зерен, интенсивного окрашивания содержи­
мого и другими изменениями. При замедлении роста размеры клеток 
уменьшаются, они менее интенсивно окрашиваются анилиновыми крас­
ками. У многих видов микробов появляются зерна волютина, капельки 
жира, а у спорообразующих форм начинают формироваться споры. Если 
рост замедляется, появляются инволюционные клетки (жгутиковидные,
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веретенообразные, шарообразные и т.д.), что свидетельствует о патоло­
гии бактерий.

Скорость роста зависит от качества питательной среды, физических 
условий, состояния бактерий и их физиологических особенностей. Рост 
микроорганизмов изучают последовательными измерениями бактериаль­
ной клетки через определенные промежутки времени. Рост клеток в куль­
туре определяют изменением некоторого количества их с последующим 
выведением среднего значения величины с поправкой, полученной при 
обработке данных статистическим методом.

При наличии благоприятных условий бактериальные клетки начи­
нают размножаться. Большинство авторов (В.Д. Тимаков, В.С. Левашов, 
1983; Н.М. Колычев, 1991; А.А. Воробьев, А.С. Быков, А.М. Рыбакова, 
1998; А.А. Солонеко, А.А. Гласкович, П.А. Красочко и др., 2002) под по­
нятием «размножение» понимают процесс воспроизведения себе подоб­
ных особей, обеспечивающий продолжение существования вида.

Бактерии размножаются простым поперечным делением (вегета­
тивное размножение), реже почкованием. Актиномицеты, являясь ветвя­
щимися бактериями, могут размножаться путем фрагментации нитевид­
ных клеток. Микроскопические грибы преимущественно размножаются 
спорами. Спорами могут размножаться и актиномицеты. У бактерий опи­
сан также половой путь размножения. При поперечном делении, которое 
может происходить в различных плоскостях, формируются многообраз­
ные сочетания клеток (гроздья, цепочки, тюки и др.).

Грамположительные бактерии делятся путем врастания синтези­
рующихся перегородок деления внутрь клетки, а грамотрицательные пу­
тем перетяжки, в результате чего образуются гантелевидные фигуры, из 
которых возникают две клетки.

Грибы, размножающиеся половым и бесполым путем, относятся к 
совершенным, а грибы, у которых отсутствует или еще не описан поло­
вой путь размножения, называются несовершенными. Бесполое размно­
жение у грибов может осуществляться путем равномерного септирования 
и расчленения гиф, но чаще всего с помощью спор -  эндогенных, созре­
вающих внутри круглой структуры (спорангия) и экзогенных -  конидий, 
формирующихся на кончиках плодоносящих гиф.

Электронная микроскопия позволила выявить у бактерий половое 
размножение. Были получены данные о наличии у микробов, в частности 
у E.coli, особого типа скрещивания, напоминающего слияние ядерного 
вещества -  конъюгацию клеток. Установлено, что так называемые «муж­
ские» клетки содержат фактор фертильности (плодовитости) F, который 
составляет часть генетического материала клетки (ген). «Мужские» клет­
ки служат донорами этого фактора, который в процессе конъюгации про­
никает в «женские» клетки, являющиеся рецепиентами фактора плодови­
тости. Мужские клетки обозначают F+, женские -  F-. Половое размноже­
ние описано у E.coli, бактерий родов Achromobacter, Serratia, актиноми- 
цетов. Путем полового размножения можно получать гибриды близко­
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родственных видов, например, семейства Enterobacteriaceae. Электрон­
ная микроскопия позволила установить, что «мужские» и «женские» 
клетки соединяются между собой цитоплазматическими мостиками. Если 
через некоторое время их разъединить, то в процессе раздельного куль­
тивирования этих клеток можно обнаружить признаки как «мужских», 
так и «женских» особей. После конъюгации эти бактерии делятся обыч­
ным путем, передавая наследственные признаки потомству. Ранее счита­
ли, что из одной микробной клетки образуются две равноценные дочер­
ние клетки. Сейчас доказано, что материнская клетка может повторять 
процесс деления несколько раз, после чего она погибает.

Делению клеток предшествует репликация (удвоение) ДНК. Двуни- 
тевая цепь ДНК удваивается, а затем достраивается комплементарной ни­
тью. Репликация ДНК осуществляется от начальной точки ori (от 
англ.оп§т -  начало). Хромосома бактериальной клетки связана в области 
ori c цитоплазматической мембраной. Репликация ДНК катализируется 
ДНК-полимеразами.

Различают три типа деления клеток бактерий:
1. Клеточное деление опережает разъединение дочерних, что 

приводит к образованию «многоклеточных» скоплений палочек, кокков.
2. Синхронное клеточное деление и расхождение клеток, что на­

блюдается у одноклеточных организмов.
3. Деление нуклеоида опережает клеточное деление, что обу­

словливает возникновение многонуклеоидных бактерий.
Разделение бактерий происходит следующими способами:
1. Разламывающее разделение состоит в неоднократном перела­

мывании двух клеток в месте сочленения, разрыве цитоплазматического 
мостика и отламывании их друг от друга, в результате образуется цепоч­
ка бактерий (например, сибиреязвенные бациллы).

2. Скользящее разделение -  это такое разъединение, когда одна 
из клеток свободным концом описывает дугу круга, центром которого 
является точка ее контакта с другой клеткой, образуя букву V (листерии, 
коринебактерии).

Скорость размножения микробов может быть различной, что зави­
сит от вида бактерий, возраста культуры, качества питательной среды, 
температуры культивирования, аэрации растущей культуры и многих 
других факторов.

При благоприятных условиях культивирования деление, например, 
Clostridium perfringens, Streptococcus faecalis составляет 15 минут, а ско­
рость размножения E.coli -  20-30 минут. Высокая интенсивность размно­
жения имеет для бактерий большое биологическое значение, так как она 
обеспечивает сохранение микроорганизмов в естественной среде обита­
ния. При неблагоприятных условиях существования микробы погибают 
массами, но достаточно сохраниться нескольким клеткам, которые при 
наступлении подходящих условий для их размножения дадут начало по­
пуляции, состоящей из особей, исчисляемых астрономическими цифра­
ми.
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Бактерии, засеянные в определенный неизменяющийся объем жид­
кой питательной среды (пробирку, колбу, реактор), размножаясь, потреб­
ляют питательные вещества, что приводит к истощению питательной 
среды, накоплению в ней продуктов метаболизма и прекращению роста 
микроорганизмов. Культивирование бактерий в несменяемой среде опре­
деленного объема называют периодическим, а культуру -  периодической. 
В том случае, если культивирование поддерживают путем непрерывной 
подачи свежей питательной среды и оттока такого же объема культу­
ральной жидкости, культивирование называют непрерывным, а микроб­
ную культуру -  непрерывной.

Рост периодической культуры подразделяют на несколько фаз или 
периодов.

Многие авторы различают восемь фаз роста бактерий, сменяющих 
друг друга в определенной последовательности (И.Л. Работанова, 1966; 
П.А. Буланов, О.И. Колешко, 1969; К.Д. Пяткин, Ю.С. Кривошеин, 1980; 
В.Д. Тимаков, В.С. Левашев, Л.Б. Борисов, 1983; Н.А. Радчук, Г.В. Дуна­
ев, Н.М. Колычев, Н.И. Смирнова, 1991; Д.К. Новиков, И.И. Генералов, 
Н.М. Данющенкова и др., 2002).

А.А. Солонеко, А.А. Гласкович, П.А. Красочко, А.П. Лысенко и др. 
(2002) различают шесть фаз роста периодической культуры.

А.В. Воробьев, А.С. Быков, Е.П. Пашков, А.И. Рыбакова (1998), 
А.А. Воробьев, А.С. Быков, М.Н. Бойченко, С.А. Дройвин, Ю.В. Несвиж­
ский (1999) подразделяют рост бактерий периодической культуры на че­
тыре фазы.

Мы приводим подразделение роста микробов периодической куль­
туры на все вышеуказанные фазы.

Подразделение роста бактерий на восемь фаз:
1. Исходная стационарная фаза (1-2 часа) -  время от момента посе­

ва до начала роста. В этой фазе число живых бактерий не увеличивается, 
клетки не делятся, но наблюдается изменчивость их формы.

2. Лаг-фаза или фаза задержки размножения длится около 2-5 ча­
сов. Эта фаза характеризуется началом размножения бактерий, интенси­
фицируется метаболизм, увеличивается количество белка, РНК, идет фе­
нотипическая и генотипическая адаптация к среде, синтезируются инду- 
цибельные ферменты.

3. Логарифмическая фаза размножения характеризуется макси­
мальной скоростью размножения бактерий, число их в культуре возрас­
тает в геометрической прогрессии. При оптимальных условиях бактерии 
делятся через каждые 20-40 минут. Продолжительность фазы - 5-6 часов.

4. Фаза отрицательного ускорения начинается замедлением раз­
множения бактерий из-за истощения питательной среды, т.е. исчезнове­
ния веществ, необходимых для размножающихся микробов. Продолжи­
тельность этой фазы - около 2 часов.

5. Стационарная фаза максимума -  это фаза, в которой количество 
погибающих бактерий равно количеству вновь появившихся. Общая кон­
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центрация микробных клеток в единице объема достигает максимума. Ее 
продолжительность -  2 часа.

6. Фаза ускорения гибели -  в этой фазе отмирание микробов пре­
вышает скорость их размножения. Обнаруживаются морфологические 
изменения клеток, появляются их инволюционные формы. Длится около 
2 часов.

7. Фаза ускорения гибели переходит в фазу логарифмической ги­
бели, в которой скорость отмирания бактерий достигает максимума. Дли­
тельность фазы - около 5 часов.

8. Фаза уменьшения скорости отмирания характеризуется тем, что 
оставшиеся в живых клетки переходят в состояние покоя.

Последовательная смена фаз, их характер и продолжительность за­
висят от вида культивируемых микробов, а также разнообразных факто­
ров питательной среды и условий культивирования.

Подразделение роста бактерий на шесть фаз:
1. Начальная стационарная, или лаг-фаза.
2. Фаза положительного ускорения, в которой начинается деле­

ние бактерий.
3. Экспоненциальная (логарифмическая) фаза, отличающаяся 

максимальной скоростью размножения клеток и увеличением их количе­
ства в геометрической прогрессии.

4. Фаза отрицательного ускорения, характеризующаяся замедле­
нием темпа размножения.

5. Стационарная фаза максимума, в которой количество жизне­
способных особей в единице объема среды для каждого вида бактерий 
достигает постоянного максимального уровня.

6. Отмирание культуры, заканчивающееся переходом живой по­
пуляции в состояние покоя.

Подразделение роста бактерий на четыре фазы:
1. Лаг-фаза. 2. Фаза логарифмического роста. 3. Фаза стационарно­

го роста. 4. Фаза гибели бактерий.
Лаг-фаза (от англ. lag -  запаздывание) -  период между посевом 

бактерий и началом их размножения. В этой фазе в клетках повышается 
количество нуклеиновых кислот, белка и других компонентов, бактерии 
увеличиваются в размерах и готовятся к делению. Продолжительность 
этой фазы составляет 4-5 часов.

Фаза логарифмического (экспоненциального) роста -  это период 
наиболее интенсивного роста и деления бактерий. Бактерии делятся 20-40 
минут (время генерации -  интервал между делениями клетки). Продол­
жительность фазы -  5-6 часов. В этой фазе бактерии наиболее ранимы, 
что объясняется высокой чувствительностью интенсивно растущих кле­
ток к ингибиторам синтеза белка, нуклеиновых кислот и других соедине­
ний.

Фаза стационарного роста характеризуется тем, что количество 
вновь нарождающихся клеток равно количеству отмирающих бактерий.
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Продолжительность этой фазы - 3-4 часа.
Фаза гибели характеризуется отмиранием клеток в связи с истоще­

нием питательных веществ, в среде и накоплением в ней продуктов мета­
болизма бактерий. Продолжительность этой фазы исчисляется десятками 
часов и даже несколькими неделями.

При развитии микробной популяции выделяют два основных про­
цесса -  размножение и отмирание клеток. Поэтому популяцию бактерий 
в определенный момент времени можно количественно охарактеризовать 
двумя параметрами: концентрацией живых клеток и величиной, указы­
вающей на общее количество как живых, так и погибших микробов.

Количество живых клеток в популяции определяют путем высева 
разведенных проб растущей культуры на плотную питательную среду, на 
поверхности которой каждая клетка формирует колонию. Подсчет числа 
колоний характеризует концентрацию жизнеспособных клеток в единице 
объема питательной среды.

Общее число бактерий определяют по оптической плотности куль­
туральной жидкости с помощью фотоэлектроколориметров или спектро­
фотометров, используют микроскопический метод подсчета клеток в 
счетной камере и другие методы.

Рост микробов в полужидких средах, например, в мясо-пептонном 
полужидком агаре (МППА), происходит по уколу в виде беловатого 
стержня, если микробы не обладают подвижностью. При высеве подвиж­
ных микроорганизмов они в процессе роста и размножения вызывают 
помутнение всего объема полужидкой среды. Посев микробов в МППА, в 
мясо-пептонную желатину (МПЖ) делают уколом строго по центру в 
глубь среды или же в непосредственной близости к стенке пробирки.

Рост микробов на плотных питательных средах, в частности на мя- 
со-пептонном агаре (МПА), проявляется формированием колоний. Коло­
нии -  это скопления микробов, образовавшиеся в результате роста и раз­
множения одной бактериальной клетки. Колонии характеризуются боль­
шим разнообразием. Они могут быть различного цвета и размеров, иметь 
различную поверхность, профиль, структуру и т.д., что учитывают при 
идентификации микроорганизмов.

1.5. Ферменты микроорганизмов
Наука о ферментах -  энзимология -  возникла сравнительно недавно 

-  в первой половине 19 века. Особенно бурное развитие она получила в 
последние десятилетия. В настоящее время -  это обширная область зна­
ния. На сегодняшний день известно более 2000 ферментов, описаны их 
основные свойства, дана физико-химическая характеристика, разработа­
ны методы количественного определения ферментов и их очистки. Пер­
вые работы по получению ферментов в чистом виде были проведены Р. 
Вильштеттером (1922-1928 г.г.). В 1926 г. американский биохимик Сале- 
нер получил фермент уреазу в кристаллическом виде.

Жизнь зависит от сложной совокупности химических реакций,
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осуществляемых специфическими ферментами, любое изменение их дея­
тельности может повлечь за собой серьезные последствия для живого ор­
ганизма. В отличие от химических катализаторов, которые ускоряют 
многие химические реакции и действуют в широком диапазоне, фермен­
ты являются биологическими катализаторами. По словам Павлова, «био­
катализаторы есть возбудители жизни» (П.А. Буланов, О.И. Колешко, 
1969).

Ферменты -  это биологические катализаторы, глобулярные белки, 
молекулярная масса которых колеблется от 15кД до нескольких тысяч, 
участвующие в процессах анаболизма и катаболизма.

Микробная клетка может содержать большое количество фермен­
тов. Например, у аспергилла обнаружено до 50 ферментов. Благодаря 
этому микроорганизмы в состоянии осуществлять одновременно ряд раз­
личных реакций в среде, где они находятся.

Основные свойства ферментов следующие:
1. Не входят в состав конечных продуктов реакции и не расщеп­

ляются в ее циклическом процессе.
2. Ускоряют только те реакции, которые, подчиняясь законам тер­

модинамики, могут протекать и без их участия.
3. Все ферменты синтезируются только живыми клетками.
4. Основной составной частью фермента является белок.
5. Ферменты отличаются высокоспецифическим действием, каж­

дый из них ускоряет или катализирует только одну или группу сходных 
между собой реакций.

6. Ферменты -  высокомолекулярные коллоиды.
От химических катализаторов ферменты отличаются по структуре и 

характеру действия:
1. Являются белками.
2. Отличаются узким спектром действия на субстраты.
3. При производстве различных веществ обеспечивают почти 

100%-ный выход чистых продуктов;
4. В организме регулируют и координируют процессы образова­

ния жизненно необходимых веществ, участвуя в поддержании гомеоста­
за.

5. Скорость протекания ферментативных реакций в организмах 
на несколько порядков выше, чем реакций in vitro с участием химических 
катализаторов (П.А. Буланов, О.И. Колешко, 1969; К.Д. Пяткин, Ю.С. 
Кривошеин, 1980; Н.А. Радчук, Г.В. Дунаев и др., 1991; Д.К. Новиков, 
И.И. Генералов, Н.М. Данющенкова и др., 2002; С.А. Павлович, 2005).

Ферменты классифицируют на:
- экзоферменты, катализирующие процессы расщепления слож­

ных веществ вне клетки;
- эндоферменты -  катализируют метаболизм, протекающий внут­

ри клетки.
Экзоферменты выделяются в субстрат при жизни микробной клет­
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ки, растворимы в питательной среде, проходят через бактериальные 
фильтры. Эти ферменты расщепляют сложные высокомолекулярные ве­
щества (белки, крахмал, клетчатку и др.) и подготавливают их к усвое­
нию микробной клеткой, т.е. они обеспечивают процесс питания.

Эндоферменты прочно связаны с клеткой бактерий и действуют 
только внутриклеточно. Они осуществляют разложение питательных ве­
ществ, поступающих в клетку, и включение их в составные части бакте­
рий.

По объекту действия ферменты подразделяют на:
1) ферменты белкового синтеза - связаны с рибосомами;
2) ферменты энергетического обмена и транспорта питательных 

веществ, располагаются в ЦПМ и мезосомах;
3) ферменты метаболизма белка;
4) ферменты, расщепляющие углеводы.
Все известные в настоящее время ферменты разделяют на 6 клас­

сов:
1) оксидоредуктазы; 2) гидролазы; 3) трансферазы; 4) лиазы; 5) 

изомеразы; 6) лигазы.
Оксидоредуктазы -  ферменты, катализирующие окислительно­

восстановительные реакции, им принадлежит ведущая роль в процессах 
биологического получения энергии (дегидрогеназа, каталаза и др.)

Гидролазы -  катализируют реакции расщепления и синтеза слож­
ных соединений, таких как белки, жиры, углеводы с участием молекул 
воды (эстеразы, фосфатазы, глюкозидазы).

Трансферазы -  переносят отдельные радикалы и атомы от одних 
соединений к другим (ацетилтрансфераза, фосфотрансфераза, ами- 
нотрансфераза и др.).

Лиазы -  разрывают связи между атомами углерода негидролитиче­
ским путем (карбоксилазы).

Изомеразы -  ферменты, превращающие органические соединения в 
их изомеры (фосфогексоизомераза).

Лигазы, или синтетазы -  ускоряют синтез сложных соединений из 
более простых (аспарагинсинтетаза, глутаминсинтетаза и др.).

Кроме этого, различают конститутивные и индуцибельные (индук­
тивно-адаптивные) ферменты.

К конститутивным относят ферменты, которые синтезируются 
клеткой непрерывно, независимо от наличия в питательной среде соот­
ветствующего субстрата (лиазы, оксидазы).

Индуцибельные ферменты синтезируются бактериальной клеткой 
только при наличии в среде субстрата данного фермента. Например, В- 
галактозидаза кишечной палочки на среде с глюкозой практически не об­
разуется, но ее синтез резко возрастает при выращивании Б.соН на среде с 
лактозой.

У патогенных микробов имеются ферменты агрессии, которые спо­
собствуют проникновению, распространению и паразитированию микро­
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организмов в макроорганизме (гиалуронидаза, коллагеназа, нейрамини- 
даза, коагулаза, ДНК-аза).

Переоценить значение ферментов в жизнедеятельности микробов 
невозможно. Они катализируют процессы питания, дыхания, роста и раз­
множения. Все процессы обмена и базирующиеся на них вирулентность, 
патогенность, антигенная структура зависят от набора и локализации 
ферментов. Каждый вид бактерий обладает определенным набором фер­
ментов, что обусловлено генотипом. Скорость реакций, катализируемых 
ферментами, различна и зависит от количества и активности ферментов, 
концентрации субстрата, значения рН, температуры, присутствия в среде 
активаторов и ингибиторов. Активаторы -  соединения, содержащие 
сульфгидрильную группу - SH, например, аминокислота цистин, интен­
сифицируют деятельность ферментов. Ингибиторы -  соли тяжелых ме­
таллов (свинца, ртути), трихлоруксусная кислота, танин. Они осаждают 
любой фермент и дают с белками нерастворимые осадки. Ферменты у 
непатогенных микробов обеспечивают их высокую биохимическую ак­
тивность. У патогенных бактерий биохимическая активность ниже. Био­
химические свойства микробов учитывают при определении вида возбу­
дителя, что имеет практическое значение для постановки диагноза на ин­
фекционную болезнь.

Апофермент  
( белковая часть 
фермента )

Фермешг,

Специфи ческий 
субстрат

Свободный
фермент

Временное соединение 
фермента с 
субстратом

Рисунок 1-Специфичность действия фермента

Ферменты микробов используют в генной инженерии. С их помо­
щью получают уксусную, молочную, лимонную и другие кислоты. Кроме 
этого, ферменты применяют в приготовлении молочных продуктов (сыр, 
ацидофилин, кумыс, кефир и др.), в виноделии, пивоварении, хлебопече­
нии, силосовании кормов для животных.

Общий механизм биологического действия ферментов, согласно 
С.А. Павловичу (2005), заключается в следующем. Каталитическую ак­
тивность любого фермента определяет его активный центр. Располагает­
ся активный центр в так называемом «кармане», углублении образован­
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ном третичной структурой молекулы фермента. В каталитическом дейст­
вии ферментов выделяют три стадии. Первая стадия -  присоединение мо­
лекулы субстрата (S) к ферменту (E), вторая -  превращение субстрата, 
третья -  отделение конечных продуктов реакции (Р) от катализатора, что 
можно представить в виде формулы: Е + S ^  ES ^  E+ Р.

Образование фермент-субстратного комплекса ES становится воз­
можным благодаря взаимному сродству. При этом молекулы фермента и 
субстрата не только сближаются, но и определенным образом ориенти­
руются относительно друг друга. В результате связывания субстрата с 
ферментом образуется комплекс, который через ряд промежуточных ста­
дий дает продукт реакции (Р). Быстрому протеканию этой реакции спо­
собствует то, что взаимодействие фермента с субстратом вызывает в нем 
высокое напряжение внутримолекулярных связей, легко разрывающихся 
при относительно небольшом повышении внутренней энергии молекул.

Основным свойством ферментов является специфичность их дейст­
вия, что подтверждается нижеприведенной схемой.

1.6. Влияние на микроорганизмы 
физико-химических факторов

Роль микроорганизмов в возникновении и эволюции биосферы ис­
ключительно велика. Они составляют более одной трети ее живого веще­
ства, и почти нет природных процессов, в которых микроорганизмы не 
принимали бы активного участия.

В естественных условиях микроорганизмы очень редко находятся в 
оптимальных условиях обитания. На них неизбежно воздействуют раз­
ные физико-химические факторы и часто в экстремально высоких или 
низких дозах и концентрациях.

В настоящей книге мы представляем сводку данных о влиянии раз­
личных физико-химических воздействий на микроорганизмы, так как в 
многочисленных учебниках и практикумах по ветеринарной и медицин­
ской микробиологии авторы ограничиваются лишь описанием влияния на 
микробы температурного фактора, кислорода, концентрации водородных 
ионов, качества питательной среды, имея в виду при этом лабораторное 
или же промышленное культивирование в основном патогенных микро­
бов, возбудителей различных инфекционных болезней животных и чело­
века. Однако, даже в случае культивирования микробов в лабораторных и 
производственных условиях на них могут оказывать воздействие различ­
ные, и в первую очередь, физические факторы.

Физической наукой доказано, что электромагнитные волны бывают 
космического и земного происхождения. Периодические изменения элек­
тромагнитного поля, создаваемого колеблющимися электрическими за­
рядами, являются электромагнитными волнами. После мощных вспышек 
на Солнце отмечают всплески рентгеновского излучения и магнитные 
бури в земной атмосфере, что сказывается на всех земных объектах и
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субъектах. Кроме мощных вспышек и связанных с ними излучений, на­
блюдают менее мощную ритмичную активность Солнца и обусловленные 
ею пульсирующие солнечные излучения. Установлено, что эти излучения 
влияют на скорость роста дрожжей Candida utilis. Отмечено, что со 160­
минутными изменениями солнечной активности совпадают изменения в 
скорости роста дрожжей, т.е. ритмичное колебание электромагнитных 
волн приводит к ритмичным колебаниям скорости роста микроорганиз­
мов.

По данным И.М. Пархоменко, Н.А. Романова, Т.М. Сидякина и др. 
(1989), воздействие космического излучения на вегетативные клетки и 
споры Bacillus brevis G-B вело к стимуляции колониеобразования, роста 
биомассы, синтеза антибиотика, повышения концентрации АТФ в клет­
ках. Опыты на биоспутнике «Космос 1887» показали, что стимуляция 
жизнедеятельности Bacillus brevis G-B связана с действием космического 
излучения, т.е. подтвердили данные вышеуказанных авторов.

Коротковолновые электромагнитные волны часто называются ио­
низирующими излучениями (альфа-, бета-, гамма-, рентгеновские лучи). 
Ионизирующие излучения в больших дозах могут вызывать гибель мик­
робных клеток и могут вести к образованию мутантов путем прямого 
воздействия на ДНК или же опосредованно -  через свободные радикалы.

Ультрафиолетовые волны с длиной волны 200-290 нм называют 
дальними, 290-300 нм -  средними, а с длиной волны 320-400 нм -  ближ­
ними. Самыми опасными для живых клеток являются дальние и средние 
ультрафиолетовые волны. Однако эти волны космического происхожде­
ния и не достигают поверхности Земли. В земных условиях дальние и 
средние ультрофиолетовые волны могут возникать в результате научно­
производственной деятельности людей с помощью специальной аппара­
туры и отрицательно воздействовать на живые организмы, в том числе и 
микробы.

Ближние ультрафиолетовые волны имеют естественное космиче­
ское происхождение, достигают поверхности Земли и оказывают на мик­
роорганизмы в зависимости от доз облучения различные воздействия. 
Установлено, что большие дозы ведут к удлинению лаг-фазы засеянной 
культуры, снижению скорости размножения бактерий, могут вызывать 
мутагенный и летальный эффекты. С помощью ближних ультрафиалето- 
вых волн можно получить ценные мутанты. Например, путем облучения 
этими волнами получен ценный для хлебопекарной промышленности му­
тант Saccharomyces cerevisiae.

Солнечная радиация представляет собой сложный комплекс излу­
чений, содержащий электромагнитные волны различной длины, в том 
числе видимый (400-740 нм) и инфракрасный свет (0,76-500 мк).

Для фототрофных микроорганизмов свет есть условие существова­
ния. К ним относят, например, пурпурные бактерии, зеленые бактерии, 
гелиобактерии и другие. На нефотосинтезирующие микроорганизмы ви­
димый свет может оказывать стимулирующее и, наоборот, угнетающее
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действие.
Стимулирующее действие света при определенной длительности и 

интенсивности освещения на рост бактерий Pseudomonasfluorescens, Clo­
stridium bytyricum, дрожжей Saccharomyces уп_проявлялось наиболее 
четко при обработке светом посевного материала или же растущей куль­
туры, но не на ее первых стадиях роста. Было установлено сокращение 
лаг-фазы, ускорение синтеза РНК, ДНК, белка, скорости дыхания.

От губительного действия световой энергии в природных условиях 
микроорганизмы защищаются путем синтеза пигментов. Это ярко выра­
жено у многих психрофильных штаммов, содержащих меланин в клеточ­
ной стенке, например черный пигмент меланиновой природы у холодо­
любивых дрожжей. Однако, у них черная пигментация может служить с 
одной стороны защитой от сильнодействующих облучений и света, а с 
другой -  удерживать тепло.

В.Н. Петров, У.М Асланян, Ф.Ш. Исангапин (1989) установили, что 
защитное действие темного пигмента присуще для большинства бакте­
рий. Вегетативные клетки, споры и токсины пигментированных штаммов 
в 4 раза устойчивее к инсоляции, чем бесцветные штаммы.

Область инфракрасного света охватывает длины волн от 780 нм до 
1000 мкм. Действие инфракрасного света на микроорганизмы изучено 
плохо.

Радиоволны сверх высокой частоты вызывают тепловой эффект -  
разогрев может достигать до 96оС. В этой связи микроволновый нагрев 
применяют для стерилизации пищевых продуктов. Тем не менее, были 
поставлены опыты, исключающие тепловой эффект, т.е. воздействие вы­
сокой температуры на микробные клетки. В результате экспериментов 
установлено, что клетки E. coli отрицательно реагируют на радиоволны -  
уменьшается их концентрация в культуре, кроме этого, регистрируют яв­
ление отрицательного радиотаксиса.

Исследования по действию ультразвука на микроорганизмы нача­
лись с 1928 г. и довольно активно ведутся и в настоящее время. Было ус­
тановлено разрушающее воздействие ультразвука на микробы. Поэтому 
ультразвук начали использовать для дезинтеграции грамположительных 
и грамотрицательных аэробных и анаэробных, патогенных и сапрофит­
ных микроорганизмов. В дальнейшем было выявлено стимулирующее 
влияние ультразвука на микробы, но при условии кратковременного воз­
действия и подбора соответствующей его мощности. Например, кратко­
временная обработка ультразвуком азотобактера при интенсивности 5-6 
Вт/см и частоте 765 к Гц вела к увеличению биомассы бактерий в два 
раза по сравнению с контролем (О.И. Колешко, Б.Я. Эльберт, М.Я. Рез­
ников, 1968).

Сила земного тяготения оказывает определенное воздействие на 
микроорганизмы, несмотря на их ничтожные размеры. Об этом свиде­
тельствует факт постепенного оседания клеток бактерий, взвешенных в 
жидкой среде, хотя их плотность близка к плотности воды, а также на­
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блюдаемое повышение концентрации клеток в нижней части объема пи­
тательной среды по сравнению с верхней. И все же, для прокариот гео­
таксис не установлен, т.е. реакция на гравитационное поле Земли -  спо­
собность стремиться к определенному пространственному расположению 
в среде обитания. Однозначно утверждать об отсутствии влияния силы 
земного тяготения на микробы пока еще не возможно.

Все живое и неживое на Земле находится в области ее магнитного 
поля. Изучать влияние магнитных полей на микроорганизмы невозмож­
но, т.к. нельзя поставить контроль, на который действуют так же магнит­
ные поля Земли. В работах отдельных авторов изучалось воздействие на 
микроорганизмы магнитного поля искусственного происхождения. Так, 
зарегистрировано влияние постоянного магнитного поля на прорастание 
спор актиномицетов - магнитное поле низкой напряженности ускоряло их 
прорастание, а поле высокой напряженности вело к угнетению роста бак­
терий. Некоторым видам бактерий свойственен магнитотаксис -  распо­
ложение в водной среде в соответствии с направлением силовых линий 
магнитного поля Земли.

Поверхность клетки микробов, как известно, имеет электрический 
заряд, чаще всего отрицательный, вследствие чего клетка обладает элек­
трофоретической подвижностью. В случае попадания клеточной суспен­
зии в постоянное электрическое поле, отрицательно заряженные клетки, 
независимо от наличия у них органов движения, перемещаются к поло­
жительному полюсу -  аноду. Это свойственно эукариотам, прокариотам, 
белковым молекулам. Электрофоретическая подвижность послужила ос­
новой для разработки ряда методик и аппаратуры для разделения клеток 
и белков. Воздействие сильного электрического поля на культуру микро­
бов ведет к электрокоагуляции.

Изучение влияния биологического поля проводили Л.И. Карачен­
цева и Ю.Н. Левчук (1989), используя культуры зеленой водоросли Du- 
nallella viridis и бактерии E. соН. Источником воздействия служила ла­
донь руки человека. Контролем служили мертвые культуры тех же видов. 
Авторы установили, что под влиянием биополя человеческой ладони 
клетки водоросли и бактерии покидают зону воздействия. Тело человека 
является источником электромагнитного и инфракрасного излучений. 
Поэтому предположение авторов о вероятном радиоконтакте биологиче­
ских объектов и о наличии отрицательной радиорецепции миллиметро­
вых волн у клеток микроорганизмов является довольно убедительным.

Световые и звуковые воздействия на микроорганизмы сопровож­
даются в большинстве случаев и тепловым эффектом. Микроорганизмам 
свойственен термотаксис. Тепловой фактор среды обитания является од­
ним из решающих для роста и развития микроорганизмов. В соответст­
вующих экологических нишах приспособились к существованию термо­
филы, мезофилы, психрофилы. В природных условиях может происхо­
дить ингибирование роста популяции избытком тепловой энергии или 
торможение роста и развития недостатком тепла. Замерзшие в естествен­
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ных условиях микроорганизмы могут пребывать в таком состоянии дли­
тельное время -  многие тысячелетия, не теряя своей жизнеспособности 
(С.С. Абызов, Н.Е. Бобин, Б.Б. Кудряшов, 1987). Это явление представля­
ет большой научный и практический интерес в плане возможности дли­
тельного хранения микроорганизмов без утраты их биологических 
свойств.

Глубоководные организмы, как известно, выдерживают высокое 
давление. Микроорганизмы, обитающие на дне океанов и морей, выдер­
живают очень высокое давление. Практически точно не установлена пре­
дельно высокая величина давления, летального для бродильных бакте­
рий. Баротолерантные и барофильные микроорганизмы, как правило, 
психрофильны. Известно, что экстремально высокое давление может ин­
гибировать в большей степени размножение клеток, чем энергетические 
процессы.

В условиях естественного обитания микробные клетки подвержены 
высушиванию, но после высыхания и приостановки их жизни, попав в 
условия достаточной влажности, они восстанавливают свою жизнедея­
тельность и снова выполняют свои функции в природе, стабилизируя со­
хранность вида и его взаимоотношения с окружающей средой. Учитывая 
эту природную приспособленность, микроорганизмы лиофилизируют с 
целью сохранения их свойств при длительном хранении. Высушивание 
клеток микроорганизмов может повредить их генетический аппарат, что 
в ряде случаев вызывает мутационные изменения. Это необходимо иметь 
в виду при использовании штаммов микроорганизмов, хранящихся в вы­
сушенном состоянии.

Осмотическое давление имеет большое значение для осуществле­
ния нормальной жизнедеятельности микробной клетки. Если внешняя 
среда не содержит солей, то вследствие большей концентрации их внутри 
клетки, вода поступает в клетку и бактерия разрывается. Это явление но­
сит название гипотонического стресса, или плазмоптиса. Напротив, при 
высокой концентрации солей вне клетки, вода покидает ее, клетка 
уменьшается в размерах, цитоплазма сжимается, т.е. происходит гипер­
тонический стресс, или плазмолиз.

Значение окислительно-восстановительного потенциала и рН ис­
пользуют обычно для характеристики окислительных и других способно­
стей среды, клетки и отдельных химических растворов. Окислительно­
восстановительный потенциал служит мерой способности отдавать или 
принимать электроны. Этот потенциал отсчитывается относительно по­
тенциала молекулярного водорода. Значение величины окислительно­
восстановительного потенциала и величины рН учитывают при лабора­
торном и промышленном культивировании, корректируя величину упо­
мянутых показателей в процессе роста бактерий в определенных грани­
цах.

Молекулярный кислород для большинства живых существ является 
«элексиром» жизни. Кислород в повышенных концентрациях может тор-
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мозить рост даже аэробных микроорганизмов. Токсичен не сам по себе 
кислород, а токсичны промежуточные продукты восстановления кисло­
рода: супероксид, перекись водорода. Микроорганизмы противостоят гу­
бительному воздействию перекиси водорода с помощью пероксидаз и ка­
талаз. Микробные клетки способны продуцировать антиоксидатные фер­
менты, которые могут играть значительную роль в защите бактерий не 
только от высоких концентраций кислорода, но и озона. Для ингибирова­
ния перекисного окисления используют антиоксиданты. Например, для 
защиты от чрезмерного окисления при усиленной аэрации и для ускоре­
ния роста дрожжей рода Candida к среде добавляли антиоксиданты, что 
позволило повысить накопление клеток на 20%.

Люди, животные, птицы, насекомые, растения и микроорганизмы 
выделяют в воздушную среду многочисленные летучие вещества, кото­
рые оказывают определенное воздействие на микро- и макроорганизмы. 
Установлены следующие летучие метаболиты живых существ: альдеги­
ды, спирты, жирные кислоты, карбонильные соединения, азотсодержа­
щие основания и другие.

Эти метаболиты могут стимулировать рост и размножение различ­
ных, особенно, гетеротрофных микроорганизмов. Поэтому в помещени­
ях, загрязненных различного рода органическими веществами жизнедея­
тельность гетеротрофных популяций микробов может поддерживаться 
неограниченное время.

Из приведенного выше материала следует, что при воздействии на 
микроорганизмы физико-химических факторов они проявляют хемотак­
сис, осмотаксис, рН-таксис, радиотаксис, активную реакцию на свет, 
температуру, давление и другие внешние факторы при их воздействии в 
физиологически допустимых пределах. Микроорганизмы реагируют на 
внешние раздражители по принципу «стимул-ответ» или «отрицательное 
воздействие -  отрицательный ответ».

Влияние физико-химических факторов на микроорганизмы и от­
ветная реакция их на эти факторы -  пока еще сложная нерешенная про­
блема, требующая пристального внимания ученых и проведения целена­
правленных исследований.
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Г лава 2. Питательные среды

Приготовление питательных сред -  один из наиболее ответствен­
ных и трудных участков бактериологической лаборатории. В настоящее 
время питательные среды в лабораториях ветеринарного и медицинского 
назначения готовят значительно реже, т.к. в необходимых объемах их 
выпускает фармацевтическая промышленность, фирмы, научно­
производственные объединения, акционерные общества. Производители 
предлагают потребителям в основном сухие среды в виде мелкодисперс­
ных порошков, кристаллов, гранул, шариков, таблеток, паст. Эти среды 
имеют продолжительный срок годности при строгом соблюдении режима 
хранения. Сухие среды хорошо растворяются в воде без помутнения и 
образования осадка. Необходимо помнить, что сухие среды исключи­
тельно гигроскопичны и поэтому их хранят в герметически закрытой та­
ре. Увлажнение сред приводит к снижению их качества и выбраковке. 
Преимуществом сухих сред является простота изготовления из них жид­
ких, полужидких и плотных питательных сред. Однако, необходимо учи­
тывать, что при длительной работе с ними у работников могут возникать 
аллергии.

Сухие питательные среды в промышленном масштабе в РБ не про­
изводят. В широком ассортименте эти среды выпускают зарубежные 
фирмы: «Дифко», ВВЬ (США), «Оксоид» (Великобритания), «Becton 
Dickinsoo» (ФРГ), «Иммуна» (Чехословакия) и другие. В РФ до 50% по­
требностей рынка обеспечивают основные производители питательных 
сред, т.е. ФБУН ГНЦ Роспотребнадзора и НПО «Питательные среды» 
(Махачкала). Крупным поставщиком питательных сред является компа­
ния Himedia (Индия), которая выпускает среды для микроорганизмов со 
сложными питательными потребностями, готовые к применению в чаш­
ках Петри, транспортные среды, хромогенные, дифференциально­
диагностические и другие.

Считают, что лидером в производстве и эксперте диагностических 
и культуральных сред, оборудования и расходных материалов для бакла- 
бораторий является Himedia Laboratoris Pvt Limited (Индия). Эта компа­
ния имеет Международный сертификат качества, ассортимент ее продук­
ции весьма разнообразен: сухие и готовые к употреблению питательные 
среды, различные компоненты (бактериологический агар, пептоны, желчь 
и соли желчных кислот, дрожжевой, мясной и другие экстракты), среды 
для культур клеток, диски с антибиотиками, пластмассовая посуда и ее 
разные типы, системы для выделения гемокультур, металлические бакте­
риологические петли и многое другое.

Компания предлагает потребителям хромогенные питательные сре­
ды, которые в мировой бактериологической практике находят все более 
широкое применение. Слово «хромоген» является комбинацией двух гре­
ческих слов: chroma (chromatos) -  цвет и genes -  порождающий. Принцип 
действия хромогенных питательных сред заключается в образовании ок­
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рашенных веществ (индикаторов) в результате взаимодействия высоко­
специфичных ферментов бактерий с компонентами среды. Хромогенные 
среды в зависимости от консистенции подразделяются на жидкие и плот­
ные.

Примером среды, основанной на способности микробов ферменти­
ровать неокрашенный субстрат в окрашенный, является хромогенный 
бульон для энтерококков. В бульоне имеется субстрат (5-бром-4-хлор-3- 
индолил-бета-Д-глюкопиранозид), который под действием глюкозидазы 
энтерококков и Д-стрептококков образует растворимый продукт сине­
зеленого цвета.

Рост сопутствующих грамотрицательных бактерий (колиформные 
бактерии), также имеющих бета-Д-глюкозиды, подавляется наличием в 
бульоне азида натрия. Необходимо иметь в виду, что дифференциальные 
свойства хромогенных сред могут быть значительно ослаблены тем, что 
протеолитические, окислительно-восстановительные или сахаролитиче­
ские ферменты микроорганизмов весьма разнообразны и универсальны, 
т.е. часто встречаются у микроорганизмов разных видов. В этой связи ос­
новной акцент при их разработке делается на повышение селективности, 
позволяющей идентифицировать бактерии до рода и вида.

Наиболее широкое практическое применение нашли среды с рН- 
индикаторами. Их механизм действия основан на изменении окраски ин­
дикатора при изменении рН среды. Ферментация аминокислот или ам­
миака приводит к защелачиванию среды, а ферментация сахаров -  к за­
кислению. В качестве примера служат хромогенные среды для выделения 
и идентификации микоплазм (питательная среда «микоплазма-50» для 
Mycoplasma hominis и питательная среда «Уреоплазма» для Ureaplasma 
urealyticum). Механизм их действия основан на повышении рН среды при 
ферментации мочевины («Уреаплазма -50») или аргинина («Микоплазма- 
50»), в результате чего при наличии в исследуемой пробе Mycoplasma 
hominis цвет меняется с зеленого на фиолетовый, а при наличии Ureap- 
lasma urealyticum -  с желтого на красно-малиновый.

В практическом отношении более приемлемыми являются плотные 
хромогенные среды. Механизм их действия также заключается во взаи­
модействии высокоспецифичных ферментов бактерий с хромогенным 
субстратом, играющих роль индикатора. В жидких средах продукты 
ферментации субстрата водорастворимы, что изменяет цвет среды, а в 
плотных средах они не растворимы и поэтому изменяется только цвет 
колоний микроорганизмов. Плотные хромогенные среды по сравнению с 
жидкими обладают следующими преимуществами. При их применении 
идентификация возбудителя происходит одновременно с его выделением 
и не требует проведения специальных посевов с целью получения чистой 
культуры, к тому же можно оценить спектр патогенов в пробе и их отно­
сительное количество. Требования к селективности плотных сред ниже, 
чем требования к селективности жидких сред, что позволяет идентифи­
цировать на них широкий спектр микроорганизмов, принадлежащих к
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разным родам и видам.
Компания «Himedia» выпускает хромогенные питательные среды 

для обнаружения и дифференциации E.coli и колиформных бактерий, 
среды для выделения сальмонелл, для изоляции и идентификации дрож­
жевых и плесневых грибов, выделения и идентификации Listeria monocy­
togenes, Staphylococcus aureus, энтерококков, уропатогенов и других мик­
роорганизмов.

Продукцией компании являются многочисленные добавки для хро­
могенных питательных сред. Так, добавка для выделения Enterococus fae- 
cium рекомендуется для дифференциации E. faecium и E. faecalis.

Селективная добавка для метициллин резистентных S. aureus со­
держит в своем составе метициллин и рекомендуется для выделения ус­
тойчивых к этому антибиотику стафилококков. Известны селективные 
добавки для выделения стрептококков группы В, сальмонелл, листерий, 
энтерококков, для дрожжевых и плесневых грибов, коринебактерий, кло- 
стридий и других микроорганизмов.

Компания «Himedia» предлагает для биохимической идентифика­
ции микроорганизмов ряд наборов: набор для биохимической идентифи­
кации энтеробактерий, стафилококков, вибрионов, нейссерий, сальмо­
нелл, листерий и другие наборы для идентификации других бактерий. 
Продукцией компании являются питательные среды в водорастворимых 
капсулах, питательные среды в гранулированной форме, микробиологи­
ческие питательные среды, готовые к употреблению, многочисленные 
компоненты питательных сред, добавки к питательным средам, диагно­
стические диски и полоски.

Значительный интерес для микробиологической практики пред­
ставляют диагностические диски, например, такие как дифференциаль­
ные диски с факторами Х/V/X+V, диски с оптохином, диски с бацитра- 
цином и другие.

Диагностические диски пропитаны химическими веществами, так­
же как и полоски, и при нанесении их на поверхность, в глубину пита­
тельных сред или непосредственно в микробную суспензию можно про­
водить идентификацию и дифференциацию микроорганизмов, что весьма 
практично и ценно. Например, дифференциальные диски с факторами 
Х/V/X+V используют для предварительной идентификации представите­
лей рода Haemophilus по потребности в факторах роста Х, V или (X+V). 
Стерильные бумажные диски диаметром 6 мм, пропитанные факторами 
Х (гемином) и /или V (никотинамидадениндинуклеотидом, НДА), рас­
кладывают на поверхности кровяного агара в чашках Петри и помещают 
в термостат при 35-37оС на 24-48 часов. Микроорганизмы с потребно­
стью только в гемине (фактор X) растут вблизи дисков с факторами Х 
или Х+V, с потребностью только в НАД, вокруг дисков с факторами V 
или Х +V. При потребности в обоих факторах рост отмечается только 
возле диска Х+V.

Диски с оптохином используют для идентификации и дифферен­
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циации Streptococcus pneumoniae и «зеленящих» стрептококков. Послед­
ние бактерии в отличие от возбудителей пневмонии способны расти на 
питательных средах в присутствии оптохина.

Кроме вышеуказанных дисков, используют и многие другие диски 
для идентификации других видов бактерий.

Диагностические полоски используют в основном для определения 
способности микроорганизмов продуцировать сероводород, индол, а 
также для контроля тепловой и «холодной» стерилизации, т.е. с исполь­
зованием ионизирующего излучения.

Компания «Himedia» реализует готовые к применению бакпечатки 
для клинической микробиологии, биотехнологии, мясной, молочной и 
пищевой промышленности, санитарной и ветеринарной микробиологии. 
Бакпечатки компании представляют собой модифицированный вариант 
стандартных чашек Петри. Они обладают многими преимуществами: 
простота использования, отсутствие необходимости готовить питатель­
ные среды, полная готовность к проведению баканализов, высокое каче­
ство сред, возможность оценить количество микроорганизмов без после­
дующего подтверждения, удобство применения без дополнительных ин­
струментов и реагентов, значительное уменьшение трудозатрат.

Бакпечатки представляют собой небольшого размера чашки диа­
метром 55 мм, заполненные питательной средой в количестве 5 см3 и за­
крытые крышкой для обеспечения стерильности. На чашках имеются 
метки для подсчета колоний. Чашки удобны в работе и манипуляции с 
ними просты.

При применении бакпечатки открывают крышку чашки, извлекают 
агаровую пластинку за специальную выступающую часть и агаровую по­
верхность ее прикладывают к тестируемой поверхности на 15-20 секунд. 
Затем, агаровую пластинку помещают в корпус бакпечатки, закрывают 
крышкой, помещают в термостат и инкубируют согласно рекомендациям 
для той среды, которой заполнена бакпечатка.

В настоящее время разработаны бакпечатки для выявления и под­
счета аэробных и колиформных микроорганизмов, Staphylococcus aureus, 
кисломолочных бактерий, дрожжей и плесеней, для подсчета всех коли- 
формных микроорганизмов, наряду с подсчетом числа E. coli.

Заслуживают внимания предлагаемые компанией «Himedia» систе­
мы для выделения гемокультур. Действительно, кровь является важней­
шим материалом, поступающим для исследования в лабораторию. Из­
вестно, что в норме кровь стерильна, поэтому выделение гемокультуры 
имеет большое значение для диагностики, например, эндокардитов, 
тромбофлебитов, сальмонеллезов, пневмоний, особенно осложненных 
нагноением.

