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В  Ф Б У Н  Г Н Ц  П М Б  р а з р а б о т а н ы ,  з а р е г и с т р и р о в а н ы  в  п о 

р я д к е  г о с у д а р с т в е н н о й  р е г и с т р а ц и и  и  в н е д р е н ы  в  п р о м ы ш л е н н о е  

п р о и з в о д с т в о  п и т а т е л ь н ы й  б у л ь о н  д л я  н а к о п л е н и я  с а л ь м о н е л л  

п о  Р а п п а п о р т у - В а с с и л и а д и с у  ( R V S - б у л ь о н )  и  п и т а т е л ь н а я  с р е д а  

д л я  в ы д е л е н и я  и  д и ф ф е р е н ц и а ц и и  п а т о г е н н ы х  э н т е р о б а к т е р и й  

( X L D - а г а р ) . R V S - б у л ь о н  о б е с п е ч и в а е т  2 - 5  к р а т н о е  н а к о п л е н и е  

с а л ь м о н е л л  ч е р е з  3 - 6  ч  и н к у б а ц и и  п о  с р а в н е н и ю  с  к о н т р о л ь н ы м и  

и м п о р т н ы м и  с р е д а м и ,  X L D - а г а р  п р е д н а з н а ч е н  д л я  в ы д е л е н и я  и  

д и ф ф е р е н ц и а ц и и  п а т о г е н н ы х  э н т е р о б а к т е р и й ,  в  ч а с т н о с т и ,  с а л ь 

м о н е л л  и  ш и г е л л  п о  п р и з н а к а м  ф е р м е н т а ц и и  с а х а р о в ,  о б р а з о в а 

н и ю  с е р о в о д о р о д а  и  л и з и н д е к а р б о к с и л а з ы .  В в е д е н и е  в  с о с т а в  

X L D - а г а р а  ж е л ч и  с н и з и л о  с т о и м о с т ь  с р е д ы , н о  с а м о е  г л а в н о е ,  

о т п а л а  н е о б х о д и м о с т ь  е ё  б ы с т р о г о  о х л а ж д е н и я  в  п р о ц е с с е  п р и г о 

т о в л е н и я .

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  п и т а т е л ь н а я  с р е д а ,  н а к о п л е н и е  с а л ь м о 

н е л л ,  в ы д е л е н и е  э н т е р о б а к т е р и й .

Во всем мире наблюдается устойчивая тенденция к росту заболеваемости, вызванной 
кишечными патогенами. Современной особенностью эпидемиологии кишечных инфекций яв
ляется резкое увеличение частоты импорта (заноса) инфекций с территорий эндемичных по 
заболеваемости стран ближнего и дальнего зарубежья, а также заражение жителей России при 
выезде в эти страны и в процессе миграции внутри страны. Ш ирокому повсеместному распро
странению сальмонеллезов способствуют многие факторы, в том числе обилие источников воз
будителей: домашние и дикие животные и птицы [1]. Идентификация энтеробактерий является 
сложной и дорогостоящей процедурой и основана на определении большого количества био
химических признаков [2]. Упрощение этой процедуры является актуальной проблемой микро
биологии. Её решение снижает трудоёмкость и стоимость микробиологических исследований, 
увеличивает производительность бактериологических лабораторий. Наиболее широко извест
ным и распространенным способом решения данной проблемы является применение пита
тельных сред первичной дифференциации.

В соответствии с национальным стандартом РФ ГОСТ Р52814 -2007 (ИСО 6579-2002) на 
Продукты пищевые (Метод выявления бактерий рода S a lm o n e lla )  перечень дифференциально
диагностических питательных сред включает Ксилозолизиновый агар с дезоксихолатом натрия 
(XLD-агар) и среду Раппапорта-Вассилиадиса (RVS бульон). Результаты семинаров, конферен
ций, встреч с врачами-бактериологами подтвердили необходимость создания данных пита
тельных сред, включенных в новый стандарт.

Цель исследования — разработать и внедрить в практику бактериологических иссле
дований отечественные питательные среды XLD-агар и RVS бульон, не уступающих по качеству 
коммерческим аналогам.

