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Со времени публикации последней монографии 
по чуме [5], в которой приведены рекомендации по 
выбору питательных сред для диагностики заболе-
вания, прошло уже более 10 лет. Еще старше моно-
графия Н.И.Николаева [14], содержащая подробное 
описание питательных сред для диагностики, вы-
деления и дифференциации возбудителя чумы. Ряд 
сред, приведенных в книге, до сих пор находятся на 
вооружении исследователей. Но за это время появи-
лись и новые среды, и новые рекомендации по ис-
пользованию уже известных. 

Для диагностики чумы используют как жидкие, 
так и агаризованные питательные среды. Основная 
их роль – поддерживать рост возбудителя при выде-
лении его из патологического материала или из объ-
ектов окружающей среды. Питательные среды также 
необходимы для дифференциации патогена и для на-
копления его биомассы при проведении дальнейших 
молекулярно-биологических или генетических ис-
следований. Питательные среды используют в про-
изводстве вакцин и при изучении биохимических 
свойств микроба.

Основное требование, предъявляемое к пита-
тельным средам, – это способность обеспечивать про-
явление типичных культурально-морфологических 
свойств возбудителя заболевания.

Возбудитель чумы – Yersinia pestis – короткая, 
прямая, с закругленными концами палочка длиной 
1–3 мкм и шириной 0,3–0,7 мкм. Отличается боль-
шим полиморфизмом. Спор не образует. В организме 
животных и людей и на сывороточном или кровяном 
агаре при температуре 37 °С обычно образует капсу-
лу. Грамотрицательна. Кислотоустойчивостью не об-
ладает. Не имеет жгутиков и не обладает активной 
подвижностью [5].

В связи с относительной неприхотливостью 
растет на синтетических средах с аминокислотами 
(в качестве источников азота) и ферментируемыми 
углеводами. В витаминах и азотистых основаниях, 
как правило, не нуждается. Однако аминокислотные 
потребности у штаммов из разных природных очагов 
сильно варьируют. Кроме того, они могут меняться в 
зависимости от температуры культивирования. 

Y. pestis – факультативный анаэроб. Для роста из 
небольших посевных доз на плотных средах нужда-
ется в понижении окислительно-восстановительного 
потенциала, достигаемом, в частности, за счет добав-
ления сульфита натрия, крови или гемина. На жид-
ких средах хорошо развивается при аэрации. 

Оптимум температуры роста – 26–28 °С. Может 
расти на искусственных средах при температуре от 
-2 °С до +45 °С, в диапазоне рН от 5,0 до 9,6. Оптимум 
рН – 7,2–7,6; вместе с тем при pH 6,6–8,0 наблюдает-
ся достаточно хороший рост микроба [47].

На поверхности агара сначала образует про-
зрачные колонии в виде «битого стекла» и «кружев-
ных платочков», а затем вырастает в виде блестящих, 
серовато-белых, полупрозрачных колоний с выпуклым 
мелкозернистым центром и плоским, кружевным, 
«фестончатым» краем (R-форма). В англоязычной 
литературе колонии описывают как «кованый металл 
или медь» («hammered cooper»), которые при старении 
приобретают вид «глазуньи» («fried egg») [40].

При температуре 26–28 °С колонии суховаты, а 
выросшие при температуре 37 °С, имеют блестящую 
маслянистую консистенцию. По мере старения центр 
их становится более грубым, менее прозрачным и 
приобретает коричневатый оттенок. 

На кровяном агаре чумной микроб растет в виде 
полупрозрачных серовато-белых колоний, обычно 
очень мелких, трудно различимых через 24 ч. После 
48 ч инкубации размер колоний увеличивается до 
1–2 мм. Они приобретают цвет от серовато-белого 
до желтого и теряют прозрачность. Вокруг колоний 
иногда наблюдаются зоны гемолиза.

Через 48 ч инкубации при температуре 37 °С ко-
лонии на кровяном агаре не имеют хорошо выражен-
ной кружевной периферии. 