Естественная бактерицидная или бактериостатическая активность 
крови, наряду с предшествующей антибиотикотерапией, могут быть при­
чиной отрицательного -  или несвоевременно полученного положитель­
ного результата исследования на гемокультуру. Потому для инактивации
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естественной способности крови и применяемых антибиотиков с целью 
обеспечения роста бактерий в качестве антикоагулянта можно применять 
натрияполиэтанолсульфанат. Это вещество подавляет активность стреп­
томицина, полимиксина, канамицина, гентамицина.

Однофазные системы для гемокультур ХайСейф для аэробных и 
анаэробных микроорганизмов безопасны, просты и высокоэффективны 
при их использовании в микробиологической работе.

Несомненный интерес представляют двухфазные системы для аэ­
робов и анаэробов, для грибов, сальмонелл, которые позволяют простое, 
быстрое и достоверное выделение микроорганизмов в течение мини­
мального по продолжительности времени. Например, диагностика саль­
монеллеза рутинными методами занимает обычно 3-4 дня. Предлагаемая 
компанией Himedia двухфазная система для сальмонелл позволяет опре­
делить возбудителя инфекции в течение 24 часов.

2.1. Общие сведения о питательных средах и требования, 
предъявляемые к ним

Микроорганизмы, за исключением облигатных внутриклеточных 
(хламидии, риккетсии), культивируют на питательных средах. Выращи­
вание бактерий осуществляют, преследуя научно-исследовательские це­
ли, т.е. получение определенного количества бактериальной массы и изу­
чения химического состава бактерий, их физиологии, генетики и т.д. По­
становка лабораторного диагноза при различных инфекционных болезнях 
диктует сугубо практическую необходимость выделения чистой культу­
ры патогена и ее идентификации. Для этого нужны качественные пита­
тельные среды. Среды необходимы также для поддержания и длительно­
го хранения ценных производственных и музейных штаммов микроорга­
низмов, санитарно-бактериологической оценки продуктов питания для 
людей, кормов для животных и т.д.

Производство вакцин, гипериммунных сывороток, иммуноглобу­
линов, анатоксинов, диагностических препаратов и т.д. не осуществимо 
без использования питательных сред. Питательные среды широко приме­
няют в промышленной микробиологии, одной из главных задач которой 
является увеличение выхода целевого продукта. Выход продукта по от­
ношению к использованной питательной среде называют экономическим 
коэффициентом. Чем выше этот коэффициент, тем выше продуктивность 
биотехнологического процесса. При низкой продуктивности производст­
во оказывается нерентабельным и неконкурентоспособным. Необходимо 
заметить, что любая микробиологическая работа требует наличия пита­
тельных сред для культивирования бактерий. Питательная среда должна 
включать все компоненты, необходимые для конструктивных и энергети­
ческих процессов клетки -  источники углерода, азота, макро- и микро­
элементы, ростовые вещества.
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В настоящее время многие виды микроорганизмов широко исполь­
зуют в различных сферах человеческой деятельности:

- для производства алкогольных нипитков (пиво, вино, спирт), про­
дуктов питания (хлеб, молочно-кислые, заквашенные и соляные продук­
ты, рыбные и мясные продукты ферментации);

- для производства микробного белка (пищевого и кормового) и 
пищевых добавок;

- для получения индивидуальных химических веществ (растворите­
ли, газы, ферменты, витамины, антибиотики, органические и аминокис­
лоты, нуклеотиды, биополимеры, алкалоиды, стероиды, гормоны, токси­
ны, стимуляторы роста растениц и т.д.);

- при выщелачивании металлов из руд;
- для очистки и переработки промышленных и бытовых отходов;
- при создании замкнутых систем жизнеобеспечения;
- при применении микроорганизмов в качестве тест-систем и био­

сенсоров;
- при применении бактерий в качестве моделей и инструментов на­

учных исследований.
Однако, необходимо подчеркнуть, что без питательных сред ис­

пользование микроорганизмов в различных областях человеческой прак­
тики, невозможно.

Мир микробов обширен и разнообразен. Конструктивные и энерге­
тические возможности микроорганизмов также разнообразны. Индивиду­
альные потребности отдельных видов бактерий в питательных веществах 
различны. Поэтому универсальной питательной среды, пригодной для 
культивирования всех видов микроорганизмов, не существует.

Разнообразие метаболизма бактерий проявляется, прежде всего, в 
их отношении к источникам углерода и азота. Эти элементы представле­
ны в средах различными веществами, и они в наибольшей степени опре­
деляют специфичность сред.

Основное внимание надо уделять источникам азота. Все искусст­
венные питательные среды, изготовляемые в лаборатории, в биологиче­
ской промышленности, выпускаемые централизованно (сухие питатель­
ные среды), имеют в своей основе вещества, содержащие азот. В качестве 
азотистого субстрата для изготовления питательных сред, особенно в 
больших количествах (на биофабриках), служит мясо (преимущественно 
говяжье). Требования микроорганизмов к источнику азота неодинаковы. 
Для культивирования микробов, фиксирующих молекулярный азот, ис­
пользуют среды, не содержащие соединений азота. В состав других сред 
входят разнообразные азотсодержащие соединения: нитриты, соли аммо­
ния, одна или несколько аминокислот. Известны микроорганизмы, нуж­
дающиеся в полном наборе аминокислот или белках.

Аутотрофные микроорганизмы способны использовать в качестве 
единственного источника углерода углекислоту воздуха или карбонатов. 
Гетеротрофные микроорганизмы такими соединениями углерода не мо­
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гут быть удовлетворены. Для развития гетеротрофных микробов в среде 
должны быть более восстановленные соединения углерода, которые 
обычно представлены различными органическими веществами. Источни­
ки углерода многочисленны и многообразны. Это, в первую очередь, са­
хара, многоатомные спирты, кислоты. Углерод является составной ча­
стью всех органических соединений -  белков, пептонов, аминокислот и 
других. В этой связи специальные дополнительные источники углерода в 
питательных средах не нужны.

Снабжение бактерий в питательных средах водородом и кислоро­
дом обеспечивается за счет воды. Для нормального развития многих 
групп микроорганизмов нужны макро- и микроэлементы, потребность в 
которых удовлетворяется за счет одних и тех же минеральных солей.

Кроме основных компонентов питательной среды (пластических, 
энергетических, зольных), для нормального развития микробов необхо­
димы еще так называемые «факторы роста». Этими факторами являются, 
в основном, витамины группы В. Они играют важную роль регуляторов и 
стимуляторов обмена веществ у микробов.

При конструировании питательных сред для каждого определенно­
го вида бактерий необходимо учитывать особенности метаболизма их и 
индивидуальные потребности в тех или других питательных веществах. 
Среды для одного и того же вида микроорганизмов могут быть разными, 
в зависимости от практических потребностей и задач исследований. На­
пример, среда для длительного хранения ценных музейных штаммов мо­
жет значительно отличаться от сред, предназначенных для промышлен­
ного изготовления биопрепаратов диагностического, профилактического 
и лечебного назначения.

Несмотря на громадное количество предложенных сред и их моди­
фикаций, к ним предъявляются следующие общие требования.

Питательные среды должны содержать необходимые вещества, 
обеспечивающие метаболизм бактерий. В их состав в обязательном по­
рядке должны входить органогены (С, N, Н, О), макроэлементы (хром, 
медь, магний, кобальт и др.), ростовые факторы (витамины, гормоны). В 
рецептуре питательных сред все необходимые вещества должны быть 
представлены в легкоусвояемой для микробов форме.

Питательные среды, в зависимости от того, для выращивания како­
го вида бактерий предназначены, должны иметь определенный показа­
тель концентрации водородных ионов -  рН. Оптимальным при культиви­
ровании большинства патогенных микробов рН колеблется в диапазоне 
7,2-7,4.

Среды должны быть изотоничными, т.е. осмотическое давление как 
внутри бактериальной клетки, так и вне ее, должно быть одинаковым. 
Оптимальным для жизнедеятельности большинства бактерий является 
давление, соответствующее 0,5%-ному раствору поваренной соли.

Стерильность питательных сред -  важнейшее требование, предъяв­
ляемое к ним. Изучить биологические свойства микроорганизмов, инте­
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ресующих исследователя, выделить чистую культуру, идентифицировать 
ее без стерильных питательных сред невозможно.

Бактериям присущ голофитный способ питания. Питательные ве­
щества поступают в клетку путем диффузии и осмоса. Поэтому пита­
тельные среды должны содержать не менее 60% влаги.

Питательные среды должны обладать определенным окислительно­
восстановительным потенциалом, т.е. «соотношением веществ, отдаю­
щих и принимающих электроны, выражаемым индексом гН. Этот индекс 
показывает насыщение среды кислородом. Для разных микробов нужен 
различный потенциал. Так, анаэробы размножаются при гН - не выше 5, 
аэробы при гН не ниже 10.» (А.А. Солонеко, А.А. Гласкович, В.Н. Алеш- 
кевич, Ф.Е. Тимофеев, Н.Х. Федосова, 2000).

Питательные среды по возможности должны содержать одинаковое 
количество некоторых соединений. Например, для выращивания боль­
шинства видов патогенных микробов в средах должно содержаться 0,8­
1,2 г/л аминного азота, 2,5-3,0 г\л общего азота, 0,5 г\л хлоридов, 1% пеп­
тона.

Для того, чтобы следить за ростом бактерий, изучить его характер, 
визуально обнаруживать рост посторонних микроорганизмов, необходи­
мо, конечно же, с учетом вида культивируемых микробов, иметь про­
зрачные среды.

2.2. Классификация питательных сред
На протяжении всей истории микробиологии питательные среды 

совершенствовались. До классических работ Л. Пастера в качестве сред 
для культивирования бактерий применялись только настои и отвары. Л. 
Пастер и К. Негели предложили для выращивания микробов безбелковые 
среды. Р. Кох и Ф. Леффлер для культивирования микробов использовали 
мясную воду. По мере развития микробиологии, открытия все новых и 
новых видов бактерий, было предложено большое количество питатель­
ных сред. Появилась необходимость в их классификации.

В настоящее время питательные среды классифицируют по проис­
хождению, консистенции, назначению. По происхождению среды могут 
быть естественными, искусственными и синтетическими.

К естественным средам относят среды животного и растительного 
происхождения. В качестве примера можно указать на молоко, сыворотку 
крови, яйцо, картофель, свеклу, овощные или фруктовые соки и т.д. На 
этих средах хорошо развиваются многие микроорганизмы, так как в них 
имеются, в основном, все необходимые компоненты для роста и размно­
жения микробов.

Искусственные питательные среды готовят по специальным мето­
дикам из продуктов растительного и животного происхождения с добав­
лением пептона и солей. Эти среды имеют сложный, непостоянный хи­
мический состав, и их применение ограничено при изучении физиологии 
микробов. Однако эти среды нашли широкое применение в лабораторной
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практике и биологической промышленности.
Синтетические среды -  это среды, которые состоят только из опре­

деленных химически чистых реактивов, взятых в точно указанных кон­
центрациях. Эти среды используют для изучения обмена веществ микро­
организмов, так как, зная точный состав и количество входящих в среду 
компонентов, можно определить потребление и превращение их в опре­
деленные продукты метаболизма. К этим средам можно отнести среду 
Сотона для выращивания туберкулезных бактерий, среду для выращива­
ния B. subtilis, среду Филдса для культивирования протея и другие.

По консистенции питательные среды подразделяют на плотные, 
полужидкие и жидкие.

Плотные среды содержат 2-3% агар-агара, полужидкие -  0,15-0,4%. 
Для уплотнения сред чаще всего применяют агар-агар. Кроме этого, ис­
пользуют желатину, силикагель. Агар-агар представляет собой сложный 
полисахарид, получаемый из некоторых морских водорослей. Агар-агар 
обладает способностью связывать большое количество воды и тем самым 
уплотнять среду. Основными компонентами агара являются высокомоле­
кулярные вещества -  агароза и агаропептин. Они обладают высокой ус­
тойчивостью к ферментативному действию микробов.

Желатина -  белок, получаемый путем вываривания фасций, связок, 
сухожилий, суставов. Желатин разжижается при 25-30оС, поэтому на пи­
тательных средах с добавлением 10-15% его, микроорганизмы выращи­
вают при комнатной температуре.

Силикагель, или кремнекислый гель -  вещество неорганической 
природы. Его используют как плотную основу для синтетических сред 
строго определенного состава.

Плотные среды чаще всего применяют для выделения чистых куль­
тур, количественного учета микроорганизмов, испытания чувствительно­
сти бактерий к антибиотикам, определения антагонистических свойств 
микробов и в ряде других случаев.

Жидкие питательные среды готовят в основном на основе гидроли­
затов говяжьего мяса. Например, мясо-пептонный бульон, мясная вода, 
бульон Хоттингера и другие среды. В состав многих жидких питательных 
сред в качестве одного из компонентов входит пептон. Пептон является 
промежуточным продуктом распада белков, представляет собой смесь 
полипептидов и аминокислот.

Жидкие питательные среды широко используют для изучения био­
химических свойств бактерий, накопления продуктов обмена микробов, 
получения большого количества биомассы и в других целях.

Получают полужидкие среды в лабораторных условиях путем до­
бавления в МПБ 0,25-0,3% агара. В качестве основного ингредиента для 
получения, например, полужидкого мясо-пептонного агара (МППЖА) 
можно брать мясную воду. Полужидкие среды применяют для изучения 
подвижности бактерий и хранения ценных производственных и музейных 
штаммов.
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В промышленной микробиологии известны так называемые сыпу­
чие среды. К ним относят разваренное пшено, ячмень, отруби, пропитан­
ные питательным раствором.

По назначению питательные среды подразделяют на:
1. Обычные.
2. Специальные.
3. Дифференциально-диагностические.
4. Селективные.
5. Элективные.
6. Среды обогащения.
7. Консервирующие.
Обычные (простые, основные, универсальные, общеупотребитель­

ные) - это мясо-пептонный бульон, мясо-пептонный агар, содержащие 
многие питательные вещества, в присутствии которых хорошо растут 
многочисленные виды как патогенных, так и непатогенных бактерий.

Специальные среды применяют для культивирования бактерий, ко­
торые очень плохо растут на обычных средах. К специальным средам 
можно отнести сахарный бульон для выращивания стрептококков, кровя­
ной агар для культивирования менингококков, сывороточную среду для 
лептоспир и другие.

Дифференциально-диагностические среды используют для диффе­
ренциации определенных видов бактерий с целью постановки диагноза и 
с научно-исследовательской целью. К этим средам относят среды для оп­
ределения редуцирующей способности бактерий, для изучения гемолити­
ческих, гликолитических свойств микроорганизмов (среды Гисса, мясо- 
пептонную желатину, среду Эндо, Дригальского, Плоскирева и др.).

Селективные среды предназначены для выделения из патматериала, 
содержащего смесь бактерий определенного их вида. В частности, эти 
среды используют с целью дифференциации прототрофных и ауксотроф- 
ных микробов (агар Мак-Конки, висмут-сульфитный агар и др.).

Элективные, или избирательные, среды предназначены для культи­
вирования конкретных видов микробов, которые не растут на других сре­
дах или же их размножение сильно задерживается (среда Г ельберга, сре­
да Петраньяни, щелочная пептонная вода с рН 9,0 для Vibrio cholerae).

Среды обогащения, или накопительные -  это среды, в которых по­
давляется рост и размножение одних видов бактерий и, наоборот, проис­
ходит интенсивное накопление бакмассы других видов, для которых фи­
зиологические потребности в питательных веществах удовлетворяются 
полностью (среда Кесслера, Мюллера, Кауфмана, селенитовая среда).

Консервирующие среды -  среды, предназначенные для задержки 
роста банальной микрофлоры в патологическом материале, особенно при 
пересылке его в летнее время на значительное расстояние. В качестве 
консервирующих сред используют 30%-ный раствор глицерина и вазели­
новое масло.
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Специалисты биологической промышленности различают еще, так 
называемые, производственные среды, которые непосредственно предна­
значены для культивирования микробов в реакторах (бульон Хоттингера, 
среда Мартена и др.).

В настоящее время многие питательные среды изготавливают фаб­
ричным способом и выпускают в виде порошка. Эти среды удобны в ра­
боте, стойки и весьма эффективны.

Мы приводим состав некоторых сухих сред и способы их подготов­
ки для культивирования микроорганизмов.

Для приготовления питательного бульона 25 г сухого питательного 
порошка, выпускаемого промышленностью, растворяют в 1 л дистилли­
рованной воды при подогревании, а затем расфасовывают в колбы, про­
бирки и стерилизуют.

Из сухого питательного бульона можно готовить обычный бульон, 
плотную среду -  питательный агар, плотные дифференциальные среды и 
дифференциальные среды с углеводами.

Из сухого питательного агара питательную среду готовят следую­
щим образом. В 1 л дистиллированной воды растворяют 50 г порошка, 
устанавливают требуемое значение рН, фильтруют через ватно­
марлевый фильтр, расфасовывают и стерилизуют при 120оС в течение 25­
30 минут.

Сухой агар Эндо, выпускаемый промышленностью, содержит в 1 
кг: сухого питательного агара - 780 г, лактозы - 196 г, фуксина основного 
- 5 г, натрия фосфорнокислого - 10 г, кальцинированной соды - 3-5 г, 
спирта ректификата - 10 г, спирта технического - 5 г, сульфата натрия - 
8,6 г. Для приготовления среды Эндо 15 г порошка растворяют при на­
гревании в 300 см дистиллированной воды и кипятят при постоянном 
помешивании 2-3 минуты. Растворенную среду охлаждают до 50оС и 
вносят по 20-25 см в чашки Петри. После застывания чашки подсуши­
вают в термостате и используют по назначению.

Сухой агар Плоскирева имеет сложный состав, 1 кг которого со­
держит: сухого питательного агара - 420 г, желчных солей - 121 г, лимон­
но-кислого натрия - 144 г, гипосульфита - 120 г, лактозы - 123 г, натрия 
фосфорнокислого - 40 г, бриллиантовой зелени - 0,02 г, кальцинирован­
ной соды - 0,04 г, йода металлического - 6 г, поваренной соли - 40 г.

Для приготовления среды Плоскирева берут 18 г сухого порошка и 
растворяют при нагревании в 300 см3 дистиллированной воды, кипятят 2­
3 минуты, а затем, не охлаждая разливают по чашкам Петри, подсушива­
ют и применяют для выделения патогенных энтеробактерий.

Сухой агар с эозином-метиленовой синькой (среда Левина) предна­
значается для выделения микробов кишечной группы. В состав 1 кг сухо­
го агара входят: сухого питательного агара - 660 г, лактозы - 147 г, сахар­
ной пудры - 185 г, эозина - 7,6 г, метиленовой синьки - 1,5 г, натрия фос­
форнокислого - 15 г, кальцинированной соды в количестве необходимом 
для получения рН 7,3, спирта ректификата - 10 г, спирта технического - 5 
г.
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Для приготовления среды 15 г порошка растворяют при подогрева­
нии в 300 см3 дистиллированной воды, кипятят 3-5 минут, не допуская 
пригорания, охлаждают до 50оС и разливают по 20-25 см3 в стерильные 
чашки Петри, подсушивают в термостате при 37оС и используют в мик­
робиологической работе.

Для выделения из патматериала и дифференциации сальмонелл от 
эшерихий используют среду Вильсона-Блэра. Для приготовления этой 
среды берут сухой висмут-сульфитный агар, в состав одного килограмма 
которого входят: сухой питательный агар - 732 г, цитрат висмута - 37 г, 
глюкоза - 72 г, соль Мора - 15 г, сульфат натрия - 86 г, натрий фосфорно­
кислый - 65 г, бриллиантовая зелень - 0,4 г, сода кальцинированная - 65 г, 
спирт-ректификат - 10 г, спирт технический - 5 г. Среду из порошка гото­
вят следующим образом. Отвешивают 9 г порошка и растворяют в 150 
см3 дистиллированной воды. В процессе растворения порошка воду по­
догревают. После растворения порошка среду кипятят 2-3 минуты, не до­
пуская пригорания. Затем среду охлаждают до 50оС и расфасовывают в 
стерильные чашки Петри. Застывшую в чашках среду перед посевом 
подсушивают в термостате при 37оС.

Сухие среды с углеводами и индикатором ВР (смесь водного голу­
бого красителя с розоловой кислотой) предназначаются для приготовле­
ния полужидких сред с углеводами, применяемыми для изучения глико­
литической активности микроорганизмов. Выпускаемые сухие среды со­
держат в расчете на 1 кг: питательного агара - 620 г, углеводов (глюкоза, 
лактоза, сахароза, мальтоза, маннит) - 230 г, натрия хлорида - 160 г, на­
трия фосфорнокислого - 70 г, красителя водного голубого - 70 г, розоло- 
вой кислоты - 0,8 г, кальцинированной соды - 20 г, спирта -  ректификата 
- 10 г, спирта технического - 5 г. Способ приготовления среды из сухого 
порошка сводится к следующему: в 100 см дистиллированной воды рас­
творяют при подогревании 2 г порошка, раствор доводят до кипения, за­
тем разливают по пробиркам и стерилизуют автоклавированием 20 минут 
при 120оС.

Применение сухих питательных сред является весьма целесообраз­
ным как для лабораторий медицинского назначения, так и ветеринарных 
лабораторий. Их использование освобождает сотрудников лабораторий 
от довольно длительного и громоздского процесса получения питатель­
ных сред. Сухие среды обладают более стандартными свойствами, что 
позволяет до некоторой степени сравнивать результаты бактериологиче­
ских исследований, полученных в разных лабораториях. Сухие среды 
удобны при проведении опытной работы в полевых условиях и в экспе­
дициях. Сухие среды необходимо хранить в темном месте, герметически 
закрытыми, учитывая то, что они гигроскопичны и светочувствительны. 
Изменение цвета сухого порошка, увлажнение его и комкование являют­
ся признаками свидетельствующими о снижении качества сухой среды. 
Сухие препараты, не содержащие глюкозы, даже в случае комкования не 
меняют своих свойств, однако, перед применением необходимо прове­
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рить их качество. Если в составе среды наличиствует глюкоза и в такой 
среде обнаружено комкование и изменение цвета порошка, применение 
ее запрещается.

Обычно, на емкостях с сухими средами имеются этикетки, на кото­
рых указывают наименование среды, ее состав, способ приготовления и 
назначение для использования.

В практике производства сухих питательных сред используют в на­
стоящее время различные способы сушки: конвективную сушку с приме­
нением ленточных сушилок ПКС-20, сушку на сушилках СП-100 в так 
называемом «псевдокипящем» слое, распылительную и сублимационную 
сушку. Область каждого из приведенных способов сушки ограничена 
конструктивными и технологическими возможностями сушильных аппа­
ратов. Так, сушка гидролизата проводится только распылением или суб­
лимацией, агаро-белковые основы питательных сред сушат на ленточных 
сушилках ПКС-20 и в «псевдокипящем слое» на СП-100.

Поэтому в промышленности постоянно идут поиски более совер­
шенных и экономически выгодных способов сушки не только питатель­
ных сред, но и многих биопрепаратов.

П.Ш. Гашимова, А.М. Алиев, А.К. Мерабашвили, М.К. Садуллаев 
(1979), сотрудники Дагестанского научно-исследовательского института 
питательных сред и Дагестанского политехнического института, выпол­
нили большую и необходимую работу по пеносушке питательных сред. 
По их мнению, пеносушка является новым и перспективным методом 
обезвоживания не только жидких, но и пюре - и пастообразных питатель­
ных сред. Проведенные авторами предварительные исследования показа­
ли, что гидролизаты всех видов, агарово-белковые основы, желчные соли 
и т. д. обладают хорошими пенообразующими свойствами и дают ста­
бильные пены, пригодные для сушки без введения каких бы то ни было 
ПАВ (поверхностно-активных веществ).

В процессе опытной работы исследователи использовали производ­
ственные серии гидролизатов из различного вида белкового сырья: кор­
мовых дрожжей, рыбы, казеина, кроме этого, они апробировали сушку 
агаро-белковых основ вышеперечисленных гидролизатов, желчных со­
лей. Содержание агара и гидролизата в агаро-белковой основе варьирова­
ло в широких пределах. Пену получали механическим путем в цилиндри­
ческой емкости с помощью якорной мешалки при комнатной температу­
ре. Сушку вспененного продукта вели в экспериментальной конвектив­
ной сушилке. Оптимальный режим сушки был выбран на основе матема­
тического планирования эксперимента.

Авторами было доказана технологичность метода пеносушки, ко­
торая обусловлена не только возможностью сушки широкого ассорти­
мента белкового сырья, но и сокращением производственного цикла по­
лучения сухих питательных сред, что делает способ экономически эф­
фективным и перспективным.
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Питательные среды, полученные методом пеносушки, по физико­
химическим и бактериологическим показателям не уступают средам, по­
лученным другими сопоставимыми способами.

В.Н. Егорова, Э.Ф. Токарик, М.Е. Ефимова, Ю.И. Тараканов, Н.Д. 
Скичко (1976) проведенными исследованиями доказали возможность ис­
пользования метода распылительной сушки для производства сухих пи­
тательных сред и различных компонентов для них. Полученные авторами 
препараты сухих питательных сред обладали хорошей растворимостью, 
не изменяли своих свойств в течение года хранения в защищенном от 
света месте при комнатной температуре. Исследователи испытали пять 
приготовленных ими серий ферментативного гидролизата казеина для 
культивирования Brucella abortus штаммов 19 и 82. Было установлено 
одинаковое накопление бруцелл как при культивировании их на средах, 
содержащих жидкий, так и на средах, содержащих сухой ферментатив­
ный гидролизат казеина.

Синтетические среды -  это среды, приготовленные «из определен­
ных химически чистых неорганических и органических соединений, взя­
тых в точно указанных концентрациях и растворенных в дважды дистил­
лированной воде» (А.А. Солонеко, А.А. Гласкович, В.Н. Алешкевич, Ф.Е. 
Тимофеев, Н.Х. Федосова, 2000).

Для приготовления синтетических сред используют только химиче­
ски чистые реактивы. В лаборатории все продажные реактивы подверга­
ют двукратной кристаллизации или специальной очистке. Необходимо 
иметь в виду, что обычная дистиллированная вода содержит незначи­
тельное количество тяжелых металлов, оказывающих негативное влияние 
на культивируемые бактерии. Поэтому при получении синтетических 
сред лучше использовать бидистиллированную воду.

При необходимости применения агара в качестве уплотняющего 
компонента его измельчают, три дня промывают в проточной воде, во­
семь дней в дистиллированной воде, которую меняют ежедневно, затем 
сушат в теплом помещении. После этого агар заливают дистиллирован­
ной водой и отстаивают две недели при комнатной температуре. По 
окончании срока отстоя, воду сливают, а агар промывают, как указано 
выше, сушат и используют в качестве уплотнителя сред.

Рецепты отдельных синтетических сред мы приводим ниже.
Среда Бейеринка для выращивания аэробного фиксатора азота: 

маннита -  20 г, фосфорнокислого калия двузамещенного -  0,2 г, мела -  вз
избытке, воды водопроводной -  1000 см .

Среда для культивирования B. subtilis: хлористого аммония или 
азотнокислого калия -  10 г, глюкозы -  10 г, фосфорнокислого калия дву- 
замешенного -  1 г, сернокислого аммония -  1г, хлористого кальция -  0,13
г, хлористого натрия -  0,1 г, воды дистиллированной -  1000 см .

Среда Козера для выращивания кишечной палочки: фосфорнокис­
лого аммония однозамещенного -  1 г, источника углерода -  2 г, хлори­
стого натрия -  5 г, сернокислого магния -  0,2 г, фосфорнокислого калия

47



двузамещенного -  1 г, воды - 1000 см .
Аминокислотная среда для выращивания различных видов бакте­

рий: фосфорнокислый калий двузамещенный -  1 г, сернокислый магний -  
0,2 г, хлористый натрий -  0,02 г, сернокислое железо -  0,01 г, агара -  163
г, воды - 1000 см .

К среде добавляют аминокислоты -  валин, глицин, бетаин (основ­
ной), бетаин солянокислый, аланин, фенилаланин, лейцин, аспарагино­
вую кислоту, глютаминовую кислоту и аспарагин в концентрации 0,02 М.

Среда Сотона для выращивания туберкулезных бактерий: аспара­
гин 4 г, лимонная кислота -  2 г, лимоннокислое аммиачное железо -  0,05 
г, сернокислое магнезия -  0,5 г, двухосновной фосфорнокислый калий -  
0,5 г, глицерин -  60 см3, воды - 200 см3.

Ингредиенты, входящие в состав среды Сотона, растворяют при3
подогревании, фильтруют через бумажный фильтр, добавляют 800 см 
воды, подщелачивают аммиаком до pH 7,2, стерилизуют при 115-120°С в 
течение 30 минут.

Реакцию синтетических питательных сред корректируют редко, так 
как она остается в пределах 6,8-7,2, т.е. оптимальной для большинства 
патогенных микроорганизмов.

В синтетических питательных средах для микробов в качестве ис­
точника фосфора выступают первичный и вторичный фосфат кальция. 
Кроме неорганического фосфата, в питательные среды могут добавлять 
органический фосфат, например, нуклеиновые кислоты и фитин. Однако, 
из-за добавления этих соединений, среды приобретают следующие не­
достатки:

- при приготовлении питательных сред могут осаждаться трудно­
растворимые неорганические соединения фосфора;

- фосфор растворимых неорганических соединений незамедли­
тельно используется микробами;

- органические соединения фосфора часто оказывают отрицатель­
ное влияние на интенсивность роста микроорганизмов.

Чтобы устранить указанные недостатки, а также, учитывая потреб­
ность микробов в азоте, при конструировании синтетических сред реко­
мендуется использовать в качестве источников азота и фосфора:

- триамид окиси фосфора и его производные;
- нитридамид фосфора;
- эфиры фосфорной кислоты, амиды эфиров фосфорной и тиофос- 

форной кислот;
- амиды фосфорной кислоты и амиды эфиров фосфорной кислоты;
- амиды уронодофосфорной и амидополифосфорной кислоты;
- щелочные фосфаты, щелочно-земельные дицианамидофосфаты, а 

также их сложные алкиловые эфиры и тиопроизводные;
- щелочные метафосфиматы и полифосфаты аммония;
- дифосфат аммония и щелочно-аммонийный фосфат.
Все эти соединения используются микробами как питательные ве­

3
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щества. Некоторые из них усваиваются бактериями медленно. Упомяну­
тые вещества могут усваиваться микроорганизмами после их гидролиза и 
оказывать влияние на обмен веществ у бактерий. Они влияют на скорость 
роста, спорообразование у грибов, на величину pH питательной среды, 
концентрацию фосфора и азота в сухой массе микробных клеток и т.д. 
Соединения фосфора и азота можно применять для приготовления синте­
тических питательных сред для бактерий, актиномицетов, микроскопиче­
ских грибов.

Согласно сообщению Л.Я. Телишевской и С.П. Сергеевой (2001), 
для производства пептона использовалось сотрудниками ВГНКИ расти­
тельное сырье -  жмыхи масленичных культур -  плодов тунгового дерева 
и семян хлопчатника. Гидролиз растительного сырья проводили фермен­
тами животного происхождения: пепсином, трипсином. В процессе 
опытной работы было показано, что растительные белки подвергаются 
расщеплению аналогично животным -  при гидролизе пепсином с образо­
ванием высокомолекулярных пептидов, при гидролизе панкреатином -  
аминокислот и пептидов. В составе питательных сред растительные гид­
ролизаты оказались вполне эффективными. Полученные питательные 
среды были апробированы на Табахмельском биокомбинате для культи­
вирования производственного штамма C. chauvoei с последующим ис­
пользованием культур бактерий для изготовления вакцин против эмфи­
зематозного карбункула крупного рогатого скота. Приготовленные серии 
вакцин прошли государственный контроль и были признаны годными 
для практического применения.

Сотрудниками ВГНКИ была испытана возможность изготовления 
смешанного пептона из растительных и животных белков: из гидролиза­
тов фибрина и тунгового жмыха. Положительные результаты опытов по­
зволили рекомендовать смешанный пептон для изготовления питатель­
ных сред.

Питательные растительные среды известны в микробиологии дав­
но. Приготовление некоторых растительных сред мы приводим ниже.

Среда из картофеля. Отобранные клубни картофеля из белых сор­
тов моют, очищают от кожуры и опускают на 2-3 часа в 1%-ный раствор 
соды с целью нейтрализации кислой реакции. Стерильным ножом или 
скальпелем нарезают ломтики картофеля и помещают их в специальные 
пробирки с перехватом внизу, на котором ломтики задерживаются. Про­
бирки стерилизуют при 115оС, при этом следят, чтобы вода при варке 
картофеля оставалась на дне пробирки и не касалась картофеля.

Среда Цуверкалова и Саркисова. К 1 кг картофельной мезги добав­
ляют 5 литров дистиллированной воды и 15 см3 серной кислоты (удель­
ный вес 1,84). Гидролизуют при 1,5 атм. в течение 1,5 часов. Затем жид­
кость пропускают через марлю, оставшуюся мезгу отжимают. Г идролизат 
фильтруют через бумагу и добавляют к нему 6 л воды, нагревают и ней­
трализуют поташом до рН 7,0. На каждый литр добавляют 5 г щавелево­
кислого аммония, 10 см глицерина, 3,76 г двухосновного фосфорнокис­
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лого натрия и 1,23 г одноосновного фосфорнокислого калия. Среда 
должна иметь рН 7,2-7,4. Среду отстаивают 2 часа, фильтруют и стерили­
зуют текучим паром по 30 минут 2 дня подряд.

Г лицериновый картофель по Павловскому.
Картофель моют, снимают кожуру и погружают на полчаса в 1%- 

ный раствор сулемы. Затем промывают 10-12 часов в проточной воде, 
вырезают клиньями, помещают в пробирки с перетяжками, куда предва­
рительно вносят 1 см3 5%-ного раствора глицерина, стерилизуют и ис­
пользуют для культивирования туберкулезных бактерий.

Картофель с желчью (Среда Кальметта и Герена). Ломтики карто­
феля погружают в профильтрованную и стерилизованную желчь, к кото­
рой предварительно добавлено 5% глицерина. Смесь прогревают в водя­
ной бане 3 часа при 75оС. Затем ломтики картофеля переносят в пробирки 
с перетяжкой, до которой налита стерильная желчь с 5% глицерина. Сре­
ду стерилизуют 30 минут при 120оС.

Желчь стерилизуют предварительно дробно при 100оС по полчаса, 
троекратно, отстаивают в течение 3 недель, фильтруют через вату и ис­
пользуют.

Картофельный агар:
Очищенный картофель, нарезанный ломтиками -  200 г, L-яблочная 

кислота -  2,5 г, нерафинированный тростниковый сахар -  2,5 г, КОН -  2 
г, раствор витаминов (биотин - 10 мг, пиридоксин - 20 мг, дистиллиро­
ванная вода - 100 см ) -  1 см , бромтимоловый синий (0,5%-ный спирто­
вой раствор) -  2 кап., агар -  15 г, дистиллированная вода -  1000 см .

Картофель в марлевом мешке кипятят 30 минут в 1 л воды. Яблоч­
ную кислоту растворяют в 50 см3 воды и добавляют 2 капли бромтимоло­
вого синего и КОН, пока раствор яблочной кислоты не станет зеленым 
(рН 7,0). Этот раствор, а также тростниковый сахар, витамины и агар до­
бавляют к картофельному фильтрату. Дистиллированной водой доводят 
объем раствора до 1 литра, кипятят до растворения агара и стерилизуют 
15 мин. при 121оС.

2.3. Приготовление питательных сред

2.3.1. Общие положения о гидролизе белков и назначении
гидролизатов

Гидролиз белков является необходимым и распространенным явле­
нием в природе. Белки представляют собой высокомолекулярные органи­
ческие соединения. Это полимеры, мономерами которых являются ами­
нокислоты. Благодаря гидролизу обеспечиваются деструкция и разруше­
ние белковых тканей отживших организмов, что способствует освобож­
дению структурных элементов для новых актов созидания и синтеза. Ос­
новная роль в этом процессе принадлежит микроорганизмам -  санитарам 
природы (Л.Я. Телишевская, 2002).
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В организме человека и животных с гидролиза белка начинается 
его усвоение из пищи в пищеварительном тракте -  одной из первых 
звеньев длинной цепи обмена веществ.

Гидролиз белков представляет собой процесс расщепления их мо­
лекулы с деструкцией первичной структуры (полипептидной цепи). Гид­
ролиз может происходить в результате воздействия на белки физических 
факторов (температуры, давления), химических веществ (кислот, щело­
чей) или протеолитических ферментов.

Продуктами полного гидролиза белков являются аминокислоты, 
частичного -  аминокислоты и пептиды. При проведении гидролиза с на­
учно-исследовательской целью (аналитической целью) гидролиз осуще­
ствляют до полного расщепления белка с образованием составляющих 
его аминокислот. Гидролизаты, получаемые для сугубо практического 
использования, как правило, содержат аминокислоты и пептиды. Если в 
гидролизатах преобладают аминокислоты, такой гидролиз расценивают 
как полный, если пептиды -  как частичный.

Гидролизаты средней глубины гидролиза содержат примерно рав­
ные количества аминокислот и пептидов.

В зависимости от способа гидролиза его продуктами могут быть 
пептиды, имеющие разную длину молекул. Как утверждает Л.Я. Тели- 
шевская: «Высокомолекулярные пептиды -  фракции с м.м. более 5000 Д 
-  в литературе обозначались как первичные протеозы или высокомолеку­
лярные альбумозы; полипептиды с м.м., соответствующими примерно 
1500-5000 Д, называли среднемолекулярными пептидами, вторичными 
протеозами или альбумозами; пептиды менее 1500 Д -  пептонами».

Согласно Л.Я. Телишевской (2000), расщепление белка представля­
ется следующим образом:

Белок ^  Протеозы <5000 ^  Пептоны<2000 ^  Пептиды м.м. до 
5000Д ^  Дипептиды ^  Аминокислоты.

Метаболизм белков in vitro начинается с их ферментативного рас­
щепления. Получаемые при этом соединения азота -  аминокислоты и 
пептиды -  легко усваиваются макро- и микроорганизмами.

Опыты по получению гидролизатов и их использованию в бакте­
риологии и терапии проводились в одни и те же годы в конце 19-го -  на­
чале 20-го столетия Робертом Кохом и Леффлером -  для культивирова­
ния бактерий, Абдерхальденом и Рона -  для парентерального введения. В 
1913 -  1914 гг. В. Хенрике и А. Андерсен впервые использовали фермен­
тативный гидролизат мяса для внутривенного введения животным, Хот- 
тингер -  для бактериальных питательных сред.

Первым сырьем для гидролиза было мясо и мясопродукты (М.А. 
Бабич, 1950), первыми гидролизующими агентами -  кислоты (соляная и 
серная) и ферменты желудочно-кишечного тракта (трипсин, панкреатин, 
пепсин).

В настоящее время гидролиз осуществляют методами физического 
воздействия, которые обеспечивают разрыв пептидных связей. Это вари­
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анты термической обработки материала: длительное кипячение, нагрева­
ние паром, воздействие паром под давлением. Однако, в лабораторных и 
производственных условиях преимущественно используют химические 
или же ферментативные способы гидролиза.

Химические методы применяют для полного и частичного гидроли­
за белков, а в некоторых случаях - для избирательного (точечного) раз­
рыва пептидных связей. В практике чаще используют кислотный гидро­
лиз, реже -  щелочной.

Кислотный гидролиз проводят с помощью минеральных кислот при 
повышенных температурах. Воздействием на белок концентрированных 
кислот при нагревании в течение достаточно продолжительного времени 
можно добиться полного расщепления его до аминокислот.

Для гидролиза с целью определения аминокислотного состава бел­
ков необходимо соблюдать следующие условия: применять хорошо очи­
щенную концентрированную соляную кислоту, производить нагревание 
смеси при температуре 100-120оС в запаянных ампулах, продолжать гид­
ролиз 10-24 часов в вакууме или атмосфере инертного газа (азота, арго­
на).

Для гидролиза белковых материалов в практических целях исполь­
зуют меньшие концентрации кислоты и меньшую продолжительность 
обработки. С помощью варьирования концентрации кислоты и времени 
гидролиза можно получать гидролизаты с разной глубиной расщепления. 
В практике кислотный гидролиз обычно проводят серной или соляной 
кислотой, хотя можно использовать и другие минеральные кислоты. При 
получении препаратов для парентерального применения сернокислотный 
гидролиз проводят в течение 3-5 часов при температуре 120-130оС и дав­
лении 2-3 атм, а солянокислый -  в течение 5-22 часов при той же темпе­
ратуре и давлении (Л.Я. Телишевская, 2000).

В промышленном производстве достаточно глубокими считаются 
гидролизаты, имеющие степень гидролиза 55-65% (относительное содер­
жание аминного азота от общего) и степень протеолиза -  90-94% (отно­
сительное содержание остаточного азота от общего).

Положительной стороной кислотного гидролиза является возмож­
ность получения глубоких гидролизатов в короткие сроки, образование 
бактерицидных условий в ходе процесса, что предотвращает развитие 
микроорганизмов и позволяет хранить гидролизат продолжительное вре­
мя без принятия мер по инактивации бактерий.

Однако кислотный гидролиз имеет свои недостатки. При нем раз­
рушается часть аминокислот, в том числе полностью -  триптофан, что 
сопровождается образованием летучих аминов и карбонильных соедине­
ний. Поскольку кислотный гидролиз не является специфическим для бел­
ков, то при кислотно-термической обработке сложного смешанного сы­
рья происходит одновременное расщепление и других биологических по­
лимеров: нуклеиновых кислот, полисахаридов. В результате гидролиза 
сложного сырья образуются не только аминокислоты и пептиды, но и уг­
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леводы. При высоких температурах происходит образование из амино­
кислот альдегида, аммиака, углекислого газа, а из сахара -  гексозы -  ок- 
симетилфурфурола. Последний и альдегиды, взаимодействуя с новыми 
молекулами аминокислот, вызывают образование меланоидов, что отри­
цательно сказывается на качестве питательных сред. Эти вещества при 
культивировании микроорганизмов сорбируются на клеточных стенках, 
способствуя процессам окисления, особенно при хранении биомассы в 
высушенном состоянии, что снижает сроки хранения лиофилизирован- 
ных препаратов.

Существенным недостатком кислотного гидролиза является высо­
кая агрессивность среды, приводящая к быстрому износу оборудования. 
В этой связи для проведения процесса используют стеклянные емкости, 
реакторы из фарфора, титана, нержавеющей стали или с эмалированными 
покрытиями. Проведение гидролиза в одной и той же емкости много раз 
ведет не только к ее износу, но и грозит попаданием в гидролизат тяже­
лых металлов, окислов железа, механических примесей, что является не­
желательным.

Щелочной гидролиз белков вызывает рацемизацию большинства 
аминокислот, разрушение аргинина и лизина. Щелочные гидролизаты, в 
отличие от кислотных, бесцветны, поскольку в процессе гидролиза не 
происходит образование меланоидов. Щелочной гидролиз не получил 
широкого распространения. Метод используют для количественного оп­
ределения триптофана. Один из способов гидролиза с аналитической це­
лью состоит в следующем. Навеску белка помещают в ампулу, растворя­
ют в растворе едкого натра и продувают азотом. Ампулу запаивают и вы­
держивают при 105оС в течение 5 часов.

Щелочной гидролиз находит применение в ряде технологий, как 
самостоятельный процесс. Например, метод используют для дезинтегра­
ции коллагенового и кератинового сырья, для выделения витамина А из 
печени рыб, получения белкового гидролизата из моллюсков (Л.Я. Тели- 
шевская, 2000).

Ферментативные методы гидролиза, в отличие от химических, яв­
ляются более мягкими и щадящими. Поэтому они получили широкое 
распространение, их применяют в медицине и ветеринарии для получе­
ния гидролизатов с целью приготовления питательных сред.

Ферменты, расщепляющие белки, называют протеолитическими 
или протеазами (протеиназами), а расщепляющие полипептиды (пепти­
ды) -  пептидазами. Г идролиз белков под воздействием ферментов прохо­
дит чаще в нейтральной, слабощелочной или слабокислой среде, а в от­
дельных случаях в щелочных или кислых условиях при оптимальной для 
этого процесса температуре в диапазоне 35-50оС.

Ферменты, в отличие от кислот и щелочей, действуют только на 
определенные группы соединений. В частности протеолитические фер­
менты расщепляют только белки и пептиды. Специфичность отдельных 
ферментов используют на первых этапах гидролиза белков с целью опре­
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деления первичной структуры. Для протеолитического гидролиза исполь­
зуют ферменты животного, грибного и бактериального происхождения, 
которые классифицируют как гидролазы.

В микробиологии для гидролиза мяса применяют не индивидуаль­
ные протеазы, а их комплексы, т.е. ферментные системы животных про­
теаз -  фарш поджелудочной железы крупного рогатого скота или свиней, 
ткани желудка, сухие ферментативные препараты на их основе. Напри­
мер, при гидролизе говяжьего мяса с целью получения питательной сре­
ды к фаршу говядины добавляют поджелудочную железу в виде фарша 
или высушенного ферментативного препарата панкреатина. Поджелу­
дочная железа вырабатывает несколько ферментов: трипсин, химотрип- 
син, карбоксипептидазы. На долю трипсина выпадает до 74% протеазной 
активности панкреатического сока, на долю химотрипсина 20% и карбок- 
сипептидаз - 6%.

Известны ферменты растительного происхождения, из которых 
наибольшее применение получили папаин, фицин, бромелайн. Папаин 
получают из дынного дерева, фицин -  из сока плодов фигового дерева, а 
бромелайн -  из зрелых стеблей ананаса.

Растительные ферменты являются очень активными протеолитиче­
скими ферментами. Они имеют более низкую специфичность, чем жи­
вотные ферменты, но способны более глубоко расщеплять белки, как 
растительного, так и животного происхождения (Л.Я. Телишевская, 
2000). Ферменты этой группы считаются перспективными для гидролиза 
рыбного сырья.

Многие виды микроорганизмов вырабатывают активные протеоли­
тические ферменты. Протеазы микробной природы получают из грибов, 
актиномицетов, бактерий, бацилл, используя для этой цели культураль­
ную жидкость, мицелий или бактериальную массу. Ферменты, получае­
мые от микроорганизмов, широко используют в пищевой и легкой про­
мышленности, медицине и сельском хозяйстве. К ферментам микробного 
и грибного происхождения относят, например, субтилизин, термолизин, 
каназу, розим и многие другие.

Изучение возможности получения и применения гидролизатов на­
чалось в связи с потребностями бактериологии и терапии. Первые шаги 
по получению и применению гидролизатов в микробиологии были сдела­
ны Робертом Кохом и Леффлером. Эти ученые получали гидролизаты и 
на их основе готовили питательные среды для культивирования микроор­
ганизмов. В 1913 г. В. Хенрике и А. Андерсен впервые использовали с 
целью терапии животных внутривенное введение ферментативного гид­
ролизата мяса. В это же время Хоттингер предложил методику изготов­
ления сред из продуктов тритического расщепления белка, которая яви­
лась исключительно важным шагом в развитии микробиологии и не уте­
ряла своего значения и на сегодняшний день.

В настоящее время гидролиз белкового материала проводят для 
решения многочисленных задач человеческой деятельности для получе­
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ния пищевых продуктов, расширения ассортимента кормов и улучшения 
их качества, изготовления пищевых и кормовых добавок, биологических 
препаратов, питательных сред, для переработки быстро портящегося сы­
рья и т.д.

В медицине и ветеринарии, животноводстве и звероводстве, микро­
биологии и вирусологии белковые гидролизаты используют для удовле­
творения потребностей микро- и макроорганизмов в органических соеди­
нениях азота (в первую очередь, аминокислотах и пептидах). В бактерио­
логии гидролизаты, в основном ферментативные, применяют в качестве 
основ питательных сред или азотсодержащих добавок. В связи с тем, что 
белковые гидролизаты являются богатым источником аминокислот и 
пептидов, их используют для лабораторного и промышленного культиви­
рования наиболее прихотливых к питательным средам видов микроорга­
низмов: молочнокислых, пастереллезных, гемофильных и других.

