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Аннотация
Введение. Актуальность данного исследования обусловлена необходимостью лабораторного мониторин-
га за циркуляцией неферментирующих грамотрицательных бактерий (НГОБ), имеющих высокую этиоло-
гическую значимость в возникновении инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи, а также 
трудоёмкостью дифференциации данных бактерий на простых питательных средах от представителей 
энтеробактерий и отдельных представителей НГОБ. 
Целью данного исследования явилось конструирование дифференциально-диагностической среды, со-
держащей отечественные ингредиенты. 
Материалы и методы. Определяли эффективность роста тест-штаммов на сопоставляемых питатель-
ных средах, их культуральные и морфологические признаки.
Результаты. Предлагаемая модифицированная питательная среда позволяет по цвету колоний и харак-
теру роста как отличать тест-штаммы НГОБ от тест-штаммов других бактерий (грамотрицательных энтеро-
бактерий, стафилококков), так и различать их между собой, что даёт возможность применять предлагае-
мую модифицированную питательную среду для дифференциации неферментирующих бактерий от фер-
ментирующих и одновременно первичной дифференциации разных представителей неферментирующих 
бактерий по изменению цвета среды и цвету колоний.
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Abstract
The relevance of this study is due to the need for laboratory monitoring of the circulation of gram-negative non-
fermenting bacteria that have a high etiological significance in the occurrence of nosocomial infections, as well 
as the complexity of differentiating these bacteria on simple nutrient media from representatives of enterobacteria 
and between individual representatives of gram-negative non-fermenting bacteria.
The purpose of this study was to design a differential diagnostic medium containing domestic ingredients.
Materials and methods. The growth efficiency of test strains on comparable nutrient media, their cultural and 
morphological characteristics were determined.

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.36233/0372-9311-245&domain=pdf&date_stamp=2022-10-30


552 553ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2022; 99(5) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-245

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Results. The modified culture medium makes it possible to distinguish test strains of gram-negative non-fermenting 
bacteria from test strains of other bacteria (gram-negative enterobacteria, Staphylococcus), and between these 
strains by the color of the colonies and growth patterns. This feature gives the opportunity to apply modified 
medium for the differentiation of non-fermentative bacteria from fermenting ones and, simultaneously, for the 
primary differentiation of different representatives of non-fermenting bacteria by changing the color of the medium 
and different color of colonies.

Keywords: gram-negative non-fermenting bacteria, differential diagnostic media, nosocomial infections, indicator, 
test strains
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сухая» также с добавлением цетримида и налидик-
совой кислоты [6].

Для выделения и идентификации НГОБ ис-
пользуют также дифференциально-диагностиче-
ские среды нового поколения — флюорогенные и 
хромогенные, позволяющие идентифицировать раз-
личные микроорганизмы непосредственно в про-
цессе культивирования на питательных средах на 
этапе первичного посева. Принцип действия ука-
занных сред основан на выявлении высокоспеци-
фичных ферментов у искомых микроорганизмов.  
В состав этих сред входит хромогенный суб-
страт — вещество, при расщеплении которого фер-
ментами, специфичными для определённого вида 
микроорганизмов, образуются окрашенные и/или 
флюоресцирующие продукты. В результате коло-
нии искомых микроорганизмов и/или среда окра-
шиваются в определённый цвет или приобретают 
способность к флюоресценции при ультрафиоле-
товом облучении. HiFluoro Pseudomonas Agar Base 
(«HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.») предназначена 
для селективного выделения и идентификации бак-
терий P. aeruginosa из клинического и другого ма-
териала флюоресцентным методом. Хромогенная  
питательная среда BD Cepacia Medium («Becton 
Dickinson») применяется для выделения нефермен-
тирующих бактерий Burkholderia сepacia из клини-
ческих образцов.

Таким образом, известные питательные среды 
зарубежного производства, предназначенные для 
выделения отдельных видов НГОБ, не обеспечи-
вают возможности одновременного выделения и 
идентификации нескольких видов НГОБ, особенно 
при проведении широкомасштабного эпидемиоло-
гического мониторинга за ассоциациями штаммов 
НГОБ, циркулирующими внутри стационаров, к то-
му же являются дорогостоящими. 

Запатентована отечественная дифференциаль-
но-диагностическая среда для выделения НГОБ 
(SU 1351975А1), которая содержит селективный 
агент — 2,3,5-трифенил-тетразолий хлористый, 
индикатор (бромтимоловый синий) и позволяет 

Введение
Неферментирующие грамотрицательные бак-

терии (НГОБ) являются одними из основных воз-
будителей внутрибольничных инфекций. Частота 
возникновения обусловленных НГОБ внутриболь-
ничных инфекций достигает 15% от всех инфекций, 
связанных с оказанием медицинской помощи, аэроб-
ными и факультативно-аэробными грамотрицатель-
ными бактериями. При этом их видовой состав в 
последние годы существенно расширился [1–5].