Материалы и методы. RVS-бульон и XLD-агар адаптированы к сырьевой базе, имею
щейся на производстве питательных сред ФБУН ГНЦ ПМБ. Проведена оптимизация по основ
ным компонентам, определяющим назначение разрабатываемых питательных сред, т. Е. по вы 
бору белковой основы, содержанию хлористого магния, малахитового зелёного для RVS- 
бульона а также решена задача частичной замены дезоксихолата натрия на желчь очищенную 
для XLD-агара. Проведена сравнительная оценка качества по основным биологическим показа
телям: чувствительности, стабильности основных биологических свойств микроорганизмов, 
дифференцирующим, ингибирующим свойствам питательных сред. Для контроля питательных 
сред использовали тест-штаммы, полученные из Государственной коллекции патогенных мик
роорганизмов «ГКПМ-Оболенск». При проведении исследований использовали стандартную 
взвесь культуры каждого тест-штамма, содержащую 10 единиц по ОСО 42-28-85, доведённую до 
требуемой концентрации микробных клеток методом 10-кратных разведений. В качестве пита
тельных сред сравнения использованы ксилозолизиновыйагар с дезоксихолатом (XLD-agar) 
VM014787 838, годен до 2013/09/08 фирмы Merck и накопительный бульон для сальмонелл по 
Раппап0рту-ВассилиадисуVM033200 850 годен до 2013/11/24 фирмы Merck.
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Результаты и обсуждение. X L D - а г а р  п р е д н а з н а ч е н  д л я  в ы д е л е н и я  и  д и ф ф е р е н ц и а 

ц и и  п а т о г е н н ы х  э н т е р о б а к т е р и й ,  в  ч а с т н о с т и ,  с а л ь м о н е л л  и  ш и г е л л  п р и  п р о в е д е н и и  б а к т е р и о 

л о г и ч е с к и х  и с с л е д о в а н и й  в  к л и н и ч е с к о й  и  с а н и т а р н о й  м и к р о б и о л о г и и .

П и т а т е л ь н а я  с р е д а  о б л а д а е т  с е л е к т и в н ы м  д е й с т в и е м  и  п о з в о л я е т  д и ф ф е р е н ц и р о в а т ь  

к о л о н и и  м и к р о о р г а н и з м о в  п о  ф е р м е н т а ц и и  с а х а р о в ,  о б р а з о в а н и ю  с е р о в о д о р о д а  и  л и з и н д е к а р -  

б о к с и л а з ы .  Д и ф ф е р е н ц и р у ю щ и е  с в о й с т в а  с р е д ы  о с н о в а н ы  н а  и з м е н е н и и  р Н  в  к и с л у ю  с т о р о н у  

п р и  р о с т е  б а к т е р и й ,  г и д р о л и з у ю щ и х  у г л е в о д ы ,  в х о д я щ и е  в  с о с т а в  с р е д ы ,  с  о б р а з о в а н и е м  ж ё л 

т ы х  и л и  б е л о в а т о  -  ж ё л т ы х  к о л о н и й ,  о к р у ж е н н ы х  ж ё л т о й  з о н о й ,  с  п р е ц и п и т а т о м  и л и  б е з  н е г о .  

Б а к т е р и и ,  в  ч а с т н о с т и  р о д а  S a l m o n e l l a s p p . ,  п р о д у ц и р у ю щ и е  с е р о в о д о р о д ,  в  п р и с у т с т в и и  т и о 

с у л ь ф а т а  н а т р и я  и  с о л и  ж е л е з а  ( I I I ) ,  о б н а р у ж и в а ю т с я  п о  о б р а з о в а н и ю  ч ё р н о г о  п и г м е н т а  к о л о 

н и й .  Н е к о т о р ы е  п р е д с т а в и т е л и  р о д а  C i t r o b a c t e r s p p . ,  с п о с о б н ы е  п р о д у ц и р о в а т ь  с е р о в о д о р о д ,  н о  

н е  д е к а р б о к с и л и р у ю щ и е  л и з и н ,  в  р е з у л ь т а т е  з а к и с л е н и я  с р е д ы  п р о д у к т а м и  с б р а ж и в а н и я  у г л е 

