
ОБЗОРЫ

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2017

Д.И.Каминский, В.В.Лобанов, К.К.Рожков, А.Б.Мазрухо

СОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД ДЛЯ ВЫРАЩИВАНИЯ НЕ­
КОТОРЫХ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ОПАСНЫХ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ

Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт

Методы выявления эпидемически значимых микроорганизмов разнообразны, однако 
золотым стандартом бактериологической диагностики остается культивирование на пи­
тательных средах. Выбор среды зависит от условий, в которых бактерии существовали 
ранее и находятся в настоящее время. Естественные условия жизни определяют их физи­
ологические особенности, а метаболическая пластичность обеспечивает выживание и 
сохранение вирулентности. В данном обзоре на примере Yersinia pestis и Vibrio cholerae 
представлены наиболее эффективные разработки питательных сред. Приведены доказа­
тельства перспективности широкого использования белкового гидролизата дрожжей в 
качестве основы питательных сред.
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The detection methods for microbial agents that have epidemiological significance are diver­
sity but cultivation on nutritional media remains the gold standard in microbiological diagnostics. 
Choice of medium depends on the conditions in which bacteria were early and is present. The 
nature life determines its physiological peculiarity then a metabolic plasticity promote to survive 
and to save the virulence. In this review on the example of Yersinia pestis and Vibrio cholerae per­
formed evaluations of the efficient decisions for the bacterial media development. It is declared 
advantage of baker’s yeast hydrolisate as the nutrition media base.
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Современная концепция надзора за опасными для человека болезнями предусма­
тривает не только решение чисто медицинских вопросов, но также держит в поле 
зрения общегосударственные проблемы, связанные с экономикой и импортозамеше- 
нием [28, 31]. Предстоит большая работа в области производства питательных сред, 
в частности, обеспечивающих мониторинг особо опасных инфекций — чумы и холе­
ры. Диагностика их требует использования метода культивирования бактерий в соот­
ветствии с новейшими научными знаниями.

1. Формирование современных принципов разработки бактериологических питатель­
ных сред. Первоначально для выращивания микроорганизмов с научными целями 
применяли только питательные отвары и бульоны. Богатые питательными вещества­
ми жидкие среды (в особенности мясной бульон) позволяли накапливать бактериаль­
ную массу, но она была неоднородна, и Роберт Кох ввел принцип работы с «чистой
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культурой» на плотных питательных средах. Открытие С.Н.Виноградским (1856 — 
1953 гг.) хемосинтеза — жизни микроорганизмов за счет окисления неорганических 
веществ и разработка им метода «элективных культур» дали развитие разработке но­
вых питательных сред [11]. Широкое использование бактериологических методов и 
создание сред разнообразного назначения, многие из которых применяют многие 
десятилетия, помогли установить этиологическую природу чумы, холеры, сибирской 
язвы, туберкулеза, дифтерии, почти всех возбудителей кишечных инфекций [28]. В 
1930 г. Левин и Шенлейн классифицировали более двух тысяч питательных сред для 
культивирования микроорганизмов, идентификации, выделения ферментов, анти­
генов, токсинов [22]. И все же ко второй половине XX в. сформировалось мнение, что 
невозможно приготовить универсальную питательную среду, на которой могли бы 
развиваться любые микробы [12]. Однако в настоящее время широко используют 
сложные по составу базовые питательные среды, поддерживающие рост различных 
систематических групп за счет пептона, дополнительные компоненты определяются 
индивидуально [28]. Пептоны, представленные в руководстве фирмы «Merck», осно­
вавшей их производство более 80 лет назад, отличаются по химическим характери­
стикам, количеству общего и аминного азота [42], и поэтому можно констатировать, 
что «пептон» — химически неопределенный термин, используемый для обозначения 
разнообразных белковых гидролизатов.