В бульоне обычно образует хлопьевидный или 
порошковидный, легко распадающийся при встряхи-
вании осадок, жидкость над ним остается прозрач-
ной. Часто образует нежную пленку, в старых культу-
рах от нее вглубь среды могут отходить нити – «ста-
лактиты».

Как видно из приведенных выше фактов, чум-
ной микроб не предъявляет особых требований ни к 
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условиям культивирования, ни к питательным сре-
дам.

Питательные среды для культивирования 
чумного микроба. Эти среды, не содержащие селек-
тивных добавок, пригодны для наращивания био-
массы штаммов и выделения Y. pestis из клиническо-
го материала, который обычно бывает стерильным 
(кровь, лимфатическая жидкость, бубонное содержи-
мое, спинно-мозговая жидкость), или из биопробных 
животных, из которых ожидается рост чистой куль-
туры.

В литературе приведены прописи большого 
количества питательных сред данного назначения, 
основными компонентами которых являются белко-
вая основа или иной источник аминокислот, сахара, 
стимуляторы роста. Выбор сред зависит от задач ис-
следования и определяется национальными регла-
ментирующими документами и документами ВОЗ.

Стандартной средой, рекомендованной ВОЗ и 
Центром по контролю за заболеваемостью (CDC), 
является кровяной агар, приготовленный из овечьей 
крови (Sheep blood agar, SBA) [29, 30]. В случае от-
сутствия овечьей крови средами выбора могут слу-
жить агар на основе сердечно-мозговой вытяжки 
(brain heart infusion, BHI), питательный агар (nutrient 
agar) и триптиказо-соевый агар (trypticase soy agar). 
Чумной микроб растет на них медленнее, чем на 
SBA, и формирует колонии меньшего размера.

В нашей стране согласно МУ 3.1.1098-02 по ор-
ганизации и проведению эпидемиологического над-
зора в природных очагах чумы на территории РФ для 
диагностических целей рекомендовано использовать 
слабощелочной (pH 7,0–7,2) питательный агар с со-
держанием аминного азота 60–120 мг% [15]. Более 
конкретный выбор питательной среды осуществля-
ется в соответствии с личными предпочтениями 
исследователя и/или лабораторными традициями. 
При этом обязательно должен быть проведен кон-
троль каждой серии среды на чувствительность 
к росту чумного микроба согласно действующим 
нормативно-методическим документам [10]. 

Традиционными средами для диагностики чум-
ного микроба, ставшими уже классикой, являются 
среды на основе перевара Хоттингера [4, 13, 18] – 
ферментативного гидролизата мяса, полученного с 
помощью поджелудочной железы. При приготовле-
нии сред используют перевары с достаточно высокой 
степенью расщепления белка – 55–65 %, разведен-
ные до указанной выше концентрации аминного азо-
та. Для повышения ростовых характеристик в среды 
дополнительно вводят гемолизированную кровь в 
концентрации до 5–6 %. 

Нестандартность мясных переваров, их дорого-
визна побудили многих исследователей заняться по-
иском заменителей белка мяса для получения из них 
гидролизатов – белковой основы питательных сред. 

Белковая основа. В качестве белковой основы 
питательных сред для чумного микроба предложены 
гидролизаты разнообразных субстратов. Основным 

критерием при выборе источника белка были до-
ступность и стандартность сырья. Первым в этом 
списке стоит казеин как наиболее удовлетворяющее 
этим требованиям белковое сырье. На основе ка-
зеина предложены различные рецептуры получения 
кислотных и ферментативных гидролизатов. Для ро-
ста чумного микроба, не обладающего выраженной 
протеолитической активностью, наиболее пригодны-
ми являются гидролизаты с достаточно высокой сте-
пенью расщепления. В работах ряда авторов [12, 46, 
48] и др. описано культивирование Y. pestis в средах, 
содержащих ферментативные гидролизаты казеина. 
K.Higuchi и C.E.Carlin [33] показали возможность 
использования сернокислотного гидролизата казеина 
средней степени расщепления в концентрации 2,5 % 
в составе питательной среды, что значительно увели-
чивало выход биомассы и обеспечивало рост Y. pestis 
при температуре 37 °С. 