в о д о в ,  о б р а з у ю т  н а  X L D - а г а р е  ж ё л т ы е  к о л о н и и ,  и н о г д а  с  ч ё р н ы м  ц е н т р о м .  Б а к т е р и и  д е к а р -  

б о к с и л и р у ю щ и е  л и з и н ,  м о г у т  б ы т ь  о б н а р у ж е н ы  п о  п у р п у р н о м у  о к р а ш и в а н и ю  с р е д ы  в о к р у г  к о 

л о н и й  в с л е д с т в и е  п о в ы ш е н и я  р Н .  Р е а к ц и и ,  п р о т е к а ю щ и е  в  X L D - а г а р е  м о г у т  п р о х о д и т ь  о д н о 

в р е м е н н о  и л и  п о с л е д о в а т е л ь н о ,  ч т о  в ы з ы в а е т  п о я в л е н и е  р а з л и ч н ы х  о т т е н к о в  ц в е т а  и н д и к а т о р а  

р Н ,  и л и  и з м е н я е т  е г о  ц в е т  о т  ж ё л т о г о  д о  к р а с н о г о  п р и  д л и т е л ь н о м  к у л ь т и в и р о в а н и и .

М н о г о л е т н и й  о п ы т  п о  и з у ч е н и ю  с ы р ь е в о й  б а з ы ,  и с п о л ь з у е м о й  п р и  п р о и з в о д с т в е  п и т а 

т е л ь н ы х  с р е д  в  Ф Б У Н  Г Н Ц  П М Б ,  о п р е д е л и л  в о з м о ж н о с т ь  р а з р а б о т к и  и  п р о и з в о д с т в а  д а н н ы х  

п и т а т е л ь н ы х  с р е д  с  и с п о л ь з о в а н и е м  и м п о р т н о г о  и  о т е ч е с т в е н н о г о  с ы р ь я .  С р а в н и т е л ь н а я  о ц е н 

к а  к а ч е с т в а  в ы ш е у к а з а н н ы х  с р е д  п о  б и о л о г и ч е с к и м  п о к а з а т е л я м  п р е д с т а в л е н а  в  т а б л .  1  и  2  и  

р и с .  2  д л я  R V S - б у л ь о н а .

