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Анализ большинства разработанных к настояще-
му времени питательных сред для выделения и диф-
ференциации штаммов возбудителя сибирской язвы 
[2, 4] показал, что всем им свойственны те или иные 
недостатки. В некоторых случаях это нестабильность 
проявления дифференцирующих признаков, напри-
мер, фосфатазообразования, продукции лецитиназы 
и других биохимических особенностей B. anthracis 
и близкородственных бацилл. В других – невозмож-
ность проведения внутривидовой дифференциации 
штаммов B. anthracis (вирулентных и аттенуиро-
ванных). Это положение отражено в Постановлении 
Главного государственного санитарного врача 
Российской Федерации № 41 от 27.06.2008 г. «О ме-
рах совершенствования мероприятий по профилак-
тике сибирской язвы в Российской Федерации» в ко-
тором указано, что в настоящее время у нас в стране 
отсутствуют селективные питательные среды для 
выделения возбудителя сибирской язвы.

Целью настоящей работы являлась разработка 
плотной питательной среды для выделения и иден-
тификации возбудителя сибирской язвы.

Материалы и методы

Штаммы микроорганизмов. В работе использо-
вали штаммы возбудителя сибирской язвы и других 
микроорганизмов из коллекции Государственного 
научного центра прикладной микробиологии и био-
технологии (ФБУН ГНЦ ПМБ).

 Питательные среды. В качестве основы пита-

тельной среды использовали ферментативный гидро-
лизат рыбокостной муки производства ФБУН ГНЦ 
ПМБ (Оболенск).

Химические реактивы и добавки. D(+)-сорбит по 
ТУ 6-09-1588-87; бромтимоловый синий по ТУ 6-09-
2086-77; полимиксин М-сульфат (Агрофарм, Россия); 
натрия гидроокись (NaOH) по ГОСТ 4328-77; спирт 
этиловый ректификованный по ГОСТ 18300-87; агар-
агар микробиологический (Becton Dickinson Difco, 
США); перекись водорода по ГОСТ 177-88.

Результаты и обсуждение

Одним из перспективных направлений развития 
экспресс-индикации возбудителей инфекционных 
заболеваний считается энзимоиндикационное, свя-
занное с наличием у микроорганизма определенных 
биохимических свойств, отличающих его от других 
представителей данного рода. Это направление мо-
жет быть реализовано посредством использования 
дифференциально-диагностических питательных 
сред. В состав таких сред входят: питательная осно-
ва, обеспечивающая размножение бактерий; химиче-
ский субстрат, отношение к которому является диа-
гностическим признаком для данного микроорганиз-
ма; цветной индикатор, изменение окраски которого 
свидетельствует о наличии у исследуемого микро-
организма ферментной системы к использованному 
субстрату. 

При сравнительной оценке ферментативной ак-
тивности штаммов B. anthracis и близкородственных 
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бацилл нами была установлена разница в их способ-
ности к утилизации сорбита. Эта особенность и по-
зволила провести исследования по разработке плот-
ной диагностической питательной среды для одно-
временного выделения и дифференциации сибиреяз-
венных культур и спорообразующих сапрофитов. 

В ходе работ экспериментальным путем был по-
добран состав питательной среды, обеспечивающий 
оптимальные условия для роста и проявления био-
химической активности тестируемых микроорганиз-
мов, определены рабочие концентрации ферментиру-
емого субстрата и регистрирующего его утилизацию 
индикатора. Установлено, что наилучшие результаты 
могут быть получены при использовании в качестве 
основы для питательной среды ферментативного ги-
дролизата рыбокостной муки. Оптимальная концен-
трация в среде D (+)-сорбита составила 2 %. В ка-
честве индикатора утилизации сорбита был выбран 
бромтимоловый синий в конечной концентрации 
0,003 %. Подавление роста неспецифической микро-
флоры обеспечивалось за счет введения в состав 
среды антибиотика широкого спектра действия (по-
лимиксина).