Гидролизаты успешно используют в вирусологии. Например, гид­
ролизаты из эмбриональных тканей и полученные на их основе питатель­
ные среды обеспечивают нормальное развитие и рост клеток почки телят, 
крольчат, эмбрионов свиней и коров.

Немаловажным назначением гидролизатов для нужд биологической 
промышленности является применение их в качестве защитных сред при 
лиофильной сушке биологических препаратов. Наряду с такими вещест­
вами, как обезжиренное молоко, сахароза, сывороточный альбумин и 
другими, пептон и гидролизат желатина способны предохранять клеточ­
ный материал от криоповреждений. Кроме этого, гидролизаты использу­
ют в составе растворителей некоторых лиофильно высушенных вирусных 
вакцин (Л.Я. Телишевская, 2000).

К качеству гидролизатов предъявляются определенные требова­
ния, зависящие от их назначения. Основным критерием оценки качества 
гидролизатов, используемых для пищевых целей, является аминокислот­
ный состав, т.е. полноценность в отношении незаменимых аминокислот и 
их оптимальное соотношение с заменимыми аминокислотами (М.П. Чер­
ников, 1975).

В диетологии используют гидролизаты высокой степени очистки, 
имеющие приятный запах и вкус, не обладающие аллергическим дейст­
вием. Гидролизаты для парентерального применения должны иметь пре­
имущественное содержание аминокислот и коротких пептидов. В случае 
перорального применения допускается использование гидролизатов, со­
держащих более крупные соединения, т.е. поли- и олигопептиды.

Гидролизаты, применяемые для приготовления питательных сред, 
должны иметь высокую степень очистки, наличие не менее восьми неза­
менимых аминокислот, а также не менее пяти полунезаменимых (арги­
нин, гистидин, глутамин, цистин, тирозин).

В остальном, по аминокислотному и пептидному составу гидроли­
заты, предназначенные для приготовления питательных сред, не имеют 
строгих ограничений.
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Для культивирования большинства производственных штаммов па­
тогенных микробов в качестве амино-кислотно-пептидной основы пита­
тельных сред используют гидролизаты средней степени расщепления. 
Для выращивания прихотливых, требовательных к питательной среде 
бактерий, среды готовят из гидролизатов высокой степени расщепления 
(глубокие гидролизаты). Гидролизаты с низкой степенью ферментации 
белков, содержащие высокомолекулярные пептиды, применяют для при­
готовления сред, которые предназначаются для культивирования токси­
нообразующих видов с целью синтеза токсинов.

Основным требованием, предъявляемым к гидролизатам, является 
обеспечение роста микроорганизмов в средах, приготовленных из них.

2.3.2. Получение обычных сред из мяса 
в лабораторных условиях

К средам мясного происхождения относят мясную воду, мясо- 
пептонный бульон, мясо-пептонный печеночный бульон (МППБ), мясо- 
пептонный агар, мясо-пептонный полужидкий агар (МППЖА).

Исходным материалом для приготовления указанных сред в лабо­
раторных условиях служит мясная вода, которую готовят из говядины 
или конины. Чаще всего для приготовления мясной воды используют го­
вядину, так как конина является в наше время дефицитным продуктом. 
Говяжье мясо освобождают от костей, жира, фасций, сухожилий, пропус­
кают через мясорубку, заливают дистиллированной водой в соотношении 
1:2, экстрагируют в холодильнике 24 часа, варят 1,5-2 часа, доливая вы­
кипающее количество жидкости водой до первоначального объема, 
фильтруют, фасуют в пробирки, колбы, закрывают ватно-марлевыми 
пробками, стерилизуют в автоклаве при 1,5 атм. 30 минут, хранят и ис­
пользуют по назначению.

Мясо-пептонный бульон готовят из мясной воды, к 1 л которой до­
бавляют 1% пептона и 0,5% натрия хлорида. Мясная вода имеет кислую 
реакцию, поэтому приготовленный бульон подщелачивают 10%-ным рас­
твором едкого калия или натрия гидроокиси, кипятят 20-30 минут и про­
веряют рН с помощью рН-метра любой марки согласно инструкции, при­
лагаемой к прибору.

В процессе кипячения отмечают уровень бульона и выкипающее 
количество его доводят до первоначального объема путем добавления 
дистиллированной воды. Можно сразу добавить 10% воды на выкипание. 
Для стабилизации рН рекомендуют к бульону добавлять фосфатные бу­
ферные смеси, приготовление которых отражают данные таблицы 2, при­
веденные ниже.

После окончательного установления рН бульон кипятят вторично, 
но лучше последнее кипячение заменить автоклавированием при 1 атм в 
течение 30 минут. После кипячения или автоклавирования расфасовыва­
ют в бутыли и оставляют для отстаивания. В процессе отстаивания хло- 
росаждаются белки, что обеспечивает прозрачность бульона. По мере не­
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обходимости бульон фильтруют через полотняный фильтр или через 3-4 
слоя фильтровальной бумаги, расфасовывают по пробиркам и стерили­
зуют при 1 атм. 30 минут. После стерилизации окончательно устанавли­
вают рН и используют по назначению.

Таблица 2 - Приготовление фосфатной буферной смеси
Соотношение

объемов
растворов

рН
6,47 6,98 7,17 7,38 7,73 8,04 8,34

Na2HPO4 3 6 7 8 9 0,5 9,75
KH2PO4 7 4 3 2 1 0,5 0,25

Для получения фосфатной смеси готовят 1/15 М растворы фосфата 
калия однозамещенного и фосфата натрия двузамещенного (выветренно­
го), но следующей пропорции: KH2PO4 - 9,078 г на 1 л дистиллированной 
воды и Na2HPO4 2H20  -  11,876 г также на 1 л воды. В зависимости от 
требуемого рН, растворы смешивают в определенных объемах, как ука­
зано в таблице 2.

В лаборатории МПБ можно готовить из сухих порошков или паст, 
выпускаемых биопромышленностью. Порошки и пасты поступают в про­
дажу герметически упакованными с указанием их состава и рецепта при­
готовления питательной среды.

Для приготовления МППБ используют печеночный отвар и МПБ. 
Печень тщательно промывают, нарезают мелкими кусочками, заливают 
водой в соотношении 1:1, кипятят 1 час, доливая выкипающую воду до 
первоначального объема, фильтруют, разливают в колбы и стерилизуют 
при 1 атм. 40 минут. Затем, отвар смешивают с МПБ в соотношении 1:1 
или 1:3, доводят до кипения, добавляют 1,25 г/л натрия хлорида, устанав­
ливают рН 7,5-7,7, кипятят 15 минут, фильтруют, разливают в пробирки и 
колбы, стерилизуют при 1 атм в автоклаве 40 минут, после чего МППБ 
считают подготовленным к использованию.

Для получения мясо-пептонного агара в МПБ добавляют 2,5-3% 
тщательно промытого, мелко нарезанного агар-агара, колбу подогревают 
на огне до расплавления агара, устанавливают рН, не охлаждая смесь, 
при необходимости фильтруют через ватно-марлевый фильтр, разливают 
по пробиркам и автоклавируют при 1 атм. 30 минут. После автоклавиро­
вания необходимое количество пробирок скашивают, а затем на застыв­
шую плотную поверхность производят посев патматериала или изучае­
мой культуры микроорганизмов. Оставшиеся пробирки с нескошенной 
средой можно хранить и использовать по мере необходимости в течение 
месяца и более, но во избежание высыхания среды, пробирки плотно за­
крывают резиновыми пробками.

Мясо-пептонный полужидкий агар готовят по той же методике, что 
и МПА, с той лишь разницей, что в МПБ добавляют 0,25-0,3% агара.

МППЖА можно готовить непосредственно из мясной воды. Для
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этого к мясной воде добавляют 1% пептона, 0,5% двухосновного фос­
форнокислого натрия, 0,5% поваренной соли и 0,22-0,25% высококачест­
венного агара (корсаковского) или фирмы «Нобле», «Дифко». Ингреди­
енты (пептон, соль, агар-агар) необходимо добавлять при обязательном 
помешивании среды. Кроме указанных ингредиентов, с расчетом на вы­
кипание, добавляют воду. После растворения в среде пептона, соли, ага­
ра, 10%-ным раствором NaOH устанавливают рН 7,6-7,8. Раствор едкого 
натрия надо добавлять постепенно, перемешивая среду. После установ­
ления рН среду кипятят 30 минут и переливают из варочного котла в бу­
тыль для отстоя. Затем отстоявшуюся среду фильтруют через плотный 
слой гигроскопической ваты, лучше через ватно-марлевый фильтр. Про­
фильтрованный полужидкий агар стерилизуют при 115оС в течение 40 
минут. Среда после стерилизации должна быть прозрачной и иметь соло­
менно-желтый, но не коричневый цвет. Среду расфасовывают по пробир­
кам (стерильным) в условиях стерильного бокса, закрывают ватно­
марлевыми пробками и контролируют на стерильность путем выдержи­
вания в термостате в течение 48 часов.

2.3.3. Получение общеупотребляемых сред из мяса для 
производственных нужд

Промышленное производство биопрепаратов для диагностики ин­
фекционных болезней, их профилактики и лечения больных животных 
диктует необходимость приготовления питательных сред в больших объ­
емах. Поэтому питательные среды для производственных нужд готовят в 
специальных реакторах -  сосудах большой емкости (500-1000 л), которые 
оборудованы электронагревательными приборами, механической мешал­
кой, терморегуляторами.

В биологической промышленности для культивирования большин­
ства патогенных микроорганизмов бактериальной природы служит буль­
он Хоттингера, приготовленный из основного перевара Хоттингера.

Для приготовления перевара используют фарш из мяса крупного 
рогатого скота, освобожденного от костей, жировой клетчатки, связок и 
сухожилий. Мясо необходимо брать свежее, но остывшее на протяжении 
суток после убоя животных. Не рекомендуют брать мясо очень старых 
животных, так как среды, полученные из него, плохо фильтруются и да­
ют большой осадок после стерилизации. На 1 кг фарша добавляют 1,5 
литра дистиллированной или водопроводной воды, подогретой до темпе­
ратуры 40-42оС, тщательно перемешивают, смесь подщелачивают хими­
чески чистыми двууглекислой содой (ГОСТ 2156-76) или 10%-ным рас­
твором едкого натрия гидроокиси (ГОСТ 4328-77) до рН 7,8-8,0. На 1 
литр смеси добавляют 150-200 г очищенной от оболочек и измельченной 
на мясорубке поджелудочной железы крупного рогатого скота или 20-30 
г панкреатина и 80 см химически чистого хлороформа.

После добавления ингредиентов, смесь перемешивают и оставляют 
для переваривания при температуре 40-42оС в течение 4-5 суток.
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Первые шесть часов смесь перемешивают каждый час, а затем - 3-4 
раза в сутки. В процессе переваривания ежедневно определяют рН и в 
случае снижения концентрации водородных ионов перевар подщелачи­
вают до 7,8-8,0 добавлением 10%-ного раствора едкого натрия гидрооки­
си. После истечения срока переваривания фарш превращается в рыхлый 
сероватый осадок, над которым при правильном переваривании верхний 
слой жидкости имеет соломенно-желтый цвет.

Падение процентного содержания триптофана, начиная с 350-300 
мг%, свидетельствует о готовности перевара. К этому времени рН стаби­
лизируется в пределах 7,8-8,0.

Химические показатели качественного перевара:
- общего азота -  800-1200 мг%;
- аминного азота -  600-900 мг%;
- триптофана -  100-200 мг%.
При необходимости перевар Хоттингера можно хранить до одного 

месяца при 18оС, для чего к нему добавляют хлороформ из расчета 10 см3 
на 1 литр перевара.

Бульон Хоттингера готовят из прозрачной жидкости основного пе­
ревара, которую разводят дистиллированной или водопроводной водой 
до содержания в бульоне 280-300 мг% аминного азота и добавляют 0,2­
0,5% пептона (ГОСТ 13805-76), 0,5% поваренной соли (ГОСТ 4238-77), 
0,3% химически чистого двуосновного фосфорнокислого натрия (ГОСТ 
11773-76) и 10% воды на выкипание. Среду кипятят в течение 30 минут. 
В процессе кипячения устанавливают рН 7,8-8,0, добавляя 10%-ный рас­
твор едкого калия или натрия гидроокиси, затем снова кипятят 1 час и ос­
тавляют в том же варочном котле для остывания на 1-2 часа. Затем среду 
фильтруют до полной прозрачности через плотный слой ваты и марли 
или же через пластины Зейтца марки «Ф». После фильтрации среду пере­
качивают в другой заранее подготовленный стерильный реактор, стери­
лизуют при 120-180оС в течение 45-50 минут, рН готовой среды - 7,4-7,6.

Оптимальное значение рН питательных сред зависит от вида куль­
тивируемых микроорганизмов и устанавливается экспериментатором.

Приготовление мясо-пептонного бульона из переваров Хоттингера 
является более экономичным, чем приготовление его из мясной воды, т.к. 
из одного и того же количества мяса получают в 5-10 раз больше бульо­
на. К тому же присутствие в переварах значительного количества амино­
кислот создает буферность, а следовательно, и большую стабильность рН 
среды.

Необходимо отметить, что окончание процесса переваривания мяса 
по Хоттингеру характеризуется следующими признаками:

- на дне бутыли образуется пылевидный осадок;
- жидкость над осадком просветляется и принимает соломенно­

желтый цвет;
- перевар легко фильтруется;
- реакция на триптофан с бромной водой положительная, т.е. при
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добавлении в пробирку с 3-4 см фильтрованного перевара 3-4 капель 
бромной воды жидкость приобретает розово-фиолетовый цвет.

Важным компонентом мясных гидролизатных сред является пеп­
тон. Для его приготовления свиные желудки тщательно очищают от жира 
и пленок, а затем пропускают через мясорубку. Полученный фарш закла­
дывают в емкость (бутыль, реактор) из расчета: 250 г фарша на 1 литр 
дистиллированной воды и подогревают до 50оС, добавляют соляной ки­
слоты (удельный вес 1,19) 10 см и проверяют рН, значение которого 
должно быть не ниже 2,0. Смесь помещают в термостат на переварива­
ние, которое ведут при 50оС в течение 24 часов. Полученный пептон про­
гревают при 100оС в течение 30 минут, фильтруют через гигроскопиче­
скую вату и подщелачивают 10%-ным раствором NaOH до щелочной ре­
акции. После этого пептон фильтруют через бумажный фильтр, расфасо­
вывают в колбы и стерилизуют в автоклаве при 115оС в течение 30 ми­
нут.

В РБ пептон микробиологический для бактериальных питательных 
сред не готовят. В России «Пептон микробиологический» производства 
ОАО «Мясокомбинат Раменский» разработан как аналог «Пептона фер­
ментативного» по ГОСТ 13805. В качестве сырья для производства этого 
пептона использовали отходы медицинской (эндокринной), биологиче­
ской промышленности и мясокомбинатов.

Значимую работу по изучению пептона производства ОАО «Мясо­
комбинат Раменский» провели З.Ф. Богаутдинов, Л.Я. Телишевская, Е.С. 
Вылегжанина, Е.А. Тимошкина и А.А. Алешин (2001).

Для характеристики пептона по химическому составу и физико­
химическим свойствам в ТУ включены следующие показатели: содержа­
ние влаги, золы, нерастворимых примесей, общего и аминного азота, зна­
чение рН 1%-ного раствора. Авторы при испытании ростообеспечиваю­
щей способности пептона в составе питательных сред проводили опыты с 
пятью тест-штаммами, общепринятыми при контроле ростовой способ­
ности сред: Staphylococcus aureus штамм Лоссманов, Escherichia coli шт. 
675, Enterococcus faecalis 6783, Shigella flexneri 1Q 8516, Corynebacterium 
xerosis 1911.

Питательные среды готовили на основе мясной воды и вносили в 
их испытуемый пептон и хлорид натрия в количестве 1%. Коррекцию рН 
среды проводили, учитывая оптимальное значение показателя, для куль­
тивируемых микроорганизмов (7,0-7,4). Среду кипятили, расфасовывали 
в пробирки, закрывали ватно-марлевыми пробками и стерилизовали при 
120оС в течение одного часа.

В качестве контрольных сред экспериментаторы использовали 
МПБ на основе той же мясной воды с добавлением пептона Семипала­
тинского мясокомбината (контроль № 1) и фирмы Дифко (контроль №2).

Исследователи провели оценку интенсивности роста бактериаль­
ных культур, типичности морфологии бактерий, изучили характер роста 
микробов на жидких и плотных питательных средах. Помимо этого, они

3
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апробировали возможность использования испытуемого пептона в соста­
ве сред Г исса, применяемых при изучении биохимических свойств бакте­
рий.

В результате опытной работы установлено, что «Пептон микробио­
логический», предложенный в качестве пептидного компонента для пита­
тельных сред, представляет собой сухой сыпучий порошок от бежевого 
до кремового цвета, имеющий специфический запах белкового гидроли­
зата. Он хорошо растворяется в воде с образованием прозрачного или же 
слегка мутного раствора, который легко осветляется путем фильтрова­
ния.

Физико-химические свойства экспериментальных серий пептона 
отвечали требованиям ГОСТа 13805 «Пептон ферментативный».

Пептон опытных серий в составе питательных сред обеспечивал 
рост микроорганизмов, не уступающий по интенсивности их росту в кон­
трольных средах. Бактериальные клетки по морфологии и тинкториаль- 
ным свойствам были типичными. В средах Гисса с испытуемым пепто­
ном тест-штаммы микроорганизмов вызывали ферментацию углеводов, 
типичную для засеянных бактерий. Характер роста на жидких и плотных 
питательных средах был визуально оценен авторами как типичный. Про­
веденная опытная работа позволила авторам рекомендовать пептон про­
изводства ОАО «Мясокомбинат Раменский» использовать в составе пи­
тательных сред наравне с пептоном других производителей, как для 
культивирования микроорганизмов, так и для изучения биохимических 
свойств с диагностической целью.

Интересная работа по получению комбинированного пептона из 
непищевых белков животного и растительного происхождения была про­
ведена на Грузинском биокомбинате Н.И. Таварткиладзе, Ц.А. Ментана- 
швили, З.А. Агаповой (1980). Они приготовили пептон из тунгового 
жмыха (отход маслоэкстрактивного производства) и отхода сывороточ­
ного производства -  фибрина. Полученный после высушивания комби­
нированный пептон имел показатели качества, которые укладывались в 
требования, предъявляемые к бактопептонам. Комбинированный пептон 
из тунгового жмыха и фибрина в соотношении 1: 1 имел следующие пока­
затели качества: значение рН - 6,8-7,2, содержание полипептидов - 80­
92%, общего азота - 12-13%, аминного азота - 4-4,3%, триптофана - 1,2­
1,7%, содержание хлоридов составило 0,07-0,4%, влаги - 4-5,9% и золы - 
7-7,6%.

Авторы считают, что использование фибрина и тунгового жмыха в 
качестве сырья для получения пептона является перспективным и эконо­
мически выгодным.

В современном производстве биологических препаратов достаточ­
но остро стоит проблема механизации и автоматизации технологических 
процессов, в том числе и механизации приготовления питательных сред.

На Сумской биофабрике В.А. Рахмановым была разработана и экс­
плуатируется механизированная установка для составления и подготовки
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сред на основе перевара Хоттингера и подачи их в производственные це­
ха.

Установка (рис. 2) состоит из реакторов 1 и 2 емкостью 630 л каж­
дый с перемешивающим устройством рамного типа, фильтров 3 и 4 с 
тканевой и ватно-марлевой фильтрующей перегородкой, систем трубо­
проводов различного назначения и контрольно-измерительных приборов. 
К реакторам подведены коммуникации сжатого воздуха 13, вакуума 12 и 
деминерализованной воды 10. Воздушкой 11 реакторы связаны с атмо­
сферой.

Рисунок 2 - Установка для изготовления под давлением питательных 
сред из ферментативных переваров

Порядок работы установки следующий. С помощью вакуума в ре­
актор 1 через штуцер 7 загружается расчетное количество перевара Хот- 
тингера и тритического перевара казеина, добавляется деминерализован­
ная вода, дозирование которой производится с помощью мерной линейки 
6. Смесь подогревается до температуры 60оС, а затем добавляется пептон 
и соляная кислота. После перемешивания температуру в реакторе дово­
дят до 107- 110оС, выдерживают смесь при этой температуре в течение 30 
минут, а затем содержимое реактора 1 перекачивают в реактор 2, про­
фильтровав через 2-3 слоя бязи на фильтре 3. Реакцию фильтрата уста­
навливают в пределах 7,6-7,8, добавляют к нему необходимое количество 
двухосновного фосфорнокислого натрия, одноосновного фосфорнокисло­
го калия, химически чистой поваренной соли и желатина, после чего при 
температуре 95-98оС устанавливают рН 8,0-8,2 - 4%-ным раствором хи­
мически чистого едкого натра. Затем закрывают люк и температуру сре­
ды доводят до 107-110оС. После шестидесятиминутной выдержки при пе­
риодическом перемешивании среду фильтруют через ватно-марлевую 
перегородку, размещенную в фильтре 4 и по трубопроводу подают в про­
изводственный цех-потребитель.

Краны 8 служат для взятия проб при промежуточных анализах. 
Раздаточные трубопроводы 9 до и после подачи среды в цех-потребитель 
промывают водой и стерилизуют паром.
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При изготовлении полужидких питательных сред из мясо­
пептонного бульона в реактор 2 загружается нерасплавленный агар-агар, 
двухосновной фосфорнокислый натрий и мясо-пептонный бульон. Смесь 
подогревают, постоянно перемешивая, до 95-96оС, двухуглекислой содой 
или 4%-ным раствором NaOH устанавливают рН 7,6-7,8, затем темпера­
туру среды доводят до 110оС и выдерживают в течение 30 минут. После 
этого среду можно подавать в цеха-потребители.

Рисунок 3 - Установка для изготовления мясо-пептонного бульона

На рисунке 3 показана установка для изготовления мясо­
пептонного бульона. Расчетное количество фарша из говяжьего мяса, по­
ступающего из мясо-сырьевого (подготовительного) цеха в емкости 9, ус­
тановленной на тележке, разбавляют деминерализованной водой до теку­
чего состояния и с помощью вакуума по трубопроводу загружают в реак­
тор 1, затем добавляют соль и недостающее количество деминерализо­
ванной воды. Смесь нагревают до 107-110оС и, периодически перемеши­
вая, выдерживают при этой температуре в течение 40-50 минут. Мясной 
настой по трубе подают в реактор 2, куда добавляют пептон и деминера­
лизованную воду и выдерживают при 107-110оС в течение 20-30 минут.

Мясо-пептонный бульон, готовый к использованию, фильтруют на 
фильтре 7 и по трубопроводу подают в цеха-потребители. С целью ис­
ключения попадания фарша в мясной настой на нижнем конце трубы ре­
актора 1 установлен перфорированный заборный патрубок 10, который 
закрыт двойным слоем капронового сита № 30. Реактор оборудован ниж­
ним выпуском 15, предназначенным для выгрузки использованного фар­
ша. Сжатым воздухом он выдавливается в контейнер 8, в котором и по­
ступает в цех утилизации отходов.

Штуцер 5 предназначен для выгрузки в стеклянные бутыли мясного
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настоя, который стерилизуют в паровых автоклавах и используют при из­
готовлении питательных сред, а штуцер 6 -  для отбора проб при проме­
жуточных анализах мясо-пептонного бульона.

Использование установок для изготовления питательных сред по­
зволяет свести до минимума трудоемкие ручные операции аппаратчиков- 
средоваров и насыщение воздуха производственных помещений водяны­
ми парами.

2.3.4. Питательные среды из сырья 
различного происхождения

В настоящее время заслуживают внимания три основных пути оп­
тимизации и совершенствования питательных сред. К первому относят 
внесение в среды различных питательных добавок и стимуляторов роста 
выращиваемых микроорганизмов. Второй путь связывают с поиском ис­
точников нового сырья, богатого белками для приготовления питатель­
ных основ, среди которых особое место отводят белковым гидролизатам. 
По мнению Г.П. Трошкова и др.(2006), в последнее время ведутся иссле­
дования, связанные с возможностью использования белковых гидролиза­
тов из отходов мясной, молочной, рыбной, птицеперерабатывающей 
промышленности. Третий путь -  это разработка способов повышения ка­
чества сырья, используемого для приготовления микробиологических 
сред, направленных на увеличение в нем биологически активных компо­
нентов. Приготовление качественных питательных сред из природного 
сырья имеет определенные трудности, что объясняется, прежде всего, 
снижением качества самого сырья, в частности, мяса и растительных 
объектов, в связи со сложной экологической обстановкой и антропоген­
ным воздействием на окружающую среду. В сырье могут содержаться 
антибиотики, химикаты, токсические продукты, что негативно отражает­
ся на процессе культивирования и приросте биомассы микроорганизмов в 
средах, приготовленных из такого сырья.

Перспективным сырьем для приготовления белковых основ пита­
тельных сред является биомасса дрожжей. Экстракты и гидролизаты из 
дрожжей применяли в составе питательных сред как пептидные и вита­
минные добавки, а после глубокого автолиза или гидролиза -  в качестве 
белковых основ питательных сред для культивирования различных видов 
микроорганизмов, о чем свидетельствуют работы В.И. Бобрышева с соав­
торами (1980), В.Н. Милютина с соавторами (1982), Б.М. Раскина (1985), 
М.В. Антонычевой (2012), З.З. Султанова (2008). Различают кормовые, 
пекарские и пивные дрожжи. По своему составу наиболее близки к мясу 
говядины пекарские дрожжи, содержащие до 52-56% протеинов. Ю.А. 
Козлов (1950), М.О. Биргер (1982), З.З. Султанов (2009) считают, что ав­
толизат пекарских дрожжей по физико-химическому составу близок к 
триптическому перевару по Хоттингеру.

В связи с отмеченным полагаем уместным привести общую харак­
теристику дрожжей, строение дрожжевой клетки, ее химический состав,
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способы наращивания биомассы этих микроорганизмов.
Дрожжи -  безмицелиальные, не образующие хлорофилла однокле­

точные грибы. Дрожжевые клетки бывают яйцевидной, эллипсоидальной, 
овальной или палочковидной формы, величиной 5-7х8-11 мкм, удлинен­
ные формы могут быть величиной 20 мкм и более. Дрожжи являются ге- 
теротрофами с окислительным или бродильным типом метаболизма. 
Наиболее роаспространенным способом размножения дрожжей является 
почкование, реже они размножаются делением. Описан и половой способ 
размножения. При половом размножении после слияния ядер двух клеток 
зигота превращается в аску, диплоидное ядро делится 2-3 раза и образу­
ются 4 или 8, а иногда 12 аскоспор. Каждая аскоспора может прорастать в 
новую вегетативную клетку. Пекарские дрожжи относят к семейству Sac- 
charomycetaceae, роду Saccharomyces, виду S. cerevisiae. В природе 
дрожжи находятся в почве, на поверхности растений, плодов, ягод.

Строение дрожжевой клетки аналогично строению эукариотиче­
ских клеток, т.е. она имеет клеточную стенку, цитоплазматическую мем­
брану, цитоплазму, ядро, эндоплазматический ретикулум, аппарат Голь­
джи, митохондрии, рибосомы, вакуоли.

Средний элементарный химический состав дрожжевых клеток ха­
рактеризуется следующими данными (в процентах) по Е.А. Скиба (2010):

- углерода -  47;
- водорода -  6,5;
- кислорода -  31;
- азота -  7,5-10;
- фосфора -  1,6-3,5;
- кальция -  0,3-0,8;
- калия -  1,5-2,5;
- магния -  0,1-0,4;
- серы -  0,2.
В дрожжах содержатся такие микроэлементы, как железо, медь, 

цинк, молибден. Прессованные дрожжи содержат 25-28% сухих веществ 
и 72-75% воды. Сухие вещества представлены следующими компонента­
ми (в процентах):

- белок -  37-50;
- общий азот -  6-8;
- безазотистые вещества -  35-45;
- жир -  1,5-2,5;
- зола -  6-10.
Дрожжевые клетки богаты витаминами, особенно группы В, и эр- 

гостерином - провитамином Д. Они содержат:
- витамин В1 -  тиамин, аневрин;
- витамин В2 -  рибофлавин;
- витамин В3 -  пантатеновая кислота;
- витамин В5-РР -  никотиновая кислота;
- витамин В6 -  пиридоксин;
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- витамин В8 -  инозит;
- витамин Н -  биотин;
- парааминобензойную кислоту.
В состав дрожжей входит смесь истинных жиров (глицеридов жир­

ных кислот) с фосфолипидами (лецитин, кефалин) и стеролами (эргосте- 
рол). В основном, жир дрожжей состоит из насыщенных кислот жирного 
ряда: олеиновой, линоленовой, пальмитиновой и стеариновой. В дрожжах 
содержатся углеводы в количестве от 35 до 45%, которые представлены 
главным образом полисахаридами (гликоген, маннан, глюкан) и входит в 
состав протоплазмы и клеточной оболочки. Глюкан, маннан, трегалозу, 
гликоген считают нормальными компонентами дрожжевой клетки. Диса­
харид трегалоза является значимым источником энергии в клетке. Дрож­
жи содержат фосфор, серу, калий, железо, кальций, магний, марганец. 
Фосфор находится в молекулах нуклеиновых кислот, фосфолипидов, ко- 
ферментов. Сера входит в состав аминокислот, витаминов, ферментов. 
Калий необходим клетке как питательный элемент и стимулятор ее раз­
множения. Железо находится в составе цитохромов, пероксидазы, катала­
зы и других ферментов, участвующих в процессе дыхания. Магний и 
марганец ускоряют потребление клеткой глюкозы. Многие микроэлемен­
ты в составе ферментов, витаминов и других соединений влияют на ско­
рость и характер различных биохимических процессов.

При выращивании хлебопекарских дрожжей готовят питательную 
среду, обеспечивающую быстрый рост и размножение дрожжевых кле­
ток. Основным сырьем в производстве пекарских дрожжей служит ме­
ласса, которую используют во всем мире для получения питательной 
среды для этих бактерий. Однако, в качестве сырья могут быть использо­
ваны крахмальные материалы после их гидролиза бактериальными или 
грибными амилазами. Перспективным сырьем считают целлюлозу, а 
также депротенизирующую молочную сыворотку.

На жизнедеятельность дрожжевых клеток оказывают влияние сле­
дующие факторы:

- состав питательной среды;
- концентрация действующих веществ;
- рН среды;
- температура и аэрация среды.
Питательная среда должна содержать все необходимые вещества 

для роста и размножения дрожжей. По мнению Е.А. Скиба (2010), ско­
рость роста дрожжей обусловливается осмотическим давлением водорас­
творимых веществ среды и концентрацией клеточного сока дрожжей. Ис­
следователь считает, что осмотическое давление внешней среды должно 
быть ниже, чем осмотическое давление клеточного сока, что способству­
ет усвоению птитательных веществ дрожжевой клеткой.

Чем больше разница в величине осмотического давления в клетке и 
среде, тем быстрее накапливается биомасса дрожжей. Оптимальное зна­
чение рН питательной среды для размножения дрожжей составляет от 4,5
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до 5,5. Дрожжи относятся к мезофильным микроорганизмам, темпера­
турный оптимум для них составляет 20-30оС. Аэрация среды способству­
ет непрерывному снабжению клеток кислородом, удалению образующе­
гося углекислого газа, доставке питательных веществ к клеткам, поддер­
жанию бактерий во взвешенном состоянии.

При выращивании дрожжей по воздушноприточному способу раз­
личают три периода:

- I период -  разбраживание дрожжей(1ч);
- II период -  накопление дрожжевой массы (7-14 ч);
- III период -  дозревание дрожжей (0,5-1,5 ч).
В первом периоде дрожжи переводятся из состояния покоя в со­

стояние почкования. В это время перестраивается ферментативный ком­
плекс клетки. К концу периода разбраживания идет формирование моло­
дых почек дрожжей. Под микроскопом можно заметить выпячивание 
протоплазмы или молодые почки размером 1-2 мкм.

Во втором периоде начинается собственно рост дрожжевой клетки. 
При этом количество почкующихся клеток растет. Интенсивность накоп­
ления биомассы характеризуется скоростью роста и размножения дрож­
жевых клеток.

По мнению М.В. Антонычевой (212), А.Б. Мазруко (2016), аутоли­
заты и экстракты дрожжей давно заняли видное место в изготовлении пи­
тательных сред. Классический способ получения аутолизата пекарских 
дрожжей при воздействии внутриклеточных протеоз -  прогревание сус­
пензии клеток при 60оС в течение 2 суток. Полученный таким способом 
аутолизат дрожжей Saccharomyces cerevisiae представляет собой препарат 
45-55%-ного расщепления белка, содержащий 250-300 мг% общего азота 
и 75-150 мг % - аминного. Получаемые продукты гидролиза имеют ха­
рактер смесей органических веществ, и требуются дополнительные ма­
нипуляции (осветление, очистка), чтобы выделить наиболее важный ком­
понент. Одним из приемов выделения действующего начала является 
экстракция. Экстракты широко используют как источник витаминов и 
аминокислот в изготовлении питательных сред для прихотливых бакте­
рий.

М.В. Антонычева (2012) на основе автолизата пекарских дрожжей 
разработала плотные и жидкие питательные среды для выращивания 
чумного микроба. По ее данным предложенные среды на основе гидроли­
зата пекарских дрожжей, по биологическим показателям соответствуют 
требованиям, предъявляемым к средам для культивирования чумного 
микроба.

Для производства микробного белка М.Ю. Кабулова использовала 
дрожжи местной селекции и питательную среду из растительной массы 
горца сахалинского. Автор изучала химический состав зеленой массы 
горца сахалинского в зависимости от фаз развития растения, которая со­
держит в своем составе, в среднем: сухого вещества - 23,24%, протеина - 
1,85%, жира - 0,98%, клетчатки - 8,5%, золы - 1,27%, БЭВ - 10,64%. Она
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рекомендовала готовить питательную среду из упомянутого растения и 
применять ее для производства микробного белка.

З.З. Султанов (2008) разработал технологию получения панкреати­
ческих гидролизатов из минтая, хека, путассу и ставриды. Гидролизаты 
из этих видов рыб по содержанию общего, аминного азота, пептонов и по 
аминокислотному составу оказались пригодными для приготовления пи­
тательных сред, предназначенных для культивирования многих видов 
микроорганизмов.

Н.Н. Ткаченко (2009) считает, что полноценность гидролизата зави­
сит от качества используемого сырья, которое должно содержать макси­
мальное количество полноценного белка, витаминов, микро- и макроэле­
ментов, быть экологически чистым и безвредным, легко воспроизводи­
мым, доступным, обеспечивать экономическую эффективность примене­
ния. С учетом этих требований она использовала для приготовления пи­
тательных сред калифорнийских червей и молоки лососевых рыб. Био­
масса калифорнийских червей значительно превосходит мясное сырье по 
содержанию протеина (от 68 до 82%) и не уступает ему по количеству не­
заменимых аминокислот, витаминов, микро- и макроэлементов. Молоки 
лососевых рыб содержат до 16,3% белка, в большом количестве - фосфор, 
натрий, магний, калий, железо, витамины -  Вь В2,В12, РР, С, жирные ки­
слоты омега-3, протамины. Питательные среды, приготовленные на осно­
ве гидролизатов калифорнийских червей и молок лососевых рыб, обеспе­
чивали рост всех тест-штаммов микроорганизмов и многих других видов 
бактерий.

Н.И. Пенькова выявила необходимость изыскания новых доступ­
ных и экономически оправданных компонентов, использование которых 
позволит усовершенствовать имеющиеся и разработать новые эффектив­
ные питательные среды для молочнокислых бактерий. Автор установила 
возможность использования тибетского молочного гриба и каллизии ду­
шистой для приготовления питательных сред и культивирования на них 
лактобактерий. Действительно, в тибетском молочном грибе (настой) со­
держатся витамины (В1, В2,В12, РР, А, Д), лизин солянокислый, пролин, 
валин, треонин, фенилаланин, калий, кальций, железо, йод, цинк, фолие­
вая кислота, ферменты, кислоты, белки, полисахариды, т.е. состав гриба 
соответствует потребностям молочнокислых бактерий.

Растительное сырье редко используют при приготовлении пита­
тельных сред для культивирования молочнокислых бактерий. Однако 
важным преимуществом питательных сред из растительного сырья явля­
ется их экономичность. Каллизия душистая имеет уникальный состав. В 
этом растении обнаружены: каратиноиды, аскорбиновая кислота, флаво- 
ноиды, пектины, эфирные масла, витамины (В2,В15,РР) макро- и микро­
элементы (калий, кальций, железо, марганец, никель, медь, цинк, бром и 
многие другие).

Для каждого вида упомянутого сырья были подобраны оптималь­
ные способы гидролиза и на основе гидролизатов получены питательные
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среды, пригодные для выращивания лактобактерий.
Большую и интересную экспериментальную работу в научном и 

практическом отношении выполнил А.П. Шепелин (2013). Им при приго­
товлении питательных сред для различных микроорганизмов использо­
вано непищевое сырье -  рыбная мука. Автором впервые показано, что 
панкреатический гидролизат рыбной муки является в физиологическом и 
химическом отношении полноценным препаратом для конструирования 
бактериологических питательных сред. Аминокислотный состав и другие 
важные для роста и размножения бактерий показатели гидролизата нахо­
дятся на уровне таких питательных основ, как пептон ферментативный и 
ферментативные гидролизаты мяса, которое является ценным пищевым 
продуктом. Действительно, в своем составе гидролизат содержит 3,5% 
аминного азота, 10% общего азота, 18% свободных аминокислот, 20% 
хлористого натрия.

Исследователь определил состав кормовой рыбной муки и сравнил 
полученные данные с литературными, что отражает цифровой материал 
таблицы 3.

Из таблицы следует, что рыбная мука по содержанию протеина, 
жира, аминокислот, макро- и микроэлементов является сырьем, потенци­
ально пригодным для приготовления питательных сред для бактерий.

А.П. Шепелиным обоснована возможность использования панкреа­
тического гидролизата рыбной муки как основы питательных сред для 
культивирования широкого спектра микроорганизмов, что позволило ис­
следователю предложить технологию производства 40 наименований пи­
тательных сред, 37 из которых прошли все этапы государственной реги­
страции. Одним из важных направлений исследований в бывшем СССР 
была разработка белковых гидролизатов и приготовление на их основе 
питательных сред для микроорганизмов.

В 40-50-е годы опытной работой в области гидролиза белков зани­
мались видные ученые М.А. Бабич, Д.А. Цуверкалов и А.Х. Саркисов.

В последующие годы разработка гидролиза белков была связана с 
необходимостью утилизации белковых отходов различных производств и 
замене для получения питательных сред ценного пищевого продукта мяса 
непищевым сырьем.

Особенно интенсивно велись исследования по получению гидролиза­
тов из непищевого сырья и приготовлению на основе их питательных сред 
для культивирования микроорганизмов в 70-80-е годы 20-го столетия.

Таблица 3 - Состав кормовой рыбной муки
Показатель Данные литературы Авторские данные

1 2 3
Сырой протеин, % 60-66 60-75
Жир, % 3,4-9,7 6,0-14,0
Влага, % 6,2-9,3 4,0-12,0
Зола, % 10,0-20,0 14,0-19,0
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Продолжение таблицы 3
1 2 3

Аминокислоты, г/100 г белка
Аспарагиновая кислота 9,15±0,31 10,98±0,45
Треонин 4,19±0,2 4,96±0,21
Серин 4,08±0,37 5,48±0,33
Г лутаминовая кислота 12,68±0,35 14,58±1,64
Пролин 4,70±0,51 4,60±1,02
Г лицин 7,23±1,44 6,74±1,23
Аланин 6,29±0,24 6,56±0,45
Валин 5,17±0,33 4,98±0,96
Метионин 2,78±0,11 3,30±0,21
Изолейцин 4,37±0,31 4,18±0,46
Лейцин 7,21±0,36 8,34±0,27
Тирозин 3,16±0,26 3,60±0,06
Фенилаланин 3,90±0,29 4,26±0,34
Лизин 7,53±0,34 7,32±0,83
Г истидин 2,60±0,47 3,16±0,69
Аргинин 6,07±0,24 7,52±0,64
Макроэлементы, %:
Кальций 4,79±2,20 4,81±1,07
Фосфор 2,97±1,19 Не определяли
Натрий 0,54±0,23 0,83±0,02
Магний 0,16±0,05 0,14±0,02
Калий 0,87±0,21 0,53±0,08
Микроэлементы, мг%
Железо, мг% 28,0±10,0 22,0±9,0
Медь, мг% 0,96±0,24 1,6±1,9
Цинк 12,0±1,9 6,3
Марганец 1,44±1,25 0,5

Н.А. Ашкибаевым, Г.И. Николаевой и др. (1978) были проведены 
на Алма-атинском биокомбинате исследования по гидролитическому 
расщеплению белков вареной печени -  отхода при приготовлении пече­
ночного экстракта. Авторами был разработан технологический режим 
гидролиза вареной печени, изучены физико-химические показатели по­
лученных гидролизатов (содержание пептонов, аминокислот, общего и 
аминного азота и др.) и доказана возможность использования их в каче­
стве источника питания при культивировании клостридий. Эксперимен­
таторы проводили гидролиз вареной печени в реакторах емкостью 630 л. 
Водопроводную воду в реакторе нагревали до температуры 42-45оС, вно­
сили фарш вареной печени, поджелудочной железы и хлороформ. Гидро­
лиз вели при рН 7,4-7,6 в течение 2,5-3 ч. до содержания аминного азота в 
пределах 320-350 мг%.
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Полученный гидролизат был прозрачным, соломенно-желтого цве­
та, приятного запаха, значение рН было в пределах 4,2-4,5. Содержание 
общего азота -  570-762 мг%, аминного -  320-350 мг%, пептона -  6-9%. В 
нем были обнаружены аспарагиновая кислота, треонин, серин, пролин, 
цистин, метионин, лейцин, тирозин и др. аминокислоты.

Исследователями в результате многочисленных опытов была скон­
струирована питательная среда следующего состава: перевар Хоттингера 
-  15%, печеночного экстракта -  14,7%, гидролизата вареной печени -  
10%, поваренной соли -  0,5%, воды -  до 100 л (60%). Сконструированная 
среда была применена для культивирования производственных штаммов 
Cl. perfringens, Cl. oedematiens и Cl. septicum. Накопление клостридий не 
уступало накоплению их в питательной среде, приготовленной из высо­
косортного мяса. Из бакмассы, выращенной на питательной эксперимен­
тальной среде, были приготовлены противоклостридиозные вакцины, ко­
торые по иммуногенной активности не уступали препаратам, приготов­
ленным на питательной среде, полученной из мяса, пригодного в пищу 
людям. Естественно, что даже частичная замена мясного гидролизата та­
ковым из вареной печени позволяет снизить себестоимость вакцин, что 
является экономически оправданным.

Оригинальную работу по повторному использованию питательной 
среды (фугата) выполнила на Ставропольской биофабрике О.П. Косикова 
(1979). Она доказала, что после 18-часового культивирования листерий 
при изготовлении сухой живой противолистериозной вакцины значи­
тельная часть питательных веществ в среде остается неиспользованной. 
Поэтому, О.П. Косикова на основе фугата изготовила несколько вариан­
тов питательной среды для культивирования листерий. Лучшие результа­
ты при выращивании бактерий были получены при соотношении 80% 
фугата и 20% свежеприготовленного бульона Хоттингера. На предло­
женной среде было приготовлено 6 опытных серий вакцины. Все серии 
по качеству отвечали требованиям нормативно-технической документа­
ции.

В.А. Рахманов, В.В. Доценко, В.И. Шестаков, В.И. Евдокименко и 
др. (1979) использовали гидролизаты из куриных эмбрионов, аллантоис­
ная жидкость которых извлекается, а остальная часть их является отхо­
дами и утилизируется. Поэтому, авторы после извлечения аллантоисной 
жидкости измельчали эмбрионы на коллоидной мельнице или мясорубке 
вместе со скорлупой. Через 30-40 минут скорлупа осаждалась, после чего 
надосадочный белковый субстрат перекачивался в ферментер. Затем на 1 
кг субстрата добавляли 100 г говяжьей печени, 150-200 г, измельченной 
поджелудочной железы, 1-1,5 л воды, рН смеси доводили до 7,6-7,8 4%- 
ным раствором NaOH. На каждый литр смеси добавляли 10 см3 химиче­
ски чистого хлороформа. Гидролиз вели при перемешивании смеси через 
каждый час в течение 6-7 суток при температуре 40-42оС. Было приго­
товлено три серии гидролизата, которые имели следующие биохимиче­
ские показатели:

- аминный азот -  730-800 мг%;
- общий азот -  1066-1300 мг%;
- триптофан -  295-300 мг%;
- рН -  7,05 - 7,15.
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На основе полученных гидролизатов, авторы приготовили пита­
тельную среду, в состав которой включили: эмбриональный гидролизат 
до 150-170 мг%, аминный азот, пептон -  0,5%, № 2НРО4 -  0,5%, агар -  
0,2%, сахарозу -  0,2%, NaCl -  0,3%, HCl -  1 г/л, общий азот -  390-420 
мг%, триптофан -  50-80 мг%.

На приготовленной питательной среде выращивали рожистые па­
лочки. Из бакмассы возбудителя рожи было приготовлено 10 экспери­
ментальных серий вакцины против рожи свиней, которые прошли биоло­
гический контроль и были признаны годными для практического приме­
нения.

М.Е. Ефимова, Е.Э. Школьников, Э.Ф. Токарик, В.Н. Егорова 
(1981) изучили ростовые свойства питательных сред на основе фермента­
тивного казеиново-дрожжевого гидролизата и доказали, что питательные 
среды, приготовленные на основе упомянутого гидролизата, не уступают 
по ростовым свойствам средам, полученным из перевара Хоттингера. Ав­
торы обоснованно рекомендуют применять эти среды для культивирова­
ния энтеробактерий.

Сотрудники ВНИИВВиМ В.А. Балабанов и И.А. Бакулов (1981) 
предложили для выращивания возбудителя дерматофилеза Dermatophilus 
congolensis мальтозо-пептонную среду. Они доказали, что данный возбу­
дитель может расти на средах, лишенных белков сыворотки крови и даже 
не содержащих гидролизата мышечных или растительных белков. Бак- 
масса возбудителя была успешно применена для изготовления специфи­
ческого диагностикума.

В процессе производства вакцины против пастереллеза птиц для 
выращивания бактерий используют питательную среду, приготовленную 
на основе перевара Хоттингера, который готовят из говяжьего мяса. С 
целью замены говяжьего мяса А.С. Хуршудянц, Ю.А. Тамбовцев, Л.Г. 
Блохина и др. (1981) провели гидролиз фибрина, который является отхо­
дом сывороточного производства. Они доказали, что замена 50% мясного 
фарша на фибрин не влияет на длительность гидролиза и качество гидро­
лизата. Полученный гидролизат авторы использовали для приготовления 
питательной среды и последующего культивирования в ней пастерелл. 
Было установлено, что накопление пастерелл в экспериментальной и пи­
тательной производственной среде (бульон Хоттингера) было одинако­
вым, т.е. урожайность бактериальной массы составила в среднем 3,4-3,5 г 
с одного литра сред. Замена 50% мясного фарша на фибрин позволяет сэ­
кономить пищевой продукт -  мясо -  и получить более дешевые качест­
венные питательные среды.

