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при разработке и производстве микробиологи-
ческих питательных сред актуальной задачей остает-
ся поиск сырья для белковых основ, не уступающих 
мясным по питательной ценности и удовлетворяю-
щих требованиям стандартности и безопасности [1, 
3]. основными аргументами использования альтер-
нативных источников сырья являются экономиче-
ские факторы, экологические соображения, а также 
то обстоятельство, что в ряде случаев получаемые 
основы по отдельным качественным показателям 
превосходят традиционно применяемые пептоны. 
в нашей стране было выполнено большое количе-
ство исследований по использованию различных 

видов белкового сырья для изготовления гидроли-
затов, применяемых в производстве питательных 
сред. показана целесообразность их использования 
для решения конкретных задач. однако, по наше-
му мнению, в доступной литературе недостаточно 
сравнительных данных о специфической активности 
пептонов, полученных из различных видов белко-
вого сырья, в отношении микроорганизмов разных 
таксономических групп.

для увеличения номенклатуры пептонов, при-
меняемых при изготовлении микробиологических 
питательных сред, и определения путей их опти-
мального использования нами ранее была проведена 
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цель. сравнительная оценка специфической активности панкреатических гидролизатов белковых 
продуктов растительного и животного происхождения в отношении тест-штаммов бруцелл, конструи-
рование на основе проведенной оценки модели питательной среды для культивирования бруцелл и из-
учение ее биологических показателей. материалы и методы. объектами исследования являлись пан-
креатические гидролизаты желатина, сои, соевого концентрата, глютена кукурузного, рыбной кормо-
вой муки, кильки каспийской, крови крс, приготовленные по традиционной технологии. определение 
биологических показателей питательных сред, содержащих изучаемые гидролизаты, проводили с по-
мощью тест-штаммов Brucella abortus 19 ва, B. melitensis Rev I. результаты и обсуждение. лучшими 
биологическими показателями в отношении указанных штаммов бруцелл обладал гидролизат желати-
на. изучены биологические показатели питательных сред, содержащих сочетания гидролизата жела-
тина с другими взятыми в работу гидролизатами. разработана экспериментальная питательная среда 
для культивирования бруцелл. проведена ее сравнительная оценка с двумя коммерческими средами, 
применяемыми для культивирования бруцелл. 
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сравнительная оценка физико-химических свойств 
панкреатических гидролизатов желатина, сои, со-
евого концентрата, глютена кукурузного, рыбной 
кормовой муки, свежемороженой каспийской киль-
ки, крови крупного рогатого скота (крс), а также 
изучена специфическая активность питательных 
сред, включающих данные пептоны на модели пи-
тательного агара с использованием тест-штаммов 
бактерий Shigella flexneri 1a 8516, S. sonnei «S form», 
Pseudomonas aeruginosa 27/99, Serratia plymuthica 1 
[2]. для более детальной характеристики вышепере-
численных гидролизатов предполагалось также из-
учение их биологических показателей в отношении 
микроорганизмов других таксономических групп. в 
настоящей работе представлены результаты изучения 
гидролизатов с помощью тест-штаммов бруцелл.

цель работы – сравнительная оценка специфиче-
ской активности панкреатических гидролизатов же-
латина, сои, соевого концентрата, глютена кукурузно-
го, рыбной кормовой муки, свежемороженой каспий-
ской кильки, крови (крс) в отношении тест-штаммов 
Brucella abortus 19 ва, B. melitensis Rev I, конструи-
рование на основе проведенной оценки модели пита-
тельной среды для культивирования бруцелл и изуче-
ние ее биологических показателей с целью конкрети-
зации потенциальной области применения.

материалы и методы

объектами исследования являлись панкреати-
ческие гидролизаты желатина, сои, соевого концен-
трата, глютена кукурузного, рыбной кормовой муки, 
кильки каспийской, крови крс, приготовленные по 
традиционной технологии. 