Выделение штаммов НГОБ на простых пита-
тельных средах типа мясопептонного или кровяно-
го агара осложнено, поскольку в этих средах силь-
нее разрастаются культуры Staphylococcus и других 
сопутствующих бактерий, маскирующих присут-
ствие НГОБ. При этом идентификация НГОБ на 
указанных средах также затруднена в связи с малой 
ферментативной активностью данных штаммов и 
относительной близостью их морфологических и 
культуральных признаков.

Трудности, возникающие в лабораторной прак-
тике при выделении и дифференциации НГОБ из 
образцов клинического материала, стимулировали 
разработку различных дифференциально-диагно-
стических сред для выделения НГОБ. 

В современной бактериологической практике 
для выделения штаммов НГОБ из клинических об-
разцов используется широкий спектр питательных 
сред отечественного и зарубежного производства. 
Например, для выделения штаммов Pseudomonas 
aeruginosa из клинических образцов и для диффе-
ренцирования их от других псевдомонад на основа-
нии формирования пигмента пиоцианина использу-
ют BD Pseudomonas Isolation Agar (агар для выделе-
ния псевдомонад). Зарубежные фирмы предлагают 
для селективного выделения P. aeruginosa среды 
с цетримидом. Поскольку питательная среда с це-
тримидом обладает низкой аналитической чувстви-
тельностью (возможен рост клебсиелл и серраций), 
ряд фирм добавляют в среду налидиксовую кислоту. 
Известна отечественная коммерческая «селектив-
ная питательная среда для выделения псевдомонад, 
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выделить НГОБ из клинического материала и диф-
ференцировать их от ферментирующих сахара эн-
теробактерий и протеев [7]. Данная среда, являясь 
хромогенной, обеспечивает окраску группы НГОБ в 
бордовый цвет, ферментирующих — в жёлтый, Pro
teus mirabilis формирует колонии чёрного цвета. Од-
нако указанная среда не обеспечивает дифференци-
ацию между отдельными представителями НГОБ. 

Целью работы явилось конструирование диф-
ференциально-диагностической среды, содержа-
щей отечественные ингредиенты, позволяющей 
проводить дифференциацию НГОБ от ферментиру-
ющих бактерий и одновременно первичную диффе-
ренциацию разных представителей НГОБ по изме-
нению цвета среды и/или колоний бактерий. 

Материалы и методы
Состав и способ приготовления предложенной 

модифицированной питательной среды для выде-
ления и идентификации НГОБ (МодСИ — Моди-
фицированная Среда с Индикатором) защищены 
патентом на изобретение № 2715329 от 26.02.2020. 
Среда (рН 7,5 ± 0,1) содержит отечественные ингре-
диенты и имеет следующий состав:

• питательный бульон сухой — 20,0;
• экстракт кормовых дрожжей для микробио-

логических питательных сред — 1,0;
• Д-глюкоза — 1,0;
• Д-галактоза — 20,0;
• натрия хлорид — 5,0;
• натрий серноватисто-кислый (тиосульфат на-

трия) — 0,3;
• натрий углекислый — 0,5;
• натрий сернистокислый — 0,5;
• феноловый красный — 0,05;
• бромтимоловый синий — 0,05;
• кальций углекислый — 5,0;
• агар микробиологический — 11,0 ± 2,0;
• дистиллированная вода — до 1 л.
Эффективность роста тест-штаммов бактерий 

(НГОБ, грамотрицательных энтеробактерий, ста-
филококков) на предложенной среде МодСИ оцени-
вали в сравнении с дифференциально-диагностиче-
ской средой для выделения НГОБ (SU 1351975А1), 
питательной средой Эндо и желточно-солевым ага-
ром (ЖСА).

В работе были использованы следующие 
тест-штаммы бактерий: НГОБ — Pseudomonas 
aeru ginosa № 453, Burkholderia cepacia № В-7518, 
Steno trophomonas maltophilia № В-7520; грамот-
рицательные энтеробактерии — Escherichia coli 
М-17, Proteus vulgaris № 869, Proteus mirabilis  
№ 878, Klebsiella pneumoniae № 63, Salmonella 
enterica typhimurium № 67, Salmonella enterica 
еnteritidis № 2269, Salmonella enterica Dublin  
№ 1976; грамположительные кокки — S. aureus  
№ 209-р, S. epidermidis № 136. Указанные тест-штам-

мы выращивали на скошенном мясопептонном ага-
ре 24 ч при 37ºС, выросшие колонии смывали сте-
рильным изотоническим раствором 0,85% NaCl, 
готовили взвесь бактерий по оптическому стан-
дарту мутности 10 МЕ и титровали до содержания 
1000 кл/мл. Полученную взвесь культур (0,1 мл) 
высевали, равномерно распределяя шпателем Дри-
гальского, параллельно на среду МодСИ, диффе-
ренциально-диагностическую среду для выделения 
НГОБ (SU 1351975А1), питательные среды Эндо и 
ЖСА. Посевы инкубировали 24 ч при 37ºС. Опреде-
ляли эффективность роста тест-штаммов на сопо-
ставляемых питательных средах, их культуральные 
и морфологические признаки.