Т.Е. Яковлев, Е.Г. Лавченко, А.Д. Чудина и др. (1983) сообщают об 
успешном использовании бараньего мяса, которое являлось отходом про­
изводства мозговой антирабической вакцины. Баранье мясо в виде фарша 
обрабатывали в коллоидной мельнице и получали гомогенизат. Гидролиз 
гомогенизата проводили в течение 5-6 суток при 42-43°С. На основе по­
лученного гидролизата были приготовлены полноценные питательные
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среды для культивирования бактерий рожи свиней (штамм ВР-2).
Известно, что пептон является важным компонентом питательных 

сред. Учитывая это, Л.Я. Телишевская, С.Н. Цыганкова, А.В. Зинченко, 
А.Ф. Ткачев, В.Г. Волощук (1984) показали возможность использования 
отходов производства медицинского препарата АТФ -  жмыха мышечной 
ткани крупного рогатого скота для изготовления сухого ферментативного 
пептона. Ими разработана технологическая схема производства препара­
та. Пептон, приготовленный по этой схеме, при включении его в состав 
питательных сред обеспечивает рост микроорганизмов, аналогичный 
росту их в средах с добавлением препарата, изготовленного по утвер­
жденной производственной инструкции.

Л.Я. Телишевская, А.В. Зинченко, С.Н. Цыганкова, А.Ф. Ткачев и 
Е.А. Лысенко (1984) провели экспериментальную работу по получению 
гидролизатов для приготовления питательных сред из отходов производ­
ства пищевого пепсина (жмых слизистой оболочки желудка и кишечни­
ка). В результате исследований был получен гидролизат из слизистой 
кишечника и желудков, разработан режим гидролиза сырья, изучены фи­
зико-химические свойства гидролизата и доказано, что он отвечает тре­
бованиям, предъявляемым к сухому ферментативному пептону.

А.П. Простяков, С.И. Цыганкова, Л.И. Трусова (1985) получали 
гидролизаты из отходов производства изготовления препаратов имму­
ноглобулинов, т.е. из альбумина и серопротеина. Полученные гидролиза­
ты соответствовали требованиям, которые предъявляют к белковым гид­
ролизатам, предназначенным для изготовления питательных сред. Ис­
пользование серопротеина и альбумина в качестве непищевого сырья для 
получения питательных сред позволяет их утилизировать, что выгодно с 
экологической и экономической точек зрения.

Гидролизаты из непищевого сырья, как основу питательной среды 
для культивирования Bacteroides nodosus (возбудитель копытной гнили 
овец), с успехом использовали И.А. Артюшина, Ю.Д. Караева, С.П. Ро­
гожин (1987). Ими была подобрана рецептура полной питательной среды, 
в состав которой вошли:

- ферментативный казеиново-дрожжевой гидролизат;
- ферментативный гидролизат мышц сухой;
- фермолизат биомассы микроорганизмов;
- аминопептид (сухой), пептон и дрожжевой экстракт.
Накопление B. nodosus на полной питательной среде для всех

штаммов, взятых в опыт, в 3-5 раз превышало накопление бактерий в пита­
тельной среде, приготовленной на основе мясного перевара Хоттингера.

Особенно интенсивно велись работы по поиску и применению раз­
личного непищевого сырья для получения из него гидролизатов и приго­
товления на их основе питательных сред для микроорганизмов в конце 
80-х годов 20-го столетия. Об этом свидетельствуют многочисленные 
публикации многих авторов: Л.Я. Телишевская, О.А. Тугаринов, С.И. 
Цыганкова, Т.А. Великанова, У.Э. Неязов, Ф.С. Шуляк и др. (1987); Л.С.
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Колабская, Л.И. Трусова, А.П. Простяков, Г.А. Сафонов и др. (1987); А.П. 
Простяков, С.П. Сергеева, Л.А. Булашова (1987); А.С. Фоменко, Н.И. 
Емельянов, Н.М. Белова, М.А. Кортеева (1987); П.В. Рыбалкин, Н.М. По­
тапов (1987); С.И. Цыганкова, В.И. Космына, Г.Г. Горбенко (1987); И.В. 
Мотыжова (1988); Л.Я. Телишевская, С.И. Цыганкова, Е.Г. Титова и 
др.(1988); А.Н Шуплинко, Л.В. Кириллов, Л.М. Первова, Е.Г. Лавченко 
(1989); Е.Г. Лавченко, А.Д. Чудинова, Л.Я. Телишевская и др. (1989).

Не только упомянутые, но и многие другие авторы использовали 
широкий ассортимент биологической промышленности -  фибрин, фор­
менные элементы крови, альбумины и другие белки сыворотки крови, 
мясные отходы при изготовлении вакцин, перепелиные яйца, сыворотку 
крови птиц, а также отходы молочной и мясной промышленности и т.д. в 
качестве непищевого сырья с целью приготовления питательных сред и 
культивирования бактерий. Исследования в этом направлении велись в 
90-е годы прошедшего века и продолжают проводиться и в настоящее 
время. Ведущая роль в получении гидролизатов из непищевого сырья, 
приготовлении питательных сред, определении их качества и применении 
для культивирования бактерий принадлежит ученым ВГНКИ и специали­
стам биологической промышленности.

Значительные исследования по расширению сырьевой базы гидро­
лизатов были связаны с использованием отходов производства эндокрин­
ных препаратов. Этими отходами являлись внутренние органы: легкие, 
поджелудочная железа, железистые ткани желудка и двенадцатиперстной 
кишки.

Сотрудники ВНИИ мясной промышленности и ВГНКИ провели со­
вместные исследования и разработали технологию изготовления пептона 
из отходов эндокринного производства -  жмыхов легких и жмыхов под­
желудочной железы после извлечения инсулина (Л.Я. Телишевская, С.П. 
Сергеева, 2001).

Н.Д. Скичко и специалисты Щелковского биокомбината разработа­
ли способы приготовления гидролизатов из отхода вакцинного производ­
ства -  баранины, после извлечения из нее антигенного материала для из­
готовления вакцины против бешенства.

С.И. Цыганкова, Л.И. Трусова (ВГНКИ) и специалисты Винницко­
го мясокомбината предложили технологию изготовления гидролизатов из 
ветконфискатов: автоклавированной массы костей, мышечной ткани и 
внутренних органов.

На Армавирской биофабрике Н.Г. Шептун под руководством А.П. 
Простякова (ВГНКИ) предложил использовать в качестве сырья фибрин 
для получения гидролизата и питательных сред.

На Херсонской биофабрике в качестве сырья для гидролиза исполь­
зовали серопротеин и альбумин -  белки сыворотки крови после фракцио­
нирования иммуноглобулинов полиэтиленгликолем.

А.П. Простяков, Л.И. Трусова, С.И. Цыганкова и другие для полу­
чения гидролизных питательных сред использовали белки молочной сы­

74



воротки. Они получили лактопептон, который можно использовать как 
основу питательной среды при замене мясной воды. Лактопептон можно 
использовать для производства вакцинных и диагностических препара­
тов.

Сотрудники ГНУ ВНИИ маслоделия и сыроделия Россельхозака- 
демии Д.В. Абрамов, Ю.Я. Свириденко, Д.С. Мягконосов и другие ут­
верждают, что в этом учреждении разработаны гидролизаты, термокоагу­
лированные из сывороточных белков молока технического и пищевого 
назначения. Гидролизаты технического назначения используются в каче­
стве белковой основы -  источника азота питательных сред для диагно­
стики и культивирования бактерий и культур клеток. Гидролизаты пище­
вого назначения -  источники белкового питания человека в тех случаях, 
когда нативный белок из-за физиологических нарушений организма не 
усваивается или вызывает патологические реакции.

Специалистами упомянутого учреждения предложен лактопептон 
бактериологический сухой, который применяется в качестве белковой 
основы широкого спектра микробиологических питательных сред. Ис­
ходным сырьем является подпресованная альбуминовая масса с м.д. су­
хих веществ не менее 20%. Технология получения альбуминной массы 
предусматривает подкисление подсырной сыворотки кислой сывороткой, 
термическую коагуляцию и выделение сывороточных белков. Для полу­
чения качественного продукта отбирают альбуминную массу, получен­
ную из сладкой сыворотки с кислотностью не выше 21оТ. При высоком 
содержании молочной кислоты (рН ниже 5,0) альбуминную массу про­
мывают водой для удаления молочной кислоты, а к суспензии промытых 
белков добавляют богатую ростовыми факторами сухую сыворотку. Гид­
ролиз проводят комплексом протеаз поджелудочной железы животных. 
Оптимальная глубина гидролиза белкового субстрата, обеспечивающая 
получение профиля наиболее ценных для метаболизма бактерий продук­
тов (полипептидов, пептидов и аминокислот), составляет 25-30%. По 
окончании процесса гидролизат нагревают для лучшей коагуляции не­
расщепленного белка и инактивации ферментов, фильтруют до прозрач­
ности, фильтрат концентрируют и высушивают распылением. Лактопеп­
тон представляет собой порошок, цвет - от светло-желтого до светло­
коричневого, с характерным запахом, содержит влаги -  7%, азотистых 
веществ -  68,3%, в том числе пептидов -  38,6%, свободных аминокислот 
-  29,7%, лактозы -  7,5%.

В.И. Заерко (1996) предложил среду из гидролизатов куриных эм­
брионов и кровяных сгустков, оценил пригодность ее для культивирова­
ния вакцинных штаммов сальмонелл, а затем использовал эту среду для 
производства живых вакцин против сальмонеллеза.

На Витебской биофабрике проведена экспериментальная работа по 
получению белковых гидролизатов из мяса волов-продуцентов гиперим­
мунных сывороток, выбракованных в связи с истечением срока их экс­
плуатации, а также вынужденно убитых животных по различным причи­
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нам (анафилактический шок, перелом конечностей, острая тимпания и 
т.д.). Опытная работа проведена А.П. Медведевым, Т.С. Вороновой, Т.В. 
Фроленко, И.П. Кулешовой (2002).

Для получения гидролизата мясо убитых животных измельчали на 
мясорубке, помещали в реактор с механической мешалкой, добавляли 1,5 
л водопроводной воды на 1 кг фарша, подщелачивали химически чистой 
двууглекислой содой или 10%-ным раствором едкого натра до рН 7,8-8,0. 
На 1 л смеси добавляли 150-200 г очищенной от оболочек и измельчен­
ной на мясорубке поджелудочной железы крупного рогатого скота или 
20-30 г панкреатина.

Гидролиз проводили в течение 5-6 суток при температуре 42-43оС. 
Первые 6 часов смесь перемешивали через каждый час, а затем 3-4 раза в 
сутки. Ежедневно определяли рН и в случае снижения показателя смесь 
подщелачивали до 7,8-8,0 10%-ным раствором едкого натра. О готовно­
сти перевара судили по падению процентного содержания триптофана.

Авторами, из опытных гидролизатов были приготовлены питатель­
ные среды для культивирования сальмонелл и эшерихий. Накопление 
бакмассы в этих средах было вполне приемлемым для производства вак­
цин против сальмонеллеза и эшерихиоза.

2.3.5. Фильтрация сред, их расфасовка
В условиях лаборатории питательные среды и различные жидкие 

компоненты, входящие в их состав, фильтруют через фильтровальную 
бумагу, вату, марлю, стеклянную вату, которые вкладывают в воронку. 
Кроме этого, для фильтрации сред применяют фильтровальное полотно, в 
некоторых случаях тонкий слой талька, каолина, инфузорной земли, жи­
вотного угля, мела.

Наиболее распространенным бактериологическим фильтром явля­
ются свечи системы Пастера-Шамберлана из пресованного и обожженно­
го при 1200оС каолина. Они имеют обозначения 11, 12, 13 и т.д. до 118. 
Цифры указывают величину пор, которая уменьшается в соответствии с 
порядковой нумерацией. А.Н. Бах и А.В. Виленский предложили ультра­
фильтрационные свечи, которые гораздо лучше, чем свечи иностранных 
марок (М.А. Бабич, 1963).

В лабораториях используют мембранные фильтры, которые пред­
ставляют собой тонкие пластинки (0,1-0,2 мм толщиной), напоминающие 
пергамент из коллодия или нитроцеллюлозы. Они имеют мельчайшие 
поры и применяются для ультрафильтрации.

Жидкие питательные среды можно фильтровать через двойной 
складчатый фильтр из фильтровальной бумаги. Этот фильтр предвари­
тельно смачивают водой. Полотняные фильтры практичнее бумажных, 
так как их можно использовать многократно в отличие от однократного 
применения бумажных фильтров. Каждый вид среды фильтруют через 
отдельный полотняный фильтр. Новое фильтровальное полотно предва­
рительно обрабатывают, т.е. кипятят 30 минут в воде с добавлением не­
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большого количества едкого натра. После кипячения полотно тщательно 
промывают теплой водой и снова кипятят 15 минут в дистиллированной 
воде. Такая обработка необходима для смягчения полотна. После каждо­
го очередного употребления полотно промывают водой и кипятят (М.О. 
Биргер, 1982).

В лабораторных и производственных условиях очень часто фильт­
рацию производят через ватно-марлевый фильтр. Для этого воронку 
(стеклянную, металлическую) покрывают марлевой салфеткой таким об­
разом, чтобы края салфетки были перекинуты через край воронки нару­
жу, а середина ее прилегала к внутренним стенкам воронки. Затем на 
марлю кладут слой гигроскопичной ваты и постепенно в воронку на вату 
наливают питательную среду. Через ватно-марлевый фильтр фильтруют 
полужидкие и плотные питательные среды, но для этого их предвари­
тельно прогревают текучим паром при температуре не ниже 70оС с целью 
расплавления находящегося в средах агара.

Для фильтрации больших объемов питательных сред на биофабри­
ках используют многорамные фильтры, выпускаемые отечественной 
промышленностью и фильтрпластины марки «Ф», а при необходимости и 
марки «СФ».

Например, в лептоспирозном цехе УП «Витебская биофабрика» сы­
вороточную питательную среду для выращивания лептоспир подвергают 
стерилизующей фильтрации, пропуская ее через пластины марки «СФ».

Расфасовку сред производят в пробирки по 5-10 см , во флаконы по 
50-100-200-400 см3. На биофабриках, где микроорганизмы культивируют 
в реакторах, среды расфасовывают в зависимости от их емкости и техни­
ческих характеристик в объеме от 150 до 500 литров.

Расфасовку сред производят в предварительно тщательно вымытую 
и высушенную посуду. В случае стерилизации сред текучим паром или 
при давлении не более 0,5 атм., посуда должна быть простерилизована. 
Когда стерилизацию сред проводят путем автоклавирования под давле­
нием не менее одной атмосферы, предварительную стерилизацию посуды 
не осуществляют.

Для расфасовки питательных сред в пробирки и флаконы пользу­
ются воронкой или бюреткой, на нижний конец которой надета короткая 
резиновая трубка с небольшим стеклянным наконечником. Резиновая 
трубка снабжена зажимом Мора. При расфасовке во флаконы по 200 и 
400 см пользуются мерными стаканами. Расфасовывать питательную 
среду необходимо так, чтобы не смачивать края пробирок или горлышки 
флаконов, иначе ватно-марлевая пробка, смоченная средой, присыхает к 
стеклу и может прорасти микробами.

Плотные среды используют в микробиологии со времен Роберта 
Коха, который предложил применять в качестве уплотнителя агар. Агар 
получают путем экстракции красных морских водорослей. Это самый 
широко употребляемый уплотнитель бактериологических сред. Он со­
стоит из двух полисахаридов -  агарозы и агаропектина. В составе агара
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преобладает агароза. На ее долю приходится около 70% всей смеси.
Для проведения бактериологической работы агар удобен тем, что 

большинство микроорганизмов не используют его в качестве питательно­
го субстрата. Агар не разрушается ферментами большинства видов мик­
робов, в воде образует гели, плавящиеся при 100оС и затвердевающие при 
температуре около 40оС. Поэтому на плотных средах можно культивиро­
вать микроорганизмы при подходящей для их роста температуре. Боль­
шинство патогенных микроорганизмов культивируют в диапазоне темпе­
ратуры от 37 до 38оС. Агаровые гели имеют высокую степень прозрачно­
сти, что является не маловажным их качеством при изучении культу­
ральных свойств микробов. При остывании агар выделяет конденсацион­
ную воду: чем меньше концентрация агара, тем больше выделяется воды.

Обычно агар добавляют к средам в количестве 2%. В случае, если 
необходимо получить более влажную среду, вносят 1,5%, а более плот­
ную и сухую -  3% агара. Для приготовления плотной питательной среды 
вначале доводят рН основной жидкой среды до необходимой величины, а 
затем добавляют агар, который выпускают в виде пластинок, «стебель­
ков» или порошка. Бактериологический агар незначительно изменяет рН 
среды.

После добавления агара к основной жидкой среде смесь нагревают 
до кипения, чтобы полностью растворить агар. В процессе нагревания 
среду необходимо постоянно перемешивать, чтобы не допускать осажде­
ния агара на дно, где он может карамелизоваться и обуглиться. Дают сре­
де покипеть около 1 минуты, следя при этом, чтобы агар не вспенивался. 
Расплавленную среду расфасовывают в пробирки, наполняя до одной 
трети их высоты, закрывают ватно-марлевыми пробками, стерилизуют, а 
перед посевом расплавляют в водяной бане и «скашивают». Для получе­
ния скошенного агара пробирки с расплавленной средой кладут на стек­
лянные палочки и дают среде остыть и затвердеть. Среда не должна до­
ходить до пробки на 5-6 см. Среду, предназначенную для культивирова­
ния в чашках Петри, расфасовывают в пробирки большего объема по 20­
30 см , чтобы можно было при необходимости расплавить среду и внести 
ее в чашки в указанном объеме. Следует знать, что в слабокислых, ней­
тральных и слабощелочных средах агар сохраняет способность образо­
вывать гель после нескольких циклов плавления и затвердевания. Однако 
в кислой среде с рН 6,0 и ниже агар при стерилизации частично гидроли­
зуется и поэтому после охлаждения не образует гель. Учитывая это, агар 
следует стерилизовать отдельно от среды и добавлять его в среду после 
стерилизации.

Агар с высоким уровнем примесей необходимо очищать. С этой 
целью применяют следующую лабораторную процедуру. Агар, подлежа­
щий очистке, замачивают в 10 объемах дистиллированной воды, оставляя 
его в воде на 2-3 часа, а затем фильтруют. Эту операцию повторяют до 10 
раз в течение 2 суток. Полученный агар погружают в равный объем 95%- 
ного этанола и оставляют на 12 часов при комнатной температуре, а за­
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тем фильтруют. Затем вновь погружают агар на 4 часа в свежий раствор 
этанола и фильтруют еще раз. После этого вносят агар в кипящий 95%- 
ный этанол, доводят до кипения и фильтруют. Очищенный агар сушат 
при комнатной температуре.

Агар всегда содержит примеси органических и минеральных ве­
ществ, поэтому его предварительно очищают или как говорят, «выщела­
чивают». Агар, подлежащий очистке, вносят в стеклянную или эмалиро­
ванную посуду, заливают водопроводной водой и ставят в термостат при 
30-37оС.

Примеси диффундируют в воду и разлагаются под влиянием разви­
вающихся в ней микроорганизмов. Спустя сутки-двое жидкость сливают, 
агар промывают водой несколько раз, снова заливают водой и ставят в 
термостат. Когда вода помутнеет, ее заменяют свежей водой, повторяя 
это до тех пор, пока не исчезнет запах и вода перестанет мутнеть. Опыт 
показывает, что через 2-3 недели агар лишается растворимых органиче­
ских веществ, т.е. становится очищенным. Затем агар помещают в двой­
ной марлевый мешок и 2-3 суток промывают проточной водопроводной 
водой. После этого агар просушивают на воздухе или в сушильном шка­
фу при 35-38оС.

При необходимости культивирования бактерий в чашках Петри, 
вначале среду расплавляют в водяной бане, затем охлаждают до 45-50оС с 
соблюдением правил асептики разливают в стерильные чашки. После 
внесения среды в чашки их накрывают бумагой или другим изолирую­
щим материалом, так как на стеклянных крышках конденсируется влага. 
При затвердевании агара на его поверхности образуются капли влаги, по­
этому перед засевом бактерий этой влаге дают возможность испариться. 
Хранение чашек в перевернутом положении при комнатной температуре 
обычно обеспечивает достаточное высыхание агара. Можно ускорить 
подсыхание плотной среды. Для этого чашки помещают в термостат, 
расположив их в наклонном положении и оставив их там до полного ис­
чезновения мельчайших капель влаги.

При хранении чашек с плотной средой необходимо предохранить 
среду от чрезмерного высыхания, поместив чашки в полиэтиленовые па­
кеты. В них можно хранить чашки со средой при комнатной температуре 
в течение 4-5 недель. Плотные и жидкие питательные среды хранят в 
темном месте. Хранение сред на свету может привести к фотохимиче­
скому образованию перекиси водорода или других токсических форм со­
единений кислорода, присутствие которых в средах может ингибировать 
рост бактерий.

Агар-агар представляет собой довольно сложное органическое со­
единение, содержащее общего азота до 1%, желозы - 70-80%, золы - 2­
4%. Это соединение в значительном количестве содержит углеводы, пре­
имущественно полисахариды: гексозан -  галактан (С6Н10О4)п, состав­
ляющий 20-25%, пептозаны (С6Н8О4)п -  около 3%.

Основное вещество агара, обладающее способностью превращаться
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в желе, представляет собой кальциевую соль кислого эфира серной ки­
слоты и углеводного комплекса. Строение углеводного комплекса до 
конца не выяснено, но большинство исследователей полагают, что это 
полисахарид, в состав которого входит комбинация многих молекул ара- 
бинозы, глюкозы, галактозы и др.

Агар-агар обладает свойством расплавляться в воде при температу­
ре 80-86оС и застудневать при 36-40оС. Благодаря этому он широко при­
меняется в кулинарии и различных отраслях пищевой промышленности. 
Кроме этого, используют агар в фармацевтическом производстве для из­
готовления пилюль, таблеток и других лекарственных форм.

Прежде, чем использовать агар для приготовления питательных 
сред, контролируют его качество: определяют прозрачность и окраску 
студня, запах, содержание влаги, золы, прочность питательной среды, 
производят биологическую проверку.

Для определения прозрачности и окраски студня его готовят из 200 
г раствора, содержащего 0,85% сухого агара. Навеску агара, взвешенную 
с точностью до 0,001 г, вносят в колбу, заливают дистиллированной во­
дой, оставляют на 1 час, после чего нагревают на водяной бане до полно­
го растворения агара. Расплавленный агар выливают в ванночку и остав­
ляют при комнатной температуре на 3 часа, после чего из студня выреза­
ют пластинки толщиной 10 мм. Пластинки помещают на бесцветное 
стекло, под которое кладут лист белой бумаги. Бесцветный, неокрашен­
ный студень не меняет цвета находящейся под стеклом бумаги.

Для определения прозрачности студня его кладут на чистое про­
зрачное стекло, под которое помещают печатный текст. При прозрачном 
студне текст должнет быть свободно читаем.

Сухой агар, а также 0,5% студень не должен иметь запаха.
Для определения влаги в чистый, сухой, предварительно взвешен­

ный стакан с притертой крышкой вносят 2-5 г и открытый стакан поме­
щают в сушильный шкаф с температурой 102-105°. Через 2 часа стакан 
извлекают из шкафа, закрывают крышкой, охлаждают в эксикаторе и 
взвешивают.

Содержание влаги в агаре (х) в процентах вычисляют по формуле:

v _  (а -  б) х 100
-------------, (1)а -  в

где а -  вес стакана с крышкой и агаром до сушки в г; 
б -  вес стакана с крышкой и агаром после сушки в г; 
в -  вес пустого стакана с крышкой в г.

Влажность агара не должна превышать 18%. Содержание золы опре­
деляют следующим образом. В предварительно прокаленный фарфоровый 
тигель вносят 1,5-2,0 г агара. Содержимое тигля осторожно обугливают при 
постепенном повышении температуры до слабокрасного каления.
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Содержание золы в агаре (х) в процентах вычисляют по формуле:

Х_ (а -  б) х 100
а -  в (2 )

где а -  вес тигля с золой в г; 
б -  вес пустого тигля в г; 
в -  вес тигля с агаром в г.

Содержание золы в агаре не должно превышать 4,5%.
Определение прочности студня агара для бактериологических це­

лей производят путем изготовления среды с содержанием агара 2-2,5%. В 
колбы-матрацы наливают 250-300 см расплавленного агара, дают ему 
остыть, а затем помещают колбы-матрацы в термостат при температуре 
37-38оС на 24 часа. Если в течение этого срока агар не сползает со стенок 
колб, то такой агар по прочности студня считается качественным.

Для биологического контроля качества готовят плотную и полу­
жидкую питательные среды.

Для получения плотной питательной среды к мясо-пептонному 
бульону добавляют 2-3% испытуемого агара, а получения полужидкой -  
0,15-0,4%. Приготовленные среды расфасовывают в пробирки, стерили­
зуют и засевают культурой рожи свиней или двумя видами микроорга­
низмов кокковой группы (S. aureus, S. albus или другими кокками).

Агар считают качественным, если засеянные микробы дают обиль­
ный и типичный рост при сохранности их биологических свойств.

Кроме агара, для уплотнения некоторых сред используют желати­
ну, кремнекислый гель (силикагель), каррагенан.

Желатина представляет собой белок, который получают путем вы­
варивания костей и хрящей животных. Желатиновый гель плавится при 
температуре 23-28оС, поэтому культивировать большинство патогенных 
микроорганизмов на средах, уплотненных с помощью желатины, не 
представляется возможным ввиду того, что их рост осуществляют при 
температуре 37-38оС. Кроме этого, желатина разжижается протеолитиче­
скими ферментами многих микроорганизмов. Эти свойства препятствуют 
широкому применению желатины в качестве уплотняющего средства. Ее 
используют в основном для выявления протеолитической активности 
микробов, а также получения «гигантских» и глубинных колоний дрож­
жей с целью их идентификации.

Желатину добавляют к жидким средам в количестве 10-15% и ос­
тавляют ее набухать 10-15 минут, затем нагревают на водяной бане до 
полного растворения, после чего устанавливают рН среды 6,8-7,0 и сте­
рилизуют при 0,5 атм. в течение 15 минут. Повторную стерилизацию же­
латиновых сред проводить не рекомендуют потому, что желатина при 
этом теряет способность образовывать гель. Особенно гелеобразующая 
способность ее утрачивается при рН сред ниже 6,0 и выше 7,3.
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Многие патогенные микробы разжижают желатину, что свидетель­
ствует об их протеолитической активности. Например, стафилококки, 
протеи, псевдомонады, сибиреязвенные бациллы, возбудители злокачест­
венного отека и другие (рисунок 4).

1 - линия укола (разжижение отсутствует); 2 - разжижение в форме гвоздя;
3 - разжижение в форме чулка; 4 - разжижение воронкой;
5 - разжижение послойное; 6 - разжижение реповидное.

Рисунок 4 - Разжижение МПЖ при посеве микроорганизмов, продуци­
рующих протеолитический фермент желатиназу

Кремнекислый гель (силикагель) -  вещество неорганической при­
роды, которое используют как плотную основу для синтетических сред 
определенного состава. В лаборатории силикагель готовят следующим 
образом. К соляной кислоте с удельным весом 1,1 добавляют при посто­
янном помешивании равный объем жидкого стекла того же удельного ве­
са. Затем смесь разливают в чашки Петри по 25-30 см3. Для образования 
геля чашки расставляют на горизонтальной поверхности и оставляют в 
покое на несколько часов. После уплотнения содержимого чашек их от­
крывают, помещают в эмалированную емкость и промывают водопро­
водной водой для удаления хлоридов. Наличие хлоридов проверяют ка­
чественной реакцией с 1-5%-ным раствором AgNO3. Поскольку водопро­
водная вода содержит значительное количество ионов хлора, гель перед 
постановкой реакции промывают горячей дистиллированной водой. За­
тем смыв наливают в чистую пробирку и добавляют 2-3 капли раствора 
AgNO3. В присутствии хлоридов смыв мутнеет или же образуется белый 
осадок. Если смыв остается прозрачным -  гель готов к употреблению. 
Отмытый от хлоридов гель пропитывают 2-3 см3 соответствующей син­
тетической среды и подсушивают в сушильном шкафу при 50-60оС, следя 
за тем, чтобы он не пересох, что нарушает структуру геля и делает непри­
годным для работы. Чашки с гелем при необходимости можно стерили­
зовать. Для этого их завертывают в пергаментную бумагу и, не перевора­
чивая, стерилизуют в автоклаве при 0,5 атм. 15 минут. До употребления 
чашки с кремнекислым гелем хранят в сосудах под водопроводной водой 
(Е.И. Козлова, Н.Н. Гречушкина, 1976).
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Уплотнение сред с помощью силикагеля применяют для получения 
культур автотрофных бактерий, так как при этом в среде отсутствуют ор­
ганические вещества. Кроме этого, при добавлении в такие минеральные 
среды различных органических веществ можно определить способность 
гетеротрофных бактерий, использовать их в качестве единственных ис­
точников углерода. Благодаря наличию силикогелевых сред можно также 
определить потребность бактерий в витаминах.

Каррагенан («ирландский мох», «растительная желатина») является 
экстрактом определенных видов красных морских водорослей. Известно 
несколько типов каррагенана: каппа, лямбда, мю, йота. Калиевые соли 
каррагенана типа каппа могут образовывать плотные прозрачные гели, 
которые являются заменителями агара во многих средах для культивиро­
вания определенных видов микроорганизмов.

Каррагенан значительно дешевле агара. Аналогично агаровым ге­
лям, гели из каррагенана не разрушаются ферментами большинства ви­
дов микроорганизмов. Г ели из каррагенана устойчивы к высоким темпе­
ратурам. Они плавятся при температуре 55-60оС, поэтому их разливают 
по чашкам Петри после разогревания до указанной температуры. Карра­
генан не пригоден для приготовления полужидких сред. Он способен ме­
нять рН среды, поэтому для предупреждения изменения концентрации 
водородных ионов следует готовить среды с различными исходными зна­
чениями рН или увеличивать их буферную емкость. Каррагенан типа 
каппа и лямбда пригоден для приготовления плотных сред, предназна­
ченных для разных целей. Плотные среды с применением каррагенана го­
товят так же, как и среды с использованием агара. Чтобы получить плот­
ную среду, устойчивую к температуре 45оС, добавляют в жидкую среду 
2% каррагенана, а устойчивую к температуре 60оС -  2,4% вещества. До­
бавив каррагенан к основной жидкой среде, ее кипятят, чтобы полностью 
растворить его, а затем стерилизуют автоклавированием. После стерили­
зации среду охлаждают до 55-60оС, разливают по чашкам Петри и дают 
застыть. Конденсирующуюся на геле влагу удаляют таким же способом, 
что и с плотных сред, приготовленных с применением агара.

Для получения хорошо видимых изолированных колоний микроор­
ганизмов необходимо иметь прозрачные плотные среды. Одним из ком­
понентов плотных сред является жидкая ее часть, которая осветляется 
путем фильтрации. Агар, применяемый в качестве уплотнителя, также 
осветляют путем фильтрации его в расплавленном виде. Кроме этого, 
агар можно осветлять другим простым способом. Вместо фильтрации 
расплавленный агар наливают в высокие цилиндры и помещают на ночь 
в термостат при температуре 37-38оС, т.е. дают агару медленно остыть. 
При этом, частицы, обусловливающие помутнение агара, оседают на дно, 
образуя визуально различимый мутный осадок. Затем цилиндры с агаром 
нагревают в горячей воде, агар вытряхивают из них, нижнюю часть (оса­
док) удаляют, а оставшуюся часть измельчают, расплавляют и использу­
ют по назначению. Когда этого бывает недостаточно, среду осветляют с
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помощью белков куриных яиц, используя свежие куриные яйца. Для ос­
ветления 500 см среды достаточно белка одного яйца. Белок аккуратно 
отделяют от желтка и тщательно смешивают с равным объемом воды до 
образования густой пены. Смесь белка с водой вносят в предварительно 
расплавленную и охлажденную до 45-50оС среду. Перед внесением белка 
проверяют значение рН среды и при необходимости подщелачивают сре­
ду до рН 7,0-7,3. Затем среду с белком перемешивают и прогревают в ки­
пящей водяной бане в течение часа. Добавленный белок свертывается и 
адсорбирует все взвешенные в среде частицы. Крупнохлопчатый осадок 
легко отделяется фильтрованием. Фильтрованную среду в горячем со­
стоянии расфасовывают и стерилизуют при 1 атм. 30 минут. Для осветле­
ния, вместо яичного белка, можно применять кровяную сыворотку лоша­
ди или другого вида животных. Сыворотку добавляют в количестве 20-30 
см на 1 литр среды. Однако, необходимо помнить, что от прибавления 
белка или сыворотки, среда иногда делается еще более мутной. Поэтому 
делают предварительную пробу просветления среды в пробирке, приба­
вив к 10 см питательной среды 0,3 мл растворенного в воде белка или 
кровяной сыворотки.

Синтетические плотные среды осветляют следующим образом. 
Среду, налитую в химический стакан, автоклавируют и оставляют в за­
крытом автоклаве на 10-12 часов. За это время среда медленно остывает и 
все взвешенные частицы оседают на дно. Затем среду извлекают из ста­
кана, нижнюю мутную часть среды удаляют, а верхнюю помещают в 
колбу и вновь стерилизуют.

2.3.6. Стерилизация питательных сред
Стерилизация -  один из важнейших и необходимых приемов в 

микробиологической практике. Слово «стерилизация» в переводе с ла­
тинского означает обеспложивание. В микробиологии под стерилизацией 
понимают инактивацию как вегетативных, так и споровых форм микро­
организмов. Стерилизация питательных сред, посуды, инструментов -  
необходимое условие успешной работы сотрудников любой микробиоло­
гической лаборатории. Существуют многочисленные способы стерили­
зации, однако, питательные среды, в основном, стерилизуют автоклави­
рованием. Сущность этого способа стерилизации сводится к воздействию 
насыщенного пара на стерилизуемый субстрат при высоком давлении. 
Высокое давление обеспечивает повышение температуры пара, что га­
рантирует надежность стерилизации. Автоклавирование проводят в спе­
циальных аппаратах -  автоклавах.

В настоящее время промышленность выпускает автоклавы элек­
трические горизонтальные и вертикальные. Автоклавы могут быть раз­
личной конструкции, но их устройство принципиально одно и тоже. Ав­
токлав представляет собой двустенный металлический котел цилиндри­
ческой формы, снабженный герметически закрывающейся крышкой. Он 
способен выдерживать высокое давление. Современные автоклавы обо­
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рудованы электронагревательными приборами, монометрами, моноваку­
умметрами.

Внутренняя часть автоклава является стерилизационной камерой, в 
которую помещают стерилизуемый материал. Пространство между стен­
ками автоклава называют водопаровой камерой. В ее до определенного 
уровня наливают воду, которая при электроподогреве закипает, и пар 
проникает через специальное отверстие в стерилизационную камеру. Эта 
камера снабжена краном для выхода воздуха, монометром для определе­
ния давления и предохранительным клапаном для выхода пара в случае 
повышения давления сверх необходимого.

Автоклав представляет собой прибор повышенной опасности. По­
этому для проведения автоклавирования допускаются лишь специально 
обученные лица, имеющие соответствующее удостоверение и допуск к 
работе с автоклавом.

1 - кожух; 2 - шланг; 3 - кран нижний; 4 - колонка водоуказательная; 5 - гайка 
крепления электроэлементов; 6 - камера водопаровая; 7- электроэлемент;

8 -  стерилизационная камера; 9 - коробка; 10 - манометр электроконтактный; 
11- предохранительный клапан; 12 - эжектор; 13 - прижим; 14 - крышка;

15 - вентиль воды; 16 - вентиль эжекционный; 17 - вентиль пара;
18 -  мановакуумметр; 19 - воронка; 20 - кран верхний; 21 - фильтр;

22 - вентиль фильтра; 23 -  вентиль конденсата; 24 -  водоуказательная колонка. 
Рисунок 5 - Схема вертикального автоклава АВ

Схема устройства вертикального автоклава приведена на рисунке 4. 
Жидкие питательные среды, предназначенные для автоклавирова­

ния, наливают наполовину объема сосудов, в которые они расфасованы 
(колбы, пробирки). Сосуды со средами закрывают ватно-марлевыми
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пробками, которые должны быть достаточно плотными и предохранять 
среду после стерилизации от попадания в нее микроорганизмов из возду­
ха. Не рекомендуется обертывать пробки колб, пробирок целлофаном или 
другим материалом, не пропускающим пар, т.к. среды могут не нагреться 
до нужной температуры и не простерилизуются.

Для проведения автоклавирования сосуды с расфасованными сре­
дами помещают в стерилизационную камеру на специальную решетку. В 
водопаровую камеру наливают дистиллированную воду, закрывают авто­
клав крышкой, плотно завинтив фиксирующие ее винты. Затем открыва­
ют кран, соединяющий стерилизационную камеру с наружным воздухом, 
и включают электрообогревательное устройство в электросеть. В водопа­
ровой камере вода закипает, и пар начинает выходить наружу. Пар вы­
пускают в течение 10-15 минут. Это необходимо для того, чтобы весь 
воздух из автоклава был вытеснен паром, иначе смесь пара и воздуха при 
одном и том же давлении будет иметь температуру более низкую, чем 
температура насыщенного пара. После вытеснения воздуха, паровыводя­
щий кран перекрывают и следят за показаниями монометра. По достиже­
нии необходимого давления отмечают время, означающее начало стери­
лизации. По истечении заданного времени элекронагревательное устрой­
ство отключают от электросети и выдерживают автоклав отключенным 
до того времени, пока стрелка монометра не упадет до нулевой отметки. 
После этого открывают паровыводящий кран. Открывание этого крана 
даже при незначительном давлении не допустимо, т.к. нагретые среды 
при резком снижении давления закипают, что приводит к выталкиванию 
пробок из сосудов или же их смачиванию и нарушению стерильности 
сред. Крышку автоклава желательно открывать после его полного охлаж­
дения. Простерилизованные среды помещают в термостат на 2-3 суток с 
целью контроля их на стерильность. Отсутствие визуально определяемо­
го пророста сред -  свидетельство их стерильности.

Каждому определенному давлению насыщенного пара в стерилиза­
ционной камере соответствует определенная температура. При давлении 
0,5 атм. температура достигает 110-112оС, при 1 атм. -  120-121оС, при 1,5 
атм. -  124-126оС, а при давлении в 2 атм. температура повышается до 
132-133оС.

Длительность стерилизации сред и температура, при которой про­
водится автоклавирование, зависят от состава питательных сред. МПБ, 
МПА стерилизуют при 1 атм. 20-30 минут. Такие среды, как молоко, 
дрожжевой автолизат, дрожжевую воду, автоклавируют при 0,5 атм. 15 
минут. При таком же режиме автоклавирования стерилизуют среды с же­
латиной. Среды, содержащие сахара и витамины (среды Гисса, пивное 
сусло, соки) автоклавируют при 0,5 атм. 20-30 минут.

При выборе режима стерилизации учитывают значение рН среды. 
При автоклавировании сред с кислой реакцией могут гидролизовать вхо­
дящие в их состав полимеры. В случае стерилизации сред с рН ниже 6,5­
6,0 происходит пептонизация желатины. При рН среды ниже 5,0 подвер­
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гается гидролизу агар, и он теряет способность образовывать гель. При 
щелочном значении рН среды в процессе стерилизации выпадают в оса­
док соли железа, а сахара карамелизуются и становятся недоступными 
для микробов. Поэтому среды, предназначенные для выращивании ки- 
слото- и щелочелюбивых бактерий, стерилизуют при нейтральном значе­
нии рН, а затем, после автоклавирования, устанавливают необходимое 
для культивирования конкретного вида микробов рН. Ряд компонентов 
питательных сред стерилизуют отдельно при таком рН и режиме, кото­
рые не изменяют их свойства, а затем добавляют в среды в необходимом 
количестве.

Для стерилизации питательных сред кроме автоклавирования ис­
пользуют другие методы: тиндализацию и стерилизацию фильтрованием 
(механическая стерилизация). Эти способы используют в том случае, ко­
гда в состав питательных сред входят компоненты, разрушающиеся при 
автоклавировании или применении других методов стерилизации.

Тиндализация -  это способ стерилизации, заключающийся в воз­
действии на питательную среду температуры в 56-58оС в течение 5-6 
дней подряд по 40 минут. В перерывах между прогреваниями обрабаты­
ваемую среду выдерживают при комнатной температуре с целью прорас­
тания спор в вегетативные формы бактерий, которые при последующих 
прогреваниях полностью инактивируются. Можно применять и другой 
режим инактивации: прогревать питательную среду по 2 часа в первый 
день и по 1 часу в последующие 4-5 дней при указанной выше темпера­
туре (Т.С. Костенко, Е.И. Скаршевская, С.С. Гительсон, 1989).

Механическая стерилизация -  это стерилизация, заключающаяся в 
пропускании питательной среды через бактериальные ультрафильтры, 
задерживающие клетки микроорганизмов.

Медицинская промышленность изготавливает фильтры из каолина, 
асбеста, керамики, кварцевого песка, нитроцеллюлозы. Наибольшее при­
менение находят фильтры асбестовые и мембранные из нитроцеллюлозы.

В лабораториях применяют асбестовые фильтры Зейтца (рисунок 6).
Асбестовые пластинки помеща­

ются на сеточку, которая находится ме­
жду полым металлическим цилиндром и 
нижней частью приспособления, имею­
щего форму воронки с сетчатым дном. 
Цилиндр прочно скрепляют с воронкой 
с помощью специальных винтов. Затем 
воронку вставляют в отверстие резино­
вой пробки, а пробкой закрывают плос­
кодонную колбу с отводной трубкой и 
стерилизуют в автоклаве. Для проведе­
ния фильтрации отводную трубку кол­
бы присоединяют к вакуум-насосу, в 
цилиндр наливают фильтруемую жид-Рисунок 6 - Фильтр Зейтца
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кость и включают в сеть электронасос. Фильтруемая жидкость (питатель­
ная среда, раствор антибиотиков, сок, сыворотка крови и др.) проходит 
через фильтровальную пластинку, а микробы задерживаются пластинкой 
и остаются на ее поверхности (А.А. Солонеко, А.А. Гласкович, В.Н. 
Алешкевич, Ф.Е. Тимофеев, Н.Х. Федосова, 2000).

В редких случаях для стерилизации белковых сред прибегают к 
применению бета-пропионалактона, окиси этилена.

В биологической промышленности для стерилизации питательных 
сред используют многорамные фильтры, которые монтируются фильтр­
пластинками марки «Ф» для грубой фильтрации и марки «СФ» для сте­
рилизующей фильтрации. Многорамные фильтры и указанные фильтро­
вальные пластины широко применяют на биофабриках при производстве 
противолептоспирозных препаратов для стерилизации сывороточной 
среды, предназначенной для культивирования лептоспир (Ю.А. Малахов, 
А.Н. Панин, Г.Л. Соболева, 2001).

Практика фильтрации питательных сред показывает, что мембран­
ная технология очистки их требует предварительного фильтрования, как 
и других биологических жидкостей через фильтровальный материал типа 
бумаги и картона.

Надо иметь в виду, что к фильтровальным материалам предъявляют 
ряд требований:

- эффективная очистка среды или же другого биологического 
продукта от механических примесей и микроорганизмов;

- высокая пропускная способность применяемых фильтров;
- биологическая инертность используемых фильтров и минималь­

ные потери фильтруемого продукта и его биологически активных ве­
ществ;

- отсутствие миграции в фильтрат из фильтра веществ в раство­
ренном и твердом состоянии, способных смещать величину рН среды, 
что может вызывать денатурацию биологически активных компонентов и 
вызывать загрязнение фильтруемой жидкости.

На предприятиях биологической промышленности для фильтрации 
питательных сред, альбумина, гипериммунных сывороток и т.д. исполь­
зуют отечественные и зарубежные асбестоцеллюлозные фильтровальные 
материалы. Процесс фильтрования питательных и других жидких биоло­
гических сред через отечественные фильтрпластины, как правило, явля­
ется многоступенчатым, т.е. сначала проводится грубая фильтрация через 
пластины марки «Ф», затем тонкая -  через пластины марки «СФ-1», а по­
том -стерилизующая фильтрация через пластины марок «СФ-2», «СФ-3», 
«СФ-4», «СФ-5».

Известны иностранные фильтровальные пластины фирмы «Зейтц» 
марок К-10, ЕКБ -  для грубой фильтрации и марок ЕКБ-1 и ЕКБ-2 - для 
стерилизующей фильтрации не только питательных сред, но и многих 
биологических жидкостей.

Указанные выше фильтровальные пластины имеют некоторые от­
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рицательные свойства. В процессе фильтрования происходит защелачи­
вание фильтруемой среды. Из фильтрпластин вымывается значительное 
количество кальция, магния и других веществ, ухудшающих качество 
фильтратов, кроме этого в фильтруемую среду мигрируют мельчайшие 
волоконца, что крайне нежелательно. Все указанные недостатки фильтр­
пластин связывают с входящим в их состав асбестом хризотиловым (М.П. 
Залесская и др., 1978).

Поэтому А.В. Канарский, Н.В. Платицина, Д.М. Фляте, В.П. Гай­
денко, Т.К. Горшкова, В.А. Карпук (1981) предложили обрабатывать 
фильтрпластины в кислой среде, что позволяет улучшить их стерили­
зующие свойства и пропускную способность, а также исключать вымы- 
ваемость веществ в фильтруемую жидкость.

В.П. Гайденко, В.А. Карпук (ВНИТИБП) существующее большое 
разнообразие фильтрующих материалов подразделяют на две группы -  
мембранные и глубинные фильтры. Глубинные фильтры состоят обычно 
из волокон, частиц или фрагментов, образующих единую массу, в кото­
рой имеются извилистые каналы или поры. Размеры каналов и пор варь­
ируют и намного превышают размеры задерживаемых частиц, в частно­
сти, микроорганизмов. Однако фильтрующая способность этих фильтров 
обеспечивается суммарным действием различных факторов, таких как 
иннерционное осаждение, седиментация, электростатические и вандерва- 
альсовые силы и т.д. К глубинному типу фильтров относят асбестовые, 
асбесто-целлюлозные пластины, керамические свечи, мелкопористое 
стекло, металлокерамика и т.д.

Глубинные фильтры имеют высокую поглотительную способность, 
что позволяет успешно использовать их для очистки сильно загрязнен­
ных растворов. Однако эти фильтры имеют некоторые недостатки. При 
увеличении разности давления контаминирующие организмы могут 
пройти через фильтр и попасть в фильтрат. Поэтому глубинные фильтры 
характеризуются определенной номинальной, а не абсолютной произво­
дительностью. Отрицательной стороной глубинных фильтров, особенно 
при длительной фильтрации, является проникновение бактерий в фильт­
рат и прорастание их в нем. Зачастую, при фильтрации через асбестовые 
пластины, изменяется рН фильтруемой среды на 0,2-0,6, что свидетельст­
вует о вымывании из фильтрматериала веществ, которые могут оказывать 
отрицательное воздействие на культивируемые микробы.

Зарубежные фирмы разрабатывают и выпускают мембранные 
фильтры. Их изготавливают из полимерных материалов, которые биоло­
гически инертны. Толщина мембранных фильтров составляет 150-200 
мкм. Они обладают очень малой абсорбционной емкостью, и поэтому в 
их матриксе задерживается ничтожное количество жидкости, что весьма 
ценно при фильтрации дорогостоящих биологических растворов. Через 
эти фильтры можно пропустить без потерь от нескольких миллиметров 
до нескольких сотен литров жидкости.

Фирма «Миллипор» выпускает различные мембранные фильтры,
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изготовленные из очищенных эфиров целлюлозы, нейлона, поливинил­
хлорида, тефлона. Все эти материалы биологически инертны, не оказы­
вают токсического действия на микроорганизмы, устойчивы к воздейст­
вию высокой температуры (140-200оС), обладают высокой скоростью 
фильтрования, которая в 30-40 раз превышает скорость фильтрования че­
рез глубинные фильтры.

2.3.7. Краткие сведения о культивировании 
микроорганизмов

Культивировать микроорганизмы -  это значит искусственно созда­
вать условия для их роста и размножения. В микробиологических лабо­
раториях микроорганизмы культивируют in vitro, т.е. в стеклянных про­
бирках, колбах, флаконах и других сосудах. В настоящее время промыш­
ленность выпускает для лабораторных нужд посуду не только из стекла, 
но и из других материалов. Для культивирования in vitro необходимы пи­
тательные субстраты, которые микроорганизмы используют в качестве 
питательных веществ. В процессе развития и становления микробиологии 
были предложены для культивирования микробов многочисленные пита­
тельные среды. В зависимости от целей выращивания микроорганизмов, 
их видовой принадлежности состав питательных сред варьирует в широ­
ких пределах.

