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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ

АПД — Автолизат пекарских дрожжей

ГБМ — Гнойные бактериальные менингиты

ГКнср — Панкреатический гидролизат казеина неглубокой степени рас­

щепления

ГРМ — Сернокислотный гидролизат рыбной муки

КА — Кровяной агар

КОЕ — Колониеобразующая единица

Кровь КРС — Кровь крупного рогатого скота

МУК — Методические указания

НАД — Никотинамидадениндинуклеотид

НАДазы — Ферменты, разрушающие никотинамидадениндинуклеотид

НАДФ — Никотинамидадениндинуклеотидфосфат

НАДФазы — ферменты, разрушающие никотинамидадениндинуклеоти­

дфосфат

НАКФФ — Открытое акционерное общество «Национальное агентство

клинической фармакологии и фармации»

НИИВС им. И. И. Мечникова — Федеральное государственное бюджетное

научное учреждение «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток

им. И. И. Мечникова» Федерального агентства научных организаций

ПГК — Панкреатический гидролизат казеина

ПГРМ — Панкреатический гидролизат рыбной муки

ПЦР — Полимеразная цепная реакция

РД — Ростовая добавка для Гемофилус агара

РД-ША — Ростовая добавка для Шоколадного агара и ГБМ-агара

СА — Сывороточный агар

СД-Г — Селективная добавка для выделения гемофильной палочки

СД-М — Селективная добавка для выделения менингококка

СД-П — Селективная добавка для выделения пневмококка

СГК — Солянокислотный гидролизат казеина

СРГМ — Стимулятор роста гемофильных микроорганизмов

ТУ — Технические условия
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ША-БК — Шоколадный агар с добавлением гретой бараньей крови
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NTHi — некапсулированный (нетипируемый) штамм Haemophilus influenzae
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ВВЕДЕНИЕ

Гнойные бактериальные менингиты (ГБМ) — тяжёлые инфекцион­

ные заболевания, основными этиологическими агентами которых являются

Neisseria meningitidis (менингококк), Streptococcus pneumoniae (пневмококк) и

Haemophilus influenzae (гемофильная палочка). Заболеваемость менингитом в

последнее десятилетие значительно снизилась за счет введения специфической

иммунопрофилактики, однако многие больные умирают или остаются нетру­

доспособными из-за несвоевременной диагностики болезни. Согласно данным

Российского референс-центра по мониторингу за бактериальными менингитами

более половины случаев ГБМ остаются нерасшифрованными [1; 2].

Помимо ГБМ, H. influenzae и S. pneumoniae могут быть причиной и других

инвазивных заболеваний: пневмония, артрит, эндокардит, остеомиелит, перикар­

дит, целлюлит [3; 4].

Немаловажное значение N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae зани­

мают и в этиологической структуре респираторных инфекций верхних дыхатель­

ных путей. H. influenzae и S. pneumoniae вызывают бронхит, острый средний отит,

острый бактериальный синусит, а N. meningitidis — острый менингококковый на­

зофарингит, который может перерасти в генерализованную форму менингокок­

ковой инфекции [5; 6; 7]. Несмотря на то, что смертность от этих заболеваний

значительно ниже, чем от менингита, они более распространённые. Например,

почти две трети детей, достигших трёхлетнего возраста, переносят более одного

случая острого среднего отита [4].

Лабораторная диагностика ГБМ и других заболеваний, вызываемых

N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae, является неотъемлемой состав­

ляющей для своевременной и правильной постановки диагноза и назначения

адекватного лечения. Лабораторная диагностика, направленная на выявление,

идентификацию и определения чувствительности возбудителя к антимикроб­

ным препаратам, сочетает классический культуральный и экспресс методы. При

этом культуральный метод с посевом клинического материала на бактериоло­

гические питательные среды занимает одно из основных мест в схеме лабора­

торной диагностики ГБМ, так как позволяет достоверно подтвердить наличие

возбудителя [8; 9].
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Выделение и культивирование основных возбудителей бактериальных ме­

нингитов осложнено особенностями питательных потребностей этих микроор­

ганизмов. Для роста гемофильной палочки необходимо наличие в питательной

среде факторов роста — X (гемин или гематин) и V (никотинамидадениндинук­

леотид — НАД). Для менингококков и пневмококков требуются среды, содержа­

щие кровь или сыворотку крови животных. Оптимальной питательной средой

для выращивания всех трёх основных возбудителей бактериальных менингитов

является шоколадный агар (агар с гретой кровью), который содержит все необхо­

димые для их роста питательные вещества и факторы роста [10]. Ростовые свой­

ства шоколадного агара напрямую зависят от соблюдения температурного режи­

ма приготовления среды, качества и типа используемой крови. Ряд иностранных

фирм-производителей питательных сред выпускают коммерческие шоколадные

агары. Эти среды, как сухие, так и готовые к применению, используются для

выделения и культивирования всех трёх основных возбудителей бактериальных

менингитов.

До последнего времени в России отсутствовало промышленное производ­

ство питательных сред данного назначения. Лишь в 2015 г. несколькими фирмами

налажено производство готового шоколадного агара на основе сухих питатель­

ных сред иностранного производства.