для определения биологических показателей 
питательных сред, содержащих изучаемые гидроли-
заты, использовали тест-штаммы B. abortus 19 ва, 
B. melitensis Rev I, полученные из государственной 
коллекции патогенных микроорганизмов Фгбу 
«нцэсмп» минздрава россии и из Фниц эпиде-
миологии и микробиологии им. н.Ф.гамалеи мз рФ.

определение биологических показателей мо-
делей питательных сред проводили в соответствии 
с методиками, изложенными в му 3.3.2.2124-06 
«контроль диагностических питательных сред по 
биологическим показателям для возбудителей чумы, 
холеры, сибирской язвы, туляремии, бруцеллеза, ле-
гионеллеза» и мук 4.2.2316-08 «методы контроля 
бактериологических питательных сред».

для изготовления моделей питательных 
сред использовали: агар микробиологический 
(гост 17206-96), натрия хлорид (гост 4233-77), 
D-глюкозу (гост 6038-79), натрий сернистокис-
лый пиро (гост 11683-76), дрожжевой экстракт 
(марка «Springer» тип д), воду дистиллированную 
(гост 6709-72).

в качестве сред сравнения использовали пита-
тельную среду для выделения и культивирования 
бруцелл сухую (эритрит агар) производства Фгуп 

«нпо «микроген» мз рФ, питательный агар для 
культивирования и выделения возбудителя бру-
целлеза сухой (бруцеллагар) производства Фбун 
«государственный научный центр прикладной ми-
кробиологии и биотехнологии» и основу агара для 
бруцелл (Brucella Agar Base код M074) производства 
HiMedia Laboratories Pvt. Limited (индия).

статистическую обработку результатов прово-
дили общепринятыми методами с использованием 
t-критерия стьюдента.

результаты и обсуждение

биологические показатели изготовленных ги-
дролизатов в отношении вакцинных штаммов бру-
целл B. abortus 19 ва, B. melitensis Rev I были изуче-
ны на агаровых питательных средах, включающих: 
гидролизат из расчета содержания в 1 л среды 12 г 
сухих веществ; глюкозу – 1 г/л; натрия хлорид с уче-
том вещества, содержащегося в гидролизате, вводи-
ли до содержания его в среде 5 г/л; агар микробиоло-
гический добавляли в количестве, обеспечивающем 
прочность готовой среды (340±40) г. рн агара уста-
навливали в пределах (7,1±0,1). в качестве контроля 
использовали эритрит агар.

о специфической активности питательных сред 
в отношении возбудителя бруцеллеза судили по 
количеству и морфологии колоний тест-штаммов 
B. abortus 19 ва и B. melitensis Rev I, выросших 
через 72 ч инкубации при температуре (37±1) °с. 
результаты изучения биологических показателей пи-
тательных сред, содержащих гидролизаты изучаемо-
го белкового сырья, представлены в табл. 1.

полученные данные свидетельствуют, что луч-
шие биологические показатели в отношении обоих 
штаммов бруцелл были у сред, содержащих гидро-
лизат желатина. питательные среды, включающие 
данный гидролизат, по показателю прорастания 
не уступали, а по размеру выросших колоний пре-
восходили эритрит агар, используемый в качестве 
контрольной среды. средам на основе гидролизата 
желатина несколько уступали среды на основе ги-
дролизатов глютена и соевого концентрата, более 
существенно – среды на основе гидролизатов сои 
и кильки (p<0,05). на средах из гидролизата крови 
отсутствовал рост тест-штамма B. melitensis Rev I, а 
на средах из гидролизата рыбной муки отмечались 
только единичные колонии этого тест-штамма, рост 
тест-штамма B. abortus 19 ва отсутствовал.