Одна из особенностей микроорганизмов -  их необычайная зависи­
мость от условий окружающей среды. Малые размеры клеток определяют 
тесный контакт микробов со средой, поэтому они реагируют на измене­
ние условий среды в большей степени, чем другие живые существа. Ре­
шающее значение для жизнедеятельности микроорганизмов имеет набор 
и соотношение компонентов питательной среды. Чрезвычайно важны 
также физико-химические факторы: кислотность среды (рН), окисли­
тельно-восстановительные условия (Eh), аэрация, температура, свет и 
другие.

Развитие микроорганизмов возможно лишь в определенных преде­
лах каждого фактора. Для представителей различных групп микроорга­
низмов эти пределы часто неодинаковы. Изменение того или иного фак­
тора в границах, допускающих развитие микроорганизмов, существенно 
влияет на их рост и обмен веществ.

Для каждого конкретного вида микроорганизмов имеются порого­
вые уровни питательных веществ, необходимые для роста и размноже­
ния, ниже которых наступает голодание. При голодании происходит 
уменьшение и фрагментация клеток, появление ультрамикроформ. На­
блюдается увеличение отношения площади поверхности клетки к ее объ­
ему -  явление, вполне известное для многих микробов. Некоторые виды 
бактерий вырабатывают специальные формы для переживания условий 
голодания -  споры, цисты.

По нашему мнению, необходимо различать лабораторное культи­
вирование микроорганизмов и промышленное. Такое различие обосно­
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вывается целями, а также задачами, стоящими перед производственными, 
научно-исследовательскими лабораториями и биологической промыш­
ленностью. Непроходимой границы между лабораторным и промышлен­
ным культивированием микробов провести нельзя, так как во многих 
случаях их цели и задачи, принципы культивирования совпадают. Одна­
ко, когда дело касается масштабирования процесса культивирования оп­
ределенного вида микроорганизмов, то почти всегда не удается получить 
воспроизводимые результаты. Масштабирование -  это перенесение про­
цедуры культивирования, разработанной в лаборатории, в производство. 
Известно, что процесс выращивания микроорганизмов может быть мало­
эффективным в условиях крупного производства. Народному хозяйству 
необходимы крупномасштабные биотехнологические производства. При 
переходе от лабораторных условий культивирования к промышленным 
масштабам главное -  это максимальный выход продукта при минималь­
ных энергетических, материальных и временных затратах. Одной из важ­
ных задач промышленного культивирования является увеличение выхода 
целевого продукта (клеточной массы, внутриклеточных или внеклеточ­
ных продуктов), точнее, увеличение выхода продукта по отношению к 
потребленному субстрату. Выход продукта по отношению к потреблен­
ному субстрату (питательной среде) называют экономическим коэффи­
циентом (Y). Чем выше Y (от английского yeald -  выход, урожай), тем 
выше продуктивность биотехнологического процесса. При низкой про­
дуктивности производство оказывается нерентабельным и неконкурент­
носпособным. Промышленное культивирование может быть рентабель­
ным при осуществлении оптимизации в таком направлении, которое 
должно привести к получению максимально высокой концентрации про­
дукта, высокой полноте конверсии субстрата в целевой продукт, хорошей 
воспроизводимости процесса. Промышленное культивирование пресле­
дует получение продуктов трех типов: 1) клеточной массы; 2) первичных 
продуктов; 3) вторичных продуктов. Целевым продуктом могут быть 
клетки микроорганизмов или их метаболиты: внутриклеточные -  сохра­
няющиеся в клетках и внеклеточные -  выделяющиеся наружу. Поэтому в 
первую очередь необходимо изучать и знать динамику роста культуры 
каждого культивируемого вида бактерий, биосинтеза различных метабо­
литов и потребление веществ питательной среды. Такое знание позволяет 
установить параметры роста, определить связь синтеза метаболитов с 
ростом, дать количественную характеристику процессу культивирования.

Вторым этапом оптимизации является определение ростостимули­
рующего фактора, который оказывает решающее влияние на выход целе­
вого продукта. Этим фактором может быть С, О, N, S, P и другие. Третий 
этап оптимизации культивирования сводится к подбору оптимальной 
среды, обеспечивающей хороший рост микробов и не содержащей ком­
понентов, репрессирующих синтез целевого продукта. Следующий, чет­
вертый этап оптимизации культивирования сводится к подбору способа 
культивирования, наиболее благоприятного для получения бактериаль­
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ной массы, экзо- и эндотоксинов и других метаболитов.
Промышленное культивирование микроорганизмов -  это сложный 

биотехнологический процесс, составляющими которого являются пита­
тельная среда, аппаратурно-техническое обеспечение и режим культиви­
рования бактерий (А.Я. Самуйленко с соавт., 1999).

Процесс культивирования микроорганизмов имеет большое значе­
ние в производстве средств, специфической профилактике инфекцион­
ных болезней животных и птиц, так как на этом технологическом этапе 
происходит синтез антигенов, необходимых для изготовления иммуно­
препаратов различного назначения.

Промышленное культивирование микроорганизмов имеет некото­
рые особенности, которые сводятся к следующему.

Выращивание микробов в условиях строгой чистоты культуры вы­
зывает необходимость стерилизации как основной, так и вспомогатель­
ной аппаратуры, а также питательной среды и всех компонентов, вноси­
мых в реактор. Процесс культивирования должен осуществляться в усло­
виях, исключающих проникновение посторонней микрофлоры в фермен­
тер, что требует специальной аппаратуры, приборов, арматуры и т.д. Это 
учитывают при конструировании ферментеров, предназначенных для вы­
ращивания бактерий, а также в случае приспособления для их культиви­
рования аппаратов, используемых в химической и пищевой промышлен­
ности.

Культивирование микроорганизмов ведут в трехфазной системе газ 
-  жидкость -  плотное тело (клетки) с меняющимися в ходе процесса рео­
логическими свойствами. Это вызывает значительные трудности при пе­
реходе от лабораторных моделей к промышленным установкам.

Особенностью промышленного культивирования является необхо­
димость использования больших объемов воздуха как дешевого источни­
ка кислорода из-за низкой его растворимости в питательной среде и куль­
туральной жидкости.

У микробов, по сравнению с химическими реакциями, скорость 
протекания биосинтеза низкая, но высокая чувствительность их к воздей­
ствию физико-химических и механических факторов.

Многокомпонентность питательных сред, способность их и расту­
щей культуры образовывать пену, сложность механизмов регуляции рос­
та бактерий, нестабильность в ряде случаев целевых продуктов -  обу­
словливает определенные трудности при промышленном культивирова­
нии микроорганизмов (У.Э. Виестур, М.Ж. Кристапсонс, Е.С. Былинкина, 
1980).

В связи с отмеченным, поиск оптимальных условий культивирова­
ния разнообразных видов микробов -  весьма сложная задача.

По нашему мнению, решение этой задачи связано с применением 
высокопродуктивных штаммов микроорганизмов, созданием крупнотон­
нажных реакторов, разработкой максимально оптимальных способов и 
режимов культивирования, использованием для приготовления питатель­
ных сред белоксодержащего непищевого сырья различного происхожде­
ния, применением современных систем обработки данных и автоматиза­
цией процесса культивирования.
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Г  ЛАВА 3. Физико-химический и биологический контроль
питательных сред

Задача данной монографии -  информировать специалистов биоло­
гического профиля об основных методах и приемах оценки качества пи­
тательных сред для культивирования микроорганизмов. Пригодность пи­
тательных сред может быть определена только после контроля их качест­
ва физико-химическими и биологическими методами.

Методы физико-химического и биологического контроля качества 
питательных сред разрознены по многочисленным литературным источ­
никам, учебникам и практикумам. Поэтому мы изучили имеющийся ли­
тературный материал и апробировали в лабораторных и производствен­
ных условиях методы контроля качества питательных сред, сосредоточив 
их, а также результаты собственных экспериментов в данной моногра­
фии.

Представленные в монографии методы определения качества пита­
тельных сред могут быть использованы в практической работе специали­
стами ветеринарных лабораторий, микробиологами в сфере производства 
биологических ветеринарных препаратов, сотрудниками научно­
исследовательских и учебных учреждений.

Описанные в настоящей монографии методики не ограничивают 
творческой инициативы исследователей и практических работников. По 
мере накопления сведений о более достоверных методах контроля каче­
ства питательных сред и их компонентов, они могут уточняться и допол­
няться.

3.1. Определение рН
Концентрацию водородных ионов в пробах определяют потанцио- 

метрически, используя для этого различные типы отечественных и зару­
бежных приборов.

Определение величины рН проводят в соответствии с инструкцией, 
прилагаемой к определенному типу рН-метра. Наиболее точные резуль­
таты могут быть получены при температуре 25±1,5оС.

3.2. Определение содержания азота 
методом Кьельдаля

Общий азот -  это сумма азота белков, полипептидов, альбуминов, 
аминокислот, пептидов, солей аммония и др. Азот органических соеди­
нений при сжигании с концентрированной серной кислотой превращает­
ся в сернокислый аммоний, который при воздействии концентрирован­
ной щелочи разлагается с выделением аммиака. Количество образующе­
гося аммиака можно определить различными методами (Неслера, Каннея 
и др.). Общепринятым является метод Кьельдаля.
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Для его осуществления необходимы следующие реактивы: концен­
трированная серная кислота, 33%-ный пергидроль, 30%-ный раствор, 
титрованный раствор 0,1 Н серной кислоты, титрованный 0,1 Н раствор 
едкого натра, 0,1%-ный водный раствор метилоранжа, индикатор Таширо 
(смесь 0,2%-ного метилрота и 0,1%-ного метилового синего в соотноше­
нии 1:1).

Содержание общего азота определяют следующим образом. В 
Кьельдалевскую колбу из термостойкого стекла вносят 1 см питательнойз
среды или 5%-ного раствора гидролизата, добавляют 1 см концентриро­
ванной серной кислоты и сжигают на песчаной бане с газовым или элек­
трическим обогревом. Используемую пробу сжигают до полного обес­
цвечивания.

Выделяющийся аммиак отгоняют в круглодонную колбу (перегон­
ная) емкостью 500-2000 см , соединенную через стеклянную трубку с 
колбой Къельдаля, которая соединена через каплеуловитель со стеклян­
ным холодильником. Конец холодильника должен быть погружен в при­
емную колбу (колба Эрленмейера на 100-200 см3).

Минерализованный образец переносят из колбы для сжигания в 
колбу для отгонки путем обмывания первой небольшим количеством 
дистиллированной воды и добавляют несколько капель индикатора. За­
тем в колбу парообразователь наливают воды на ^  ее объема. В прием­
ную колбу отмеряют 10-20 см 0,1Н раствора серной кислоты. В колбу с 
пробой вносят 30%-ный раствор гидрат окиси натрия до щелочной реак­
ции по индикатору. Колбу парообразователь нагревают на газовой горел­
ке. Перегонку ведут до увеличения объема жидкости в колбе-приемнике 
в 2-3 раза. К отгону добавляют 2-3 капли индикатора Таширо и титруют 
0,1Н раствором гидранта окиси натрия до перехода окраски от фиолето­
вой до зеленой.

Расчет количества общего азота ведут по формуле 1:

V -  (АК1 -  ВК2) х 1,4 X100
Х “ ----------- v----------- ’ (3)

где Х -  количество общего азота в мг %;
А -  количество 0,1Н серной кислоты в см ;
В -  количество 0,1Н раствора гидрата окиси, использованное для3титрования в см ;
К1— поправка к титру 0,1 Н раствора серной кислоты;
К2 -  поправка к титру 0,1 Н раствора NaOH;
1,4 -  количество азота в мг, эквивалентное 1 см 0,1 Н раствора сер­
ной кислоты;
V -  объем пробы в см , взятой для исследования;
100 -  пересчет на 100 см исследуемого материала.
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3.3. Определение остаточного азота
Под остаточным азотом понимают азот веществ, оставшихся в рас­

творе после осаждения белков. Для определения содержания остаточного 
азота необходимы те же реактивы, что и для определения общего азота и 
20%-ный раствор трихлоруксусной кислоты (ТХУ). Ход определения 
сводится к следующему.

В центрифужную пробирку вносят 5 см исследуемой пробы и 5 см 
20%-ного раствора ТХУ, перемешивают, спустя 10 минут центрифуги­
руют. Затем 2 см центрифугата вносят в колбу Кьельдаля, добавляют 1 
см3 концентрированной серной кислоты и минерализуют как указано 
выше.

Расчет остаточного азота проводят по той же формуле, что и для 
общего азота (V пробы = 1см3).

3.4. Определение содержания белка
Классический метод определения белка сводится к определению с 

соответствующим перерасчетом белкового азота как разницы между об­
щим и остаточным азотом.

Расчет белка проводят по формуле 2:

Х = (А— В) х 6,25 (4)
1000 ’ v

где Х -  количество белка, г %.
А -  содержание общего азота, мг %;
В -  количество остаточного азота, мг %.
6,25 -  коэффициент перерасчета азота в белок;
1000 -  перерасчет, г %.

3.5. Определение аминного азота
Под общим амминным азотом понимают азот амминных групп 

низших полипептидов и аминокислот. В настоящее время существует два 
основных метода определения амминного азота: газометрический метод 
Ван-Слайка и метод формольного титрования Серенсена-Гаврилова. 
Наиболее простым и общепринятым является метод Серенсена- 
Гаврилова. Способ основан на блокировании формальдегидом в ней­
тральной среде свободных аминогрупп с последующим титрованием кар­
боксильных групп щелочью. Считают, что определяемое при этом коли­
чество карбоксильных групп эквивалентно количеству свободных ами­
ногрупп.

Для постановки эксперимента необходимы следующие реактивы: 
37%-ный формалин, нейтрализованный 0,1 Н раствором гидрата окиси 
натрия (50 см3 формалина + 1 см3 0,5%-ного спиртового раствора фенол­
фталеина), 0,1Н титрованый раствор №ОН, 0,1 Н раствор серной кислоты.
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Ход определения амминного азота заключается в следующем. В 
химический стакан вносят 1-2 см 2%-ного раствора гидролизата или та­
кое же количество питательной среды и добавляют 15-20 см дистилли­
рованной воды. Затем рН смеси доводят до 7,0 0,1 Н раствором щелочи 
или кислоты и вносят 2 см нейтрализованного формалина. Далее смесь 
титруют 0,1 Н раствором гидрата окиси натрия до рН 8,5.

Расчет содержания амминного азота в исследуемом образце ведут 
по формуле (3):

V -  (А -  В) х К  х 1,4 X100Х— ---------------------- , (5 )V

где Х -  количество амминного азота в мг%;
А -  количество 0,1 Н раствора NaOH в см , пошедшего на титрова­
ние пробы;
В -  количество 0,1 Н раствора NaOH, пошедшего на титрование кон­
троля;
К -  поправка к титру 0,1 Н раствора едкого натрия;
1,4 -  количество азота в мг, эквивалентное 1 см 0,1 Н раствора едко­
го натрия;
V -  объем пробы в см , взятый на исследование;
100 -  пересчет на 100 см3, пробы.

Параллельно проводят контрольное определение, расчет которого ве­
дут по формуле 4:

Х Ах  1,4 х К х  100
В (6)

где Х -  содержание амминного азота в мг %;
А -  разница между количеством 0,1 Н NaOH в см , пошедшего на 
титрование используемого и контрольного раствора;
В -  количество испытуемого раствора в см , взятого на титрование;
К -  поправка до точно 0,1 Н NaOH;
1,4 -  эквивалент азота, соответствующий 1 см 0,1 Н NaOH;
100 -  пересчет на 100 см3 пробы.

3.6. Количественное определение свободного триптофана
по М.А. Пешкову

Определение триптофана чаще всего используют в биологической 
промышленности как тест на полноту ферментативного гидролиза мяса 
при изготовлении переваров Хоттингера. Установлено, что содержание 
триптофана по мере расщепления белков мяса возрастает до 350-400 
мг%, по окончании гидролиза -  стабилизируется (250-300 мг%), а затем
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падает до 100-200 мг%.
Метод Пешкова основан на том, что при хлорировании триптофана 

образуется розовый монохлортриптофан. Реакцию считают законченной 
при исчезновении розовой и появлении желтой окраски.

Для определения свободного триптофана необходимы следующие 
реактивы: 1%-ный раствор хлорамина Б, который содержит 26-29% сво­
бодного хлора, ледяная уксусная кислота.

Прежде чем приступить к определению в пробе свободного трип­
тофана, готовят 1%-ный раствор хлорамина Б. Для этого 1 г сухого хло­
рамина растворяют в 99 см3 воды и фильтруют. Затем в пробирку вносят 
1 см питательной среды или 25%-ного раствора гидролизата, добавляют 
4 см дистиллированной воды, 1 см ледяной уксусной кислоты и титри­
руют 15%-ным раствором хлорамина. Последний прибавляют по каплям, 
осторожно встряхивая во избежание образования пены, которая может 
мешать наблюдению за интенсивностью изменения окраски. Реактив до­
бавляют до тех пор, пока розовая окраска не начинает ослабевать и пере­
ходить в желтую или грязно-бурую.

Содержание триптофана в питательной среде выражают в мг%, 
расчет проводят по формуле 5:

Х = А х 100, (7)

где Х -  количество триптофана в мг%;
А -  количество хлорамина в см3, пошедшее на титрование;
100 -  перерасчет на 100 см3 раствора.

3.7. Определение содержания углеводов
Для определения содержания углеводов применяют колометриче- 

ский метод, основанный на реакции их с антроном в кислой среде с обра­
зованием соединения, окрашенного в голубовато-зеленый цвет (иногда 
желто-зеленый), интенсивность окраски которого пропорциональна со­
держанию углеводов в пробе.

Для определения количества углеводов в пробе необходимы: 5%- 
ный раствор трихлоруксусной кислоты, концентрированная серная ки­
слота, антроновый реактив, представляющий собой смесь 34 см дистил­
лированной воды и 66 см3 концентрированной серной кислоты. В горя­
чий раствор этой смеси вносят 50 мг перекристаллизованного антрона и 1 
часть тиомочевины.

Перекристаллизацию антрона ведут по следующей методике. Ан- 
трон вносят в колбу с обратным холодильником и растворяют в спирте, 
доведенном до кипячения. На 100 г антрона берут 1000 см спирта. Рас­
твор оставляют на сутки до выпадения вещества в осадок, затем спирт 
сливают. Осадок заливают новой порцией спирта и снова доводят до ки­
пячения, отстаивают сутки, спирт сливают. Перекристаллизацию повто­
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ряют еще раз, антрон переносят в химический стакан и высушивают ме­
тодом сублимации.

Прежде чем приступить к определению углеводов в исследуемой 
пробе, готовят разведения стандартного раствора глюкозы для построе­
ния калибровочной кривой.

Схема приготовления разведений раствора представлена в таблице 4.

Таблица 4 -  Схема приготовления разведений раствора глюкозы
Объем стандартного 

раствора (см3)
3

Объем воды (см ) Концентрация 
глюкозы (мг)

0,1 0,4 0,004
0,2 0,3 0,08
0,3 0,2 0,12
0,4 0,1 0,16
0,5 0 0,20

3
В каждую пробирку добавляют 1 см концентрированной серной 

кислоты и 2 см3 антронового реактива, выдерживают 10 минут в кипящей 
водяной бане, охлаждают и колориметрируют при длине волны в 30 нм, 
используя красный светофильтр в кюветах с рабочей длиной 5 мм.

Основной опыт по определению углеводов ставят в следующей по­
следовательности. В центрифужную пробирку вносят 4,5 см3 5%-ного 
раствора ТХУ и 0,5 см3 исследуемой пробы, перемешивают и центрифу­
гируют. Из центрифужной в обычную пробирку отбирают 0,5 см3 надоса- 
дочной жидкости, добавляют 1 см3 концентрированной серной кислоты и 
2 см3 антронового реактива, перемешивают и выдерживают в кипящей 
водяной бане 10 минут. Содержимое пробирки охлаждают и колоримет- 
рируют при тех же условиях, что и при построении колибровочной кри­
вой.

Содержание углеводов рассчитывают по формуле 6:

Х Ах  10 х 100
0,5

(8)

где Х -  количество углеводов в мг%;
А -  количество углеводов в мг, определенное по колибровочной 
кривой;
10 -  коэффициент поправки на разведение образца;
0,5 -  объем пробы в см3;
100 -  пересчет на 100 см3 образца.

3.8. Биуретовая реакция3
В пробирку вносят 2 см испытуемой питательной среды, добавля­

ют 1,5-2 см раствора NaOH, хорошо перемешивают и осторожно наслаи­
вают 4-5 капель 0,5%-ного раствора сернокислой меди. Окраска раствора 
должна быть красно-фиолетовой.
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3.9. Определение содержания золы
В предварительно прокаленный тигель вносят 1-1,5 см исследуе­

мой пробы питательной среды, выпаривают, а затем озоляют в муфель­
ной печи при 500-600оС до постоянной массы.

Разница при последующих двух взвешиваниях должна быть не бо­
лее 0,002 г. Содержание золы рассчитывают по формуле 7:

v _  (М2 -  М )х100X- ---------------
(М 1 -  М )

(7)

где М -  масса пустого тигля в г.;
М1 -  масса со средой до озоления в г.;
М2 -  масса тигля со средой после озоления в г.

3.10. Определение свободного индола
К 10 см испытуемой пробы добавляют 2-3 см амилового алкоголя, 

тщательно перемешивают, вносят 1 см3 раствора азотистокислого калия в 
разведении 1:1000, 1 см химически чистой серной кислоты и осторожно 
перемешивают. При этом не должно появиться розовое окрашивание, что 
является свидетельством отсутствия в среде индола.

3.11. Определение содержания тяжелых металлов
Для определения содержания тяжелых металлов 100 см питатель­

ной среды высушивают, затем прокаливают в тигле в присутствии серной 
кислоты и 1 см насыщенного раствора ацетата аммония. После озоления 
среду разбавляют и фильтруют через бумажный фильтр, тигель и фильтр

3 3промывают 5 см воды. К 10 см фильтрата, доведенного серной кислотой 
или раствором натрия гидроокиси до нейтральной или слабокислой реак­
ции, прибавляют 1 см3 разведенной уксусной кислоты, 5 капель раствора 
сульфида натрия и перемешивают. В течение 5 минут не должно поя­
виться осадка и желтого окрашивания.

3.12. Биологический контроль питательных сред

3.12.1. Тест-микроорганизмы, порядок хранения и работы с ними
Биологический контроль питательных сред проводят с использова­

нием тест-микроорганизмов по следующим показателям: чувствительно­
сти, скорости роста, эффективности, стабильности.

Для определения этих показателей в практической работе приме­
няют рекомендованные ФГУ Всероссийским государственным Центром 
качества и стандартизации лекарственных средств для животных и кор­
мов (ФГУ ВГНКИ) следующие тест-микроорганизмы:
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1. Staphylococcus aureus «Лоссманов»
2. Escherichiae coli 675
3. Streptococcus faecalis 6783
4. Streptococcus pyogenes Dick 1
5. Shigella flexneri 8516
6. Corinebacterium diphteroides 1911
Лиофилизированные культуры упомянутых бактерий хранятся при 

температуре 4-6оС. Восстановление культур из лиофилизированного со­
стояния проводят в жидких питательных средах, применяемых для куль­
тивирования конкретного вида микроорганизмов. При определении био­
логических показателей используют штаммы, не подверженные диссо­
циации, для чего колонии тест-штамма рассматривают визуально и под 
малым увеличением микроскопа. Кроме этого, 1-2 млрд взвеси микроб­
ных тел агаровой культуры в физиологическом растворе кипятят на водя­
ной бане в течение часа. На плотной питательной среде должны быть ко­
лонии только в S-форме, а взвесь тест-микроба после кипячения должна 
оставаться гомогенной. Проверенные культуры тест-штамма засевают в 
полужидкий агар, выращивают, набирают в пастеровские пипетки с пере­
тяжками, запаивают с двух концов и хранят при 4-6оС 3-6 месяцев, ис­
пользуя по мере необходимости. Для биологического контроля исполь­
зуемых питательных сред применяют культуры тест-микроорганизмов, 
прошедшие не более 2 пассажей на рабочих средах.

3.12.2. Определение чувствительности, скорости роста
Под показателем чувствительности понимают десятикратное разве­

дение культуры тест-микроорганизмов, при засеве из которого в пита­
тельных средах обнаруживают видимый рост бактерий.

Для определения чувствительности тест-штаммы выращивают на 
плотной питательной среде, смывают физиологическим раствором, гото-3
вят взвесь с содержанием 1 млрд микробных тел в 1 см . Затем путем по­
следовательного внесения 0,5 см взвеси в 8 пробирок с 4,5 см физрас­
твора и тщательного перемешивания получают десятикратные разведе­
ния культуры. Из 4 последних пробирок (разведение 10 -10") делают за­
сев на плотную (в чашках Петри), в жидкую и полужидкую (в пробирках) 
питательные среды, используя не менее 3 чашек и пробирок на каждое 
разведение. Посевы выдерживают в термостате при температуре, опти­
мальной для каждого определенного вида тест-штамма.

Чувствительность среды определяют по наибольшему разведению 
культуры при высеве из которого на всех засеваемых средах (чашках, 
пробирках) визуально обнаруживают рост микробов. Среду считают ка­
чественной в отношении чувствительности при обнаружении роста в 
чашках и пробирках засеянных культурой тест-штамма, разведенной не 
менее чем 10-5. Скорость роста культуры микробов определяют для каж­
дого разведения взвеси через 12-24-48 часов, выдерживая в термостате на 
плотных и 3-6-9 и т.д. до 48 часов в жидких и питательных полужидких
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средах.
Показателем скорости роста является минимальное время инкуба­

ции (в часах), необходимое для появления видимого роста на всех засе­
янных средах.

При появлении роста через 24-48 часов на всех засеянных средах их 
признают качественными в отношении упомянутого показателя.

3.12.3. Определение показателя эффективности
Под показателем эффективности понимают выход микробных тел с 

1 см среды в единицах оптической плотности.
Эффективность жидких питательных сред определяют по концен­

трации микробных тел через определенный срок инкубации, устанавли­
вая изменения показателя оптической плотности (Е) на ФЭКе при длине 
волны 620-640 нм в кювете с рабочей длиной 5 мм (ГОСТ 13805-76). Для 
оценки эффективности питательных сред ФГУ ВГНКИ рекомендует сле­
дующие значения для тест-культур:

Staphylococcus aureus «Лоссманов» -  0,4
Escherichia coli 675 -  0,5
Streptococcus faecalis 6783 -  0,3
Streptococcus pyogenes Dick 1 -  0,12
Shigella flexneri 8516 -  0,15
Corinebacterium diphteroides 1911 -  0,12

3.12.4. Определение стабильности основных свойств 
культур тест-штаммов

Стабильность основных свойств культур -  это отсутствие в испы­
туемых питательных средах микроорганизмов, атипичных по культу­
рально-морфологическим и биохимическим свойствам и, напротив, нали­
чие бактерий со свойствами, характерными для использованного тест­
штамма.

Для определения стабильности в испытуемые жидкие, полужидкие 
и на плотные питательные среды делают посев бактерий определенного 
тест-штамма. После соответствующей инкубации изучают морфологиче­
ские, культуральные и биохимические свойства выросших культур, ис­
пользуя при этом общеизвестные в микробиологической практике мето­
дики.

Испытуемую среду признают качественной при наличии в ней ти­
пичных для взятого в опыт вида бактерий и отсутствии их диссоциации.
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Г  ЛАВА 4. П итательные среды для основных групп
микроорганизмов

4.1. Среды для изоляции и идентификации энтеробактерий
Энтеробактерии широко распрастранены в природе. Средой их 

обитания является почва, вода, кишечник животных и человека. Энтеро­
бактерий обнаруживают в продуктах питания, в кормах для животных. 
Среди них имеются патогенные, условно-патогенные и сапрофиты. Пато­
генные и условно-патогенные могут вызывать у животных и людей бо­
лезни, различающиеся по клиническим признакам и формам течения. 
Чаще всего инфекционную патологию у животных вызывают бактерии 
родов Escherichia, Salmonella, Proteus, Yersinia, значительно реже -  энте­
робактерии родов Citobacter, Klebsiella, Shigella, Serratia, Erwinia и дру­
гие.

Бактерии всех родов семейства имеют сходство по морфологиче­
ским, культуральным свойствам и различаются по биохимическим при­
знакам.

Энтеробактерии грамотрицательны, спор не образуют, капсул не 
формируют, за исключением отдельных сероваров, подвижны, но встре­
чаются и неподвижные микроорганизмы. Все они хемоорганотрофы, не- 
галофилы, хорошо растут на простых питательных средах. Оптимальная 
температура роста 37оС, оптимальное значение рН 7,2-7,4.

Для идентификации энтеробактерий широко используют определе­
ние их сахаролитических свойств.

Под сахаролитическими свойствами микробов понимают их спо­
собность расщеплять с помощью ферментов углеводы и многоатомные 
спирты. Для определения сахаролитических (гликолитических) свойств 
микроорганизмов их засевают на среды Гисса, среду Клиглера, агар Эн­
до, молоко с метиловым синим и многие другие.

В лабораторной практике для определения сахаролитических 
свойств микробов широко используют среды Гисса.

Для приготовления среды Гисса берут 10 г пептона и 5 г хлористо­
го натрия, растворяют в кипящей дистиллированной воде, устанавливают 
рН 7,4, фильтруют через бумажный фильтр. В фильтрат добавляют 0,25­
0,5% соответствующего углевода и индикатор, разливают по пробиркам с 
поплавками (длина 25 мм, диаметр 3 мм). Разлитая по пробиркам среда 
сразу не заполняет всего поплавка. Заполнение его происходит во время 
стерилизации.

При изготовлении полужидких сред Гисса к определенному коли­
честву дистиллированной воды добавляют 1% углеводов, 0,4% агар­
агара. Стерилизуют 3 дня текучим паром по 30 минут или при 0,5 атм. - 
15 минут.

Среду с рамнозой по Биттеру готовят и используют для дифферен­
циации сальмонелл. В 1 л дистиллированной воды растворяют 0,5 г 
Na2PO4, 1 г (NH4)2SO4, 2 г цитрата натрия, 5 г хлорида натрия, 0,05 г пеп­
тона и 5 г рамнозы. Кипятят, фильтруют, стерилизуют текучим паром 2 
дня по 30 минут. К суточной культуре на этой среде прибавляют не­
сколько капель 1,5% спиртового раствора метилового красного. В зави­
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симости от степени кислотности среда краснеет или остается желтой. 
Salmonella typhimurium дает красное окрашивание, остальные сальмонел­
лы -  желтое.

Среда Штерна предназначена для дифференциации сальмонелл. Ее 
готовят следующим образом. К 100 см3 МПБ прибавляют смесь из 5 ка­
пель насыщенного спиртового раствора основного фуксина и 2 см3 све­
жеприготовленного 10%-ного раствора натрия (Na2S2O3), 1 см3 глицерина 
и 1 см3 0,25%-ного раствора хризондина на стерильной горячей воде. 
Среду можно применять в течение 8-14 суток. Бактерии S. typhimurium 
вызывают покраснение сред, остальные сальмонеллы не изменяют ее 
цвета.

Для определения протеолитических свойств исследуемую культуру 
засевают на питательную среду, содержащую тот или иной белок: МПБ, 
пептонную воду, МПЖ, агар Клиглера, мозговую среду, молоко, желатин 
и другие. В ветеринарных лабораториях для определения протеолитиче­
ской активности бактерий используют молоко, молоко с лакмусом, жела­
тиновую среду.

Свежее молоко доводят до кипения и кипятят 5 минут, после чего 
оставляют в прохладном месте на сутки, а затем снимают жирный верх­
ний слой. После удаления жирного слоя снова кипятят 5 минут, отстаи­
вают сутки, снимают верхний слой, фильтруют через плотный ватно­
марлевый фильтр 2-3 раза и нейтрализуют 10%-ным раствором карбоната 
натрия до рН 7,2. Молоко разливают по пробиркам и стерилизуют теку­
чим паром 2 дня подряд по 30 минут. Протеолиз в молоке выражается 
растворением сгустка казеина.

Молоко с лакмусом готовят так же, как молоко без него, с той лишь 
разницей, что прибавляют 5-10% лакмусовой настойки и столько же 10%- 
ного раствора бикарбоната натрия. При кислотообразовании молоко ста­
новится розовым (до красного), при щелочеобразовании -  сине­
фиолетовым (до синего).

Способность микроорганизмов гидролизовать казеин определяют 
на молочном агаре Эйкмана: к 10 см3 стерильно расплавленного на водя­
ной бане МПА добавляют 3 см3 стерильного обезжиренного молока, 
смешивают, разливают в чашки Петри и охлаждают. На поверхность пи­
тательной среды делают посев культуры с таким расчетом, чтобы полу­
чить отдельные изолированные колонии. Посевы культивируют в термо­
стате 24-48 часов. Протеолиз проявляется пептонизацией казеина -  во­
круг колоний образуется четкая зона просветления молочного агара.

Кроме указанных сред для определения протеолитической способ­
ности микроорганизмов используют мясопептонную желатину. Для ее 
приготовления берут мясную воду и добавляют 1% пептона, 0,5% хлори­
стого натрия и желатин, предварительно мелко нарезанный в количестве 
10-20%. Для растворения желатина смесь нагревают до 40-50°С, посто­
янно перемешивая. После растворения желатина устанавливают рН 7,1­
7,3 и прогревают в течение часа текучим паром. Среде дают отстояться и 
фильтруют через ткань, а затем стерилизуют текучим паром 2 дня по 20 
минут. После стерилизации быстро охлаждают. Посев микробных культур 
делают уколом. Протеолиз выражается разжижением столбика желатины.
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Для определения синтеза микробами сероводорода готовят и ис­
пользуют среду Черномордика: к 1 л дистиллированой воды добавляют 
15 г пептона, 1 г лимонно-аммиачного железа, 1 г фосфата калия двуза- 
мещенного, 0,15 г гипосульфита и 5 г агара. Ингредиенты растворяют в 
кипящей воде, а затем разливают в пробирки и стерилизуют 30 минут при 
0,5 атм. Посев производят уколом. В случае выделения сероводорода по­
чернение распространяется от укола. Для определения способности ути­
лизировать цитраты применяют среды Козера и Симмонса. Для приго­
товления среды Козера к 1 л дистиллированной воды растворяют 1,5 г 
фосфат натрий-аммония, 0,2 г сульфата магния, 3 г нейтрального цитрата 
натрия. Раствор разливают в пробирки по 5 см и стерилизуют 30 минут 
при 1 атм. По макровиду среда прозрачная. При росте цитрата симули­
рующих бактерий среда мутнеет. Кишечная палочка на этой среде не рас­
тет.

Для приготовления среды Симмонса в 1 л раствора Козера добав­
ляют 20 г расплавленного агара, устанавливают рН 7,2, прибавляют 10 
см спиртового раствора бромтимолового синего, фильтруют, разливают 
по пробиркам, стерилизуют 15 минут при 120°С и скашивают. Кишечная 
палочка на среде Симмонса не растет и не меняет ее цвета. Цитратасси- 
мулирующие бактерии хорошо растут, подщелачивают среду и вызывают 
окрашивание ее в синий цвет.

А.П. Шепелин (2013) на основе гидролизата рыбной муки (ГРМ) 
предложил питательные среды: ГРМ-агар, Эндо-ГРМ-агар, Левина-ГРМ- 
агар, висмут-сульфит-ГРМ-агар.

ГРМ-агар имеет следующий состав (г/литр): 
Панкреатический агар рыбной муки 24,0
Натрия хлорид 4,0
Агар 11,0

Эта среда предназначена для культивирования широкого спектра
микроорганизмов. Она может быть использована в санитарных исследо­
ваниях воды, стоков и других материалов. При необходимости может 
быть обагащена углеводами, кровью, сывороткой крови и т.д.

В состав среды Эндо-ГРМ-агар входят следующие ингредиенты
(г/литр):

Панкреотический агар рыбной муки 12,0
Экстракт пекарских дрожжей 1,0
Натрий хлористый 3,4
Д-(+)лактоза 10,0
Сульфат натрия безводный
Натрий фосфорнокислый двухзамещенный

0,8

12водный 0,5
Фуксин основной 0,5
Агар микробиологический 10,0
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Пропись среды Левина-ГРМ-агар представлена следующими со-
ставляющими в г/л:

Панкреатический агар рыбной муки 12,0
Экстракт пекарских дрожжей 1,0
Лактоза 10,0
Натрий фосфорнокислый двухзамещенный 0,7
Натрий хлористый 4,2
Эозин-Н 0,4
Метиленовый голубой 0,065
Агар микробиологический 9,0

Автором разработана питательная среда висмут-сульфит-агар
следующего состатва (г/л):

Панкреотический агар рыбной муки 24,0
Экстракт пекарских дрожжей 1,0
Натрий хлористый 2,0
Глюкоза 5,0
Натрий фосфорнокислый двухзамещенный
12водный 4,0
Висмут лимоннокислый 1,2
Натрия сульфат 4,0
Железа (II) сульфат 0,5
Бриллиантовый зеленый 0,01
Агар 13,0

4.2. Среды для анаэробных бактерий
Возбудителями анаэробных инфекций у животных и человека яв-

ляются патогенные анаэробы. Это преимущественно клостридии, кото-
рые вызывают болезни под общим названием клостридиозы.

Клостридии характеризуются рядом общих особенностей:
- они устойчивы к неблагоприятным воздействиям внешней среды 

благодаря образованию спор;
- широко распространены в природе;
- обитают и размножаются в желудочно-кишечном тракте живот­

ных;
- палочки крупных размеров, грамположительны, подвижны;
- продуцируют высокоактивные токсины, которым принадлежит 

ведущая роль в патогенезе вызываемых болезней;
- растут на средах, обеспечивающих метаболизм в анаэробных ус­

ловиях.
Анаэробные условия для культивирования анаэробов можно соз­

дать непосредственно в питательных средах или при помощи физиче­
ских, химических, биологических и комбинированных методов защиты 
бактерий от кислорода атмосферного воздуха.
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Наиболее широкое практическое применение в практике ветери­
нарных лабораторий получили следующие среды для анаэробов: жидкая 
среда Китта-Тароцци, казеиново-кислотная, казеиново-дрожжевая, мясо­
казеиновая и другие. В качестве плотных питательных сред для культи- 
вироания анаэробов применяют кровяной агар с глюкозой по Цейслеру, 
среду Вильсон-Блэра, МПА с глюкозой. Из полужидких сред используют 
обычный мясо-пептонный полужидкий агар и полужидкий агар по Клод- 
ницкому.

Жидкие среды наливают в пробирки высоким столбиком и на по­
верхность наслаивают вазелиновое масло слоем 6-8 мм, которое предот­
вращает доступ атмосферного воздуха в среду. Для редукции и абсорб­
ции кислорода в питательные среды вносят редуцирующие и легко окис­
ляемые вещества: кусочки животных тканей (печень, яичный белок, мозг, 
мышцы, кровь), углеводы (глюкоза, лактоза), аскорбиновую и пировино­
градную кислоты, цистеин и др. (А.А. Солонеко, А.А. Гласкович, В.Н. 
Алешкевич, Ф.Е. Тимофеев, Н.Х. Федосова, 2000).

Среда Китт-Тароцци. Для приготовления среды 1 часть печеночно­
го отвара смешивают с 3 частями МПБ, нагревают до кипения, добавляют 
1,25 г/л NaCl, устанавливают рН 7,6-7,8, кипятят 15 минут, фильтруют 
через бумажный фильтр. Кусочки печени массой 1-1,5 г в количестве 3-4 
помещают на дно пробирок и заливают фильтратом. На поверхность сре­
ды наслаивают масло слоем толщиной до 1 см и стерилизуют при 0,5 атм. 
30 минут.

Глюкозо-кровяной агар Цейслера. К 100 см расплавленного и ох­
лажденного до 45оС 3%-ного обычного МПА добавляют 2% глюкозы и 
15-20 см стерильной дефибринированной крови барана, можно коровы, 
кролика. Смесь осторожно перемешивают и разливают в стерильные 
чашки Петри. Агар можно использовать не только для культивирования 
анаэробов, но и определения гемолитических свойств других микробов.

Полужидкий агар для строгих анаэробов по Тароцци. В бульон 
Мартена (рН 7,2-7,4) с 0,3-0,5% глюкозы добавляют 0,1% агара. Разлива­
ют по 9 см в стерильные пробирки с кусочками вареного мяса, печени 
или стерильного мясного фарша.

Полужидкий агар по Клодницкому. В МПБ растворяют 0,5% глю­
козы и 0,1% агара. Стерилизуют текучим паром 3 дня по 30 минут.

Среда Вильсена-Блера. К 100 см3 3% МПА с 1% глюкозы (рН 7,4) 
при температуре 60оС прибавляют 10 см3 20% раствора сульфита натрия 
(Na2SO3) и 1 см 8%-го раствора хлорида железа (FeCl2), приготовленного 
на стерильной дистиллированной воде. Раствор Na2SO3 стерилизуют 1 час 
текучим паром. Среду не стерилизуют.

Мозговая среда. Свежий мозг (не позже 24 часов после убоя живот­
ного) очищают от оболочек и жира, пропускают через мясорубку. Фарш 
мозга смешивают с водой в соотношении 2:1, добавляют 0,5% NaCl и по­
мещают в аппарат Коха на 2 часа, затем расфасовывают в пробирки по 10 
см3, наслаивают вазелиновое масло и стерилизуют при 110оС 2 часа.
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Оригинальную среду на основе лактопептона для культивирования 
производственных штаммов Cl. chauvoei предложила И.В. Мотылева 
(1990). Вариант предложенной ею питательной среды имеет следующий 
состав: 1 часть печеночного экстракта, 3 части 2%-ного раствора лакто­
пептона и 0,5% хлорида натрия. Перед засевом бактерий в реактор к сре­
де добавляют 0,2% (в перерасчете на сухое вещество) 50%-ного стериль­
ного раствора глюкозы. Так же автором приводится методика изготовле­
ния этой среды, которая заключается в следующем.

В 1 литре деминерализованной воды растворяется 20 глактопептона 
сухого бактериологического, раствор доводится до кипения. Затем добав­
лением 10%-ного раствора соляной кислоты рН раствора снижается крат­
ковременно на 10-15 минут до 5,0. После этого добавлением 10%-ного 
раствора NaOH рН корректируют до 7,9-8,0. К раствору лактопептона 
прибавляется одна часть печеночного экстракта. Смесь доводят до кипе­
ния. На 1 литр среды добавляется 5г хлорида натрия и устанавливается 
рН 7,9-8,0. Среду в горячем виде фильтруют через бельтинг-ткань или 
пластинки марки «Ф» и стерилизуют при температуре 118-120оС в тече­
ние 50 минут. Псле стерилизации рН среды должен быть в пределах 7,4­
7,6. Химические показатели качественной среды должны быть следую­
щие: аминного азота - 110-120мг%, триптофана - 50-75 мг%, пептона - не 
ниже 1,5%.

4.3. Среды для микроскопических грибов
Грибы -  многочисленная группа микроорганизмов, имеющих эука­

риотический тип строения клеток. Эти микроорганизмы характеризуют­
ся выраженной дифференциацией вегетативного и репродуктивного ми­
целия, за исключением дрожжей, которые представляют собой одиноч­
ные клетки, не образующие типичного мицелия. У грибов более продол­
жительное время генерации и поэтому культивирование их является бо­
лее длительным, чем других бактерий. Оптимальной для роста грибов яв­
ляется слабокислая реакция среды (рН 5,0-6,0) и температура в пределах 
от 28 до 30оС. У грибов часто проявляется неодинаковая потребность в 
разных источниках углерода для максимального роста мицелия, образо­
вания репродуктивных органов или определенных метаболитов. Это не­
обходимо учитывать при конструировании питательных сред для этих 
микроорганизмов.

Среда Сабуро. Основой этой среды является дрожжевая вода. На 1 
л водопроводной воды берут 80 г пресованных пекарских дрожжей (или 
20 г сухих дрожжей), кипятят 15 минут, фильтруют через бумажный 
фильтр, разливают по флаконам и стерилизуют при 1 атм. 20 минут. К 
100 см стерильной дрожжевой воды добавляют 1% пептона, 2% агара, 
нагревают до растворения агара, добавляют 4% глюкозы, фильтруют, 
разливают в пробирки и стерилизуют при 0,5 атм. 20 минут. После стери­
лизации среду в пробирках смешивают.
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Солодовое сусло. Обычное сусло с пивоваренного завода, содер­
жащее 10-15% сахара, имеющее плотность 16-18° по Биллингу фильтру­
ют, разбавляют в 2 раза водопроводной водой, расфасовывают в пробир­
ки или колбы и стерилизуют при 1 атм. 30 минут. На сусле можно гото­
вить 2%-ный агар. Сусловый агар применяют для первичного выделения 
дерматофитов, дрожжевых грибов Candida и многих грибов-сапрофитов.

Среда Ван-Интерсона. Берут аммония азотнокислого 0,5 г, калия 
фосфорнокислого одноосновного 0,5 г и растворяют в 100 см водопро­
водной воды. Стерилизуют при 1 атм. 20 минут.

Среда Чапека. В 1 л воды растворяют натрия азотнокислого - 2 г, 
калия фосфорнокислого одноосновного - 1 г, магния сернокислого - 0,5 г, 
калия хлористого - 0,5 г, железа сернокислого - 0,0012 г, глюкозы - 30 г. 
Для приготовления агара добавляют 2,5% агара, расфасовывают по про­
биркам и стерилизуют при 0,5 атм. 20 минут.

Среда Сабуро для хранения штаммов дерматофитов. В 100 см во­
ды вносят 1 г пептона и 1,8 г агара. Автоклавируют при 1 атм. 20 минут.

4.4. Среды для микобактерий
Микобактерий относят к семейству Mycobacteriaceae, роду Myco­

bacterium, который включает большое количество видов.
Родовой признак микобактерий -  кислото-, спирто- и щелочеустой­

чивость. Возбудители туберкулеза характеризуются выраженным поли­
морфизмом. Они имеют форму длинных, тонких (M tuberculosis) или ко­
ротких, толстых (M. bovis), прямых или слегка изогнутых палочек с гомо­
генной или зернистой цитоплазмой. Микобактерии грамположительны, 
неподвижны, спор не образуют, имеют микрокапсулу. Возбудители ту­
беркулеза характеризуются медленным ростом, требовательны к пита­
тельным средам. В жидких питательных средах растут на поверхности в 
виде сухой морщинистой пленки кремового цвета. На плотных средах 
отмечается рост в виде светло-кремового морщинистого, сухого чешуй­
чатого налета с неровными краями. По мере роста колонии преобретают 
бородавчатый вид (похожи на цветную капсулу).

Питательные среды для микобактерий должны обеспечивать их 
рост, способствовать максимально возможному сокращению срока раз­
множения микроорганизмов, видимого визуально, положительно влиять 
на сохранение культуральных признаков, выращиваемого вида.

Требования, предъявляемые к питательным средам, для микобакте­
рий сводятся к следующему:

- среды должны содержать необходимые для их роста жирные ки­
слоты;

- в состав сред должен быть включен источник углерода, не иден­
тичный для большинства патогенных бактерий, т.е. глицерин или крах­
мал, но не глюкоза;

- для повышения эффективности сред в их состав вводят активаторы 
роста микобактерий;
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- питательные среды должны содержать набор солей, поддержи­
вающий рост микобактерий и оптимальное значение рН среды.

Среда Прайса. Кровь кролика или барана смешивают с лимонно­
кислым натрием в соотношении 10см крови и 2см 5% цитрата. Цитрат- 
ную кровь разводят стерильной дистиллированной водой из расчета на 1 
часть крови 2-4 части воды. Среду расфасовывают в стерильные пробир­
ки по 5 см3 и используют для посева.