Гидролизаты казеина входят в состав многих 
коммерческих сред, используемых в диагностике 
чумы. Все среды, рекомендованные ВОЗ, содержат в 
своем составе те или иные гидролизаты казеина.

Культуры чумного микроба, выращенные на 
казеиновых средах как агаровых, так и бульонных, 
имеют типичную морфологию, сохраняют агглюти-
набильность, вирулентность, иммуногенность, био-
химические свойства. Снижение вирулентности на 
казеиновых средах и средах Хоттингера происходит 
одинаково. Высокая стабильность казеиновых сред 
позволила рекомендовать их для длительного хране-
ния культур чумного микроба, а также использовать 
в качестве диагностических.

Перспективными для приготовления питатель-
ных сред оказались гидролизаты рыбы и отходов 
рыбной промышленности [2, 11, 21]. В настоящее 
время крупные производства питательных сред во 
ФГУН ГНЦПМБ (Оболенск) и НПО «Питательные 
среды» (Махачкала) базируются на гидролизатах 
рыбной муки и кильки каспийской, соответственно.

Доступным, стандартным и дешевым сырьем для 
получения белковых гидролизатов являются дрожжи. 
Организованное в 50–60-х годах в нашей стране про-
изводство кормовых дрожжей на углеводородах неф-
ти (БВК) решало вопрос о стандартном и недорогом 
белке. В то время были разработаны технологии про-
мышленного изготовления гидролизатов из кормовых 
дрожжей и питательных сред на их основе. Дрожжевой 
экстракт стал широко использоваться как стимулятор 
роста микроорганизмов. Показано его стимулирую-
щее влияние в составе питательных сред, основой 
которых является пептон «Д». Предложено добавлять 
дрожжевые экстракты даже к средам Хоттингера для 
восстановления качества питательных сред, хранив-
шихся более 15 сут [6].

В результате изменения внутренней политики в 
нашей стране в конце прошлого века были закрыты 
заводы по производству БВК, и промышленность ли-
шилась крупнотоннажного источника полноценного 
белка. 
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Пекарные и пивные дрожжи, являющиеся так-
же источником полноценного белка, используются 
только для производства экстрактов. В настоящее 
время экстракт пекарных дрожжей является одним 
из основных стимуляторов роста для широкого круга 
микроорганизмов и добавляется в состав многих пи-
тательных сред. 

Другие виды непищевого источников белка: соя, 
подсолнечный и кукурузный шроты, отходы мясной 
промышленности (кровь животных, кровяные сгуст-
ки), вакцинно-сывороточного производства (куриные 
эмбрионы, эритроцитарная масса), плаценты, крове-
заменители с истекшим сроком годности и др. были 
широко изучены в нашей стране. Разработанные ги-
дролизаты на их основе были предложены в рецепту-
ры питательных сред для чумного микроба [23]. Но 
эти среды не нашли широкого применения. 

Стимуляторы роста. Культура чумного ми-
кроба активно реагирует на наличие в среде стиму-
ляторов роста. В качестве таковых часто добавляют 
гемолизированную кровь, сульфит натрия, стимуля-
тор из сарцин (стимулятор Карпузиди), сернокислое 
закисное железо, перевар Филдса, манифестатор, мо-
либденовокислый аммоний, гидролизат микробной 
массы Y. pestis EV [3, 8, 16, 17, 19, 20]. В очагах, где 
циркулируют тиаминзависимые штаммы, в качестве 
стимулятора роста используют витамин B1 в концен-
трации 0,0001 мг% [5] или синтетическую среду 199 
(3 мл на 100 мл среды).

Важно отметить, что влияние того или иного 
стимулятора или группы стимуляторов на рост чум-
ного микроба зависит от природы белковой основы 
питательной среды.