Т а б л и ц а  1

Сравнительная характеристика качества XLD-агара

№

п / п
Т е с т - ш т а м м ы

X L D - а г а р  с . 3  г о д е н  д о  

0 6 .2 0 1 3  Ф Б У Н  Г Н Ц  

П М Б

X L D - a g a r  V M 0 1 4 7 8 7  8 3 8 ,  

г о д е н д о  2 0 1 3 / 0 9 / 0 8  

M e r c k

К о н т р о л ь  р о с т а  т е с т -  

ш т а м м о в  н а  Г Р М  а г а р е  

с . 6 5  г о д е н  д о  0 6 . 2 0 1 8

К о л и ч е с т в о ,  д и а м е т р  м м ,  м о р ф о л о г и я

1 S .f l e x n e r i1  a 8 5 1 6 78 
0 ,8 - 1 ,0  

к р у г л ы е ,  п р о з р а ч н ы е ,  

ц в е т а  с р е д ы

8 1  

0 ,6 - 0 ,8  

к р у г л ы е ,  п р о з р а ч н ы е ,  

ц в е т а  с р е д ы

94 
1,5 - 2,0 

к р у г л ы е ,  п р о з р а ч н ы е ,  

б е с ц в е т н ы е

2 S . t y p h i m u r i u m 7 9 89 
1 ,2 - 1 , 4  

к р у г л ы е ,  п р о з р а ч н ы е ,  

б е с ц в е т н ы е  с  ч ё р н ы м  

ц е н т р о м

92 
0 ,6 - 1 ,0  

к р у г л ы е ,  п р о з р а ч н ы е ,  

б е с ц в е т н ы е  с  ч ё р н ы м  

ц е н т р о м

97 
1 ,8 - 2 ,0  

к р у г л ы е ,  п р о з р а ч н ы е ,  

б е с ц в е т н ы е

3 S . e n t e r it i d i s  1 1 2 7 2 92 
1 ,2 - 1 , 8  

к р у г л ы е ,  п р о з р а ч н ы е ,  

б е с ц в е т н ы е  с  ч ё р н ы м  

ц е н т р о м

87 
0 ,6 - 1 ,4  

к р у г л ы е ,  п р о з р а ч н ы е ,  

б е с ц в е т н ы е  с  ч ё р н ы м  

ц е н т р о м

1 0 6  

1 ,2 - 1 , 8  

к р у г л ы е ,  п р о з р а ч н ы е ,  

б е с ц в е т н ы е

4 E . c o l i  3 9 1 2 / 4 1

( О 55:К 59)

53 
1 ,2 - 1 , 8  

к р у г л ы е ,  н е п р о з р а ч н ы е ,  

ж ё л т ы е ,  с  ж ё л т о й  з о н о й  

в о к р у г

2 8

1 ,2 - 1 , 6

к р у г л ы е ,  н е п р о з р а ч н ы е ,  

к р е м о в ы е ,  б е з  ж ё л т о й  

з о н о й  в о к р у г

78 
1 ,8 - 2 ,0  

к р у г л ы е ,  п р о з р а ч н ы е ,  

б е с ц в е т н ы е

5 P . m i r a b i l is  3 1 7 7 76 
1 ,0 - 1 ,8  

к р у г л ы е ,  п р о з р а ч н ы е ,  

ж ё л т о г о  ц в е т а  с  ч ё р н ы м  

ц е н т р о м

73 
1 ,0 - 1 ,6  

к р у г л ы е ,  п р о з р а ч н ы е ,  

ж ё л т о г о  ц в е т а  с  ч ё р н ы м  

ц е н т р о м

С п л о ш н о е  р о е н и е

6 S . t y p h i m u r i u m  7 9  

и  E .  c o l i  3 9 1 2 / 4 1  

( 055 :K 59 ) 1 :1

Ч ё т к а я  д и ф ф е р е н ц и а 

ц и я

Ч ё т к а я  д и ф ф е р е н ц и а 

ц и я

Н е т  д и ф ф е р е н ц и а ц и и

7 S . a u r e u s  W o o d - 4 6  

Р а з в е д е н и е  1 0 -4
Н е т  р о с т а Н е т  р о с т а С п л о ш н о й  р о с т



Таблица 2

Сравнительная характеристика ростовых свойств RVS-бульона на расширенном наборе музейных тест-штаммов

Тест-пггаммы
RVS бульон c.l годен до 

Об. 2013ФБУН ГНЦ 
ПМБ

Контр. Высев после культивирования в 
RVS бульоне с.1 на Агар Эндо-ГРМ

RVS бульон VM033200 850 
годен до 2013/11/24 Merck

Контр. Высев после культивирования в 
RVS бульоне (Merck) на Агар Эндо-ГРМ

S. paratyphi А-225 Слабое помутнение Сплошной рост Слабое помутнение Сплошной рост
S. paratyphi В-8006 Дифф. помутнение Сплошной рост Дифф. помутнение Сплошной рост
S. typhimurium 79 Дифф. помутнение Сплошной рост Дифф. помутнение Сплошной рост
S. enteritidis 11272 Дифф. помутнение Сплошной рост Дифф. помутнение Сплошной рост
S. typhi«bismuth» 869 Нет роста Нет роста Нет роста Нет роста
S. gallinarum 665 Слабое помутнение Сплошной рост Слабое помутнение Сплошной рост
S. 206neumo 3496 Дифф. помутнение Сплошной рост Дифф. помутнение Сплошной рост
S. 206neumon-suis Дифф. помутнение Сплошной рост Дифф. помутнение Сплошной рост

s. typhiH-901 г д р / г и с к
Помутнение отсутствует 6 колоний

d 1,0-1,5
Бесцветные, круглые, прозрачные

Помутнение отсутствует 3 колонии
d 1,0-1,5

Бесцветные, круглые, прозрачные
E. coli ATCC 25922 Нет роста Нет роста Нет роста Нет роста
E. coli 4 (Oi57:H7) Нет роста Нет роста Нет роста 2; малиновые
S.flexneri 1 a 8516 Нет роста Нет роста Нет роста Нет роста
S. sonnei«S-form» Нет роста Нет роста Нет роста Нет роста
Candida albicans ATCC 
60193