Среда Левенштейна-Иенсена. Берут 600 см дистиллированной во­
ды, содержащей 12 см3 глицерина, и растворяют аспарагина - 3,6 г, фос­
фата калия однозамещенного - 2,4 г, сульфата магния - 0,6 г, картофель­
ной муки - 5 г, малахитового зеленого - 0,4 г. Полученную смесь стерили­
зуют в автоклаве 125 минут при 120оС. Затем готовят 1000 см3 однород­
ной суспензии из свежих яиц, предварительно вымытых щеткой с мылом 
в проточной воде (приблизительно 20-25 минут), помещают в 70о спирт 
на 1-2 часа, разливают в стерильную круглодонную колбу с бусами (из 
каждого десятка яиц отбрасывают два белка). В яичную взвесь добавляют 
стерильно основной солевой раствор, подогретый до 45-60оС, тщательно 
перемешивают, избегая появления пузырьков воздуха, фильтруют через 
ватно-марлевый фильтр, расфасовывают в пробирки и оставляют в на­
клонном положении при 85оС 45 минут. 3

Среда Петраньяни. В колбу со стеклянными бусами вносят 250 см 
коровьего молока, 16 г картофельной муки, 1 г пептона и одну картофе­
лину средней величины, нарезанную на мелкие кусочки, и при постоян­
ном помешивании колбу выдерживают 10 минут в кипящей бане, пока не 
образуется клейстер. Колбу оставляют в бане при 56оС на 1 час. Затем
прибавляют 10 яиц, которые в течение 1 часа находились в спирте. После3
этого смесь размешивают, фильтруют через марлю, прибавляют 15 см 
2%-ного водного раствора малахитового зеленого. Полученную среду 
фильтруют через двойной слой марли, разливают в стерильные пробирки 
и выдерживают для свертывания при 85оС 2 часа. В качестве конденса­
ционной жидкости стерильно добавляют среду Сотона. Контрольную 
среду выдерживают в термостате в течение суток. Перед посевом в кон­
денсационную жидкость добавляют раствор пенициллина.

Можно вместо малахитового зеленого прибавить смесь красителей. 
Отдельно готовят 0,2%-ные растворы нейтрального красного и малахито­
вого зеленого в равном соотношении. К 100 см3 среды прибавляют 4 см3 
смеси красителей. Цвет среды розоватый. Кислотоустойчивые сапрофиты 
меняют цвет среды на лиловый. Вирулентные и авирулентные туберку­
лезные микобактерии не вызывают изменение цвета среды.

Картофельно-глицериновая среда. Из тщательно вымытого и очи­
щенного картофеля вырезают все глазки. Затем трубчатым сверлом, об­
работанным спиртом, вырезают цилиндрические куски, разрезают их по 
диагонали простерилизованным ножом, опускают на 2 часа в 1%-ный 
раствор бикарбоната натрия, а затем вымачивают 2 суток в 5-6%-ной 
глицериновой воде, кладут в широкие пробирки или пробирки с перетяж­
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кой, наливают в них немного глицериновой воды и автоклавируют 20 
минут при 120оС. Пробирки укладывают в наклонном положении по­
верхностью, предназначенной для посева, вниз, чтобы сохранить ее 
влажной.

Среда Р.А. Школьниковой. К подогретой дистиллированной воде в 
количестве 890 см в следующем порядке добавляют 1,5 г одноосновного 
фосфата калия, 2,5 г двухосновного фосфата натрия, 0,5 г сульфата маг­
ния, 1,5 г цитрата натрия, 0,5 г цитрата аммиачного железа , 80 см3 гид­
ролизата казеина, 30 см3 глицерина химически чистого. Каждый ингреди­
ент добавляют после растворения предыдущего. Среду фильтруют через 
бумажный фильтр и разливают по 2 см3 в пробирки. Среду автоклавиру­
ют при 120оС 30 минут.

Среда Сотона. Берут 4 г аспарагина, 60 см глицерина, 2 г лимон­
ной кислоты, 0,5 г двуосновного фосфата калия, 0,5 г сульфата магния, 
0,05 г цитрата аммиачного железа и доливают до 1000 см стерильной 
дистиллированной воды. Смесь разливают в пробирки, стерилизуют в ав­
токлаве, доведя давление до 1 атм. и тут же выключив подогрев.

4.5. Питательные среды для микоплаз
Микоплазмы -  прокариоты без клеточной стенки, роль которой у 

них выполняет трехслойная цитоплазматическая мембрана. Ввиду отсут­
ствия клеточной стенки они чувствительны к осмотическому шоку. Для 
предотвращения лизиса в состав питательных сред вносят стабилизи­
рующие соли и другие вещества. Кроме этого, микоплазмы для роста на 
питательных средах нуждаются в добавлении многих компонентов, кото­
рые они не способны синтезировать сами. Поэтому микоплазм невоз­
можно вырастить на обычных средах. Для своего роста и размножения 
микоплазмы нуждаются в полноценном белке, холестерине, рибонуклеи­
новой кислоте, стеринах, витаминах, минеральных солях. В лабораторной 
практике применяют среды, обогащенные 20% сыворотки крови лошади 
или свиньи, 10% экстракта живых дрожжей и 1% глюкозы. Для большин­
ства патогенных видов микоплазм температурный оптимум культивиро­
вания составляет 36-38оС. Оптимальное значение рН сред - 7,4-7,8. Посе­
вы инкубируют в течение 5-10 суток. Для их культивирования применя­
ют специальные питательные среды, состав которых и их изготовление 
приведены ниже.

Среда Мартена. Из свежих свиных желудков делают фарш и 250 г 
его суспендируют в 1 л теплой (50оС) кипяченой водопроводной воды, 
добавляют 10 см3 концентрированной соляной кислоты и тщательно пе­
ремешивают. Смесь в течение суток выдерживают при 45-50оС, периоди­
чески перемешивая, затем прогревают 30 минут текучим паром и остав­
ляют для переваривания на 5 суток при 4оС. По истечении срока перева­
ривания надосадочную жидкость декантируют, фильтруют через бумаж­
ный фильтр, расфасовывают в колбы и стерилизуют 30 минут при 120оС.
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Модифицированная жидкая среда ВИЭВ. Смешивают равные объ­
емы среды Мартена и мясной воды, устанавливают рН 8-8,2 и стерили­
зуют 30 минут при 120оС. Перед использованием в среду добавляют 20% 
стерильной сыворотки крови лошади или крупного рогатого скота и 10% 
дрожжевого экстракта и 0,5% глюкозы.

Среда Эдварда. Отвар сердечной мышцы в количестве 500 см3 
смешивают с 500 см водопроводной воды и 10 г пептона. Доводят рН 
смеси до 8,4 и стерилизуют 30 минут при 120оС. Перед применением в 
среду добавляют 20% стерильной сыворотки крови лошади или крупного 
рогатого скота и 10% дрожжевого экстракта. При необходимости полу­
чения полужидкой или плотной среды Эдварда к жидкой среде добавля­
ют, соответственно, 3 или 20 г агар-агара.

Для приготовления отвара сердечной мышцы к 1 литру дистилли­
рованной воды добавляют 1 кг фарша мышцы сердца крупного рогатого 
скота и ведут экстракцию 16-18 часов, периодически перемешивая смесь. 
Затем кипятят 40 минут, отстаивают, надосадочную жидкость фильтруют 
через бумажный фильтр. Фильтрат расфасовывают в колбы и стерилизу­
ют 30 минут при 120оС.

Для приготовления дрожжевого экстракта 50 г пекарских дрожжей 
суспендируют в 200 см дистиллированной воды, нагревают до закипания 
и пенообразования. Затем смесь охлаждают, центрифугируют, центрифу- 
гат стерилизуют фильтрованием. Экстракт пригоден в течение 14 суток.

Среда Надь-Погани. В литре дистиллированной воды растворяют 
2,5 г натрия хлорида, 0,075 г пептона, 2,5 г гидрофосфата натрия, добав­
ляют 1 см 2,4%-ного водного раствора фенолового красного, устанавли­
вают рН 8,0-8,2 и стерилизуют 30 минут при 120оС. Перед использовани­
ем среды в нее вносят 200 см дрожжевого экстракта и 200 см стериль­
ной сыворотки крови лошади.

Модифицированная плотная среда ВИЭВ. Среду Мартена и мясную 
воду смешивают в соотношении 1:1, и смесь добавляют к горячему 20%- 
ному агару с таким расчетом, чтобы концентрация агара была 1,5-2%. За­
тем среду разливают в колбы и стерилизуют 30 минут при 120оС. Перед 
применением среду охлаждают до 45-50оС, добавляют 10% дрожжевого 
экстракта, 20% стерильной сыворотки крови лошади и 0,5% глюкозы.

В природе существуют многие виды микоплазм и только лишь не­
значительную часть их удается вырастить на искусственных питательных 
средах. До сих пор не удалось вырастить in vitro ни одну из фитоплазм, 
поражающих насекомых и растения. Многие микоплазмы даже при ис­
пользовании богатых питательных сред растут плохо, медленно. Это объ­
ясняют тем, что у микоплазм ограничены биосинтетические возможно­
сти. Поэтому для их культивирования готовят питательные среды слож­
ного состава. Для роста и развития микоплазм нужны стеролы и жирные 
кислоты, источником которых является сыворотка крови животных. По­
пытки заменить сыворотку на чистые препараты стеролов и жирных ки­
слот оказались безуспешными. Предполагают, что сыворотка содержит
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белки, способные нейтрализовать токсичные для микоплазм соединения. 
Состав и количество компонентов сред для оптимального культивирова­
ния микоплазм значительно варьирует для разных их видов. Все компо­
ненты сред предварительно проверяют по отсутствию токсичности и на­
личию способности вызывать рост микоплазм.

4.6. Питательные среды для кокковых 
форм микроорганизмов

Из всех кокковых форм микроорганизмов самыми неприхотливыми 
к питательным средам являются стафилококки. Они хорошо растут на 
простых питательных средах МПБ, МПА, рН сред - 7,0-7,4. Посевы ин­
кубируют в течение суток. Однако для их выделения, культивирования и 
дифференциации используют желточно-солевой и солевой кровяной 
МПА, глюкозо-сывороточный бульон, селективную среду, содержащую 
кристаллвиолет и другие среды.

Для выращивания большинства патогенных кокков им необходимо 
создать условия, обеспечивающие потребности в питательных веществах, 
близких к естественным в организме. Поэтому питательные среды долж­
ны содержать ингредиенты животного происхождения: кровь, сыворотку 
крови, желчь и другие.

Сахарный бульон. Смешивают в одной бутыли 1 л перевара Хот- 
тингера и 2 л мясной воды, прибавляют 0,5% хлорида натрия, подогрева­
ют до 80-90оС, устанавливают рН 8,0 и кипятят 30 минут. Отстаивают в 
темном месте 2 часа, фильтруют, расфасовывают. Бульон стерилизуют 
при 0,5 атм. 30 минут. К бульону прибавляют 40% раствор глюкозы с та­
ким расчетом, чтобы в нем содержание сахара составляло 1-2%.

Сывороточный агар. К расплавленному и охлажденному до 45оС 
агару (рН 7,4) прибавляют 15-20% лошадиной или бычьей сыворотки, 
тщательно перемешивают, избегая образования пены, разливают по чаш­
кам Петри.

Кровяной агар. К расплавленному и охлажденному до 45-50оС ага­
ру добавляют 5-10% дефибринированной или цельной свежевзятой крови 
животного (барана, кролика, крупного рогатого скота). Агар с кровью 
тщательно перемешивают, избегая образования пены, и расфасовывают 
по чашкам Петри.

Шоколадный агар. К расплавленному 2% агару с 0,5% глюкозы (рН 
7,4) прибавляют небольшими порциями при постоянном помешивании 
колбы с содержимым 8% дефибринированной крови барана (можно брать 
кровь других животных). Затем колбу слегка подогревают на слабом ог­
не. Для подавления роста посторонней микрофлоры прибавляют водный 
раствор генцианового фиолетового в концентрации 1:50000. Шоколадный 
агар должен иметь светло-коричневую окраску.

Бульон Левинталя. В колбу вносят 100 г мясного фарша, 300 см3 
дистиллированной воды, 10 см3 нормального раствора карбоната натрия 
(Иа2СО2), хорошо перемешивают и оставляют в термостате на 1-2 часа. 
Затем прибавляют 0,5 г панкреатина, растворенного в 20-30 см3 воды с 2
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3 3см нормального раствора бикарбоната натрия, 10 см хлороформа и ос­
тавляют в термостате на сутки, при этом содержимое колбы как можно 
чаще перемешивают. Отдельно готовят 0,8% буферный раствор фосфата 
натрия в дистиллированной воде, подкисляют хлористоводородной ки­
слотой до рН 5,6-6,0. После этого смешивают равные количества буфер­
ного раствора и мясной кашицы, кипятят, фильтруют, устанавливают рН 
7,2-7,4, снова кипятят, разливают в пробирки и стерилизуют 2 дня теку­
чим паром по 30 минут.

Молочно-солевой агар. В 100 см3 МПБ растворяют 6,5 г хлорида 
натрия, 20 г агара. Устанавливают рН 7,4, стерилизуют при 121оС 20 ми­
нут. Перед использованием агар расплавляют, охлаждают до 45оС, добав­
ляют 10% стерильного обезжиренного молока и разливают по чашкам 
Петри. Эту среду применяют для определения пигментообразования и 
способности к росту при наличии 6,5% хлорида натрия.

Среда Чаплина-Бернса. К 100 см3 МПА добавляют 3,3 см3 0,1%- 
ного водного раствора кристаллического фиолетового и 5 г лактозы. Ус­
танавливают рН 6,8, стерилизуют автоклавированием 30 минут при 
110оС. Колонии патогенных стафилококков растут быстрее, чем непато­
генных, и приобретают фиолетовый или оранжевый цвет.

Глюкозо-сывороточный бульон. К свежему стерильному МПБ (рН 
7,4-7,6) добавляют 10% нормальной инактивированной сыворотки крови 
лошади и 1% глюкозы. Сыворотку и глюкозу стерилизуют фильтрацией.

4.7. Среды для лептоспир
Литературные данные и практический личный опыт поддержания и 

культивирования производственных штаммов лептоспир, предназначен­
ных для изготовления вакцин против лептоспироза, гипериммунных ле­
чебных и диагностических сывороток, свидетельствуют, что эти микро­
организмы являются весьма прихотливыми к питательным средам.

Лептоспиры размножаются путем поперечного деления клетки. 
Продолжительность одной генерации у лептоспир значительно больше, 
чем у бактерий многих видов, и составляет в среднем 6-16 часов. Дина­
мика размножения лептоспир в питательных средах подчиняется законо­
мерностям, общим для большинства видов бактерий. Культивируют леп- 
тоспиры при температуре 28-30оС и значении рН 7,0-7,4.

При выделении культур из патологического материала большинст­
во серовариантов бактерий дают видимый рост в течение первого месяца 
после высева, в некоторых случаях рост появляется через 2-3 месяца, а у 
лептоспир серогруппа Sejroe, Hebdomadis и Mini -  6 месяцев. Выращива­
ют лептоспир в аэробных условиях.

Ю.А. Малахов (2001) рекомендует пересев свежевыделенных куль­
тур из патматериала проводить не реже одного раза в 10 дней до полной 
адаптации бактерий к питательной среде, о чем можно судить по накоп­
лению лептоспир и их морфологии. Он же указывает, что производствен­
ные и диагностические штаммы, культивируемые в сывороточной среде, 
необходимо пересевать через 15-20 дней.
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Впервые лептоспир выделили Inada, Ido, Hoki, Wani (1916), исполь­
зуя среду Noguchi. В последующие годы до настоящего времени предло­
жено большое количество питательных сред для выращивания лептос­
пир. Практическое применение получили сывороточные, полусинтетиче­
ские (твин-альбуминовые) и синтетические среды. По консистенции раз­
личают жидкие, полужидкие и плотные питательные среды.

К питательным средам предъявляют следующие общие требования:
- в применяемой для приготовления питательных сред сыворотке 

крови доноров не должно быть специфических антител;
- для приготовления сред применяют дистиллированную, биди­

стиллированную, деминерализованную воду и химические вещества 
только марки «ХЧ»;

- среда должна быть стерильной и прозрачной без посторонних час­
тиц, кристаллов солей и т.д.;

- питательные среды должны содержать необходимые компоненты 
для роста и сохранения свойств лептоспир (морфология, накопление, им- 
муногенность, антигенная структура);

- при апробации питательных сред необходимо учитывать отсутст­
вие в 5-7-дневной культуре самоагглютинации, лизиса, дегенеративных 
форм бактерий;

- для оптимального роста и развития лептоспир питательные среды 
должны иметь нейтральную или слабощелочную реакцию (рН 7,0-7,4).

Наиболее востребованными для производственных лабораторий 
являются сывороточные среды. Для их приготовления Ю.А. Малахов, 
А.Н. Панин, Г.Л. Соболева (2001) рекомендуют использовать сыворотку 
крови кроликов или овец. Сыворотка крови других видов животных 
(крупного рогатого скота, лошадей, свиней) обладает бактериостатиче­
ским и бактерицидным действиями по отношению к лептоспирам.

Среда Ферворта-Вольфа. Для приготовления среды берут 900 см3 
дистиллированной воды и добавляют 0,5 г хлорида натрия, 1 г пептона 
(фирмы Дифко), 100 см3 маточной буферной смеси Зоренсона с рН 7,2­
7,4. Смесь в колбе автоклавируют при 120оС в течение 30 минут. В про­
бирки с прозрачной средой добавляют по 0,5 см3 кроличьей сыворотки. 
Среду прогревают в водяной бане при 56-58оС в течение 30 минут. Для 
проверки стерильности среды пробирки с ней помещают в термостат на 
3-5 суток, после чего проводят визуальный просмотр их. Среду считают 
стерильной в случае отсутствия видимого роста микроорганизмов и при­
годной для применения.

Компонентом многих питательных сред для лептоспир служит бу­
ферная смесь Зоренсена. Поэтому мы приводим методику приготовления 
этой смеси, которая заключается в следующем. Для получения ее смеши­
вают 720 см3 М/15 раствора Na2HPO^2H2O и 280 см3 М/15 раствора 
KH2P04. Смесь хранят в холодильнике. В состав смеси Зоренсена входит 
рабочая буферная смесь, для приготовления которой берут 1 часть ис­
ходной М/15 молярной буферной смеси (H,876 г Na2HPO^2H2O и 9,078г 
KH3PO4 в 1 литре бидистиллированной или деминерализованной воды) и 
добавляют 9 частей дистиллированной или деминерализованной воды,
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доводят рН (7,2), стерилизуют при 0,8-1 атм. в течение 30 минут. Среды, 
изготовленные на фосфатном буфере, более стабильны по сравнению со 
средами, приготовленными без его использования.

Среда Кортгофа. К 500 см3 дистиллированной воды добавляют 0,40 
г пептона Витте, 0,70 г хлорида натрия (NaCl), 0,01 г гидрокарбоната на­
трия (NaHC O3), 0,02 г хлорида калия (КС1), 0,02 г хлорида кальция 
(СаС12), 0,09 г калия фосфорнокислого однозамещенного (КН2РО4), 0,48 г 
натрия фосфорнокислого двузамещенного (№2НР04х2Н20). Раствор про­
гревают при 100оС в течение 20 минут, охлаждают, фильтруют через бу­
мажный фильтр и еще раз прогревают при 100оС в течение 30 минут. За­
тем раствор охлаждают и добавляют 8% свежей сыворотки крови овец. 
Сыворотку крови прогревают для разрушения антител при 65оС -  2 часа 
или 68оС -  1 час. Пептон Витте можно заменить пептоном Дифко.

Среда Флетчера. Для приготовления среды к 1 л дистиллированной 
воды добывляют 2 г агара Дифко и кипятят 30 минут, расфасовывают в 
пробирки по 5 см3, автоклавируют при 120оС 30 минут, охлаждают, до­
бавляют в каждую пробирку по 0,5 см3 стерильной кроличьей или овечь­
ей сыворотки, прогревают в водяной бане при 56-58 оС в течение 30 ми­
нут. Стерильность среды проверяют путем выдержки ее при 37 оС в тече­
ние 3-5 суток.

Установлено, что лучшими сывороточными средами являются сре­
ды с кроличьей сывороткой и витаминами. Например, в среду Кортгофа 
добавляют 1 мг витамина В12 и 1 мг никотиновой кислоты на 1 л среды.

Накопление лептоспир в средах незначительно и достигает не более 
100-200 млн в 1 см , но в сывороточных средах лептоспиры сохраняют 
полноценную антигенную структуру и иммуногенность.

Полусинтетические и синтетические питательные среды. Лептос­
пиры могут расти на бессывороточных и безбелковых средах. Эти среды 
должны содержать буфер, неорганические соли, витамины (В1 и В12) и 
жирные кислоты. Наиболее доступные источники жирных кислот для 
лептоспир - водорастворимые липиды. Кстати, они наиболее эффективны 
и экономически доступны. Из водорастворимых липидов источником 
жирных кислот являются полисорбаты, к которым относят твин-20, твин- 
40, твин-60 и твин-80. Однако твины содержат определенное количество 
жирных кислот (например, твин 80 -  до 3%), в связи с чем необходимо 
проводить их детоксикацию. Простейшим способом детоксикации твинов 
является добавление к питательной среде сыворотки крови или альбуми­
на, но такую среду нельзя считать безбелковой.

Общепризнанным методом детоксикации является соединение тви- 
на с мелким порошком древесного угля, который хорошо адсорбирует все 
токсические примеси. Согласно Ю.А. Малахову, А.Н. Панину, Г.Л. Собо­
левой (2001), основной раствор полисорбата (твин-20, -40, -60, -80) гото­
вят путем разведения 20 г отобранного полисорбата в 200 см3 дистилли­
рованной воды при комнатной температуре и помешивают раствор до 
достижения совершенно однородной консистенции. В процессе переме­
шивания в него медленно добавляют 40 г активированного древесного
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угля. Отношение твина к древесному углю может варьировать от 1:6 до 
6:1. Медленное помешивание смеси продолжают 18 ч при температуре 
22-25оС, после чего углю дают осесть в течение 18 ч при температуре 
4оС. Раствор полисорбата осторожно отделяют от осадка древесного угля, 
затем центрифугируют при 10000 оборотов в минуту в течение 1 ч., а по­
том подвергают ультрафильтрации для удаления мелких частиц угля и 
хранят при -  20оС.

В безбелковых (синтетических) питательных средах жирные кисло­
ты твина служат основным источником углерода и энергии, а NH4Cl -  ис­
точником азота для лептоспир. В случае отсутствия какого-либо компо­
нента в среде, лептоспиры не растут. Витамины В12 и В1 необходимы для 
развития бактерий и если какой-нибудь из витаминов отсутствует в сре­
де, лептоспиры невозможно субкультивировать. Для роста и размноже­
ния лептоспир необходимы магний, марганец, цинк, натрий, кальций, же­
лезо. Это учитывают при конструировании синтетических сред.

Синтетическая среда Е. Шенберга. Эту среду готовят следующим 
образом. К 1 л дистиллированной воды добавляют 0,531 г натрия фос­
форнокислого двузамещенного (Na2HPO4) 0,150 г сульфата магния 
(MgS0^7H20), 0,006 г сульфата железа (II) -  аммония FeSO4 (NH4)2 
S04 6H20  0,004 г Ca,++, 0,010 г этилендиаминтетрауксусной кислоты, 
0,050 г твина-80, 0,200 твина-60, 0,200 г глицерина, 0,500 г L-аспарагина, 
0,1 г витамина В12 и 0,001 г витамина В1, Са++ берут в виде карбоната 
кальция и обрабатывают раствором соляной кислоты. Витамин В1 добав­
ляют асептически после стерилизации. Среду нагревают до кипения, 
фильтруют, расфасовывают и стерилизуют при 121оС в течение 15 минут, 
конечное значение рН 7,4-7,6. Детоксикацию проводят порошком дре­
весного угля, как описано выше.

Синтетическая безбелковая среда (Tomey, 1974). Эту среду предла­
гают использовать для промышленного культивирования лептоспир. 
Компоненты среды готовят в виде концентратов, которые можно разбав­
лять при приготовлении среды. Предварительно готовят следующие ин­
гредиенты:

1. Минимальная основная среда Игла, содержащая десятикратные 
(х10) концентрации компонентов, готовится путем растворения в дистил­
лированной воде следующих веществ (из расчета мг на 100 см3 воды): 
хлорид натрия (NaCl) -  6800,0; хлорид калия (KCl) -  400,0; натрий фос­
форнокислый однозамещенный (NaH2P0^10H 20) -  140,0; магний серно­
кислый (MgS0^7H20) -  200,0; хлорид кальция безводный (СаС12) -  
200,0; глюкоза -  1000,0; L-аргинин -  105,0; L-цистин -  24,0; L-гистидин -  
31,0; L-глутамин -  292,0; L-изолейцин - 52,50; L-лейцин -  52,40; L-лизин 
- 58,0; L-метионин -  15,0; L- фенилаланин -  32,0; L-треонин -  48,0; L- 
триптофан -  10,0; L-тирозин - 36,0; L-валин - 46,0; холин-хлорид -  1,0; 
фолиевая кислота -  1,0; инозит -  2,0; никотинамид -  1,0; О-пантотенат 
кальция -  1,0; пиридоксаль HC1 -  1,0; рибофлавин -  0,10; тиамин HC1 -  
1,0; фенол красный 10,0; NaHC03 -  2200,0.

2. Концентрат буфера на 1 л дистиллированной воды: Na2HP04 -  
16,6; KH2P04 - 2.17г.
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3. Концентрат солей на 1 л дистиллированной воды: NH4CI -  5,35 г; 
Mg CI2XH2O -  3,72 г; NaCl -  38,5 г.

4. Концентрат металлов в растворе из 99 мл дистиллированной во­
ды и 1 мл 10%-ного раствора НС1: ZnSO4 -  64 мг; CuS0^5H20  -  48 мг; 
FeS0^7H20  - 800 мг.

5. Концентрат витаминов на 1 л дистиллированной воды: В1 -  320 
мг, В12 - 320 мг.

6. Липидный концентрат готовят растворением твина-80 в дистил­
лированной воде с целью получения раствора, 100 мл которого содержит 
10г твина - 80.

Приготовление среды заключается в следующем. В ферментер 
«Нью-Бруневик» вместимостью 14 л вносят 5355 мл дистиллированной 
воды, а затем при перемешивании добавляют: бикарбонат натрия -  10 г; 
L-цистин - 1г; глюкозы -  6 г; концентрат буфера -  192 мл; концентрат со­
лей -  240 мл; концентрат металлов -  30 мл; среду Игла (х10) -  120 мл, 
концентрат витаминов - 3 мл. После этого добавляют смесь, состоящую 
из 60 мл 10%-ного раствора твина-80 и 60 г слабоосновной анионо­
обменной смолы («Амберлит-15»). Перед использованием в этой смеси 
коммерческую анионообменную смолу промывают 50%-ным этанолом, 
затем -  три раза горячей водой, а после - таким количеством гидрооксида 
натрия, чтобы рН смеси стал примерно равным 7,4.

По завершении смешивания описанных ингредиентов смесь авто­
клавируют 45 мин. при 121оС. Ферментер охлаждают до 30оС, а рН со­
держимого доводят до 7,4 путем пропускания стерильного углекислого 
газа, засевают 500-600 мл культуры лептоспир и ведут выращивание бак­
терий при постоянно работающей мешалке (150 об/мин). Через 96 часов 
культивирования добавляют 50 мл водного 5%-ного раствора твина-80, 
25 мл водного 4%-ного раствора хлорида аммония, 40 мл концентрата 
буфера и 40 мл раствора солей. Через 120 часов добавляют еще 50 мл 
водного 5%-ного раствора твина-80, 25мл концентрата металлов, 25 мл 
водного 12%-ного хлорида аммония, 1 г L-цистина в 3 мл дистиллиро­
ванной воды и 3 мл стерильно отфильтрованного концентрата витаминов.

При культивировании лептоспир серогрупп Canicola и Icterohae- 
morrhegiae в этой среде в течение 6-7 дней получают накопление 3,3х109- 
5х109 микробных клеток в 1 мл среды.

Альбуминовая среда ГНКИ. (М.А. Бабич, Ю.М. Дигальцев, А.С. 
Фомченко,1965).

Среда включает следующие ингредиенты: 97% фосфатного буфер­
ного раствора 1/150М (рН 7,38) или воды; 2-2,5% стерильного 10%-ного 
раствора альбумина; 0,5-1% стерильного фактора роста. Буферный рас­
твор или воду автоклавируют при 127оС в течение 1,5 ч. Альбуминовую 
фракцию получают из сыворотки крови овец. К сыворотке добавляют 1:1 
насыщенный раствор сернокислого аммиака. Осажденные глобулины 
удаляют фильтрованием через бельтинг-ткань или центрифугированием. 
Затем сыворотку подкисляют соляной кислотой до рН 4,6-4,8 и добавля­
ют до полного насыщения порошок сернокислого аммония. Выпавший 
беловатый солевой осадок концентрируют прессованием и очищают от
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солей диализом в проточной воде. Раствор альбумина очищают центри­
фугированием и последующей фильтрацией вначале через пластины мар­
ки Ф, а затем - СФ. Стерильный альбумин фасуют во флаконы и хранят 
при температуре 2-4оС.

Фактор роста представляют собой нативный экстракт печени, к ко­
торому добавляют (мг на 1 л): хлористый магний - 25; хлористый марга­
нец - 10; молибденовокислый натрий - 1; хлористый цинк - 2; карбамид - 
10; никотиновая кислота - 2; калиевая соль индолуксусной кислоты - 1; 
витамин В1 - 20; В2 - 0,1; В12 - 0,02. Фактор роста фильтруют через пла­
стины СД и хранят при температуре 2-4оС.

Авторы установили, что лептоспиры дают в этой среде накопление 
в 2-3 раза большее, чем в сывороточной питательной среде.

Избирательная среда с 5-флуороурацилом для выделения лептоспир 
(C. Rassel, Johnson, R. Palmer, 1987).

Аналогом пиримидина урацила является 5-флуороурацил. Было ус­
тановлено, что пуриновые основания включаются в нуклеиновые кисло­
ты лептоспир, а пиримидиновые не включаются и не оказывают на леп- 
тоспиры никакого действия. Известно, что 5-флуороурацил является ин­
гибитором роста многих видов микробов, включая лактобактерии, эше- 
рихии, микрофлору мочевыводящих путей и др. Хорошие результаты по 
выделению лептоспир из контаминированного материала авторы получи­
ли при добавлении 5-флуороурацила к плотной, полужидкой или жидкой 
среде в концентрации 200 и 400 мг/мл.

Элективная плотная среда для выделения лептоспир из молока и 
мочи (Thierman, 1981).

Среда содержит бычий сывороточный альбумин и твин-80 по Эл- 
ленгаузену и 1% агара. Среду вносят в чашки и хранят в холодильнике.

В состав полужидкой среды вносят 0,25% агара и 5-флуороурацил 
до концентрации 100 мг/мл.

Мочу и молоко разбавляют от 1:10 до 1:104 и высевают на плотные 
и полужидкие среды. Лептоспиры легче выделяются из молока на плот­
ной среде, из мочи - на полужидкой.

Усовершенствованная элективная среда для выделения лептоспир 
из контаминированного материала.

Среда содержит (г на 100 мл): глицерин - 0,10, хлорид кальция 
(CaCl^2H2O) - 0,016, хлорид магния (M g C l^ ^ O ) - 0,016, (ZnSO^7H2O) 
- 0,004, основная жидкая твин-альбуминовая среда - 2,3, В12 - 0,00002, 
сульфат магния (MgSO^4H2O) - 0,001, сульфат меди (CuSO^5H2O) - 
0,00015, твин-80 -  0,15, пируват натрия -  0,20, ацетат натрия -  0,10, сы­
вороточный альбумин -  10,0, агар-агар -  1,0, свежеприготовленный 
сульфат железа (FeSO^7H2O) -  0,01, актибион -  0,10, бацитрацин -  0,04, 
5-флюроурацил -  0,25, неомицин сульфат -  0,002, полимиксин В -  
0,0002, рифампицин -  0,01 (антибиотики берут в виде 10%-ных растворов 
в 1%-ном водном этаноле).

Смеси антибиотиков добавляют к питательной среде, содержащей 
0,5-2% сыворотки крови кролика и 0,1-0,3% агара.
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Обычно сывороточные питательные среды применяют для культи­
вирования штаммов лептоспир, используемых в диагностических иссле­
дованиях и при изготовлении биопрепаратов, синтетические -  для выде­
ления лептоспир, в основном серогрупп -  Hebdamadis, Sejroe, Mini, из па­
тологического материала, полужидкие -  для сохранения штаммов леп- 
тоспир, плотные -  для очистки контаминированных штаммов, изучения 
диссоциации лептоспир.

Сывороточная среда. Простейшей питательной средой для лептос- 
пир является сывороточная среда. Она представляет собой смесь просте­
рилизованной воды (дистиллированной, бидистиллированной или деми­
нерализованной) с 5-10% асептически добавленной сыворотки крови 
кролика или овцы.

Среда Уленгута. Дистиллированную, колодезную или речную воду 
разливают в пробирки по 5 см3 и стерилизуют, охлаждают, добавляют в 
каждую пробирку по 0,5 см3 свежей кроличьей инактивированной сыво­
ротки. Для проверки на стерильность среду выдерживают в термостате 
при 37оС в течение 3-5 суток.

Среда ВГНКИ. Берут 1-5 л М/150 буферной смеси Зоренсена (рН 
7,2), вносят в бутыль с сифоном и стерилизуют в автоклаве при 0,8 атм. в 
течение 30 минут. К охлажденной смеси добавляют 5-7% инактивиро­
ванной сыворотки крови кролика или барана до концентрации белка в 
среде 0,22-0,25%, а также витамина В12 - до 400 мкг/л и 65%-ный раствор 
витамина В1 - до 0,5 мг/л среды. После добавления ингредиентов среду 
стерилизуют через стерилизующие пластины фильтра Зейтца и разлива­
ют в стерильные пробирки по 5-10 см3 или во флаконы. Среду проверяют 
на стерильность путем выдерживания ее при температуре 37оС в течение 
3 суток и до 10 дней при комнатной температуре. Среду без визуальных 
признаков роста микрофлоры считают пригодной для культивирования 
лептоспир.

Плотная среда Кокса. К 90 см3 дистиллированной воды добавляют 
1 г агара Дифко, 0,2 г триптозосоевого бульона Дифко и нагревают в во­
дяной бане до их расплавления, разливают во флаконы и стерилизуют 
при 120оС в течение 15 минут, охлаждают до 45-50оС, добавляют 10 см3 
инактивированной сыворотки крови кролика и 1 см3 5-10%-ного раствора 
гемоглобина, разливают в чашки Петри по 40 см3, выдерживают для про­
верки на стерильность 24 часа при комнатной температуре, после чего 
среду считают готовой к применению.

4.8. Среды для бордетелл
Бордетеллы представляют собой небольшие подвижные грамотри- 

цательные, коккообразные палочки. Они не образуют спор и капсул, яв­
ляются облигатными аэробами, хорошо растут в жидких и на плотных 
питательных средах. Для бордетелл характерно полное отсутствие актив­
ности к сахарам и многоатомным спиртам. Видовым признаком этих 
микроорганизмов является образование термолабильного экзотоксина.

Для культивирования бордетелл применячют сывороточный буль­
он, кровяной агар, казеиново-угольный агар и другие среды. Оптималь­
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ное значение рН сред - 7,0-7,2, продолжительность культивирования - 24­
48 часов.

Молочно-кровяной агар. К 1000 см водопроводной воды добавля­
ют 10 г натрия хлорида и 40-45 г сухого питательного агара. Кипятят до 
полного растворения агара и добавляют 1000 см3 обезжиренного молока. 
Подогревают до 65-70оС, тщательно перемешивают и прогревают теку­
чим паром 30-40 минут. Разливают по флаконам и стерилизуют при 
115оС 20 мин.

Перед применением к расплавленному и остуженному до 45-60оС 
агару добавляют 20% дефибринированной крови барана или лошади. 
Разливают по чашкам.

Кровяной агар. В 1000 см дистиллированной воды растворяют при 
кипячении 10 г пептона, 3 г натрия хлорида, 2 г гидрофосфата натрия, 6 г 
мясного экстракта, 25 г агара. Разливают по флаконам, стерилизуют при 
115оС 30 мин. Остужают до 45-50оС, добавляют 5-10% дефибринирован­
ной крови и разливают по чашкам.

Сывороточный бульон. К 250 см3 свежеприготовленного мясо­
пептонного бульона (рН 7,6) добавляют 500 см3 сыворотки крови лошади 
или телят. Инактивируют при 56оС 30 мин. К полученному раствору 
асептически добавляют 750 см3 мартеновского бульона.

Пенициллин-нитрофурантоиновый агар Мак-Конки. К 1000 см3 
расплавленного и остуженного до 45-50оС агара добавляют 100 мг фуран- 
тоина и 10000 ИЕ пенициллина, растворенных в 5 см3 стерильной дистил­
лированной воды. Готовую среду расфасовывают по чашкам или пробир­
кам.

Казеиново-угольный агар. К 500 см дистиллированной воды добав­
ляют 18,6 г гидролизата казеина, перемешивают и доводят рН до 7,0. Коли­
чество добавляемого гидролизата казеина может варьировать с учетом того, 
что в готовой среде должно содержаться 150-170 мг% аминного азота.

В полученный раствор вносят 8,5 г натрия хлорида, 0,5 г КН2РО4, 
0,4 г или 2 см3 20%-ного раствора M gd2, 1,5 г крахмала (предварительно 
растворенного в небольшом количестве теплой воды), 0,01 г или 1 см3 
1%-ного раствора FeSO4, 0,005 г или 1 см3 0,5%-ного раствора CuSO4 
0,003 г или 2 см3 1,5%-ного раствора цистеина или цистина, 100 см3 
дрожжевого диализата. Затем добавляют 25 г набухшего агара, доводят 
объем смеси дистилированной водой до 1 л и подогревают до кипения. 
Устанавливают рН 7,3, добавляют 2 г активированного угля, разливают 
по флаконам и стерилизуют 30 мин. при 110оС. Горячую среду тщательно 
встряхивают для равномерного распределения угля и разливают по про­
биркам и чашкам. Вторичное нагревание застывшей среды нежелательно, 
так как разрушается цистеин. Г отовая среда черного цвета.

Среда Гартоха. Цельное молоко кипятят 5 минут и на сутки остав­
ляют в прохладном месте. Образовавшийся верхний жирный слой сни­
мают.

К 1 л водопроводной воды добавляют 10 г натрия хлорида и 40 г 
агара. Кипятят до полного растворения агара и добавляют равный объем 
молока. Подогревают текучим паром до 65-70оС, перемешивают, фильт­
руют через марлю и стерилизуют 20 мин. при 110оС.
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Г  ЛАВА 5. Питательные среды для исследования 
некоторых видов патматериала

В практической микробиологии при посеве конкретного биомате­
риала (гной, кровь, моча, мокрота и т.д.) выбор среды имеет большое 
значение, обусловливающее получение объективной информации, от ко­
торой зависит эффективное проведение санитарно-ветеринарных и ле­
чебных мероприятий.

При выборе питательных сред для посева отдельных субстратов 
учитывают их общепризнанную классификацию:

- транспортные среды;
- среды общего назначения, обеспечивающие рост широкого круга 

микроорганизмов;
- селективные питательные среды;
- дифференциально-диагностические питательные среды;
- селективно-диагностические питательные среды, сочетающие 

свойства двух предшествующих;
- среда для безусловно анаэробных бактерий;
- среды для длительного хранения микроорганизмов.
Данная классификация имеет некоторые недостатки. Известно, что 

многие анаэробы могут расти на средах общего назначения, а на средах 
для анаэробов могут культивироваться факультативные анаэробы и аэро­
бы. Однако считают, что приведенная классификация является принци­
пиально верной, т.к. она позволяет представить адекватную схему для 
каждого вида патматериала и выделить в группе однотипных сред наибо­
лее подходящие и эффективные.

Выбор питательных сред для посева биоматериала, определяется 
прежде всего характером микроорганизма, являющегося возбудителем 
болезни. Инфекционную патологию могут вызывать многочисленные 
микроорганизмы, но всегда существует достаточно очерченный круг 
микробов, которые играют доминирующую роль при определенной пато­
логии той или иной локализации, что определяет выбор потенциально 
адекватных питательных сред, обеспечивающих рост предполагаемых 
возбудителей в минимально короткие сроки без изменения их биологиче­
ских свойств.

При возникновении болезни клиническая картина ее проявления 
позволяет предполагать диагноз, который ссужает круг возбудителей и, 
следовательно, выбор соответствующих для лабораторной диагностики 
питательных сред.

На рисунке 7 приведена принципиальная схема, отражающая по­
следовательность применения питательных сред при бактериологическом 
исследовании (по М.С. Поляк, В.И. Сухаревич, М.Э. Сухаревич, 2008).
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СУБСТРАТ
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Транспортная среда ------------- г Накопительная среда
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Для аэробов и 
факультативных анаэробов Для облигатных анаэробов

Селективные Диагностические Селективные Диагностические
среды среды среды среды

Рисунок 7 - Принципиальная схема последовательного использования 
питательных сред в клинической микробиологии

5.1. Питательные среды для посева крови
Одним из важнейших материалов, поступающих для исследования 

в микробиологическую лабораторию, является кровь. Известно, что в 
норме кровь стерильна, поэтому выделение гемокультуры имеет принци­
пиальное значение для диагностики, в частности, таких состояний, как 
эндокардит, тифопаратифозные заболевания и сальмонеллезы, пневмо­
нии, осложненные нагноением и другие. Ввиду того, что концентрация 
микроорганизмов в крови при бактериемиях, как правило, невысокая. Для 
посева необходимо брать достаточно большое количество крови. Естест­
венная бактерицидная или бактериостатическая активность крови, наряду 
с предшествующей антибиотикотерапией, могут быть причиной отрица­
тельного или несвоевременно полученного положительного результата 
исследования на гемокультуру. Соответственно, для инактивации бакте­
рицидных свойств крови и обеспечения роста бактерий в качестве неток­
сичного антикоагулянта можно применять натрия полиэтанолсульфонат. 
Это вещество подавляет активность стрептомицина, полимиксина, кана- 
мицина и гентамицина.

Посев крови и выделение гемокультуры имеет большое значение 
при тяжелых формах инфекционной патологии, вызываемой такими мик­
роорганизмами, как стафилококки (S. aureus, S. epidermidis, S. albus, S. 
saprophyticus), энтерококки (E. faecalis, E. faecium), эшерихии, клебсиел- 
лы, бактероиды, анаэробные кокки, дрожжеподобные грибы и другие 
бактерии.

Обычно первичный посев крови проводят на жидкие питательные 
среды, а затем используют среды, как указано на рисунке 8, к которому
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приводятся пояснения, включающие основные питательные среды для 
посева крови и выделения гемокультуры (по М.С. Поляк, В.И. Сухаревич, 
М.Э. Сухаревич, 2008).

Рисунок 8 - Схема использования питательных сред для посева крови и
выделения гемокультуры

В зарубежной практике широко используют среду Американской 
коллекции типовых культур (АТСС) следующей прописи (г/литр):

Панкреатический перевар казеина 17,0 г
Папаиновый перевар соевой муки 3,0 г
Натрия хлорид 5,0 г
Калия фосфат двузамещенный 2,5 г
Глюкоза 2,5 г
Дрожжевой экстракт 0,4 г
Агар-агар 18,0 г
рН 7,5±0,2 при 25оС

Этот вариант среды рекомендуют использовать при неустановлен­
ной принадлежности микроба и ассоциации микроорганизмов, т.е. как 
среду с высоким ростовым потенциалом.

Для выделения гемокультуры и роста других микроорганизмов 
считают эффективной среду следующего состава (в граммах на литр):

Панкреатический перевар казеина 18,0 г
Панкреатический перевар соевой муки 3,0 г
Глюкоза 3,0 г
Натрия хлорид 5,0 г
Калия фосфат двузамещенный 2,5 г
рН 7,2±0,2
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За рубежом востребованным для выделения гемокультуры является 
фенилэтанол агар (РЕА-агар), Колумбийский агар, плотная среда Шедле- 
ра.

Рецептура РЕА-агара включает (на литр):
Панкреатический перевар казеина 15,0 г
Перевар соевой муки 5,0 г
Натрия хлорид 5,0 г
Фенилэтиловый спирт 2,5 г
Агар-агар 15,0 г
рН 7,1-7,5 при 25оС

Высокоэффективной средой для выделения и культивирования ге­
мокультур считают Колумбийский агар, который представлен следующей
рецептурой (в граммах на литр):

Панкреатический перевар казеина 12,0 г
Пептон 5,0 г
Мясной экстракт 3,0 г
Натрия хлорид 5,0 г.
Крахмал 1,0 г.
Агар-агар 13,5 г
рН 7,3±0,2 при 25оС

Весьма обогащенным и ориентированным на выделение из крови 
облигатных анаэробов является агар Шедлера. Его состав в граммах на
литр следующий:

Панкреатический перевар казеина 8,2 г
Дрожжевой экстракт 5,0 г
Пептон 2,5 г
Перевар соевой муки 1,0 г
Глюкоза 5,8 г
Трис-буфер 3,0 г
Натрия хлорид 1,7 г
Двузамещенный фосфорнокислый калий 0,8 г
L-цистин 0,4 г
Гелин 0,01 г
Витамин К1 0,5 г
Агар-агар 13,5 г
рН 7,6±0,2

Для выделения из крови аэробных микроорганизмов предложены 
жидкие питательные среды: триптон-соевый бульон с 10% сахарозы, сер­
дечно-мозговой бульон, сахарный бульон.
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В  с о с т а в  т р и п т о н - с о е в о г о  б у л ь о н а  с  1 0 %  с а х а р о з ы  в х о д я т  ( г /л и т р ) :

Ферментативный гидролизат казеина 17,0
Папаиновый перевар соевой муки 3,0
Дрожжевой экстракт 2,5
Натрия хлорид 5,0
Сахароза 100,0
Глюкоза 2,5
Калия гидрофосфат 2,5
Нитрия полианетолсульфонат 0,5
Гемин 0,005

Сердечно-мозговой бульон включает (г/литр): 
Панкреатический перевар желатина 17,5
Настой мозга и сердца порошок) 17,5
Протеозопептон 2,0
Натрия гидрофосфат 2,5
Натрия полианетолсульфонат 0,25
Натрия хлорид 0,39
Глюкоза 0,16
рН 7,4±0,2

Сахарный бульон представляет смесь следующих ингредиентов
(г/литр):

Ферментативный гидролизат казеина 10,0
Глюкоза 5,0
Натрия хлорид 5,0
Натрия полианетолсульфонат 0,5
рН 7,3±0,2

Для изоляции из крови анаэробных микроорганизмов применяют
тиогликолевый бульон (г/литр):

Ферментативный гидролизат казеина 15,0
Дрожжевой экстракт 5,0
Глюкоза 5,0
Натрия хлорид 2,5
L-цистин 0,5
Натрия тиогликолят 0,5
Натрия полианетолсульфонат 0,5
рН 7,2±0,2

В перечень базовых сред, рекомендованных ВОЗ для селективного 
выделения из крови и дифференциации энтеробактерий, входит среда 
МакКонки (предложена более 100 лет назад английским микробиологом 
МакКонки). Эта среда включает определенное количество желчных со­
лей, сахара, индикатора, пептона в зависимости от количества желчных
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солей рост грамположительных бактерий может ограничиваться или пол­
ностью подавляться. В эту среду добавляют кристаллический фиолето­
вый, который ингибирует рост энтерококков.

Кроме указанных выше сред, в отечественной практике используют 
такие среды, как среда Эндо, среда Левина и другие.

5.2. Питательные среды для исследования мочи
При лабораторной диагностике многих инфекционных болезней 

бактериальной этиологии посев мочи является распространенным бакте­
риологическим исследованием. Медицинские специалисты считают, что 
если число микробных клеток в 1 см мочи достигает 5000 КОЕ, то это 
свидетельствует о развитии инфекционного процесса в организме. По­
вторное или трехкратное выделение микроба из мочи в количествах бо­
лее 10 КОЕ/см указывает на его этиологическую роль в возникновении 
инфекции.