В результате была разработана дифферен-
циально-диагностическая питательная среда сле-
дующего состава:

- панкреатический гидролизат рыбокостной 
муки (ГРМ) – 20,0 г,

- агар-агар микробиологический – 15,0 г,
- раствор D(+)-сорбита 20 % – 100,0 мл,
- спиртовой раствор бромтимолового синего 

1,6 % – 1,9 мл,
- полимиксин М сульфат – 25 мг,
- вода дистиллированная – до 1 литра.
Для приготовления среды в дистиллированную 

воду добавляли гидролизат рыбокостной муки, агар-
агар, перемешивали и прогревали смесь при тем-
пературе 50–60 °C до полного растворения компо-
нентов. Доводили pH среды до 7,2–7,4 добавлением 
NaOH. Стерилизовали среду автоклавированием при 
температуре (120±1) °С в течение 20 мин. Отдельно 
готовили: 20 % раствор D(+)-сорбита и стерилизова-
ли кипячением; 1,6 % спиртовый раствор бромтимо-
лового синего; навеску полимиксина М-сульфата. 

В расплавленную питательную среду при тем-
пературе 45–50 °C стерильно добавляли раствор 

D(+)-сорбита, спиртовый раствор бромтимолового 
синего и навеску полимиксина М-сульфата. После 
тщательного перемешивания среду разливали в чаш-
ки Петри слоем 2,0–2,5 мм; застывшая питательная 
среда должна иметь сине-зеленый цвет (цвет мор-
ской волны). Чашки с разлитой средой можно хра-
нить до 1 месяца в плотно укупоренных пакетах при 
температуре 2–4 °С. 

Для проведения анализа исследуемый матери-
ал наносили на поверхность питательной среды в 
чашке Петри в объеме 0,1–0,2 см3 и тщательно рас-
тирали стеклянным шпателем. Этим же шпателем 
последовательно растирали остатки культуры еще на 
4–5 чашках для получения изолированных колоний. 
Посевы инкубировали в термостате при температуре 
(36±1) °С в течение 28–36 ч, после чего проводили 
визуальную идентификацию выросших колоний ми-
кроорганизмов на основании их морфологии и окра-
ски (таблица). 

В ходе проведенных работ [3] нами были апро-
бированы 16 штаммов B. anthracis и 13 штаммов 
близкородственных сапрофитов. Сапрофиты на диа-
гностической среде образовывали колонии сине-
зеленого цвета. В дополнительных исследованиях 
других родственных сапрофитов были обнаружены 
штаммы, которые давали колонии желтого цвета, но 
по своей морфологии они четко дифференцирова-
лись от колоний B. anthracis (рисунок). Состав среды 
защищен патентом Российской Федерации [1].

Морфология и окраска колоний микроорганизмов рода Bacillus, выращенных на дифференциально-диагностической питательной среде

Вид микроорганизма Окраска колоний Морфология колоний

Вирулентные штаммы 
B. anthracis

Желтая (желто-зеленая) Колонии мелкие (1,5–2 мм), круглой формы с фестончатым краем, выпуклым центром,  
с нежной зернистой структурой, с ярким желтоватым ореолом вокруг колонии.

Аттенуированные штаммы 
B. anthracis

Зеленая (светло-зеленая) Колонии среднего размера (3–6 мм), круглой формы, без выраженного центра,  
с однородной структурой, матовые.

B. subtilis Желтая или сине-зеленая Колонии крупные (4–8 мм), с выраженным фестончатым краем, поверхность плоская, 
бугристая, с выраженным центром.

B. cereus Желтая или сине-зеленая Колонии очень крупные (4–10 мм), с выраженным фестончатым краем,  
поверхность плоская, бугристая, без выраженного центра.

B. thuringiensis Сине-зеленая Колонии среднего размера (3–7 мм), круглой формы с фестончатым краем,  
с ярко окрашенным синим центром. 

Колонии микроорганизмов рода Bacillus  
на дифференциально-диагностической питательной среде 

(32 ч культивирования при (36±1) °С): 
1 – колония B. thuringiensis; 2 – колония аттенуированнанного штамма 

B. anthracis; 3 – колония B. cereus ; 4 – колония B. subtilis
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Эксперименты по выделению штаммов B. anthra­
cis из свежих и длительно хранившихся трупов жи-
вотных, а также из образцов почвы потребовали вве-
дения в среду полимиксина для подавления роста 
посторонней микрофлоры. 

Таким образом, разработанная диффе рен циаль-
но-диагностическая плотная питательная среда с 
дополнительным внесением антибиотика для вы-
деления и идентификации возбудителя сибирской 
язвы позволяет дифференцировать по цвету и мор-
фологии колонии вирулентных (капсулообразую-
щих) и авирулентных (бескапсульных) штаммов 
B. anthracis, а также близкородственных сапрофит-
ных микроорганизмов. 

Авторы выражают благодарность В.М.Храмову 
за фотографии, представленные в статье.
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