Результаты
Поставленная цель была достигнута введе-

нием в состав питательной среды двухкомпонент-
ной индикаторной системы (феноловый красный +  
бромтимоловый синий), обеспечивающей диффе-
ренциацию НГОБ от ферментирующих бактерий 
и одновременно первичную дифференциацию раз-
ных представителей НГОБ по изменению цвета 
колоний и характеру роста. Добавление карбоната 
кальция предотвращает чрезмерное закисление сре-
ды продуктами жизнедеятельности бактерий. Среда 
содержит отечественные ингредиенты.

В ходе решения этой задачи был проведён под-
бор количества индикаторов для МодСИ. Индика-
тор феноловый красный и бромтимоловый синий 
добавляли в среду МодСИ по 0,025 или 0,05 мл/л. 
При добавлении в состав среды МодСИ индикато-
ров по 0,025 мл/л колонии исследуемых тест-штам-
мов (P. aeruginosa, B. cepacia, S. maltophilia) не от-
личались друг от друга по цвету (серые колонии). 
В то же время при добавлении в среду индикаторов 
в количестве 0,05 мл/л зафиксирована различная 
окраска колоний тестируемых штаммов: колонии 
P. aeruginosa окрашивались в чёрно-фиолетовый с 
металлическим блеском цвет, B. cepacia — в белые 
флюоресцирующие колонии, S. maltophilia — в се-
рые. Размеры колоний в обоих случаях составляли 
1,5–2,0 мм, количество колониеобразующих клеток 
(КОЕ) на 1 мл также было практически одинако-
вым, что свидетельствовало о том, что добавление в 
среду индикаторов не приводило к угнетению роста 
исследуемых тест-штаммов. 

Следующей задачей нашей работы было срав-
нение эффективности роста тест-штаммов бактерий 
(НГОБ, грамотрицательных энтеробактерий, ста-
филококков) на МодСИ и аналоговой дифференци-
ально-диагностической среде для выделения НГОБ 
(SU 1351975), питательной среде Эндо и ЖСА.  
В соответствии с патентом на изобретение  
№ 2715329 от 26.02.2020 эффективность роста 
тест-штаммов бактерий на предлагаемой среде 
МодСИ в сравнении с дифференциально-диагно-
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стической средой по SU 1351975, питательной сре-
дой Эндо и ЖСА рассчитывалась по количеству 
выросших КОЕ и проценту высеваемости на чаш-
ках со средой, исходя из количества микробных тел  
в 1 мл микробной взвеси.

Эффективность роста НГОБ на среде  МодСИ 
составила 91–97 КОЕ/мл (91–97%), что сопоста-
вимо с результатами роста на дифференциаль-
но-диагностической среде по SU 1351975А1 —  
91–100 КОЕ/мл (91–100%).

Установлена достаточно высокая эффектив-
ность роста на среде МодСИ грамотрицательных 
энтеробактерий — 90–98 КОЕ/мл (90–98%) и ста-
филококков — 90–92 КОЕ/мл (90–92%), соответст-
вующая показателям роста данных бактерий на сре-
де Эндо для грамотрицательных энтеробактерий и 
ЖСА для стафилококков. Эти данные могут позво-
лить использовать среду МодСИ для выращивания 
широкого спектра микроорганизмов.

Далее были изучены дифференциальные свой-
ства среды МодСИ в сравнении с контрольными пи-
тательными средами для НГОБ (SU 1351975А1), эн-
теробактерий (среда Эндо) и стафилококков (ЖСА). 
Указанные выше штаммы были засеяны на испыту-
емые питательные среды, выросшие колонии были 
учтены на следующие сутки. Фиксировался харак-
тер роста тест-штаммов на данных средах. 

Так, на питательной среде сравнения по SU 
1351975А1 рост тест-штаммов НГОБ (Pseudomonas 
aeruginosa № 453, Burkholderia cepacia № В-7518, 
Stenotrophomonas maltophilia № В-7520) был одно-
типным: все культуры давали зелёные с бордовым 
центром колонии диаметром 1,5–2,0 мм. На сре-
де Эндо B. cepacia и S. maltophilia были неразли-
чимы — бледно-розовые, 1,5–2,0 мм диаметром.  
P. aeruginosa на среде Эндо давала розовые колонии 
с ажурным краем, до 4 мм в диаметре. В отличие от 
сред сравнения, на среде МодСИ все 3 тест-штамма 
НГОБ давали отличающиеся друг от друга колонии: 
P. aeruginosa — чёрно-фиолетовые с металлическим 
блеском, 1,5–2,0 мм, B. cepacia — нежные белые 
флюоресцирующие, 1,5–2,0 мм, S. maltophilia —  
серые, 1,5–2,0 мм. Таким образом, на предложенной 
среде МодСИ можно уже при первичном учёте диф-
ференцировать колонии тест-штаммов НГОБ.