При острых воспалительных процессах мочевыводящих путей, а 
также многих органов и тканей, из мочи выделяют E. coli, Klebsiella, En- 
terobacter, Enterococcus, Proteus, Staphylococcus и других. В случае соот­
ветствующей инфекционной патологии в моче могут быть обнаружены 
микобактерии, микоплазмы, уреоплазмы, гонококки и другие бактерии.

Существенным поводом для выбора питательной среды и посева 
мочи может служить микроскопия препарата-мазка, сделанного из нее и 
окрашенного по Г раму. Важным основанием для выбора среды являются 
клинические признаки болезни и поставленный с учетом их предвари­
тельный ориентировочный диагноз.

Большинство авторов предлагают делать посев мочи на универ­
сальную для этой цели среду - кровяной агар. По мнению всех микробио­
логов, обязательным является применение дифференциально­
диагностической среды для бактерий семейства Enterobacteriaceae, в ка­
честве которой предлагают среду Эндо, среду Левина, среду МакКонки. 
Для выделения микроскопических грибов целесообразно применение 
плотной среды Сабуро, а для изоляции из мочи сальмонелл рекомендуют 
использовать тетротионатные среды.

В США для изоляции сальмонелл из пищевых продуктов, мочи, ка­
ла и других субстратов используют среду следующего состава (в граммах 
на литр среды):

Натрий серноватистокислый 3,0 г
Кальций углекислый 10,0 г
Перевар казеина ферментативный 2,5 г
Пептон 2,5 г
Соли желчных кислот 1,0 г

3
Раствор йодистых препаратов 20,0 см . (содержит 6,0 г, йода кри­

сталлического и 5,0 г йодистого калия).
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Схема выбора питательных сред для посева мочи, применяемых в 
микробиологической практике, представлена на рисунке 9.

Рисунок 9 - Схема выбора питательных сред для посева мочи

5.3. Питательные среды для выделения инфекта при болезнях
органов дыхания

Вызвать патологию органов дыхания могут многочисленные мик­
роорганизмы, поэтому выбор питательной среды для выделения их из 
биосубстратов весьма затруднителен. Необходимо иметь в виду, что па­
тология респираторного тракта многообразна, при этом велика роль об- 
семененности патматериала нормальной микрофлорой и не всегда воз­
можно провести грань между возбудителем и контаминирующим микро­
бом. Патогенные и условно-патогенные бактерии могут вызывать фарин­
гит, ларингит, трахеит, бронхит, пневмонию, абсцесс легкого, бронхоэкс- 
тазы и другие патологические процессы, связанные с органами дыхания.

Например, возбудителями фарингита могут быть стрептококки 
группы С, арканобактерии, коринебактерии, гонококки, микоплазмы и 
некоторые другие.

При трахеобронхитах и бронхитах удается выделить таких возбу­
дителей, как S. pneumoniae, M. catarrhalis, H. Influenrae, S. aureus, B. per­
tussis, M. pneumoniae. Кроме этого изолируют эшерихий, клебсиелл псев­
домонад, грибов рода Candida, синегнойную палочку.

При асцедирующей пневмонии и абсцессах легко обнаруживают 
облигатно анаэробных бактерий: бактероидов, фузобактерий.

При тяжелых осложненных формах бронхоэкстазов доминируют P. 
aeriginosa, B. cepacia, S. maltophilia, E. coli, P. vulgaris, P. mirabilis, S. au­
reus и другие микробы.

Исходя из далеко не полного приведенного перечня микроорганиз­
мов, способных вызывать инфекционную патологию органов дыхания, 
можно констатировать, что выбор сред для их выделения и типирования 
представляет собой довольно сложную задачу.

При фарингитах рекомендуется схема использования питательных 
сред, представленная на рисунке 10.
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Рисунок 10 - Схема использования питательных сред при фарингите

В качестве транспортной среды используют среду Эйсмана (без до­
бавления угля).

Чаще всего при фарингитах выделяют стрептококков и для их хра­
нения можно использовать мясопептонный бульон с добавлением 1% 
глюкозы и 0,1-0,3% агар-агара. Выросшие на этой среде стрептококки 
хранят в холодильнике при 2-8оС.

Для выделения бактерий при фарингитах используют кровяной 
агар, т.е. обычный МПА с добавлением 5% бараньей крови. ВОЗ реко­
мендует применять среду Тейера-Мартина, представляющую собой мо­
дифицированный вариант шоколадного агара, в составе которого стиму­
ляторы роста стрептококков (цистин, тимин, аденин и др.), а также инги­
биторы роста сопутствующих микроорганизмов (нистатин, колистин, 
триметоприм и другие).

При острой пневмонии используют среды, представленные на ри­
сунке 11.

Рисунок 11 - Схема использования питательных сред 
при острой пневмонии

При абсцессах легкого и аспирационной пневмонии для посева 
биосубстрата применяют среды, представленные на рисунке 12.

128



Рисунок 12 - Среды для посева биосубстрата при абсцессе легкого и
аспирационной пневмонии

Среды для посева патматериала при абсцессах легкого и аспираци­
онной пневмонии.

В качестве основы для посева биосубстрата применяют кровяной 
агар, казеиново-соевый агар, Колумбийский агар и другие плотные сре­
ды.

Шоколадный агар предназначен для изоляции в первую очередь H. 
influenzae.

Для выделения грамотрицательных бактерий используют среду Эн­
до, среду Левина, агар МакКонки.

Для изоляции грамположительных бактерий рекомендуются элек­
тивно-солевой агар или любая среда с ингибитором грамотрицательных 
бактерий.

Рост облигатно анаэробных бактерий может быть получен на агаре 
Шедлера, Колумбийском агаре, агаре для бруцелл.

Питательные среды для облигатно анаэробных микроорганизмов 
довольно сложны в изготовлении. Они многокомпонентные и при их по­
лучении необходимо строго соблюдать требования к качеству исходных 
ингредиентов и их соотношению в составе среды.

Приготовленные среды должны иметь определенное значение рН. 
Среды необходимо защищать от высыхания и воздействия прямых сол­
нечных лучей. Их нельзя повторно разогревать или автоклавировать.
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5.4. Среды для изоляции патогенов при заболеваниях 
органов пищеварения

Диагностике заболеваний желудочно-кишечного тракта посвящено 
громадное количество работ. Посев патматериала при патологии органов 
пищеварения относят в практической микробиологии к числу приоритет­
ных, наиболее частых исследований, что объясняется той ролью, которую 
играют патогенные и условно-патогенные микроорганизмы в этиологии 
возникновения различных воспалительных процессов желудочно­
кишечного тракта.

М.С. Поляк, В.И. Сухаревич, М.Э. Сухаревич (2008) констатируют: 
«И нормальная, и болезнетворная микрофлора желудочно-кишечного 
тракта разнообразна. Ее представители отличаются по многим признакам, 
в том числе требуемыми условиями культивирования. Метаболизм одной 
группы микробов резко отличается от метаболизма другой. А это самым 
непосредственным образом влияет на выбор питательных сред для посева 
и последующей работы с микробом».

Предполагаемый диагноз значительно влияет на выбор питатель­
ных сред для посева биосубстрата. Многообразие микробного мира пи­
щеварительного тракта диктует необходимость создать условия для пре­
имущественного роста тех микробов, которые являются этиологической 
причиной возникшей патологии. Первостепенное значение в этом отно­
шении принадлежит верно подобранным питательным средам.

Микрофлора тонкого кишечника представлена лактобактериями, 
бактероидами, клостридиями, кишечными палочками, энтерококками, 
стрептококками, стафилококками и другими бактериями. Особенно мно­
го микроорганизмов в толстом отделе кишечника. В количестве 108 
КОЕ/г присутствуют превотеллы, фузобактерии, пептострептококки, эу- 
бактерии, бифидобактерии. Остальные резидентные микроорганизмы со­
ставляют меньшую часть микрофлоры толстого кишечника, их количест­
во колеблется в пределах от 105 до 108 КОЕ/г. Это эшерихии, энтерокок­
ки, клостридии, лактобактерии и другие. В небольших количествах могут 
быть потенциально опасные бактерии S. aureus, S. albus, C. difficile, P. ae­
ruginosa и другие.

В медицинской практике установлено, что особую опасность пред­
ставляют микроорганизмы Helicobacter pylori, которые способны вызы­
вать язву желудка, гастрит и онкопатологию.

Острые воспалительные процессы тонкого кишечника обусловли­
вают такие бактерии, как энтеротоксигенные штаммы кишечной палочки, 
Vibrio cholerae, Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Clostridium perfrin- 
gens, а также вирусы и некоторые простейшие. В первую очередь пора­
жение тонкого и толстого отделов кишечника вызывают многочисленные 
бактерии, относящиеся к роду сальмонелл. Кроме этого, вызывать ин­
фекционные процессы кишечного тракта могут шигеллы, хламидии, ми­
кобактерии и другие патогены.

Для выделения и идентификации микроорганизмов при патологии 
желудочно-кишечного тракта предложены многие среды:

1) консерванты для транспорта биосубстратов - глицериновый, 
фосфатно-буферный, буферный глицерино-солевой;
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2) среды обогащения -  селенитовая, магниевая, среда Мюллера, 
среда Мюллера-Кауфмана, среда Рапопорт, среда для иерсиний;

3) среды для первичного посева материала -  среда Плоскирева, 
среда Эндо, среда Левина, висмут-сульфитный агар;

4) среды для первичной идентификации -  агар Клиглера, трехса­
харный агар (по Олькеницкому), среда для определения подвижности;

5) среды для биохимической идентификации -  агар Симмонса, агар 
Кристенсена, среда с малонатом, среда Кларка, среды Гиса с углеводами.

За рубежом предпочтение отдается некоторым другим питательным 
средам. Например, транспортной средой для материала из содержимого 
кишечника применяется среда Кери-Блейра. Эта среда способствует со­
хранению жизнеспособности сальмонелл, энтерококков, шигелл, но в 
случае хранения патматериала при комнатной температуре - игибирует 
рост других микробов, обитающих в кишечнике. Однако при более высо­
кой температуре наблюдается рост кишечной палочки.

В качестве эффективной дифференциально-диагностической среды 
за рубежом используют агар МакКонки. Эта среда применяется для вы­
деления грамотрицательных микроорганизмов. Большое значение агар с 
сорбитом имеет для выделения E. coli 0157:Н7, вызывающей тяжелую 
форму диареи. Состав среды следующий (на 1 литр):

Пептон 20,0 г
Сорбитол 15,0 г
Натрия хлорид 5,0 г
Соли желчных кислот 5,0 г
Нейтральный красный 0,03 г
Кристаллический фиолетовый 0,01 г
Агар-агар 15,0 г
рН 7,1±0,2

На агаре МакКонки E. coli 0157 : Н7 формируют бесцветные коло­
нии, а другие эшерихии -  розовые колонии. Для дифференциации саль­
монелл и эшерихий широко применяют висмут-сульфитный агар, на ко­
тором сальмонеллы образуют колонии черного цвета, а эшерихии -  бес­
цветные колонии.

Во многих зарубежных странах предложены питательные среды, 
обладающие большой селективностью. Состав одной из этих сред выгля­
дит следующим образом (на литр):

Перевар желатина 10,0 г
Мясной экстракт 5,0 г
Дрожжевой экстракт 5,0 г
Пептон 5,0 г
Манит 20,0 г
Натрия хлорид 1,0 г
Натрия пирувит 2,0 г
Натрия дезоксихолат 5,0 г
Нейтральный красный 0,03 г
Кристаллический фиолетовый 0,001 г
Антимикробная добавка 10,0 мл
Агар-агар 12,0 г
рН 7,4±0,2
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Эта среда предназначена для выделения и дифференциации Y. ente- 
rocolitica. Бактерии этого вида образуют на поверхности среды через 24 
часа инкубации розовые колонии, а через 48 часов -  крупные розовые ко­
лонии с красным центром.

Для изоляции из содержимого кишечника B. ceren и S. aureus при­
меняют плотную среду, рецептура которой и технология ее приготовле­
ния не являются сложными. Среда состоит из нижеследующих ингреди­
ентов (на литр):

Мясной экстракт 1,0 г
Пептон 10,0 г
Манит 10,0 г
Натрия хлорид 10,0 г
Полимиксан 100000 ЕД
Агар-агар 15,0 г
Эмульсия яичного желтка 50,0 мл
рН 7,1±0,2

На этой среде B. cereus образуют колонии, вокруг которых зона 
преципитации может распространиться на большую часть среды в чаш­
ках Петри. Для определения подвижности упомянутых бактерий предло­
жена среда, обеспечивающая наглядность подвижности микробов. Она
имеет следующий состав (на литр):

Панкреатический перевар казеина 10,0 г
Дрожжевой экстракт 2,5 г
Глюкоза 5,0 г
Трис-буфер 3,0 г
Натрий двузамещенный фосфорнокислый 2,5 г 
Агар-агар 3,0 г
рН 7,4±0,2

Для медицинских специалистов довольно сложной является диаг­
ностика кишечной формы кампилобактериоза, вызываемой кампилобак- 
териями. Например, энтероколит, вызываемый Campylobacter jejuni, ттти- 
роко распространенное заболевание, которое регистрируют по данным 
официальной статистики, в год только в США около 2,5 миллионов слу­
чаев. По клинической картине отличить кампилобактериоз от сальмонел­
леза, дизентерии, иерсиниоза, колибактериоза не всегда возможно и по­
этому лишь на основании бактериологического исследования можно по­
ставить окончательный диагноз. В связи с этим важным является выбор 
питательных сред для транспортирования образцов патматериала и их 
исследования. Наиболее признанной транспортной средой является по­
лужидкая среда Кери-Блейра. При диагностике упомянутой патологии 
используют среды обогащения с селективными добавками, когда конта­
минация субстрата незначительна. При высокой обсемененности биосуб­
страта посев на среду обогащения не обязателен. И все-таки считают, что
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посев на среду обогащения увеличивает вероятность выделения патогена 
в три раза.

За рубежом широкое применение получила селективная плотная 
питательная среда Скирроу. В состав этого агара входят следующие ком­
поненты (на литр в граммах):

Пептон 15,0 г
Дрожжевой экстракт 5,0 г
Печеночный перевар 2,5 г
Натрия хлорид 5,0 г
Агар-агар 12,0 г
Селективная добавка 10,0 мл
рН 7,4±0,2

Селективная добавка состоит из ванкомицина, полимиксина, три-
метоприма.

Кроме указанной среды медицинские специалисты рекомендуют 
среду нижеприведенного состава (на литр):

Пептон 15,0 г
Мясной экстракт 5,0 г
Дрожжевой экстракт 5,0 г
Натрия хлорид 5,0 г
Натрия глутамат 2,0 г
Натрия сукцинат 2,0 г
Магний хлористый 1,0 г
Кровь лошадиная 50,0 мл
рН 7,0±0,2

Эта же среда используется с той же селективной добавкой, для вы­
деления Helicobacter pylori, вызывающей язвенный гастрит, аденокарци­
ному желудка и другие патологические процессы.

Животные и особенно, люди зачастую подвержены дисбактериозу. 
Ветеринарные и медицинские специалисты считают, что выбор пита­
тельных сред при диагностике дисбактериоза должен обеспечить.

- количественную характеристику основных представителей рези­
дентной микрофлоры кишечника (бактероидов, бифидобактерий, ана­
эробных кокков, эшерихий, энтерококков, лактобактерий, клостридий);

- количественную характеристику транзиторной и минорной мик­
рофлоры;

- выявление и количественную оценку атипичных для кишечника 
микробов (включая гемолизирующие штаммы эшерихий);

Для выделения бактероидов, бифидобактерий, лактобактерий, эше- 
рихий, клостридий, энтерококков, стафилококков, энтеробактерий, 
дрожжеподобных грибов набор питательных сред должен быть достаточ­
но широким. Мерный высев биосубстрата на питательные среды в разве­
дениях позволяет установить в нем наличие микробов и их количество.

133



Для бактероидов предпочтительней является среда Шедлера, для 
бифидобактерий -  среда Блаурока.

Для изоляции лактобактерий и установления их количества наибо­
лее часто используют полужидкую или плотную среду МРС (аббревиату­
ра от авторов: de Man, Rogosa, Sharpe).

Для выделения клостридий рекомендуется использовать хорошо 
известные среды Китт-Тароцци и Вильсон-Блера, которые обеспечивают 
достаточно типичный характер роста по раннему и бурному газообразо­
ванию на жидкой среде и по почернению и разрывам - на плотной.

М.С. Поляк, В.И. Сухаревич, М.Э. Сухаревич предлагают для вы­
деления резидентной микрофлоры кишечника питательные среды, пред­
ставленные в таблице 5.

Таблица 5 - Питательные среды для выделения представителей ос­
новной резидентной микрофлоры кишечного содержимого

Микроорга­
низмы

Основные
питательные

среды

Вспомогательные 
(дополнительные) 

питательные среды

Примечание

Бактероиды
Бульон Шедлера 

Агар Шедлера 
Среда для бруцелл, 

анаэробный вариант

Анаэробный агар с 
кровью на основе 

эритрит-агара
-

Бифидобактерии Среда Блаурокка
Агар Шедлера 
Другие среды 

для анаэробных 
бактерий

-

Лактобактерии
Среда МРС полу­

жидкая
Среда МРС плотная

-

По номенклатуре 
Ленцнера, 

МРС-2 - полужид­
кая,

МРС-4 - плотная
Клостридии Среда Китт-Тароцци 

Среда Вильсон-Блера Агар Цейсслера -

Эшерихии Среда Эндо 
Питательный агар 

с кровью

Агар М асонки  
Среда Левина

Кровяной агар не­
обходим для опре­
деления числа ге­
молизирующих 

культур

Стафилококки Элективно-солевой
агар Среда Чистовича -

Энтерококки Агар с азидом 
натрия

Желчно-эскулиновый 
агар CNA-arap 
с селективной 

добавкой

Необходима диф­
ференциация со 
стрептококками 

группы D
Дрожжеподобные
грибы Агар Сабуро - -
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ГЛАВА 6. Питательные среды для определения 
чувствительности микроорганизмов к антисептикам

Антибиотики широко применяют в ветеринарной и медицинской 
практике для лечения животных и человека при различных инфекцион­
ных болезнях. Важным условием их рационального применения является 
определение чувствительности возбудителей болезни к этим средствам. 
Существует два основных варианта определения чувствительности бак­
терий к антибиотикам:

- метод серийных разведений в жидкой или плотной питательной
среде;

- метод диск-диффузионный, заключающийся в диффузии антибио­
тика с дисков в агар.

Чаще всего применяют диск-диффузионный метод, который явля­
ется более простым и доступным в техническом исполнении. Этот метод 
основан на диффузии антисептика из картонных (бумажных) дисков в за­
сеянный выделенным микроорганизмом питательный агар. Плотная пи­
тательная среда обеспечивает не только рост засеянных бактерий, но и 
диффузию антимикробного средства.

Метод серийных разведений основан на способности микроорга­
низмов размножаться (или не размножаться) в среде, содержащей опре­
деленное количество антимикробного средства. При применении этого 
метода устанавливают минимальную концентрацию, которая ингибирует 
рост популяции. Значение питательной среды при осуществлении этого 
метода является очень важным. Если среда задерживает размножение 
бактерий или, наоборот, ускоряет их рост, а также если она не обеспечи­
вает стабильность антисептика или ингибирует его действие, получить 
объективные данные не возможно. Метод серийных разведений может 
быть осуществлен и в жидкой, и в плотной питательной среде, но приме­
няемая среда должна обладать определенным качеством.

Питательная среда не должна использоваться произвольно. Она 
должна быть определенного состава и обеспечивать оптимальный эффект 
при сравнении с контролем, предусматривающим применение тест­
культур.

В РФ при работе с дисками получила широкое распространение 
среда следующего состава (из расчета на литр):

Питательный агар сухой 41,0 г
Крахмал растворимый 0,5 г
Динатрия гидрофосфат 3,5 г
рН 7,2-7,6

Прежде чем задействовать эту среду в опыт ее проверяют по рас­
творимости, прозрачности, аминному азоту, прочности студня, величине 
рН. Важнейшим показателем качества среды является ее способность 
обеспечивать определенный размер зон подавления роста тест-культур 
вокруг дисков с антибиотиками. В практике применяют только агаризо­
ванный вариант этой среды.

За рубежом используют среду, предложенную J. Muller и J. Hinton в
135



1941 г в США. В состав среды введены (дано на литр):
Инфуз (вытяжка из мяса говяжьего) 300,0 г
Гидролизат казеина кислотный 17,5г
Крахмал 1,5 г
Агар-агар 17,0 г
рН 7,4±0,2

Среду Мюллера-Хинтон применяют для определения чувствитель­
ности к антибиотикам стафилококков, эшерихий, энтерококков, сальмо­
нелл и других микроорганизмов.

Иностранной фирмой Oxoid Unipath выпускается агар для опреде­
ления чувствительности широкого круга микроорганизмов. В состав этой 
питательной среды входят многие ингредиенты (на литр):

Пептон 10,0 г
Экстракт из мяса говяжьего 10,0 г
Глюкоза 2,0 г
Натрия хлорид 3,0 г
Динатрия фосфат 2,0 г
Натрия ацетат 1,0 г
Аденина сульфат 0,01 г
Гуанина гидрохлорид 0,01 г
Урацил 0,01
Ксантин 0,01 г
Тимин 0,00002 г
Агар-агар 12,0 г
рН 7,4±0,2

К плотной питательной среде (агаризованной), используемой для 
определения чувствительности микроорганизмов к антибактериальным 
препаратам методом диффузии с применением дисков, предъявляются 
нижеследующие требования.

Питательная среда как промышленного, так и лабораторного при­
готовления должна быть подвергнута внутрилабораторному контролю со 
всеми тест-культурами, а также с использованием не менее 8-10 вариан­
тов дисков.

Каждая серия питательной среды должна иметь паспорт с указани­
ем номера НТД и характеристикой ее качества.

В случае приготовления среды в лаборатории она после автоклави­
рования охлаждается равномерно по всей массе с использованием водя­
ной бани при температуре 45-50оС.

Питательная среда разливается в чашки Петри, имеющие плоское 
дно и прямой угол между дном и стенкой. При внесении среды в чашки 
они должны находится на строго горизонтальной поверхности. Толщина 
застывшего агара должна быть в пределах 4-5 мм. Чашки со средой мож­
но хранить в холодильнике при 2-8оС не более недели.

Среда должна обладать определенным значением рН. Изменение 
показателя может в значительной мере повлиять на диаметр зон подавле­
ния роста микроорганизмов.
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Среда должна быть стерильной, поэтому контроль ее на стериль­
ность проводится в обязательном порядке. Использовать среду с призна­
ками высыхания и избыточной влажностью на поверхности запрещается.

При постановке опыта необходимо иметь для сравнения проверен­
ную референс-среду, которая позволяет выявить эффективность или де­
фектность применяемой новой питательной среды.

Большое значение имеет чувствительность питательной среды по 
отношению к скорости роста микроорганизмов. Зачастую сложно провес­
ти границу между слабым и интенсивным ростом бактерий, в связи с чем, 
применение референс-среды в параллельном опыте являются вполне оп­
равданным.

6.1. Среды для определения антибиотиков в лекарствах
Определение содержания антибиотиков в лекарствах имеет боль­

шое значение для терапии животных и человека в связи с тем, что при ис­
следовании оценивается качество лекарства, а следовательно, эффектив­
ность его применения.

Основным методом определения содержания антибиотиков в ле­
карствах является микробиологический метод, т.к. он прост в техниче­
ском исполнении, не требует специального оборудования, позволяет оп­
ределить наличие активной молекулы препарата, а не его фрагмента или 
метаболита.

Сущность метода заключается в диффузии антибиотика из лекарст­
ва в питательную среду, засеянную определенным тест­
микроорганизмом. Диффузия антибиотика осуществляется из лунки или 
полого цилиндра, вокруг которых в процессе инкубации бактерий обра­
зуется зона подавления роста.

Необходимо отметить, что образование зоны подавления роста 
тест-бактерий - сложный процесс, который зависит от диффузной спо­
собности антибиотика, его стабильности в питательной среде, роста 
культуры, ее чувствительности к антибиотику и других факторов.

Решающее значение при определении наличия антибиотиков в ле­
карствах имеет питательная среда, ее показатели качества. Она обеспечи­
вает сплошной рост тест-микроба и диффузию антибиотика в гель. Ме­
дицинские специалисты М.С. Поляк, В.И. Сухаревич, М.Э. Сухаревич 
(2008) считают, что «только при наличии своего рода баланса между тем 
и другим достигается информативность образующихся зон подавления 
роста микроба».

Универсальной среды выявления наличия антибиотиков в лекарст­
вах не существует. Для определения содержания в лекарствах группы ан­
тибиотиков предложена определенная питательная среда или же несколь­
ко сред.

Питательные среды, предназначенные для определения антибиоти­
ков, должны быть простыми по составу и обязательно иметь оптимальное 
значение показателя рН.

Ниже мы приводим рецептуру отдельных питательных сред для оп­
ределения в лекарствах некоторых антибиотиков.
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Среда для определения бензилпенициллина, ампициллина, оксациллина 
Гидролизат мяса по Хоттингеру (130-140 мг

рН 6,8-7,0

При использовании этой среды в качестве тест-микроба служат Sta­
phylococcus aureus.

Взамен жидкого гидролизата мяса по Хоттингеру можно применять 
выпускаемый сухой препарат. Необходимо заметить, что глюкозу в среду 
вводят непосредственно перед ее использованием.

Для определения цефалексина и цефалотина применяют среду того 
же состава, но с другой тест-культурой, т.е. Bacillus subtilis.

Среда для эритромицина и олеандомицина 
Гидролизат мяса по Хоттингеру (30-35 мг% 
аминного азота) 1000,0 мл
Динатрия гидрофосфат 3,0 г
Агар-агар 15,0 г
рН 7,8=8,0

При применении этой среды в качестве тест-культуры используется 
культура Bacillus subtilis.

Среда для выявления антибиотиков тетрациклиновой группы 
Гидролизат мяса по Хоттингеру (30-35 мг% 
аминного азота) 1000,0 мл
Глюкоза 10,0 г
Агар-агар 10,0-15,0 г

Представленная среда пригодна для определения в лекарствах тет­
рациклина, доксициклина, окситетрациклина, метациклина.

При постановке опыта используют тест-культуру Bacillus subtilis. 
Среда для определения гентамицина и стрептомицина 
Пропись среды для гентамицина:

Гидролизат мяса по Хоттингеру (30-35 мг% 
аминного азота) 1000,0 мл
Динатрия гидрофосфат 3,0 г
Агар-агар 15,0 г

При определении в лекарственном средстве гентамицина применяют 
тест-культуру бактерий Bacillus pumilus.

Среда для канамицина отличается большим содержанием в бульоне 
Хоттингера аминного азота (130-140 мг%) и меньшим количеством агар­
агара -  10,0-12,0 г. Кроме этого, в качестве тест-культуры используют Bacil­
lus cereus var.mycoides.

% аминного азота) 
Глюкоза
Динатрия гидрофосфат 
Агар-агар

1000.0 мл
1.0 г
3.0 г
10,0-12,0 г

рН 6,8-7,0

рН 7,8-8,0
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Г ЛАВА 7. П итательные среды для 
санитарно-бактериологической оценки пищевых продуктов

Микрофлора пищевых продуктов является очень сложным объек­
том санитарной микробиологии, что можно объяснить следующим поло­
жением:

- большим разнообразием этой микрофлоры и ее обилием;
- использованием при приготовлении многих пищевых продуктов 

специфических видов микроорганизмов;
- применением пока еще не всегда эффективных методов индика­

ции и выделения микроорганизмов.
Пищевые продукты могут быть фактором передачи многих возбу­

дителей бактериальных болезней: эшерихиоза, сальмонеллеза, ботулизма, 
туберкулеза и других.

Санитарно-бактериологическое исследование проводится с целью 
определения качества сырья, из которого готовят пищевые продукты, 
оценки санитарно-гигиенического режима процесса приготовления, хра­
нения и реализации их, а также по эпидемическим показателям в случае 
вспышки инфекционной болезни, по специальным показаниям при порче 
сырья или готовых продуктов.

Для проведения санитарно-бактериологического исследования пи­
щевых продуктов нужны качественные питательные среды. При оценке 
качества пищевых продуктов специалисты должны руководствоваться 
требованиями действующих нормативно-методических документов: Са­
нитарными правилами и нормами (СанПин), государственными отрасле­
выми стандартами (ГОСТ), Методическими указаниями (МУ), Методиче­
ским указаниями по методам контроля (МУК).

Известно, что способы выявления и подсчета количества живых 
клеток микроорганизмов, определения их тинкториально- 
морфологических, культуральных, биохимических, таксономических 
особенностей основываются на культивировании микрофлоры, содержа­
щейся в исследуемых субстратах, на питательных средах и условиях, бла­
гоприятных для роста и размножения определенных групп или видов 
микроорганизмов. Для выделения бактерий применяют одно- или много­
стадийное культивирование с применением обогатительных неселектив­
ных, селективно-диагностических и диагностических питательных сред.

При посеве на плотные среды разведения исследуемых пищевых 
продуктов делают с таким расчетом, чтобы общее количество сформиро­
вавшихся колоний, выросших в одной чашке Петри, колебалось в преде­
лах 3-300, а количество специфических бактерий -  15-150, плесеней -  5­
50.

Жидкие продукты фильтруют через мембранные фильтры, размер 
пор которых не превышает размер определяемых микроорганизмов. За­
тем, после промывания фильтров дистиллированной водой, их помещают 
на плотные или в жидкие питательные среды.
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При посеве в жидкие среды делают такое количество десятикрат­
ных разведений, чтобы в пробирках с наибольшим разведением рост бак­
терий отсутствовал.

После культивирования подсчитывают количество колоний на по­
верхности плотной среды и рассчитывают количество микроорганизмов в 
1 мл исследуемого продукта. По окончании термостатирования жидких 
сред определяют наиболее вероятное число (НВЧ) бактерий в исследуе­
мом продукте, используя при этом применяемые в микробиологической 
практике методики.

Идентификацию выросших бактерий проводят на основе изучения 
их тинкториально-морфологических, культуральных, биохимических, ан­
тигенных и других свойств.

Пищевые продукты не бывают стерильными в связи с тем, что мно­
гие из них готовятся с применением микрофлоры (например, молочно­
кислые), к тому же значительное количество бактерий попадает с исход­
ным сырьем и в процессе приготовления, транспортировки, хранения 
продуктов. Обсемененность продуктов микробами в значительной степе­
ни зависит от консистенции продуктов (жидкие, полужидкие, пастооб­
разные, плотные, сыпучие и т.д.), питательности, рН и других факторов.

Многие виды микроорганизмов, попадающие в пищевые продукты, 
могут вызывать инфекционные болезни, которые по клиническим при­
знакам и происхождению подразделяют на две основные группы -  пище­
вые инфекции и пищевые отравления.

Микробную контаминацию пищевых продуктов вызывают микро­
организмы различных систематических групп, однако к числу санитарно­
показательных относят лишь несколько видов. Санитарно­
показательными бактериями являются: кишечная палочка, сальмонеллы, 
шигеллы, клостридии, стафилококки, листерии, протеи. Самыми распро­
страненными показательными бактериями являются представители се­
мейства Enterobact eriaceae.

При микробиологическом контроле пищевых продуктов и воды 
обязательным является учет общего количества мезофильных аэробных и 
факультативно-анаэробных микроорганизмов (КМАФАМ) -  бактерий, 
дрожжей и плесневых грибов.

Необходимо подчеркнуть, что контроль микробиологической чис­
тоты продуктов питания регламентируется ГОСТами.

7.1. Среды для определения количества мезофильных аэробных и 
факультативно-анаэробных микроорганизмов

Количественные показатели микрофлоры для оценки качества про­
дуктов имеют существенное значение. Полагают, что если пищевой про­
дукт приготовлен без участия микроорганизмов, обусловливающих фер­
ментативные процессы, то обнаружение в нем мезофильных аэробов в 
количестве 106г/см3 и более делают его опасным для потребления и здо­

140



ровья человека.
Для определения количества мезофильных аэробных и факульта­

тивно- анаэробных микроорганизмов рекомендуют следующие среды:
- глюкозо-казеиновый агар и бульон;
- мясо-пептонный агар и бульон;
- мясо-пептонный агар (бульон) с глюкозой и дрожжевым экстрак­
том;

- плотная среда Хоттингера с глюкозой и дрожжевым экстрактом;
- среда из сухого питательного агара;
- среда из сухого питательного агара с глюкозой.
Рецепты некоторых из этих сред приведены ниже.

Глюкозо-пептонный агар (на литр): 
Пептон
Натрия хлорид 
Мясная вода 
Агар-агар 
рН -  7,0-7,2

10.0 г
5.0 г
1000.0 мл
12.0 г

Бульон готовится по такой же прописи, но без добавления агара. 
Среду стерилизуют при 121оС в течение 20 минут.

Глюкозо-казеиновый агар (на литр):
Триптон 5,0 г
Дрожжевой экстракт 2,5 г
Г люкоза 1,0 г
Агар-агар 13-15,0 г
рН 7,0±0,1

В этой среде триптон представляет собой ферментативный гидро­
лизат казеина. Среду стерилизуют в течение 15 минут.

Плотная среда Хоттингера с глюкозой и дрожжевым экстрактом (на
литр):

Дрожжевой экстракт 
Глюкоза 
Агар-агар 
Бульон Хоттингера 
рН 7,0±0,1

0,5 г
5.0 г
15,0-20,0 г
1000.0 мл

Среды из сухого питательного агара, сухого питательного агара с 
глюкозой промышленного производства готовят по способу, указанному 
на этикетке. Все среды стерилизуют при температуре 121оС в течение 20 
минут.
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7.2. Питательные среды для выделения и определения
энтеробактерий

Контаминация пищевых продуктов энтеробактериями представляет 
опасность для здоровья человека и является свидетельством низкого са­
нитарного уровня их производства и условий хранения.

Изоляцию и определение количества микроорганизмов семейства 
Enterobacteriaceae в продкутах проводят с использованием следующих 
сред:
1. Среда Кесслера.
2. Буферный глюкозный бульон с бриллиантовым зеленым и желчью.
3. Бульон МакКонки.
4. Среда Кода.
5. Среда Эндо.
6. Среда Гисса.

Состав среды Кесслера (г/на литр):
Пептон 10,0
Глюкоза 2,5
Желчь говяжья сухая 5,0
Кристаллический фиолетовый 0,05
рН 7,3±0,2

Буферный глюкозный бульон с бриллиантовым зеленым и желчью
(на литр):

Пептон 10,0 г
Динатрия гидрофосфат 6,45 г
Калия гидрофосфат 2,0 г
Глюкоза 5,0 г
Желчь говяжья сухая 20,0
Бриллиантовый зеленый 0,015
рН 7,2±0,1

Эту среду не стерилизуют, ее расфасовывают по 10 мл в стериль­
ные пробирки с поплавками. Энтеробактерии вызывают газообразование 
и помутнение среды.

Среда МакКонки
Эту среду особенно широко используют за рубежом. Ее состав (на

литр):
Пептон 20,0 г
Глюкоза 10,0 г
Натрия хлорид 5,0 г
Желчь говяжья сухая 5,0 г
Бромкрезоловый пурпурный 0,01
рН 7,2±0,1
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Среду расфасовывают в пробирки с поплавками и стерилизуют при 
121оС в течение 15 минут. Наличие энтеробактерий в продукте опреде­
ляют по помутнению, изменению цвета среды и газообразованию.

Среда Кода (на литр):
Пептон 13,0 г
Сульфонол (алкибензолсульфанат) 10,0
Натрия хлорид 3,63 г
Лактоза 10,0 г
Натрия карбонат безводный 0,32 г
Бромтимоловый синий 0,05 г
рН 7,8±0,2

Среда Кода коммерческая и ее готовят по прописи на этикетке. Она 
прозрачная, зеленого цвета. Эту среду разливают по 10 мл в пробирки с 
поплавками. Присутствие бактерий в продукте определяют по изменению 
цвета среды от зеленого до желтого, ее помутнению и газообразованию.

Для подтверждения принадлежности выросших в средах микроор­
ганизмов к бактериям семейства Enterobacteriaceae производят высевы на
среду Эндо следующего состава (на литр):

Панкреатический гидролизат кильки 11,5 г
Экстракт кормовых дрожжей 0,86 г
Лактоза 12,9 г
Динатрия гидрофосфат 0,48 г
Натрия сульфит 0,83 г
Натрия хлорид 3,6 г
Натрия карбонат 0,01
Фуксин основной 0,22
Агар-агар 9,6
рН 7,8±0,2

Диагностические свойства среды обусловлены способностью бак­
терий ферментировать лактозу с образованием ацетальдегида, который, 
реагируя с сульфитом натрия, вызывает окраску среды и колоний в тем­
но-красный цвет.

Среда Г исса с глюкозой (г/на литр): 
Панкреатический гидролизат кильки 4,9 г
Глюкоза 5,0 г
Динатрия гидрофосфат 0,36 г
Натрия хлорид 5,0 г
Бромкрезоловый пурпурный 0,02г
Агар-агар 4,4г
рН 7,4±0,2

Среду расфасовывают по 3-4 мл в стерильные пробирки и стерилизуют 
при 112оС в течение 20 минут. Г отовая среда имеет фиолетовый цвет.

Дифференцирующее свойство среды обеспечивается наличием в ее 
составе индикатора. В кислой среде он имеет желтый цвет, в щелочной - 
фиолетовый. Энтеробактерии расщепляют глюкозу с образованием кис­
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лых продуктов, в результате чего окраска среды становится желтой. Об­
разование газов определяют по разрывам среды в толще геля.

7.3. Питательные среды для выделения дрожжей и 
микромицетов

Дрожжи и микромицеты способны вызывать порчу продуктов, а их 
микотоксины опасны для здоровья и жизни человека. Метод выявления 
дрожжей и грибов основан на высеве продукта, его гомогената или их 
разведений на селективные среды. Селективность этих сред обеспечива­
ется высоким содержанием углеводов, противобактериальных антибио­
тиков и низким уровнем рН.

Принадлежность микроорганизмов к дрожжам и плесневым грибам 
определяют по характерному росту на питательных средах и морфологии 
клеток.

В санитарной микробиологии используют главным образом среду 
Сабуро и сусло-агар.

Неохмеленное пивное сусло разводят водопроводной водой до со­
держания сахара 7-8о по Баллингу (измеряют сахарометром) и стерили­
зуют в бутылках при 110оС 10 минут. После стерилизации сусло может 
сохраняться длительное время. Перед употреблением надосадочную 
жидкость осторожно сливают с осадка. К 1 литру стерильного сусла до­
бавляют 18 г агар-агара, нагревают до его растворения, расфасовывают 
среду в стерильные пробирки и стерилизуют при 110оС 10 минут.

Для подавления роста бактерий в среду Сабуро и сусло-агар добав­
ляют один из противобактериальных антибиотиков в количестве из рас­
чета на литр:

Левомицина сукцинат -  100 мг
Окситетрациклин -  100 мг
Окситетрациклин с гентамицином 100 мг и 50 мг соответственно.
Пенициллин и стрептомицин-50000 - 100000 ЕД и 40 мг соответст­

венно
Посевы на указанных средах выращивают при температуре 24оС в 

течение 5 суток, после чего проводят подсчет количества выросших ко­
лоний. Для количественного подсчета отбирают чашки, на которых вы­
росло от 15 до 150 колоний дрожжей и от 5 до 50 колоний плесневых 
грибов.

7.4. Питательные среды для изоляции и идентификации энте­
рококков и стафилококков

Энтерококки являются шаровидными грамположительными бакте­
риями. В поле зрения микроскопа располагаются попарно, короткими це­
почками, скоплениями неопределенной формы.

Характерными для их свойствами являются: способность расти на
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средах, содержащих до 40% желчи, до 17% NaCl, устойчивость к высокой 
щелочности среды (рН до 9,6).

Энтерококки -  обитатели кишечника и отнесены к числу санитар­
но-показательных микроорганизмов. Во внешней среде они погибают 
раньше, чем E. coli, что позволяет использовать этих бактерий в качестве 
показателя свежего фекального загрязнения.

Метод изоляции и количественного определения энтерококков (E. 
faecalis, E. faecium, E. avium, E. gallinarum) в пищевых продуктах основан 
на высеве определенного количества продукта или его разведений в жид­
кую селективную среду или на поверхность плотной среды с последую­
щим выдерживанием посевов при температуре 37оС в течение 24-48 ча­
сов, а затем определении принадлежности выросших микроорганизмов к 
энтерококкам и пересчете их количества на 1 г (мл) продукта.

Для определения количества энтерококков 0,1 или 0,2 мл продукта 
или его разведения высевают на поверхность селективного агара по Сла- 
нецу и Бертли или на канамицин азидно-эскулиновый агар или же на мо­
лочно-ингибиторную среду.

Состав этих сред мы приводим ниже.
Селективный агар по Сланцу и Бертли (на литр):
Пептон 20,0 г
Дрожжевой экстракт 25,0 г
Глюкоза 2,0 г
Натрия азид 0,4 г
Дикалия гидрофосфат 4,0 г
Агар-агар 15±30 г

Основу среды стерилизуют текучим паром 30 минут, охлаждают до 
50оС и добавляют 4,0 см3 раствора азида натрия с концентрацией 100 г/л, 
тщательно перемешивают и расфасовывают в чашки Петри.

Канамицин азидо-эскулиновый агар (на литр):
Пептон из казеина 20,0 г
Дрожжевой экстракт 25,0 г
Глюкоза 2,0 г
Натрия хлорид 5,0 г
Натрия цитрат 1,0 г
Железа(Ш)-аммония гидроцитрат 0,5 г
Натрия азид 0,15 г
Канамицина сульфат 0,02 г
Эскулин 1,0 г
Агар-агар 15,0
рН 7,1±0,1

Основу среды стерилизуют при 121оС в течение 15 минут, охлаж­
дают до 50оС, добавляют 1,5 мл раствора азида натрия с концентрацией 
100 г/л и 0,4 мл раствора канамицина сульфата с концентрацией 50 г/л.
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Молочно-ингибиторная среда: (на литр): 
Мясо-пептонный агар 850,0 мл
Молоко обезжиренное 150,0 мл
Раствор кристаллического фиолетового с 
концентрацией 0,1 г/на литр 12,5 мл
Раствор калия теллурита с концентрацией 
20 г/л 10 мл
Полимиксин М сульфат 200000 ЕД

Калия теллурит и полимиксин подавляют рост сопутствующих 
микроорганизмов. Эту среду не стерилизуют, но разливают в стерильные 
чашки Петри.

Кроме указанных сред для выявления энтерококков в продуктах 
используют:

- глюкозо-триптонный бульон с дрожжевым экстрактом с рН 7,2 и 
9,6;

- щелочную полимиксиновую среду.

Глюкозо-триптонный бульон с дрожжевым экстрактом с рН 7,2 и 
9,6 (на литр):

Ферментативный гидролизат казеина 5,0
Дрожжевой экстракт 12,5
Г люкоза 1,0
рН 7,2±0,1 или 9,6±0,1

Эту среду стерилизуют при 121оС в течение 15 минут.
Щелочная полимиксиновая среда. Основа этой среды (на литр):
Мясо-пептонный бульон 400,0 мл
Натрия хлорид 5,0 г
Глюкоза 10,0 г
Дрожжевой экстракт 10,0 мл

Основу среды стерилизуют при 110оС в течение 12 минут, охлаж­
дают и добавляют 250 мл раствора натрия карбоната с массовой концен­
трацией 21,2 г/л и 250 мл раствора бикарбоната натрия с массовой кон­
центрацией 10 г/литр. После этого устанавливают рН 10,1±0,1, добавляют 
200000 ЕД полимиксина М сульфата, 5,0 мл спиртового раствора бром­
тимолового синего с концентрацией 16 г/литр. Среду хранят в защищен­
ном от света месте при 4оС не более 7 суток.

При исследовании пищевых продуктов делают их посевы в жидкие 
среды и инкубируют при 37оС в течение 24-48 часов.

Из жидких сред для получения изолированных колоний делают пе­
ресевы на плотные среды, которые инкубируют при 37оС в течение 24-48 
часов.

На среде Сланец-Бертли колонии энтерококков красно-розовые или
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карминовые с коричневым оттенком. На среде с канамицином колонии 
этих бактерий -  оливково-зеленые до темно-коричневых-черных, а на 
молочно-ингибиторной -  черные.

Для подтверждения принадлежности бактерий, сформировавших 
характерные колонии на плотных средах к энтерококкам, делают препа­
раты для микроскопии, окрашивают по Граму, микроскопируют, ставят 
тест на каталазу.

Стафилококки относятся к бактериям, широко распространенным в 
природе. Это мелкие грамположительные микроорганизмы. В препара­
тах-мазках располагаются одиночно, попарно, гроздевидными скопле­
ниями. Стафилококки не требовательны к питательным средам. На плот­
ных средах образуют колонии белого, кремового, лимонно-желтого или 
золотистого цвета.

При исследовании продуктов учитывают только коагулазоположи- 
тельные штаммы стафилококков, к которым относят Staphylococus aureus. 
Эти бактерии могут вызывать различные гнойно-септические инфекции и 
пищевые отравления.

Многие отравления связывают с употреблением молока и молоч­
ных продуктов, содержащих 106-109кл/г.

Для определения количества S. aureus в 1 г (мл) продукта из его на­
вески готовят исходное и ряд последовательных разведений, из которых 
делают посев (по 0,1 или 0,2 мл) на одну из селективно-диагностических 
сред:

- среда Байрд-Паркер агар;
- молочно-солевой агар;
- яично-желточно-солевой агар.
В практике чаще всего используют среду Байрд-Паркер агар.

Среда Байрд-Паркер агар.
Состав основы среды (на литр):
Тритон 10,0
Дрожжевой экстракт 1,0 г
Мясной экстракт 5,0 г
Литий хлористый гексагидрат 5,0 г
Агар-агар 12,0 г

Раствор пирувата натрия
Натрия пируват 20,0 г
Вода дистиллированная 100,0 мл

Раствор глицина
Г лицин 20,0 г
Вода дистиллированная 100,0 мл

Для приготовления этой среды, кроме раствора пирувата натрия и 
раствора глицина, нужна желточная эмульсия. Ее готовят следующим об­
разом. Свежее куриное яйцо моют водой, протирают спиртовым тампо­
ном, отделяют желток и вносят его в 100 мл стерильного физиологиче-
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ского раствора. Приготовленная эмульсия хранится при 0-5оС не более 72 
часов.

Все компоненты основы среды растворяют в 1 л дистиллированной 
воды, устанавливают рН 7,2±0,1, расфасовывают в колбы по 90 мл и сте­
рилизуют 20 минут при температуре 121оС. Затем к 90 мл расплавленной 
основы среды добавляют стерильные растворы: 6,3 мл раствора глицина, 
5 мл раствора пирувата натрия, 1 мл раствора теллурита калия с концен­
трацией 10 г/л и 5 мл желточной эмульсии.

В этой среде лития хлорид угнетает рост сопутствующей микро­
флоры, глицин и пировиноградная кислота усиливают рост S. aureus.

При выращивании стафилококков фосфолиназы отщепляют жир­
ные кислоты от фосфолипидов желтка, вызывая образование вокруг ко-
лоний ополисцирующей зоны.

Молочно-солевой агар (на литр):
Питательный агар (коммерческий) 35,0 г
Натрия хлорид 75,0 г
Молоко обезжиренное 1000,0 мл
Агар-агар 20,0 г

Все компоненты среды растворяют в 1 л дистиллированной воды, 
фильтруют через ватный тампон, стерилизуют при 121оС в течение 20 
минут. После стерилизации охлаждают до 45оС и добавляют обезжирен­
ное молоко, расфасовывают в чашки Петри.