исходя из полученных данных, а также при-
нимая во внимание то обстоятельство, что каче-
ство питательной среды можно улучшить, соче-
тая несколько гидролизатов, мы провели изучение 
специфической активности агаризованных сред, 
содержащих в качестве питательной основы смеси 
гидролизатов желатина с другими гидролизатами 
в соотношении 2:1 по содержанию сухих веществ. 
содержание сухих веществ такой комплексной пи-
тательной основы так же, как и в предыдущей се-
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рии опытов, составляло 12 г/л.
примененный подход, в сравнении с использо-

ванием в качестве питательной основы отдельных ги-
дролизатов, как правило, приводил к увеличению ко-
личества и размера вырастающих колоний бруцелл. 
так, при посеве из разведения 10–6 через 72 ч инкуба-
ции при температуре (37±1) °с на изучаемых средах 
наблюдалось варьирование показателя прорастания 
B. abortus 19 ва от (82,06±1,88) до (96,58±2,59) %, 
диаметра колоний − от 0,9–1,6 до 1,2–1,9 мм. 
показатель прорастания B. melitensis Rev I находил-
ся в пределах от (72,26±4,00) до (82,76±3,71) %, диа-
метр колоний − от 0,8–1,6 до 1,2–1,8 мм.

исключение составляли среды, содержащие ги-
дролизаты желатина и крови, показатель прораста-
ния B. melitensis Rev I которых − (42,00±7,16) %, зна-
чительно уступал аналогичному показателю других 
сред (p<0,05). ниже на средах с вышеупомянутой 
комбинацией гидролизатов был и показатель про-
растания B. abortus 19 ва − (72,40±9,98) %, а вырос-
шие на них колонии бруцелл отличались и меньшим 
диаметром: 0,5–0,8 и 0,5–1,0 мм соответственно. 
показатели прорастания и размер колоний B. abortus 
19 ва и B. melitensis Rev I, выросших на эритрит 
агаре, взятом в качестве среды сравнения, состави-
ли, соответственно, (84,19±4,03), (74,78±4,42) % и 
0,8–1,6 мм, 0,6–1,5 мм. 

с целью повышения специфической активности 
питательных сред, включающих сочетания гидро-
лизата желатина с гидролизатами кильки, рыбной 
муки, сои и глютена, в них были добавлены дрож-
жевой экстракт в концентрации 2 г/л и натрий сер-
нистокислый пиро в концентрации 0,1 г/л. выбор 
концентраций этих веществ обусловлен тем, что 
они приводятся в большинстве известных рецептур 
питательных сред для культивирования бруцелл [4, 
5]. результаты изучения биологических показателей 
приготовленных таким образом питательных сред 
представлены в табл. 2. 

добавление дрожжевого экстракта и натрия 

сернисто-кислого пиро способствовало увеличе-
нию размера колоний бруцелл на 0,1–0,3 мм на всех 
изучаемых вариантах питательных сред через 72 ч 
инкубации при температуре (37±1) °с. количество 
выросших колоний на средах, включающих гидро-
лизат желатина и гидролизаты кильки или рыбной 
муки, также увеличивалось. внесение дрожжевого 
экстракта и натрия сернисто-кислого пиро в агар, со-
держащий гидролизаты желатина и глютена, приво-
дило к увеличению числа колоний B. melitensis Rev 
I и уменьшению количества колоний B. abortus 19 
ва, а введение вышеуказанных компонентов в агар, 
включающий гидролизаты желатина и сои, приво-
дило к сокращению количества колоний обоих тест-
штаммов.

исходя из полученных результатов, а также учи-
тывая технологичность изготовления гидролизатов, 
в качестве перспективного для дальнейших исследо-
ваний был выбран вариант питательной среды, вклю-
чающей комбинацию гидролизата желатина и гидро-
лизата рыбной муки, дрожжевой экстракт, натрий 
сернисто-кислый пиро, натрий хлористый, глюкозу, 
агар микробиологический. проведено сравнительное 
изучение выбранного варианта среды с бруцеллага-
ром и основой агара для бруцелл (Brucella Agar Base) 
по физико-химическим и биологическим показате-
лям. при сравнении физико-химических показателей 
следует отметить высокую прозрачность и низкую 
цветность разработанной среды, что выгодно отли-
чает ее от бруцеллагара. результаты изучения био-
логических показателей сравниваемых сред, а также 
требования к биологическим показателям питатель-
ных сред для выделения и культивирования возбуди-
теля бруцеллеза в соответствии с му 3.3.2.2124-06 
«контроль диагностических питательных сред по 
биологическим показателям для возбудителей чумы, 
холеры, сибирской язвы, туляремии, бруцеллеза, ле-
гионеллеза» представлены в табл. 3.