Вещества, необходимые для жизнеобеспечения микроорганизмов, определяет 
эволюционный путь формирования вида. И генетическая неоднородность заставила 
расширить качественный диапазон лабораторных питательных сред от растворов 
минеральных солей для автотрофов до мясных гидролизатов, обогащенных кровью, 
для бактерий, вызывающих сепсис. Стало активно развиваться научное направление: 
«питательные среды и микробный метаболизм» [28]. В настоящее время техника 
культивирования микроорганизмов позволяет моделировать условия для репродукции 
биохимических свойств, присущих данному виду, имитировать определенные циклы, 
характерные для естественных условий. Осуществляются попытки «метаболического 
моделирования» адаптации к условиям питания во время инфекции на молекулярном 
и организменном уровне [5]. Ученые разрабатывают модели, соответствующие сово­
купности энергетических электронных балансов, кинетике субстратного поглощения 
источников углерода и азота, органических и минеральных веществ [2]. Благодаря 
познанию тонкостей метаболических процессов в разных условиях существования в 
1990-х гг. началась разработка новых способов дифференциальной диагностики бак­
терий — культивирования на хромогенных средах [47]. Метод, изначально выявляю­
щий широкий спектр продуцентов р-лактамаз, вскоре был трансформирован для 
прямой изоляции разнообразных клинических культур на основе специфических 
цветных реакций на агаровой среде. В отличие от ранее используемых сред, где окра­
ска зависела от изменения pH, новый тип диагностических сред содержит меченный 
хромогеном субстрат, который разлагает специфический метаболит микроба, приво­
дя к окрашиванию отдельных колоний. Это позволяет клонировать искомую культу­
ру в гетерогенной популяции, в том числе загрязненной посторонней микрофлорой. 
Подобно тому, как это делается при использовании метода бактериальной культуры, 
новая среда содержит все необходимое для синтеза характерного фермента или ток­
сина, в том числе питательные основы. На рубеже XXI века физиология микроорга­
низмов и исследования в области генетики обогатились новыми сведениями относи­
тельно факторов, влияющих на синтез продуктов различного назначения, в том 
числе, на время культивирования [1, 39]. Появились автоматизированные способы 
выращивания микроорганизмов, ускоряющие аналитические и производственные 
процессы. Повысилась роль методов контроля над этими процессами [24]. В биотех­
нологии, помимо подбора оптимального состава питательных сред, регуляции ско­
рости размножения путем введения добавок и изменения уровня аэрации, главенст­
вующую роль получила генная инженерия — конструирование штаммов-продуцентов 
с рекомбинантной ДНК [4, 35]. Последние достижения биотехнологии делают воз­
можным создание штаммов-продуцентов белкового сырья определенного аминокис­
лотного состава [33].

Современная микробиологическая техника, используя соответствующие пита­
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тельные среды и регуляторы метаболизма, способна влиять на физиологические про­
цессы, происходящие при культивировании, в частности, сохранение вирулентных 
свойств патогенных бактерий, хотя потребности бактерий в питательных веществах, 
ионах, кофакторах, зависимость ферментативных реакций от pH, температуры, на­
личия кислорода разнообразны [28]. Общепринято считать, что самый главный ин­
дикатор состояния метаболизма у микробов — формирование биомассы, и это свой­
ство, нередко связанное с паразитизмом, у вирулентных для человека бактерий 
имеет «функциональные аналогии», определяемые жизнью в другом организме [39, 
43]. Поскольку холерный вибрион и микроб чумы близки в этом отношении, анало­
гия привлекает внимание возможностью использовать одинаковые источники пита­
ния для выращивания представителей обоих видов.

2. Разработка питательных сред для Yersinia pestis и Vibrio cholerae. В нашу задачу 
входит поиск общности метаболических свойств Y. pestis и V. cholerae, и чтобы найти 
сходство, мы обращаемся к «Определителю бактерий Берджи» [27]. Оба представите­
ля грамотрицательных бактерий — факультативные анаэробы, хемоорганотрофы, 
обладающие и дыхательным, и бродильным типами метаболизма. Катаболизируют 
D-глюкозу. Восстанавливают нитрат. Сероводород не образуют. Они используют 
окислительно-восстановительные реакции как источник энергии, а для роста и раз­
множения в хозяине им требуются органические вещества в качестве основного ис­
точника углерода [8,14,27]. Ауксотрофные мутанты нуждаются в готовых витаминах, 
например, никотиновой кислоте в форме NAD и NADF для осуществления 
окислительно-восстановительных процессов [23].