Синтетические среды. Для культивирования 
чумного микроба применяются и синтетические пи-
тательные среды. Данные об удачном применении та-
ких сред встречаются в работах отечественных и зару-
бежных исследователей [9, 28, 42]. Для роста чумного 
микроба при температуре 30 °С достаточно наличия в 
среде фенилаланина, валина, изолейцина, метионина 
и тиосульфата. В состав синтетических питательных 
сред, предназначенных для культивирования чумного 
микроба при температуре 37 °С, входит уже от 8 до 15 
аминокислот, биотин и пантотенат [32]. 

В.И.Вейнблат и соавт. (1972) предложили син-
тетическую питательную среду для выращивания 
чумного микроба при 28 и 37 °С. Аминокислотный 
состав среды примерно соответствовал десятикрат-
ному содержанию аминокислот в крови человека.

Бульоны. Y. pestis хорошо растет в обогащенных 
бульонах, типа Хоттингера [7], сердечно-мозговой 
вытяжки (BHI), триптиказо-соевого или питательно-
го бульонов [45]. Через 24 ч культивирования микроб 
образует хлопьевидный или порошкообразный оса-
док на фоне прозрачного бульона. Часто образует 
нежную пленку; в старых культурах от нее вглубь 
среды могут отходить нити – «сталактиты». 

Появление характерного роста микроба в про-
зрачном бульоне используют для идентификации 

Y. pestis. Оптимальное значение pH бульона 7,2-7,6. 
Время генерации микроба в BHI бульоне – 1,25 ч.

В связи со специфическим ростом чумного ми-
кроба в бульоне последние могут быть использованы 
при выделении возбудителя. Но не как самостоятель-
ная процедура, а лишь совместно с выделением куль-
туры на агаризованной среде. 

Селективные среды для выделения чумного 
микроба. Попытки создания селективных агаризо-
ванных сред для выделения Y. pestis относятся к на-
чалу прошлого века. Еще в 1917 г. J.G.Drennan [31] 
предложил использовать кристаллический фиолето-
вый в концентрации 1/700 % для придания ингиби-
рующих свойств питательному агару из сердечного 
настоя. 

В работах G.LaRose [36] и L.Kirschner [34] опи-
сано успешное использование питательной среды, 
содержащей соли желчных кислот, для выделения 
чумного микроба. Вместе с тем на данной среде от-
мечается появление нетипичных колоний Y. pestis, а 
соли желчных кислот ингибируют лишь ограничен-
ное количество видов микроорганизмов.

Среда, предложенная E.J.Morris [39], содержала 
уже несколько селективных добавок: новобиоцин, 
эритромицин и циклогексимид, ингибирующих как 
грамположительные и грамотрицательные бактерии, 
так и грибы. 

R.F.Knisely et al. [35] усилили ингибирующее 
действие указанного выше селективного набора до-
бавлением этиленвиолета, азида натрия и нистатина 
и успешно использовали среду для прямого выделе-
ния Y. pestis из сильно загрязненного материала.

J.Markenson и S.Ben-Efraim [38] предложили 
среду, содержащую свежую желчь, а гомогенизиро-
ванные органы павших животных перед посевом об-
рабатывали раствором теллурита калия (150 мкг/мл). 
Данная процедура значительно снижала количество 
грамотрицательных контаминантов. 

Для подавления посторонней микрофлоры (про-
тея и некоторых других бактерий) также предложены 
малахитовый зеленый [1] в концентрации 1:100000–
800000 и борная кислота [14]. Перед использованием 
генцианвиолета рекомендуется определять рабочую 
дозу для каждой серии препарата [15] перед обсле-
довательским сезоном и указывать в паспорте на ра-
бочий раствор. 

Помимо этого, для ингибирования посторонней 
флоры могут быть использованы теллурит калия в 
концентрации 1:300000, фосфомицин 50–100 мкг/мл.

В полевых условиях ВОЗ рекомендует исполь-
зовать дезоксихолатный агар, так как при этом не 
требуется стерилизация, и чумной микроб может 
быть выделен даже при комнатной температуре [27]. 
Чумной микроб вырастает на нем при температуре 
37 °С через 48 ч в виде немногочисленных краснова-
тых колоний величиной с булавочную головку. 