из табл. 3 видно, что по количеству выросших 
колоний бруцелл экспериментальные среды и бру-

Таблица 1

биологические показатели питательных сред, содержащих гидролизаты различного белкового сырья

тест-штаммы наименование  
показателей

питательные агары, содержащие гидролизаты: эритрит 
агар  

(контроль)рыбной 
муки кильки желатина крови крс глютена сои соевого кон-

центрата

B. abortus 19 
ва

чувствительность 10–5 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7

прорастание  
(из разведения 10–6), % м±m

роста нет 48,06±6,67 86,52±8,89 17,59±6,42 67,00±9,55 24,06±6,20 92,13±9,54 82,73±2,07

стабильность основных 
свойств по морфологии  
колоний (диаметр колоний, мм; 
морфология; % диссоциации)

- 0,6–1,4;  
S-колонии;  

0

1,2–1,9;  
S-колонии; 

 0

0,4–1,0; 
S-колонии; 

0

0,8–1,6; 
S-колонии; 

0

0,4–0,8; 
S-колонии; 

0

1,0–1,8;  
S-колонии;  

0

0,7–1,5; 
S-колонии; 

0

B. melitensis 
Rev I

чувствительность 10–5 10–6 10–7 10–5 10–7 10–7 10–7 10–7

прорастание  
(из разведения 10–6), % м±m

единичные 
колонии

5,76±1,95 70,78±6,02 роста нет 41,08±6,61 11,41±2,35 31,13±2,50 66,82±2,57

стабильность основных 
свойств по морфологии  
колоний (диаметр колоний, мм; 
морфология; % диссоциации)

0,4–1,2;  
S-колонии; 

0

0,7–1,5;  
S-колонии; 

0

1,2–1,8;  
S-колонии; 

0

- 0,8–1;  
S-колонии; 

0

0,3–0,6;  
S-колонии;  

0

1,0–1,9;  
S-колонии;  

0

0,6–1,5;  
S-колонии;  

0
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целлагар были равнозначны и существенно превос-
ходили Brucella Agar Base (р<0,05). колонии штам-
мов B. abortus 19 ва и B. melitensis Rev I, выросшие 
на разработанной среде, в диаметре были на 15–
30 % больше колоний, выросших на бруцеллагаре. 
колонии, сформировавшиеся через 72 ч инкубации 
на Brucella Agar Base, в диаметре были меньше ко-
лоний, выросших на разработанной среде через 48 ч 
инкубации. однако выход микробных клеток с 1 мл 
разработанной среды, измеренный с применением 
отраслевого стандартного образца (осо) мутности 
42-28-85 (10 ме) Фгбу нцэсмп, значительно 
уступал аналогичному показателю бруцеллагара и 
основе агара для бруцелл. 

таким образом, проведена сравнительная оцен-
ка биологических свойств панкреатических гидроли-

затов семи видов белкового сырья в отношении вак-
цинных штаммов бруцелл, на ее основе предложена 
рецептура плотной питательной среды для культиви-
рования данных микроорганизмов. по большинству 
показателей разработанная среда превосходила сре-
ды сравнения, однако по показателю эффективности 
уступала им. это лимитирует применение среды для 
накопления бактериальной массы бруцелл, но воз-
можно ее использование для культивирования про-
изводственных штаммов на этапе исследования их 
свойств и подготовки посевной культуры при произ-
водстве медицинских иммунобиологических препа-
ратов. низкая цветность разработанной среды в со-
четании с высокими прозрачностью, чувствительно-
стью и скоростью роста микроорганизмов не исклю-
чают перспективы ее применения в диагностической 

Таблица 2

Влияние дрожжевого экстракта и натрия сернисто-кислого пиро на специфическую активность изучаемых питательных сред