Яично-желточно-солевой агар (на литр):
Питательный агар (коммерческий) 35,0 г
Натрия хлорид 75,0 г
Эмульсия желточная 50,0 мл

В 1 л дистиллированной воды растворяют сухой питательный агар, 
натрия хлорид, расфасовывают во флаконы и стерилизуют при темпера­
туре 121оС в течение 20 минут. После стерилизации охлаждают до 45оС и 
добавляют желточную эмульсию. Г отовую среду в чашках Петри можно 
хранить в холодильнике в течение 5 суток.

На указанных выше средах стафилококки формируют характерные 
колонии. На Байрд-Паркер агаре колонии S. aureus черные, блестящие, 
окруженные зоной лецитиназной активности. На молочно-солевом агаре 
колонии окрашены в желтый, золотистый, лимонно-желтый, кремовый 
цвет или же белые.

На яично-желточно-солевом агаре колонии стафилококков окруже­
ны зоной лецитиназной активности. Для подтверждения принадлежности 
бактерий в колониях к S. aureus, из колоний делают посевы на поверх­
ность МПА, инкубируют при температуре 37оС в течение 24 часов, а за­
тем выросшие микробы окрашивают по Граму, микроскопируют, опреде­
ляют способность их коагулировать плазму крови кролика, образовывать 
каталазу и ферментировать мальтозу в анаэробных условиях.
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7.5. Среды для выделения и индентификации сальмонелл
К роду Salmonella относятся возбудители брюшного тифа, парати- 

фов, сальмонеллезов, токсикоинфекций. Род насчитывает более 3500 се- 
роваров. Сальмонеллы представляют собой грамотрицательные палочки, 
подвижные, не образующие спор бактерии. В пищевых продуктах, осо­
бенно в мясе, проявляют термическую устойчивость. В организм челове­
ка бактерии попадают в основном с водой и пищей.

Определение вида и сероварианта сальмонелл осуществляют с 
применением многих селективных, дифференциально-диагностических 
сред и серологических тестов. Выделение бактерий рода Salmonella 
включает высев определенного количества продукта в жидкую неселек­
тивную, а затем - в селективные среды с последующей идентификацией 
бактерий на плотных дифференциально-диагностических средах. Пред­
варительное выращивание сальмонелл проводят обычно на забуференной 
пептонной воде.

Забуференная пептонная вода. Ее состав (г/на литр):
Пептон 10,0
Натрия хлорид 5,0
Динатрия гидрофосфат водный 9,0
Калий дигидрофосфат 1,5

Среду стерилизуют при 121оС в течение 20 минут.
Исследуемую пробу продукта засевают в среду в соотношении 1:9 

и инкубируют 18-20 часов при 36оС. Затем, для селективного обогаще­
ния, культуру, выросшую на забуференной пептонной воде, засевают по 
10 мл в 100 мл селективных сред -  магниевой, тетротионатной, селенито­
вой.

Магниевая среда.
Эта среда представляет собой смесь трех расворов. Состав раство­

ров:
Раствор 1 -  8,4 г пептона, 14,3 г натрия хлористого, 40 мл дрожже­

вого экстракта, 2,85 г калия дигидрофосфата расворяют при нагревании в 
1780 мл дистиллированной воды.

Раствор 2 -  71,4 г магния хлорида (MgCl2 6H2O) растворяют в 180 
мл дистиллированной воды.

Раствор 3 -  1,8 мл раствора бриллиантового зеленого концентрации
5 г/л.

Растворы объединяют, расфасовывают во флаконы и стерилизуют 
при 121оС в течение 30 минут.

Тетратионатная среда (Мюллер-Кауфман).
Основу среды готовят путем внесения в 100 мл мясо-пептонного 

бульона 4,5г стерильного кальция углекислого и последующей стерили­
зации при 112оС в течение 20 минут.

К 100 мл основы среды асептически добавляют в следующем по­
рядке 10 мл раствора гипосульфита натрия (Na2S2O3 5H2O), 2 мл йодного
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раствора, 0,2 мл раствора бриллиантового зеленого и 5 мл желчи. 
Приготовление растворов:
- 50 г гопосульфата натрия растворяют в мерной колбе объемом 100 

мл и доводят объем до метки, стерилизуют при 121оС 20 минут;
- 25 г йодистого калия растворяют в небольшом количестве воды в 

колбе вместимостью 100 мл, доводят до метки и хранят в плотно закры­
том темном сосуде;

- 5 г бриллиантового зеленого растворяют в дистиллированной воде 
в мерной колбе вместимостью 100 мл, доводят до метки и хранят в емко­
сти из темного стекла;

-10 г сухой желчи растворяют в 100 мл дистиллированной воды и 
стерилизуют 20 минут при 121оС.

Селенитовая среда (г/на литр):
Пептон 5,0
Дикалия гидрофосфат 7,0
Натрия дигидрофосфат 3,0
Лактоза 4,0
Натрия гидроселенит 4,0

Эту среду доводят до кипения и расфасовывают в стерильные про­
бирки, хранят при 5оС не более 7 суток.

Для выделения и идентификации сальмонелл культуры их с селек­
тивных обогатительных сред рассевают на поверхность плотных диффе­
ренциально-диагностических сред: висмут-сульфитный агар, среду Пло- 
скирева и Эндо.

Висмут-сульфит агар (г/на литр):
Триптический гидролизат кильки 12,7
Глюкоза 3,9
Висмута цитрат 2,38

Среду стерилизуют кипячением. Готовая среда имеет светло­
зеленый цвет. Дифференцирующие свойства среды обусловлены способ­
ностью сальмонелл продуцировать сероводород, образующий в реакции с 
цитратом висмута соединение черного цвета - сернистый висмут.

Бриллиантовый зеленый и сульфит натрия в составе среды являют­
ся ингибиторами роста микроорганизмов-ассоциантов.

рН 7,0±1

Соль Мора 
Натрия сульфат 
Динатрия гидрофосфат 
Бриллиантовый зеленый 
Натрия карбонат 
Агар-агар 
Агароид 
рН 7,5±0,1

0,97
4,79
3,68
0,028
0,65
10,0
20,9
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Сухую коммерческую среду готовят в соответствии с указанием на 
этикетке и используют в день приготовления.

Среда Плоскирева (г/на литр):
Панкреатический гидролизат кильки 16,0
Натриевые соли желчных солей 8,1
Лактоза 7,6
Динатрия гидрофосфат 2,25
Натрия цитрат 8,82
Натрия тиосульфат 6,86
Йод металлический 0,12
Натрия карбонат 1,42
Нейтральный красный 0,04
Бриллиантовый зеленый 0,02
Агар-агар 8,75
рН 7,2±0,1

В среде Плоскирева рост сопутствующих микроорганизмов подав­
ляется солями желчных кислот и бриллиантовым зеленым. Готовая среда 
коричнево-красного цвета. Ее выпускают НПО «Питательные среды» и 
приготавливают согласно указаниям на этикетке.

Среда Эндо (г/на литр):
Панкреатический гидролизат кильки 11,5
Экстракт кормовых дрожжей 0,86
Лактоза 12,9
Динатрия гидрофосфат 0,48
Натрия сульфит 0,83
Натрия хлорид 3,6
Натрия карбонат 0,01
Фуксин основной 0,22
Агар-агар 9,6
рН 7,8±0,2

Коммерческую среду Эндо готовят по указанию на этикетке. В этой 
среде бактерии способны ферментировать лактозу с образованием аце- 
тельдегида, который, соединяясь с сульфитом натрия, вызывает окраску 
колоний в темно-красный цвет.

На вышеуказанных средах бактерии рода Salmonella формируют 
характерные колонии:

- на висмут-сульфитном агаре колонии черного цвета с металличе­
ским блеском, зеленоватые с темно-зеленым ободком и пигментировани­
ем среды;

- на средах Плоскирева и Эндо образуются бесцветные или слегка 
розоватые прозрачные колонии.

Для подтверждения принадлежности выделенных бактерий к роду 
Salmonella из колоний каждой дифференциально-диагностической среды 
делают высевы на трехсахарный агар.
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Трехсахарный агар (г/на литр):
Мясная вода 1000,0
Пептон 10,0
Дрожжевой экстракт сухой 3,0
Лактоза 10,0
Сахароза 10,0
Г люкоза 1,0
Железа нитрат или железа (II) сульфат (Fe- 0,2 
SO46H2O)
Натрия тиосульфат 0,3
Феноловый красный 0,024
Агар-агар 15,0
рН 7,2±0,2

Среду стерилизуют при 121оС в течение 10 минут. Среда имеет ко­
ричнево-красный цвет. Ее расфасовывают в пробирки, скашивают таким 
образом, чтобы столбик от дна пробирки до скошенной поверхности был 
высотой 2-2,5 см.

Посевы на этой среде выдерживают в термостате при 121оС в тече­
ние суток. Почернение среды является свидетельством образования бак­
териями сероводорода, а пожелтение столбика среды с разрывом агара 
указывает на ферментацию глюкозы. Культуры, вызывающие эти изме­
нения среды, подвергают изучению их неспособность образовывать ин­
дол, ферментировать маннит и сахарозу. Возможность культур бактерий 
расщеплять мочевину определяют с применением агара Кристенсена с 
мочевиной. Состав основы среды (г/на литр):

Пептон 1,0
Г люкоза 1,0
Натрия хлорид 2,0
Калия дигидрофосфат 2,0
Мочевина 20,0
Феноловый красный 0,01
Агар-агар 15,0
рН 6,7±0,1

Основу среды стерилизуют при 121оС в течение 30 минут. Необхо­
димо отметить, что мочевину в виде 40%-ного раствора стерилизуют от­
дельно путем фильтрации или текучим паром в течение 30 минут. Для 
приготовления среды к 950 мл основы ее асептически добавляют 50 мл 
раствора мочевины. Среду расфасовывают в стерильные пробирки по 6-7 
см и скашивают таким образом, чтобы столбик среды от дна пробирки 
до скошенной поверхности был не менее 2-2,5 см высотой. Посевы 
производят штрихом и уколом в столбик агара, расщепление мочевины 
сопровождается повышением рН и изменением цвета среды с красного на 
синий.
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7.6. Среды для выявления и идентификации бактерий
рода Clostridium

Род Clostridium включает большое количество патогенных и непа­
тогенных бактерий. Многие представители рода являются обитателями 
кишечника человека и сельскохозяйственных животных. Они обладают 
териорезистентностью и способностью продуцировать токсические ве­
щества. Контаминация продуктов питания C. perfringens может вызывать 
пищевые отравления у людей. Мясные блюда чаще всего оказываются 
причиной токсикоинфекций, связанных с наличием в них упомянутых 
бактерий.

Для выявления C. perfringens используют следующие среды:
- триптозо-сульфат-циклосериновый агар;
- сульфит-полимиксин-неомициновый агар;
- сахарно-кровяной агар по Цейсслеру с антибиотиками;
- агар Вильсона-Блера.
Триптозо-сульфат-циклосериновый агар (г/на литр):
Триптоза 15,0
Пептон 5,0
Дрожжевой экстракт 25,0
Натрия тиосульфат безводный 1,0
Цитрат аммонийного железа 1,0
Агар-агар 20,0
рН 7,6±0,1

Среду стерилизуют при 121оС в течение 20 минут. Перед примене-3 3
нием к 100 см среды добавляют 1 см раствора циклосерина концентра­
ции 40 г/л.

Сульфит-полимиксин-неомициновый агар (г/на литр):
Пептон 17,0
Дрожжевой экстракт 15,0
Натрия хлорид 5,0
Натрия неосульфат безводный 1,0
Железа аммонийного цитрат 1,0
Агар-агар 12-15,0

Среду стерилизуют при 121оС в течение 20 минут. Перед примене­
нием в расплавленную и охлажденную до 45-50оС среду добавляют 1 см3 
раствора неомицина сульфата с концентрацией 50 г/л и 8 мл раствора по- 
лимиксина с концентрацией 2,5 г/л.

Сахарно-кровяной агар по Цейсслеру с антибиотиками (г/на литр):
К 1000 мл расплавленного и охлажденного до 50оС МПА добавля­

ют 2 г глюкозы и 15-20 мл свежевзятой стерильной дефибринированной 
крови крупного рогатого скота, рН среды 7,2-7,4. Непосредственно перед 
применением добавляют 1 мл раствора циклосерина с концентрацией 40 
г/л или 0,5 мл раствора неомицина сульфата с концентрацией 10 г/л. Хра­
нят при 4оС не более 3 суток.
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Агар Вильсона-Блера (на литр):
Железоаммонитные квасцы (раствор кон­
центрированный 50 г/л) 1,0 мл
Натрия сульфат (раствор концентрирован­
ный 200 г/л) 10,0 мл
Мясо-пептонный агар с 1% глюкозы 100,0 мл
рН 7,5-7,8

Растворы железоаммонийных квасцов и натрия сульфат готовят на 
стерильной дистиллированной воде. Раствор натрия сульфата стерилизу­
ют текучим паром в течение 1 часа.

К 1000 мл расплавленной и охлажденной основы среды добавляют 
10 мл раствора сульфата и 1 мл железоаммонийных квасцов.

Посевы на вышеуказанных средах выращивают при 37оС в течение 
18-24 ч. в анаэробных условиях.

На агаре Цейсслера с антибиотиками образуются колонии, зеле­
неющие на воздухе и окруженные зоной гемолиза. На других средах 
формируются колонии, имеющие форму двояковыпуклой линзы, комочка 
ваты или «самолетика».

Для подтверждения принадлежности колоний к C. perfringens их 
пересевают в среду ниже следующего состава.

Основа среды (г/на литр):
Мясная вода 800 мл
Мясной экстракт 10,0
Пептон 10,0
Дрожжевой экстракт (сухой) 1,5
Натрия ацетат 5,0
Крахмал растворимый 1,0
Г люкоза 1,0
Цистеина гидрохлорид 0,5
Агар-агар 2,0

Основу среды стерилизуют при 121оС в течение 15 минут.
Перед засевом среды в нее добавляют в виде растворов сульфат на­

трия (Na2S2O3 7H2O) и цитрат железа (FeC6H5O7-7H2O), простерилизо­
ванные фильтрованием. Растворы сульфата натрия и цитрата железа с 
концентрацией 40 г/мл и 70 г/мл соответственно, смешивают в равных 
объемах и 20 мл смеси добавляют к основе среды. Посевы инкубируют 
при 37оС в течение 18-24 часов. Полученные культуры изучают на пред­
мет морфологических и биохимических свойств.

Способность бактерий ферментировать лактозу, сбраживать лакму­
совое молоко определяют путем высева их в пробирки с лакмусовым мо­
локом, которое готовят следующим образом: 100 мл свежего молока 
подщелачивают 10%-ным раствором питьевой соды до слабощелочной 
реакции, кипятят, добавляют 100 мл дистиллированной воды и 5 мл лак­
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мусовой настойки, 2 мл хлороформа (для обезжиривания молока), пере­
мешивают и сливают в сосуд, который плотно закрывают резиновой 
пробкой и хранят в темном месте 2-3 дня. Приготовленную среду расфа­
совывают в пробирки по 5 мл и стерилизуют при 115оС 20 минут.

Посевы на этой среде инкубируют в течение 8-12 часов при темпе­
ратуре 37оС и 3-5 часов - при температуре 45оС.

Для изучения подвижности и редукции нитратов используют полу­
жидкую питательную среду следующего состава (г/на литр):

Мясо-пептонный бульон 1000,0
Глюкоза 5,0
Глицерин 5,0
Калия нитрат (не содержащий нитрит) 1,0
Динатрия фосфат (безводный) 2,5
Агар-агар 3,0
рН 7,4±0,2

Среду фасуют в пробирки высоким столбиком и стерилизуют при 
121оС в течение 20 минут. Перед использованием среду кипятят в водя­
ной бане 10 минут. В этой среде C. perfringens растут лишь по линии по­
сева, т.е. они не подвижны. В случае редукции нитратов среда окрашива­
ется в красный цвет, но при предварительном добавлении в среду реакти­
ва Гисса.

Способность клостридий разжижать желатин и ферментировать 
лактозу определяют с применением желатин-лактозной среды следующе­
го состава:

Пептон или триптоза 15,0
Дрожжевой экстракт 50,0
Желатин 120 г
Динатрия фосфат 5,0
Лактоза 10,0
Феноловый красный (1%-ного расвора) 5,0 мл
рН 7,4±0,1

3
Среду расфасовывают по 10 см в пробирки и стерилизуют при 

температуре 121оС в течение 15 минут. Перед использованием среду ки­
пятят на водяной бане и охлаждают до застывания в холодильнике. Посев 
бактерий делают уколом и инкубируют при 37оС в течение суток, а потом 
помещают в холодильник. После охлаждения среды отмечают ее измене­
ния, вызванные ростом и размножением бактерий.

7.7. Среды для выявления и идентификации листерий
Бактерии рода Listeria широко распространены в природе, способ­

ны длительно сохраняться во внешней среде. Некоторые виды листерий 
патогенны для человека и животных. В частности, возбудителем листе- 
риоза, опасной болезни для теплокровных, являются бактерии Listeria
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monocytogenes. Это палочковидные микроорганизмы, но иногда прини­
мают форму кокков, вибрионов, овоидов, нитей. В препаратах бактерии 
располагаются одиночно, попарно, в виде римской цифры V, полисадом 
по 5 клеток, неопределенными скоплениями. Листерии окрашиваются 
грамположительно, в старых культурах - грамотрицательно. В молодых 
культурах в случае выращивания при 22оС бактерии подвижны, спор и 
капсул не образуют.

Листерии, как и многие другие бактерии, могут контаминировать 
пищевые продукты. В этой связи в РФ в 2002 г введен обязательный 
стандарт на выявление листерий в пищевых продуктах -  ГОСТ Р 51921­
2002 «Методы выявления и определения бактерий Listeria 
monocytogenes».

Сущность метода заключается в высеве пищевого продукта в жид­
кую селективную среду с последующим пересевом выросшей культуры 
на агаризованные селективно-диагностические среды. Принадлежность 
бактерий, сформировавших колонии L. monocytogenes определяют по 
морфологическим, биохимическим и серологическим свойствам.

Для предварительного обогащения используют следующие селек­
тивные среды:

- ПБЛ I питательный бульон для листерий;
- бульон Фразера полуконцентрированный.
Состав основы ПБЛ I (г/на литр):
Г идролизат казеина ферментативный 10,0
Пептон ферментативный мясной 15,0
Гидролизат автолизированных дрожжей 2,0
Натрия хлорид 3,5
Лития хлорид 3,0
рН 7,0±0,2

Компоненты основы растворяют при нагревании в 1 л дистиллиро­
ванной воды, устанавливают рН 7,0 и стерилизуют при 121оС в течение 
15 минут. перед использованием к 1 л основы добавляют с соблюдением 
правил асептики 4,44 мл раствора селективных компонентов (10 мл нали- 
диксовой кислоты, 5 мг акрифлавина и 5 мг полимиксина В сульфата, 
растворяют в 10 мл стерильного физиологического раствора). Хранение 
готовой среды допускается не более 2 суток в темном месте при темпера­
туре не выше 8оС. При росте и размножении листерий в ПБЛ I наблюда­
ют помутнение этой среды.

Бульон Фразера полуконцентрированный.
Состав основы среды (г/на литр):
Гидролизат казеина ферментативный 5,0
Пептический перевар животной ткани 5,0
Дрожжевой экстракт 5,0
Натрия хлорид 20,0
Калия дигидрофосфат 1,35
Динатрия гидрофосфат 12,0
Эксулин 1,0
Лития хлорид 0,5
Железа аммонийного цитрат 3,0
рН 7,2±0,2
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Компоненты основы растворяют при подогревании в 1 л дистилли­
рованной воды, доводят рН до 7,2 и стерилизуют при температуре 121оС 
в течение 15 минут.

Перед использованием к 1 л основы среды добавляют асептически 
10 мл раствора, содержащего селективную добавку -  налидиксовую ки­
слоту и акрифлавин.

При росте листерий в бульоне Фазера наблюдается почернение 
среды за счет гидролиза эксулина до глюкозы и эскулетин, который реа­
гирует с ионами железа, образуя комплекс черного цвета.

Для выращивания колоний, характерных для листерий, применяют 
следующие селективно-диагностические среды:

- ПАЛ (питательный агар для листерий);
- Оксфордский агар.
Среда Пал.
Основа среды состоит из нижеследующих компонентов (г/на литр):
Г идролизат казеина панкреатический 10,0
Гидролизат рыбной муки панкреатический 15,0
Гидролизат автолизированных дрожжей 2,0
Натрия хлорид 15,0
Железа аммонийного нитрат 0,5
Эскулин 0,8
Агар-агар 13,0
рН 7,2±0,2

Компоненты основы растворяют при нагревании в 1 л дистиллиро­
ванной воды, стерилизуют при 121оС в течение 15 минут. Затем добавля­
ют из расчета на 1 л с соблюдением асептики 4 мл селективных компо­
нентов (0,02 г налидиксовой кислолты, 0,01 г полимиксина В сульфата и 
0,01 г акрифлавина растворяют в 10 мл стерильной дистиллированной 
воды). Г отовую среду разрешается хранить не более 22 суток при темпе­
ратуре не выше 8оС в защищенном от света месте.

Оксфордский агар
Пропись агара включает (г/на литр):

Пептон на основе мяса говяжьего 23,0
Кукурузный крахмал 1,0
Лития хлорид 15,0
Натрия хлорид 5,0
Эскулин 1,0
Железа цитрат аммонийный 0,5
Агар-агар 12,0

Эту пропись компонентов стерилизуют при 121оС в течение 15 ми­
нут. К 1 л стерильной и расплавленной основы среды добавляют селек­
тивные компоненты: 0,005 г акрилафлавина, 0,02 г колистина, 0,4 г цик-
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логексилида, 0,01 г фосфомицина, 0,002 г цефотетана, растворенные в 10 
мл дистиллированной воды. Готовую среду в чашках Петри хранят не 
более 22 суток в темном месте при температуре не выше 8оС.

На среде ПАЛ рост листерий сопровождается почернением коло­
ний и среды. На Оксфордском агаре через 24 часа инкубирования форми­
руются колонии диаметром до 1 мл сероватого цвета, окруженные чер­
ным ореолом. Через 48 часов выращивания колонии увеличиваются до 2 
мм в диаметре, приобретают темный цвет, имеют углубленный центр.

Для более убедительного признания принадлежности выросших 
колоний к бактериям рода Listeria из них делают посев на МПА с 1% 
глюкозы или триптон-соевый агар с дрожжевым экстрактом.

МПА с 1% глюкозы (г/на литр):
Пептон 10,0
Натрия хлорид 5,0
Глюкоза 10,0
Агар-агар 15,0
Мясная вода 1000,0
рН 7,2-7,4

Среду стерилизуют при 115оС в течение 15 минут. 
Триптон-соевый агар с дрожжевым экстрактом (г/на литр):
Г идролизат казеина ферментативный 17,0
Пептон соевый 3,0
Натрия хлорид 5,0
Дрожжевой экстракт 6,0
Калия гидрофосфат 2,5
Глюкоза 2,5
Агар-агар 15,0
рН 7,3±0,2

Компоненты среды растворяют в 1 л дистиллированной воды, 
устанавливют рН 7,3 и стерилизуют при 121оС 15 минут.

На МПА с глюкозой листерии образуют мелкие, сероватые, полу­
прозрачные колонии размером от 1,0 до 2,0 мм. На триптон-соевом агаре 
формируются выпуклые, бесцветные, непрозрачные колонии.

Определение лецитиназной активности проводят на среде ГРМ-1 
следующего состава (г/на литр):

Панкреатический гидролизат рыбной муки 15,0
Панкреатический гидролизат казеина 10,0
Экстракт пекарских дрожжей 2,0
Натрия хлорид 3,5
Г люкоза 1,0
Агар-агар 10,0

Это коммерческая среда, которую готовят согласно прописи на 
этикетке. Перед стерилизацией в нее добавляют 5 г порошкообразного 
активированного угля. К стерильной среде добавляют желточную сус­
пензию, которую готовят путем разведения желтка куриного яйца в 150
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мл стерильного физиологического раствора. Затем суспензию вносят в 
количестве 5% в стерильную и охлажденную до 45-50оС питательную 
среду и разливают в чашки Петри по 20 мл. Аналогичным образом гото­
вят среду, но без активированного угля.

Посевы бактерий производят на среды с активированным углем и 
среды, не содержащие его. Листерии гидролизуют лецитин только в при­
сутствии активированного угля, что проявляется формированием вокруг 
колоний плотной зоны помутнения шириной от 3 до 6 мм.

Для определения Р-гемолитической активности используют кровя­
ной агар. Готовят его следующим образом. К 100 мл расплавленного и 
охлажденного до 45-50оС МПА с 1% глюкозы добавляют 5-10 мл дефиб- 
ринированной крови животных, осторожно перемешивают и разливают в 
чашки Петри по 10 мл. Правильно приготовленная среда должна быть 
равномерно окрашена в красный цвет, рН среды - 7,2-7,4.

Посевы на этой среде инкубируют при 37оС в течение 24 часов. За 
это время на поверхности агара формируются колонии, вокруг которых 
наблюдаются зоны гемолиза.

7.8. Питательные среды для выявления и идентификации 
бактерий рода Proteus

Бактерии рода Proteus представляют собой грамотрицательные па­
лочки размером 0,5х2,0 мкм. Иногда встречаются кокковидные и ните­
видные формы. Они подвижны, спор и капсул не образуют. Протеи обла­
дают высокой ферментативной активностью. Бактерии способны дезами­
нировать фенилаланин, образовывать сероводород, декарбоксилировать 
орнитин. В том случае, если бактерии не продуцируют индол и декарбок- 
силируют орнитин, их относят к Proteus mirabilis, а если образуют индол 
и не декарбоксилируют орнитин, их относят к Proteus vulgaris.

При санитарно-ветеринарном контроле пищевых продуктов опре­
деляют суммарное содержание всех бактерий рода Proteus. Протеи -  ус­
ловно-патогенные бактерии, могут вызывать пищевые токсикоинфекции 
и даже гнойно-восполительные болезни (эндокардит, пиелонефрит, 
пневмония и др.)

При изоляции бактерий рода Proteus в пищевых продуктах, подго­
товленные из них пробы высевают в жидкую селективную среду с целью 
накопления микроорганизмов в этой среде. В состав жидкой селективной 
среды входят следующие ингредиенты (г/на литр):

Мясо-пептонный бульон 1000,0
Маннит 1,0
Желчь бычья натуральная 50,0
Дикалия гидрофосфат 0,8
Водный раствор кристаллического фиоле­
тового с концентрацией 1 г/л 2,0
Спиртовой раствор бромтимолового синего 
с концентрацией 16 г/л 2,0
рН 6,9±0,1

Среду необходимо стерилизовать текучим паром в течение 15 минут.
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Перед применением к среде добавляют асептически 5 г мочевины в 
виде водного раствора (10 мл) и 100 000 ЕД полимиксина В сульфата или 
120 000 ЕД полимиксина М сульфата. Готовая среда прозрачная желто­
бурого цвета. На указанной среде посевы инкубируют 48 часов, а затем 
делают пересев на агар дифференциально-диагностический следующего
состава (г/на литр):

Мясо-пептонный агар 1000,0
Дрожжевой экстракт 15,0
Маннит 1,0
Мальтоза 10,0
Желчь бычья натуральная 80,0
Железа (III) цитрат 2,0
Натрия тиосульфат 0,5
Кристаллический фиолетовый 0,04
Феноловый красный 0,05
Раствор полимиксина М сульфата 120000 ЕД

Среду стерилизуют текучим паром в течение 15 минут.
Бактерии из выросших на этой среде колоний пересевают на обыч­

ный агар, а затем микроорганизмы из колоний, выросших на обычном 
агаре, используют для определения их биохимических свойств.

Для выявления способности культур бактерий продуцировать ин­
дол их высевают в триптон-триптофановую среду, в состав которой вхо­
дят (г/на литр):

Триптон или пептон 10,0
Натрий хлористый 5,0
DL-триптофан 1,0
Или L-триптофан 0,5
рН 7,5±0,1

В день приготовления среду стерилизуют при 121оС в течение 15 
минут. Образование индола определяют с помощью реактива Ковача по­
сле выращивания бактерий при 36оС в течение 48 часов.

Для выявления дезаминазы фенилаланина применяют среду сле-
дующего состава (на литр):

Дрожжевой экстракт 15,0
DL-фенилаланин 2,0
Динатрия гидрофосфат 1,0
Натрия хлорид 5,0
Агар-агар 12,0

Эту среду подвергают стерилизации в течение 10 минут при 121оС. 
Посевы выращивают в течение 48 часов при 36оС, после чего на поверх­
ность среды наносят 3-5 капель раствора хлорного железа. Появление ин­
тенсивной зеленой окраски свидетельствует о дезаминазной активности 
бактерий.
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Для выявления способности протеев декарбоксилировать орнитин 
используют среду следующего состава (г/на литр):

L-орнитин или 5,0
DL-орнитин 10,0
Дрожжевой экстракт 15
Г люкоза 1,0
Спиртовой раствор бромкрезолового пур­
пурного (10% раствор) 1,2
рН 6,9±0,1

Среду стерилизуют при 121оС в течение 10 минут. Готовая среда 
светло-фиолетового цвета. Реакция считается положительной, если при 
росте бактерий среда приобретает фиолетовый цвет.
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Г  ЛАВА 8. П итательные среды для оценки качества
питьевой воды

Вода является естественной средой обитания многих видов микро­
организмов. Особую опасность представляют патогенные бактерии, ко­
торые могут быть в воде. Источниками контаминации воды патогенными 
микрооргангизмами являются выделения больных животных и людей, 
трупы животных, сточные воды, особенно предприятий, перерабатываю­
щих животное сырье. Патогенные микробы могут выживать в воде дли­
тельное время. Например, возбудитель сибирской язвы сохраняется в во­
де до 3 лет, возбудитель туберкулеза - до 1 года, бруцеллы -  до 100 дней, 
а лептоспиры могут даже размножаться в воде. Естественно, что вода 
может стать источником распространения возбудителей инфекционных 
болезней, причиной возникновения эпидемий и эпизоотий.

Для выделения и количественного определения индикаторных бак­
терий в воде используют в качестве основных следующие методы:

- метод мембранных фильтров;
- титрационный метод;
- метод прямого обнаружения.
Сущность мембранного метода сводится к тому, что определенный 

объем воды фильтруют через мембранный фильтр, который затем поме­
щают на плотную среду и выросшие бактерии идентифицируют по куль­
туральным и биохимическим свойствам.

Титрационный метод основан на посеве воды в жидкую питатель­
ную среду с последующим пересевом на дифференциально­
диагностические среды и проведением идентификации выросших бакте­
рий.

При использовании метода прямого обнаружения бактерий опреде­
ленный объем воды высевают на плотные среды, а затем проводят иден­
тификацию выросших микроорганизмов с помощью известных микро­
биологических методов.

Контроль качества питьевой воды проводят с применением сле­
дующих питательных сред:

- питательный бульон;
- питательный агар;
- среда Эндо;
- лактозно-пептонная среда;
- полужидкая среда с лактозой;
- лактозно-пептонная среда с бромтимоловым синим;
- железосульфитный агар.
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8.1. Питательные среды для определения общих и 
термотолерантных колиформных бактерий

Определение в питьевой воде общего числа мезофильных аэробных 
и факультативно анаэробных микроорганизмов проводят с использовани­
ем питательного агара.

Питательный агар (г/на литр):
Панкреатический гидролизат рыбной муки 15,0
Панкреатический гидролизат казеина 10,0
Экстракт пекарских дрожжей 2,0
Натрия хлорид 3,5
Г люкоза 1,0
Агар-агар 15,0
рН 7,2±0,2

Питательный агар стерилизуют при 121±0,1оС в течение 20-25 ми­
нут. На этот агар проводят посевы воды и инкубируют их при 37оС в те­
чение суток, а затем подсчитывают число колониеобразующих единиц 
(КОЕ) в 1 см3 исследуемой пробы.

Общие колиформные бактерии (ОКБ) и термотолерантные коли- 
формные бактерии (ТБК) определяют титрационным и мембранным ме­
тодами, однако наиболее востребованным является метод мембранной 
фильтрации. Пробы воды пропускают через мембранный фильтр, а затем 
помещают его на среду Эндо и выдерживают среду при 37оС в течение 
суток. Из выросших колоний извлекают бактерии и определяют их при­
надлежность к ОКБ и ТКБ. Для этого используют такие показатели, как 
оксидазная активность, ферментация лактозы до кислоты и газа.

Определение ферментации лактозы до кислоты и газа проводят на 
агаре нижеследующего состава (г/на литр):

Пептон 10,0
Натрия хлорид 5,0
Бромкрезоловый пурпурный 0,02
Агар-агар 4,0
рН 7,2-7,4

Среду стерилизуют при 112оС в течение 12 минут. При фермента­
ции лактозы до кислых продуктов цвет среды изменяется с фиолетового 
до желтого или желто-коричневого. Образование газов учитывают по 
разрывом в толще среды.

Выявление ТКБ проводят с использованием вышеуказанной среды, 
но выращивание посевов проводят при 44оС в течение суток.

Для выявления ОКБ и ТКБ используют титрационный метод, про­
водя посевы в жидкую лактозо-пептонную среду следующего состава 
(г/на литр):

Пептон 10,0
Натрия хлорид 5,0
Лактоза 5,0
рН 7,4-7,6
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Среду стерелизуют при 112оС в течение 12 минут. Посевы инкуби­
руют при 37 оС в течение двух суток, где отмечен рост и газообразование, 
проводят высев на среду Эндо, которую для выявления ТКБ инкубируют 
при 44оС в течение 24 часов.

8.2. Определение колифагов в питьевой воде
Бактериофаги (греч. phagos -  пожирающий) -  это вирусы-паразиты 

про- и эукариот. Учение о фагах связано с именем канадского исследова-I
теля Ф. ДЭрелля, который в 1917 году установил наличие в испражнени­
ях больных дизентерией ультрамикроскопического агента, лизирующего 
шигелл. Он назвал его бактериофагом и предложил, что невидимый в 
световом микроскопе дизентерийный бактериофаг, накапливаясь в орга­
низме больных, благоприятствует их выздоровлению. Для доказательства 
этого предложения ученый использовал высококонцентрированные 
бульонные факторы холерного бактериофага для профилактики холеры в 
1920 году во время эпидемии болезни в Индокитае.

I

Начатые Ф. Д Эреллем работы привели к открытию других вирусов, 
лизирующих бактерий, микоплазмы, грибы, сине-зеленые водоросли. Их 
стали называть одним термином -  фаги. Они, как и вирусы позвоночных, 
беспозвоночных и растений, по содержанию нуклеиновых кислот под­
разделяются на ДНК- и РНК-содержащие, а по характеру взаимодействия 
с бактериями -  на вирулентные и умеренные. Вирулентные фаги, раз­
множаясь в бульонных культурах, вызывают просветление помутневшей 
среды, а на агаровых газонах бактерий формируют бляшки или негатив­
ные пятна. Подобно колониям бактерий, морфология бляшек специфична 
для фагов. Типичными представителями вирулентных фагов являются 
колифаги Т-группы. Умеренные фаги взаимодействуют с бактериями в 
двух формах: одни штаммы или клетки популяции определенного вида 
они разрушают, а в другие проникают, но гибели не вызывают. Умерен­
ный фаг, наследственные детерминанты которого объединились с бакте­
риальными, называется профагом. Бактерии, содержащие профаг, назы­
вают лизогенными, а само явление -  лизогенией.

Выход фага в окружающую среду сопровождается лизисом бакте­
рий под влиянием фагового лизоцима.

Бактериофаги широко распространены в природе. Их обнаружива­
ют во всех объектах окружающей среды, в которых обитают бактерии, 
грибы, микоплазмы, сине-зеленые водоросли. Установлено, что все пато­
генные виды микроорганизмов имеют специфичные для них фаги. Они 
найдены в почве, воде, в кишечнике человека и животных, в сточных во­
дах различных предприятий и т.д. Бактериофаги являются индикаторами 
загрязнения водоемов бытовыми, сельскохозяйственными и промышлен­
ными стоками. Фаги патогенных микроорганизмов являются косвенным 
показателем инфицирования животных и человека. Бактериофаги пато­
генных микроорганизмов могут быть использованы для более полной 
характеристики санитарно-гигиенического состояния различных природ­
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ных систем, в том числе и водоисточников, т.е. в качестве санитарно­
показательного теста.

В частности, для контроля качества питьевой воды используют та­
кой показатель, как наличие и наиболее вероятное число колифагов 
(НВЧ). Колифаги -  бактериальные вирусы, способные лизировать E. coli 
и образовывать при 37оС через 18-20 часов зоны лизиса бактериального 
газона (бляшка) на плотной питательной среде.

Для выявления и определения (НВЧ) бляшкообразующих единиц 
(БОЕ) титрационным способом предварительно проводят накопление ко­
лифагов в среде обогащения на культуре E. coli с последующим выявле­
нием зон лизиса бактерий на питательном агаре. На всех этапах исследо­
ваний используется бактериальная взвесь E. coli в концентрации 
109КОБ/мл.

В качестве среды обогащения применяют питательный бульон сле­
дующего состава (на литр):

Пептон 10,0
Натрия хлорид 5,0
Говяжий экстракт 10,0
рН 7,4±0,2

Этот бульон представляет собой сухой коммерческий препарат, ко­
торый выпускает фармацевтическая промышленность.

Посевы в питательном бульоне инкубируют при 37оС в течение 18­
20 часов.

Определение колифагов в питьевой воде проводят прямым мето­
дом. Сущность его заключается в исследовании нормированного объема 
воды (100 см ) путем его прямого посева и последующего учета зон лизи­
са (бляшек) на газоне E. coli в чашках Петри на питательном агаре.

Для этого используют агар следующего состава (на литр):
Панкреатический гидролизат рыбной муки 15,0 г
Панкреатический гидролизат казеина 10,0 г
Экстракт пекарских дрожжей 2,0 г
Натрия хлорид 3,5 г
Г люкоза 1,0 г
Агар-агар 15,0
рН 7,2±0,2

Среду стерилизуют при 121оС в течение 20-25 минут.
После посева воды на питательный агар и инкубации посевов при 

37оС в течение 24-26 часов подсчитывают число колониеобразующих 
единиц (КОЕ) в 1 см исследуемой пробы.
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Заключение
Мироорганизмы широко распространены в природе. Они состав­

ляют более одной трети живого вещества биосферы, и почти нет природ­
ных процессов, в которых эти существа не принимали бы активного уча­
стия. Современная наука считает, что первыми живыми организмами, 
появившимися в природе, были прокариоты, которые отличаются про­
стотой строения по сравнению с многоклеточными организмами. Однако, 
несмотря на относительную простоту строения микробной клетки, ей 
присущ, как и всем живым существам, особый способ взаимодействия с 
окружающей средой - обмен веществ (метаболизм). Процессы ассимиля­
ции (анаболизм) и диссмиляции (катаболизм) представляют собой сово­
купность взаимосвязанных реакций, протекание которых строго упоря­
дочено во времени и пространстве. Упорядоченность обмена веществ 
достигается благодаря структурированности объема микробной клетки, т. 
е. наличия необходимых клеточных структур. На важность структуриро­
ванности указывает следующий пример. Микоплазма по размеру превос­
ходит атом водорода в 1000 раз, но даже в таком малом объеме осущест­
вляется около 100 биохимических реакций, необходимых для жизнедея­
тельности этого микроорганизма. Для сравнения: жизнедеятельность 
клетки организма человека требует согласованного протекания более 
10000 реакций.

Биохимические реакции обеспечивают осуществление сложных 
физиологических процессов, т.е. питания, дыхания, роста, размножения и 
других, которые изучают раздел микробиологии - физиологию микроор­
ганизмов. Конечно же, знание физиологических процессов и их особен­
ностей у разных видов бактерий является научно-теоретической основ­
ной и предпосылкой для получения качественных питательных сред, соз­
дания оптимальных условий для роста и размножения бактерий, конст­
руирования аппаратов для лабораторного и, особенно, промышленного 
культивирования, достижения многих научно-исследовательских и прак­
тических целей.

По нашему мнению, всестороннее и углубленное изучение физио­
логии микроорганизмов, их биологических свойств является наиболее 
приоритетной задачей микробиологии, на основании решения которой 
можно будет более рационально оптимизировать состав питательных 
сред и условия культивирования бактерий.

Поэтому в книге значительное внимание уделено физиологии мик­
роорганизмов. Довольно подробно описаны типы дыхания и питания 
бактерий, их рост и размножение, указана роль и значение ферментов в 
жизнедеятельности бактериальной клетки. Кроме этого, представлены 
основные физиологические функции важнейших элементов микробной 
клетки, ее химический состав и физико-химические свойства бактерий.

Основная часть монографии посвящена питательным средам, где 
приводятся общие сведения о питательных средах, предъявляемые требо­
вания к их качеству, дана классификация сред с учетом их консистенции 
и назначения.

166



Особое место в книге отведено приготовлению питательных сред в 
лабораторных и производственных условиях, получению гидролизатов и 
их назначении. В медицине и ветеринарии, животноводстве и зверовод­
стве, микробиологии и вирусологии белковые гидролизаты используют с 
самыми разнообразными целями. Их применяют в вирусологии при по­
лучении питательных сред для развития и роста клеток почек телят, 
крольчат, эмбрионов свиней и коров. В биологической промышленности 
гидролизаты используют в качестве защитных сред при лиофильной 
сушке биопрепаратов, их применяют в составе растворителей некоторых 
лиофильно высушенных вакцин, в диетологии - для пищевых целей и для 
терапии животных и людей. Наиболее широкое применение гидролизаты 
получили в бактериологии при приготовлении питательных сред для 
микроорганизмов. Гидролизаты, применяемые для приготовления пита­
тельных сред, должны иметь в своем составе не менее восьми незамени­
мых аминокислот и не менее пяти полунезаменимых (оргинин, гистидин, 
глутамин, цистин, тирозин), а в остальном по аминокислотному и пеп­
тидному составу они не имеют строгих ограничений.

Для культивирования большинства производственных штаммов 
при изготовлении биопрепаратов в качестве амино-кислотно-пептидной 
основы питательных сред используют гидролизаты средней степени рас­
щепления, а в случае выращивания прихотливых бактерий применяют 
гидролизаты высокой степени расщепления (глубокие гидролизаты).

Основным требованием, предъявляемым к гидролизатам, является 
обеспечение роста микроорганизмов в средах, приготовленных из них.

В значительной степени задача данной монографии -  информиро­
вать специалистов биологического профиля об основных методах и 
приемах оценки качества питательных сред. Пригодность питательных 
сред может быть определена только после контроля их качества физико­
химическими и биологическими методами, которые разрознены по мно­
гочисленным литературным источникам, учебникам и практикумам. По­
этому мы изучили доступный литературный материал, апробировали в 
лабораторных и производственных условиях методы контроля качества 
питательных сред, сосредоточив их в данной монографии. Эти методы 
могут быть использованы в практической работе специалистами ветери­
нарных лабораторий, микробиологами в сфере производства ветеринар­
ных препаратов, сотрудниками научно-исследовательских и учебных уч­
реждений.

Описанные в настоящей книге методики не ограничивают творче­
ской инициативы исследователей и практических работников. По мере 
накопления сведений о более достоверных методах контроля качества 
питательных сред и их компонентов они могут уточняться и дополняться.

Качество сред оценивают на основании следующих показателей: 
величины рН, содержания общего белка, остаточного и аминного азота, 
свободного триптофана, углеводов, свободного индола, тяжелых метал­
лов, стерильности. По этим же показателям оценивают и качество гидро­
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лизатов, из которых готовят питательные среды.
Давно миновало время, когда микроскопия была стержнем всех ви­

дов микробиологических исследований. Ныне они основываются на при­
менении питательных сред различного состава и целевого назначения. На 
смену простым средам, применявшимся на заре развития микробиологии 
для обнаружения в окружающей среде и биоматериале патогенов, разра­
ботаны специфические среды и селективные для определения групп и 
родов микроорганизмов. Поэтому в монографии мы приводим рецептуру 
питательных сред для выделения и идентификации энтеробактерий, кок­
ковых форм микробов, анаэробов, для культивирования лептоспир, мик­
роскопических грибов.

Значительное место в книге отведено данным относительно приго­
товления питательных сред из сырья различного происхождения, фильт­
рации сред, их расфасовке, осветлению, уплотнению и стерилизации. 
Также в монографии приведены краткие сведения о культивировании 
микроорганизмов в лабораторных и промышленных условиях.

В практической микробиологии при посеве конкретного биомате­
риала (гной, кровь, моча, мокрота и т.д.) выбор среды имеет большое 
значение, обусловливающее получение объективной информации, от ко­
торой зависит эффективное проведение санитарно-ветеринарных и ле­
чебных мероприятий.

Поэтому мы приводим прописи питательных сред для посева кро­
ви, исследования мочи, выделения инфекта при болезнях органов дыха­
ния и пищеварения.

Известно, что антибиотики широко применяют в ветеринарии и ме­
дицине для лечения больных животных и людей. Важным условием их 
рационального применения является определение чувствительности воз­
будителей болезни к конкретным антибиотикам. В связи с этим нами 
приведены среды наиболее эффективные для этой цели.

В процессе развития микробиологии, гигиены, эпидемиологии, эпи­
зоотологии сформировалась и выделилась в самостоятельную науку -  са­
нитарная микробиология, которая занимается изучением микрофлоры 
окружающей среды, оказывающей влияние на здоровье человека, вопро­
сами контроля санитарного состояния почвы, воды, воздуха, пищевых 
продуктов, предметов обихода и т.д. Однако, по нашему мнению, в учеб­
ных пособиях, практикумах, литературных источниках вопросы, касаю­
щиеся приготовления и применения питательных сред для санитарного 
контроля пищевых продуктов, раскрыты недостаточно полно.

Поэтому в книге большое внимание уделено питательным средам, 
предназначенным для санитарно-бактериологической оценки пищевых 
продуктов. Микрофлора пищевых продуктов является очень сложным 
объектом санитарной микробиологии, что объясняется следующими по­
ложениями:

- большим разнообразием этой микрофлоры и ее обилием;
- использованием при приготовлении многих пищевых продуктов
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специфических видов микроорганизмов;
- применением пока еще малоэффективных методов индикации и 

выделения микроорганизмов.
Пищевые продукты могут быть фактором передачи многих возбу­

дителей бактериальных болезней: эшерихиоза, сальмонеллеза, ботулизма, 
туберкулеза и других. Микроорганизмами, свидетельствующими о сани­
тарном неблагополучии продуктов и воды, являются кишечные палочки, 
энтерококки, палочки протея, клостридии, листерии, шигеллы, стафило­
кокки.

Для проведения санитарно-бактериологического исследования пи­
щевых продуктов нужны качественные питательные среды. Способы вы­
явления и подсчета количества живых клеток микроорганизмов, опреде­
ления их тинкториально-морфологических, биохимических, таксономи­
ческих особенностей основывается на культивировании микрофлоры, со­
держащейся в исследуемых продуктах, на селективных питательных сре­
дах и условиях, благоприятных для размножения определенных видов 
микроорганизмов.

Патогены, попадающие в пищевые продукты, могут быть причиной 
многих болезней, которые по признакам и происхождению разделяют на 
две основные группы -  пищевые инфекции и пищевые отравления.

Пищевые продукты, как правило, не бывают стерильными, поэтому 
среды для изоляции патогенных микроорганизмов из продуктов отлича­
ются от базовых присутствием в их составе селективных добавок. Поэто­
му нами в главе 7 представлены прописи питательных сред для выделе­
ния и определения энтеробактерий, дрожжей, микромицетов, энтерокок­
ков, стафилококков, сальмонелл, листерий, клостридий, протея.

Считаем, что сконцентрированный в монографии материал имеет 
значимую познавательную и справочную ценность. Полагаем, что опуб­
ликованная книга явится достоянием гласности широкого круга читате­
лей и будет полезной для преподавателей, студентов, магистрантов, ас­
пирантов учреждений образования ветеринарного медицинского и биоло­
гического профилей, а также специалистов, занятых в сфере изготовле­
ния биопрепаратов различного назначения и практических работников 
профильных лабораторий.
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