При изучении дифференцирующих свойств 
среды МодСИ в отношении грамотрицатель-
ных энтеробактерий средой сравнения выступа-
ла среда Эндо, на которой колонии тест-штам-
мов Escherichia coli М-17, Proteus vulgaris № 869, 
Proteus mirabilis № 878, Klebsiella pneumoniae № 63 
выглядели типично согласно общепринятым опи-
саниям: E. coli — малиновые колонии с металли-
ческим блеском, до 4,0 мм в диаметре, P. vulgaris 
и P. mirabilis — бледно-розовые полупрозрачные с 
«роением», от 4 мм и более, K. pneumoniae — ро-
зовые слизистые, 2–4 мм. На среде МодСИ E. coli 

давали ярко-жёлтые, 1,5–2,0 мм в диаметре коло-
нии; P. vulgaris — розово-фиолетовые, до чёрного, 
с «роением», 2,0–5,0 мм; P. mirabilis — сиреневые 
с «рое нием», 1,5–4,0 мм; K. pneumoniae — розо-
во-жёлтые, слизистые, 2,0–3,0 мм в диаметре.

Колонии тест-штаммов сальмонелл (Salmonella 
ente rica typhimurium № 67, Salmonella enterica ente
ritidis № 2269, Salmonella enterica Dublin № 1976) на 
среде Эндо выглядели однотипно и были неотличи-
мы друг от друга — бледно-розовые, прозрачные, 
1,5–2,0 мм в диаметре. На среде МодСИ данные 
штаммы формировали различные типы колоний: 
Salmonella enterica typhimurium № 67 — розовые 
с металлическим блеском, 1,5–2,0 мм колонии; 
Salmonella enterica enteritidis № 2269 — жёлтые, 
1,5–2,0 мм; Salmonella enterica Dublin № 1976 — 
жёлто-розовые, 1,5–2,0 мм.

Таким образом, все испытуемые штаммы эн-
теробактерий на разработанной нами среде  МодСИ 
демонстрировали различный тип колоний, что по-
зволяло дифференцировать их друг от друга и от 
НГОБ.

Золотистые и эпидермальные стафилококки 
(S. aureus № 209-р, S. epidermidis № 136) на пред-
ставленной среде давали, соответственно, жёлтые и 
белые колонии, 0,5–1,0 мм в диаметре и были явно 
отличимы от колоний н НГОБ и энтеробактерий.

Совместное культивирование смесей тест-
штам мов на среде МодСИ показало, что все из  у чен-
ные штаммы высевались на чашках в количествах, 
соответствующих посевной дозе, колонии сохраня-
ли морфологические признаки, описанные выше.

Обсуждение
Таким образом, на среде МодСИ тест-штаммы 

НГОБ (P. aeruginosa, B. cepacia, S. maltophilia) от-
личались по цвету колоний и характеру роста как 
от тест-штаммов других бактерий (грамотрицатель-
ных энтеробактерий, стафилококков), так и между 
собой. 

Из полученных результатов следует, что эф-
фективность роста микроорганизмов, взятых в ка-
честве тест-штаммов, на среде МодСИ высока и 
составляет в сравнении со средой Эндо 96–100%, 
с дифференциально-диагностической средой для 
выделения НГОБ (SU 1351975А1) — 97–100%, со 
средой ЖСА — 100%, что свидетельствует о воз-
можности использования МодСИ для выращивания 
широкого спектра микроорганизмов.

Заключение
При оценке дифференцирующих свойств 

среды МодСИ для выделения и идентификации 
НГОБ установлено, что предлагаемая среда по-
зволяет по цвету колоний и характеру роста отли-
чить тест-штаммы НГОБ (P. aeruginosa, B. cepacia, 
S. maltophilia) как от тест-штаммов других бактерий 
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(грамотрицательных энтеробактерий, стафилокок-
ков), так и между собой, что даёт возможность при-
менять разработанную модифицированную пита-
тельную среду для дифференциации НГОБ от фер-
ментирующих бактерий и одновременно первичной 
дифференциации разных представителей НГОБ по 
изменению цвета среды и различному цвету коло-
ний в лабораторной практике, в том числе при эпи-
демиологическом мониторинге за ассоциациями 
штаммов НГОБ, циркулирующих в стационаре.
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