тест-штаммы наименование  
показателей

питательные агары, содержащие гидролизат желатина в смеси с гидролизатом:

бруцеллагаркильки рыбной муки сои глютена

1 2 1 2 1 2 1 2

B. abortus  
19 ва

чувствительность 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7

прорастание (из разведе-
ния 10–6), % м±m

72,04±7,86 87,30±3,05 89,14±2,61 97,53±3,33 98,67±4,38 87,20±4,82 98,90±3,35 89,91±3,25 95,67±5,05

стабильность основных 
свойств по морфологии 
колоний (диаметр коло-
ний, мм; морфология; % 
диссоциации)

1,0–1,7;  
S-колонии;  

0

1,3–1,9; 
S-колонии; 

0

1,4–2,0; 
S-колонии; 

0

1,5–2,2; 
S-колонии; 

0

0,9–1,6; 
S-колонии; 

0

1,1–1,7; 
S-колонии; 

0

1,2–1,8; 
S-колонии; 

0

1,5–2,1; 
S-колонии; 

0

1,0–1,5; 
S-колонии; 

0

B. melitensis 
Rev I

чувствительность 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7 10–7

прорастание (из разведе-
ния 10–6), % м±m

75,33±4,58 88,37±4,37 83,25±2,63 88,63±2,17 89,33±3,50 80,53±3,35 79,64±2,82 85,33±2,60 87,72±4,67

стабильность основных 
свойств по морфологии 
колоний (диаметр коло-
ний, мм; морфология; % 
диссоциации)

1,2–1,7; 
S-колонии, 

0

1,4–1,9; 
S-колонии, 

0

1,4–2,0; 
S-колонии, 

0

1,5–2,1; 
S-колонии, 

0

1,3–1,8; 
S-колонии, 

0

1,5–2,0; 
S-колонии, 

0

1,4–1,9; 
S-колонии, 

0

1,5–2,0; 
S-колонии, 

0

1,0–1,4; 
S-колонии, 

0

примечание :  1 – среды, не содержащие дрожжевой экстракт и натрий сернисто-кислый пиро; 2 – среды с добавлением дрожжевого экстракта 
и натрия сернисто-кислого пиро.

Таблица 3

сравнительная характеристика биологических показателей изучаемых питательных сред для культивирования бруцелл

тест-штаммы наименование показателей требования  
по му 3.3.2.2124-06

экспериментальная 
питательная среда

среды сравнения

бруцеллагар Brucella Agar Base

B. abortus 
19 ва

чувствительность 10–7 10–7 10–7 10–7

прорастание (из разведения 10–6), 
% м±m

не менее 60 97,88±4,87 91,42±6,21 50,98±8,72

стабильность основных свойств по 
морфологии колоний (диаметр ко-
лоний через 48/72 ч инкубации, мм; 
морфология; % диссоциации)

н.н.; 
S-колонии; 

0

0,4–1,0/1,6–2,3; 
S-колонии; 

0

0,3–0,7/1,2–1,7; 
S-колонии; 

0

точечные/0,3–0,8; 
S-колонии; 

0

эффективность, м.к./мл н.н. 6,12·109 9,95·109 9,01·109

B. melitensis 
Rev I

чувствительность 10–7 10–7 10–7 10–7

прорастание (из разведения 10–6), 
% м±m

не менее 60 90,04±2,68 90,06±4,42 67,22±9,48

стабильность основных свойств по 
морфологии колоний (диаметр ко-
лоний через 48/72 ч инкубации, мм; 
морфология; % диссоциации)

н.н.; 
S-колонии; 

0

0,4–1,0/1,5–2,0; 
S-колонии; 

0

0,3–0,6/1,0–1,6; 
S-колонии; 

0

точечные/0,3–0,8; 
S-колонии; 

0

эффективность, м.к./мл н.н. 6,21·109 12,4·109 13,43·109

примечание :  н.н. – не нормируется.
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практике. для этого требуется дальнейшее изучение 
биологических показателей среды с помощью рас-
ширенного набора тест-штаммов бруцелл.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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