Нет роста Нет роста Нет роста 1 колония 
d< 0,8 мм 

Слабо-розовые
S. aureus Wood-46 Нет роста Нет роста Нет роста Нет роста
B. cereus 8035 Нет роста Нет роста Нет роста Нет роста
K. 206neumonia 418 Нет роста Нет роста Нет роста Нет роста
P. aeruginosa 27/99 Визуальное отсутствие 

роста
4 колонии 

d 4,0-6,0 мм 
гладкие, блестящие, слабый зелёный 

пигмент

Слабая опалесценция Сливной рост 
d 3,0-4,0 мм 

гладкие, блестящие, слабый зелёный 
пигмент

P. aeruginosa 453 Нет роста Нет роста Слабая опалесценция Сливной рост 
d 10,0 мм 

гладкие, расплывчатые, с зелёным 
пигментом

P. vulgaris H X19222 Нет роста 15 колоний 
Очаговое роение

Слабая опалесценция Сливной рост без роения розового цве
та

1 Посевная доза 100 м.к. в 1 мл RVS бульона
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В  н о я б р е  2 0 1 3  г о д а  X L D - а г а р  Ф Б У Н  Г Н Ц  П М Б  х о р о ш о  з а р е к о м е н д о в а л  с е б я  п р и  м и к р о 

б и о л о г и ч е с к и х  и с с л е д о в а н и я х  к л и н и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  о т  б о л ь н ы х  в  М Б У З  « П я т и г о р с к а я  г о 

р о д с к а я  и н ф е к ц и о н н а я  б о л ь н и ц а »  —  в ы я в л е н а  ч ё т к а я  в и з у а л ь н а я  д и ф ф е р е н ц и а ц и я  с а л ь м о 

н е л л  о т  э ш е р и х и й  ( р и с .  1 ) .

Р и с .  1 .  Р о с т  к о л о н и й  S a l m o n e l l a s p p . И E s c h e r i c h i a c o l i н а X L D - а г а р е

В е д у щ и м и  з а р у б е ж н ы м и  ф и р м а м и  в ы п у с к а е т с я  р я д  п и т а т е л ь н ы х  с р е д  д л я  с е л е к т и в н о г о  

н а к о п л е н и я  с а л ь м о н е л л .  В  Р о с с и и  п р о и з в о д с т в о  д а н н ы х  с р е д  с т а л к и в а е т с я  с  о п р е д е л ё н н ы м и  

т р у д н о с т я м и ,  т а к  н а п р и м е р ,  с е л е н и т о в ы й  б у л ь о н  с о д е р ж и т  г и д р о с е л е н и т  н а т р и я ,  в ы з ы в а ю щ и й  

р а з д р а ж е н и е  к о ж н о г о  п о к р о в а  ч е л о в е к а ,  п о р а ж е н и е  с л и з и с т о й  о б о л о ч к и  и  д ы х а т е л ь н ы х  п у т е й  

( П Д К  0 , 1  м г / м 3) .  П и т а т е л ь н а я  с р е д а  М ю л л е р а  г о т о в и т с я  т о л ь к о  в  л а б о р а т о р н ы х  у с л о в и я х ,  т а к  

к а к  с о д е р ж и т  м е л  и  р а с т в о р  Л ю г о л я .  П р о и з в о д с т в о  R V S - б у л ь о н а  с у х о г о ,  я в л я ю щ е г о  а н а л о г о м  

м а г н и е в о й  с р е д ы ,  в о з м о ж н о  т о л ь к о  п р и  н а л и ч и и  б е з в о д н о г о  х л о р и с т о г о  м а г н и я .