В более поздних руководствах рекомендуют 
для выделения чумного микроба использовать агар 
МакКонки [30]. Присутствие кристаллического фио-
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летового в среде подавляет рост грамположительных 
бактерий, а соли желчных кислот препятствуют росту 
некоторых грамотрицательных бактерий. Вместе с тем 
среда позволяет дифференцировать штаммы чумного 
микроба по признаку ферментации лактозы.

Центр контроля за заболеваемостью (CDC) пред-
лагает в качестве альтернативной среды применять 
eosin methylene blue (EMB) agar [37].

В качестве селективной среды для Y. pestis 
широко разрекламирован CIN агар (Cefsulodin-
irgasannovobiocin agar) [41], разработанный перво-
начально для выделения Yersinia enterocolitica [44]. 
Среда, обладая сильными ингибирующими свойства-
ми в отношении грамположительных и грамотри-
цательных бактерий, не подавляет рост грибов. Но 
главное, значительно угнетает рост Y. pestis. Только 
5 % бактерий было обнаружено через 36 ч инкубации 
при температуре 28 °С, а размер выросших колоний 
варьировал в широком диапазоне [43]. 

Недавние исследования израильских ученых 
привели к созданию новой улучшенной селектив-
ной среды для выделения Y. pestis, названной BIN 
агар [26]. Формула BIN агара основана на brain heart 
infusion (BHI) агаре, который придает среде высокие 
ростовые свойства. Ингибирующие свойства обеспе-
чиваются присутствием целого набора реагентов: со-
лей желчных кислот (холата натрия (0,5 г/л) и дезок-
сихолата натрия (0,5 г/л)), иргазана (0,0008 г/л), кри-
сталлического фиолетового (0,001 г/л) и нистатина 
(0,025 г/л). Поэтому на среде отсутствует рост золо-
тистого стафилококка, многих видов бацилл, сальмо-
нелл, шигел, кишечной палочки и грибов. Показано, 
что BIN агар более эффективен в поддержании роста 
чумного микроба из чистых культур и выделении его 
в модельных экспериментах, чем среда МакКонки и 
CIN агар.

Совсем свежая разработка американских изо-
бретателей посвящена созданию хромогенной среды 
для идентификации Y. pestis [24]. В качестве азоти-
стой основы заявлены, наверное, все коммерческие 
белковые гидролизаты, начиная от триптона, бакто-
пептона и заканчивая соевым гидролизатом, и даже 
сульфат аммония. Ингибирующее действие в отно-
шении бактерий и грибов обеспечивает комплекс ин-
гредиентов: соли желчных кислот, иргазан, ванкоми-
цин и циклогексимид. 

Помимо селективных, среда обладает диффе-
ренциальными свойствами. Для этого в состав сре-
ды предлагается вводить один или смесь углеводов: 
сахарозу, инозит, дульцит, лактозу, адонит, рамнозу 
и целлобиозу, которые не ферментируются чумным 
микробом. Среда также содержит идикатор рН для 
индикации изменения рН среды и хромогенный суб-
страт 5-бром-4-хлор-3-индоксил-β-D-глюкопирано
зид и 3-индоксил-β-D-глюкопиранозид или изопро
пил-β-D-тиоглюкопиранозид и 3‑O-метил-β-D-глю
копиранозид, которые реагируют с β-глюкозидазой 
Y. pestis с образованием осадка, окрашивающего ко-
лонии в синий цвет. Микробы, ферментирующие хотя 

бы один из перечисленных сахаров и не обладающие 
β-глюкозидазой, формируют на среде колонии жел-
того цвета. Колонии микроорганизмов, положитель-
ных в отношении сахаров и β-глюкозидазы, окраши-
ваются в зеленый цвет. Авторы изобретения гаран-
тируют появление чумного микроба и его простую 
дифференциацию от родственных микробов через 
48 ч инкубации при температуре 28–30 °С. Штаммы 
Y. enterocolitica формирует колонии желтого цвета, а 
штаммы Y. pseudotuberculosis растут в виде колоний, 
окрашенных от зеленого до желто-зеленого цвета.