Следует сказать, что Y. pestis близкородственна некоторым энтеритическим пато­
генам (Y. pseudotuberculosis), но в процессе эволюции потеряла специфические гены, 
необходимые для колонизации кишечника, стала локально адаптирована в своих 
зоотических резервуарах [40]. И все же ее трансмиссионный механизм определяет 
пищевой путь — рост в виде биопленки в преджелудке блох [32]. Метаболизм Y. pestis 
связан с обменными процессами, происходящими в организме инфицированных 
грызунов или человека, фагоцитах, макрофагах, нейтрофилах [30]. Это медленно 
растущий «К-стратег», внутриклеточный паразит [43], проявляющий зависимость от 
температуры, а также определенных аминокислот, гемина, нуклеиновых оснований, 
витаминов. Под влиянием специфических сигналов повышения температуры: «37°С» 
и «37°С — Са» (сигнал низкого содержания ионов кальция в среде) происходит смена 
метаболических процессов, связанных в том числе, с капсульным антигеном [7]. 
Проблема патогенности Y. pestis занимает заметное место в специальной литературе 
[8]. Вследствие адаптационной изменчивости Y. pestis может формировать слабови­
рулентные культуры [8], но следует помнить: бактерия чумы — возбудитель опасного 
острого инфекционного заболевания, с высокой летальностью, тяжелым течением, 
угрозой массового распространения, в том числе, в результате актов биотерроризма 
[26,45].

В практическом руководстве [14] сообщается, что штаммы из некоторых природ­
ных очагов имеют дополнительные потребности, а большинство нуждается в трех 
аминокислотах — метионине, фенилаланине и треонине. В Российской Федерации 
для диагностики Y. pestis рекомендуется питательный агар с мясным или казеиновым 
гидролизатами, которые содержат названные аминокислоты. ВОЗ (со ссылками на 
международных экспертов) предлагает посевы крови или тканевого материала на 
кровяной агар SBA (sheep blood agar), brain-heart inlusion agar, Mac-Conkey agar [45]. 
Обычно микроб чумы культивируют в присутствии сульфита натрия (натрий серни­
стокислый), который обладает свойствами восстановителя и поддерживает 
окислительно-восстановительный потенциал питательной среды. Оптимальные 
условия выращивания: 28°С, рН7,0 — 7,2. При 37°С возникают дополнительные пи­
тательные потребности, при этом на агаре Мак-Конки через 24 ч колонии слабо раз­
личимы [14].

Холерные вибрионы — типичные «г-стратеги», характерной чертой которых яв­
ляется наличие в жизненном цикле взрывного роста популяции как в кишечнике 
человека, так и в водной среде [34]. Верхний отдел кишечника человека, где возбуди­
тель холеры в начале инфекционного процесса обеспечен всем необходимым для
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бурного развития, имеет слабо щелочную реакцию среды, низкое содержание кисло­
рода, повышенную энергетику анаэробиоза. К исходу заболевания, которое может 
продолжаться несколько часов, питательные субстраты истощаются, рост замедляет­
ся, увеличиваются впитывающая активность внешней мембраны, интенсивность 
окислительного метаболизма железа; усиливается транскрипция генов, необходимых 
для адаптации в голодной среде [10,31,48]. В межэпидемический период популяция 
холерных вибрионов представляет собой либо свободноживущие планктонные, либо 
неподвижные клетки, связанные с биотической или абиотической поверхностью, 
сгруппированные в биопленке [41]. Высокая активность хитинолитической системы 
обусловливает пропитание путем паразитирования на покрытых хитином поверх­
ностях животных [9]. Потенциальная способность к микроэволюции вплоть до по­
явления вирулентных клонов, вероятно, связана с периодом повышения температуры 
воды и цветения [38]. Смена температурных условий — 37°С в человеке и 15 — 25°С в 
воде — играет важнейшую роль в функции контроля за процессами питания и секре­
ции [49]. При температуре 35 — 37°С и pH 7,6 — 8,0 холерные вибрионы хорошо растут 
на питательных средах, содержащих компоненты мяса: 1% пептонной воде, пептоне 
Мартена, настое сердечной мышцы, агаре Хоттингера, мясо-пептонном агаре, а так­
же средах, содержащих препараты из крови. Используя такие среды, in vitro можно 
влиять на токсигенность, синтез холерогена, от которого зависит симптоматика и 
исход болезни [6,10,37,50]. V. cholerae и Y. pestis, подобно многим патогенным микро­
организмам, часто культивируют на мясном или казеиновом пептоне, но уже давно 
не вызывает сомнения необходимость замены такой базовой основы экономически 
более выгодным препаратом [12, 14, 21 — 23, 28].