Р и с . 2 .  В и з у а л ь н а я  о ц е н к а  к а ч е с т в а  R V S  б у л ь о н о в  п р - в а  

M E R C K  и  Г Н Ц  П М Б  п о  б и о л о г и ч е с к и м  п о к а з а т е л я м

Заключение. R V S - б у л ь о н  о б е с п е ч и в а е т  2 - 5  к р а т н о е  н а к о п л е н и е  с а л ь м о н е л л  ч е р е з  3 - 6  ч  

и н к у б а ц и и  п о  с р а в н е н и ю  с  к о н т р о л ь н ы м и  и м п о р т н ы м и  с р е д а м и ,  о п р е д е л я е м о е  в  с о о т в е т с т в и и  

с  М У К  4 . 2 . 2 3 1 6 - 0 8 .  С р е д а  о б е с п е ч и в а е т  в ы с о к и е  и н г и б и р у ю щ и е  с в о й с т в а  в  о т н о ш е н и и  э ш е р и 

х и й  и  с т а ф и л о к о к к о в .  О с о б е н н о с т ь ю  X L D - а г а р а  я в л я е т с я  н е о б х о д и м о с т ь  б ы с т р о г о  о х л а ж д е н и я  

п о с л е  н а г р е в а ,  т а к  к а к  п е р е г р е в  и л и  м е д л е н н о е  о х л а ж д е н и е  в е д ё т  к  о б р а з о в а н и ю  к р и с т а л л и ч е 

с к о г о  п р е ц и п и т а т а  с о л е й ,  и  с р е д а  с т а н о в и т с я  н е п р и г о д н о й  к  и с п о л ь з о в а н и ю .  В в е д е н и е  в  с о с т а в  

X L D - а г а р а  п р о и з в о д с т в а  Ф Б У Н  Г Н Ц  П М Б  ж е л ч и  с н и з и л о  с т о и м о с т ь  с р е д ы ,  н о  с а м о е  г л а в н о е ,  

о т п а л а  н е о б х о д и м о с т ь  е ё  б ы с т р о г о  о х л а ж д е н и я  в  п р о ц е с с е  п р и г о т о в л е н и я .  З а  1 8 - 2 0  ч а с  и н к у б а 

ц и и  п о с е в о в  н а  X L D - а г а р е  Ф Б У Н  Г Н Ц  П М Б  ф о р м и р у ю т с я  б о л е е  к р у п н ы е  к о л о н и и ,  ч т о  о б л е г ч а 

е т  в и з у а л ь н у ю  и н т е р п р е т а ц и ю  р е з у л ь т а т о в .  R V S - б у л ь о н  Ф Б У Н  Г Н Ц  П М Б  о б л а д а е т  в ы р а ж е н 

н ы м  и н г и б и р у ю щ и м  э ф ф е к т о м  в  о т н о ш е н и и  с о п у т с т в у ю щ е й  м и к р о ф л о р ы  и  п р е в о с х о д и т  к о м -
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м е р ч е с к и й  а н а л о г  п о  с т е п е н и  н а к о п л е н и я  с а л ь м о н е л л .  П о л у ч е н ы  Р е г и с т р а ц и о н н ы е  у д о с т о в е 

р е н и я  н а  н а б о р  р е а г е н т о в  д л я  б а к т е р и о л о г и ч е с к и х  и с с л е д о в а н и й  Р У  №  Ф С Р  2 0 1 0 / 0 9 1 6 3  о т  1 3  

н о я б р я  2 0 1 3  г о д а  н а  R V S - б у л ь о н  и  Р У  №  Ф С Р  2 0 1 0 / 0 9 1 6 5  о т  1 3  н о я б р я  2 0 1 3  г о д а  н а  X L D - а г а р .

М н о г о л е т н и й  о п ы т  п р о и з в о д с т в а  и  м н о г о с т а д и й н а я  с и с т е м а  к о н т р о л я  к а ч е с т в а  г а р а н 

т и р у е т  п о т р е б и т е л я м  с о о т в е т с т в и е  п и т а т е л ь н ы х  с р е д  п о  ф и з и к о - х и м и ч е с к и м  и  б и о л о г и ч е с к и м  

т р е б о в а н и я м ,  з а л о ж е н н ы м  в  т е х н и ч е с к и х  у с л о в и я х  и  п р о и з в о д с т в е н н ы х  р е г л а м е н т а х .
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