Дифференциальные среды. Для дифференциа-
ции чумного микроба было предложено много пита-
тельных сред: голодный агар Безсоновой; среда с рам-
нозой, агар для обнаружения пестицида, магниево-
оксалатный агар, среда с конго-красным, среда для 
определения фибринолитической активности и др. 
Подробное их описание можно найти в монографии 
Н.И.Николаева и др. публикациях [14, 22, 49].

Здесь хотелось бы остановиться на коммерче-
ской иерсиниозной среде производства ФГУН ГНЦ 
ПМБ (Оболенск), выпускаемой в виде сухого по-
рошка (Регистрационный номер ФСР 2007/00900 от 
11.10.2007 г.). Среда первоначально разработана для 
дифференциации культур Y. еnterocolitica и Y. pseu­
dotuberculosis по признаку утилизации мочевины. 
Вместе с тем она позволяет дифференцировать их 
от чумного микроба. Посев штаммов Y. pestis при-
водит к появлению типичных (с темным центром и 
ажурной периферией) колоний, окрашенных в жел-
тый цвет. При этом колонии Y. еnterocolitica выглядят 
синими влажными гладкими, а Y. pseudotuberculosis – 
сухими с фестончатым краем зелено-синего цвета. 

С целью дифференциации чумного микроба 
фирма Becton Dickinson предлагает использовать агар 
Кристенсена с мочевиной, который входит в состав 
диагностической системы для Y. pestis. Фирма Becton 
Dickinson выпускает также и другие среды, необходи-
мые для диагностики чумы. Это триптиказо-соевый 
и питательный бульоны и агары, CIN агар.

Резюмируя вышесказанное, можно заключить, 
поскольку чумной микроб не требует уникальных 
сред для роста, то в арсенале исследователя для ра-
боты с чумным микробом должны быть хотя бы обо-
гащенные бульон и агар, а также селективная и диф-
ференциальная среды. В нашей стране к настоящему 
времени нет ни одной сертифицированной среды, ни 
для культивирования, ни для выделения, ни для диф-
ференциации чумного микроба, зарегистрированной 
в надлежащем порядке. 

В конце прошлого века Иркутский ПЧИ выпу-
скал среду для культивирования чумного микроба 
по ФС 42-3609-98. Питательная среда для культиви-
рования чумного микроба (ЧПС), разработанная во 
ФГУН ГНЦ ПМБ, успешно прошла Государственные 
испытания еще в 2000 г.

Таким образом, в современной бактериологи-
ческой лаборатории биохимические и микробиоло-
гические методы и тесты понемногу вытесняются 
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молекулярно-биологическими, иммунохимическими 
и другими ускоренными методами [25]. Диагноз за-
болевания может быть поставлен при использовании 
высокотехнологичных тест-систем, основанных на 
выявлении антигенов с определенными антителами 
в прямых тестах флюоресценции, или обнаруже-
нии определенных последовательностей ДНК и др. 
Однако выделение возбудителя остается «золотым 
стандартом» в диагностике любого инфекционного 
заболевания. Чума не является исключением. Для 
выделения возбудителя нужны стандартные пита-
тельные среды. Стандартность сред может быть до-
стигнута при их промышленном изготовлении на 
предприятиях, где действует система контроля на 
каждой стадии технологического процесса, где вне-
дрен процесс валидации и сертификации.

Работа выполнена по Государственному контрак-
ту № 128-Д от 11.06.2009 г. в рамках Федеральной 
целевой программы «Национальная система хими-
ческой и биологической безопасности Российской 
Федерации (2009–2013 годы)».
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National and foreign literature was analyzed. Considered were nutrient 
media for plague agent growth, isolation and differentiation. Present state of 
nutrient media production was highlighted. 
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