3. Перспективы совершенствования бактериологических питательных сред. При 
лабораторном исследовании многих бактерий метод культивирования является 
международным стандартом, хотя имеет недостатки: для выделения чистой культуры 
и ее идентификации необходимо примерно 48 часов; чувствительность метода, как 
правило, низкая; трудности представляют «новые» инфекции. В связи с этим, пред­
принимаются многочисленные попытки заменить его хромогенным или молеку­
лярно-биологическим методами [46].

Совершенствование бактериологической лабораторной работы заключается как 
в инновационных разработках, так и в модификации старых методов. Проводят пер­
спективные исследования в направлении обновления основ питательных сред, в том 
числе, замены мясного сырья, предлагают новые питательные среды для автомати­
зированных технологий и молекулярной биологии [31]. В качестве сырья используют 
дрожжи Saccharomyces cerevisiae — естественный концентрат белка, который в своем 
составе содержит лизин, лейцин, изолейцин, триптофан, аргинин, гистидин, цисте­
ин, фенилаланин, метионин, треонин, глютаминовую и аспарагиновую кислоту [28, 
36]. Среди бактериологических препаратов общего назначения разработана дрожже­
вая основа ПППД — панкреатический перевар пекарских дрожжей [15]. Упрощенный, 
совершаемый в одну стадию процесс гидролиза легко управляем благодаря легкости 
дозировки компонентов белкового переваривания. Стандартность обеспечена во 
многом с помощью применения панкреатина и хлебопекарных дрожжей, соответ­
ствующих требованиям государственных и отраслевых стандартов. Ферменты пан­
креатина включены в процесс лизиса стенки клеток дрожжей. Он необходим для 
выделения структурного белка, который составляет примерно 85% от общего коли­
чества [3,13, 25]. Была проведена сравнительная оценка различных белковых гидро­
лизатов, используемых в настоящем для диагностики чумы и холеры, и новый белко­
вый гидролизат не уступил им ни по одному показателю [17]. Особый интерес 
представляют питательные среды для культивирования Y. pestis, изготовленные на 
этой основе. Впервые для выделения микроба чумы из экспериментально зараженных 
пищевых продуктов с положительным эффектом была применена среда ЧДС-37 [29]. 
Среды ЧДС-37 и ЧДС-28 использовались в ходе тактико-специального учения СПЭБ, 
результаты которого показали, что она может быть рекомендована в качестве элемен­
та мобилизационной составляющей резерва питательных сред СПЭБ [18]. Новые 
среды на основе ПППД: ХДС-Н, ХДС-агар, ХДС-бульон использовались в качестве 
аналогов пептонных сред в диагностике холеры [19, 20]. Таким образом, гидролизат
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белка ПППД явился основным питательным компонентом сред, предназначенных 
для выделения двух опасных для человека возбудителей: Y. pestis и V. cholerae [16,18]. 
Среды нового поколения, которые позволяют проводить быстрое (в течение суток) 
обнаружение и идентификацию микроорганизмов, также нуждаются в дрожжевых 
добавках. В 2012 г. было постулировано [48], что в составе дифференциально­
диагностической среды CHROMagar Orientation (France) кровь, ранее используемая 
в составе сред аналогичного назначения, заменена дрожжевым экстрактом, который 
часто вводят как фактор роста.

В итоге можно сказать, что новый белковый гидролизат — панкреатический пере­
вар пекарских дрожжей — может быть эффективно использован в производстве цело­
го ряда питательных сред микробиологического назначения.
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Потребность в эффективной и экономичной вакцине против холеры продолжает оста­
ваться актуальной в связи с появлением новых штаммов, которые вызывают тяжелые кли­
нические формы холеры и могут вытеснить штаммы седьмой пандемии, а также угрозе 
выноса инфекции из эндемичных стран. В обзоре представлены литературные данные об 
использовании белков наружных мембран, везикул, «теней» возбудителя холеры для спе­
цифической профилактики и диагностики этого заболевания.
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USE OF VIBRIO CHOLERAE SUBFACE STRUCTURES FOR SPECIFIC PROPHY­
LAXIS AND DIAGNOSTICS OF CHOLERA
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The need for efficient and cost-effective cholera vaccine hasn’t lost its actuality in view of the 
emergence of new strains leading to severe clinical forms of cholera and capable to replace strains 
of the seventh cholera pandemic, and in connection with the threat of cholera spreading beyond 
the borders of endemic countries. In this review data from literature sources are presented about 
the use of outer membrane proteins, vesicles, cell ghosts of the cholera causative agent in specific 
prophylaxis and diagnostics of the disease.
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