В связи с этим является актуальным разработка питательных сред для вы­

деления и культивирования основных возбудителей ГБМ из отечественных ком­

понентов, а также организация их производства в сухом и готовом к применению

виде.

Целью данной работы является разработка состава и технологии производ­

ства питательных сред для выделения и культивирования основных возбудителей

гнойных бактериальных менингитов.

Для достижения поставленной цели необходимо было решить следующие

задачи:

1. Разработать и научно обосновать состав питательной среды для выде­

ления и культивирования H. influenzae, в том числе H. influenzae типа b, готовой

к применению, содержащий ростовую и селективную добавки и не требующий

дополнительного внесения крови или её элементов.

2. Разработать и научно обосновать состав питательной среды для вы­

деления N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae, готовой к применению,
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содержащий факторы роста и три селективные добавки для избирательного вы­

деления каждого из возбудителей и не требующий дополнительного внесения

крови или её элементов.

3. Разработать и научно обосновать состав сухой питательной среды для

выделения N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae, не требующий допол­

нительного внесения крови или её элементов.

4. Изучить диагностическую ценность разработанных питательных сред в

ходе лабораторных и клинических испытаний.

5. Разработать технологию промышленного производства разработанных

питательных сред.

Основные положения, выносимые на защиту:

1. Состав и технология промышленного производства питательной среды,

обеспечивающей культивирование и выделение гемофильной палочки, готовой

к применению (Гемофилус агар).

2. Состав и технология промышленного производства питательной среды,

обеспечивающей выделения возбудителей гнойных бактериальных менингитов,

готовой к применению (Шоколадный агар).

3. Состав и технология промышленного производства питательной среды,

обеспечивающей выделения и культивирования возбудителей гнойных бактери­

альных менингитов, сухой (ГБМ-агар).

Научная новизна:

1. Впервые разработана сухая питательная среда для культивирования

N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae, не требующая добавления кро­

ви или гемоглобина. Приоритет питательной среды подтверждён патентом

(№ RU 2471865).

2. Впервые в качестве заменителя нативной крови для культивирования

H. influenzae и в качестве источника фактора X использован стимулятор роста

гемофильных микроорганизмов.

3. Впервые установлена возможность использования стимулятора роста

гемофильных микроорганизмов в качестве субстрата для придания питательным

средам дифференцирующих свойств при культивировании пневмококка.

Теоретическая и практическая значимость

Выявлено влияние компонентного состава питательных сред на рост

N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae. Установлена зависимость качества
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питательных сред для выделения основных возбудителей гнойных бактериаль­

ных менингитов от физико-химических показателей компонентов, что позволило

управлять качеством производственных серий питательных сред.

Разработана и утверждена нормативно-техническая документа­

ция для промышленного выпуска трех питательных сред: техниче­

ские условия (ТУ 9398-139-78095326-2011) и промышленный регламент

(ПР 78095326-104-2012) на питательную среду для выделения возбудителей

гнойных бактериальных менингитов, готовую к применению (Шоколадный

агар); технические условия (ТУ 9398-121-78095326-2010) и промышленный

регламент (ПР 78095326-82-2010) на питательную среду для культивирования

и выделения гемофильной палочки, готовую к применению (Гемофилус агар);

технические условия (ТУ 9385-203-78095326-2013) и промышленный регламент

(ПР 78095326-130-2013) на питательную среду для выделения и культивиро­

вания возбудителей гнойных бактериальных менингитов, сухую (ГБМ-агар); а

также инструкции по применению всех трёх питательных сред.

Питательные среды Гемофилус агар, Шоколадный агар и ГБМ-агар за­

регистрированы в качестве медицинских изделий (регистрационные удосто­

верения № ФСР 2011/11118, № ФСР 2012/13081 и № РЗН 2016/4872 от

07.10.2016 г., соответственно) и внедрены в производство на технологической

базе ФБУН ГНЦ ПМБ.

Разработаны и утверждены методические рекомендации федерального

уровня «Использование питательных сред для диагностики гнойных бактери­

альных менингитов» (МР 4.2.0078/1-13) и методические рекомендации учре­

жденческого уровня «Использование питательной среды для культивирования и

выделения гемофильной палочки (Гемофилус агар)».

Методология и методы исследования.

Методология работы соответствует поставленным целям исследования и

включает применение методов научного познания для определения характери­

стик объектов, необходимых для решения поставленных задач. В качестве теоре­

тической основы исследования использованы методы обобщения и анализа лите­

ратурных данных и полученных в ходе эмпирических исследований результатов.

В качестве эмпирической основы исследования в работе использованы микро­

биологические (культивирование микроорганизмов, определение стабильности

их основных биологических свойств, чувствительности питательных сред и ско­
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рости роста микроорганизмов, дифференцирующих и ингибирующих свойств

питательных сред); молекулярно-генетические (полимеразная цепная реакция);

иммунологические (реакция латекс-агглютинации), кондуктометрический (опре­

деление изменения электрического импеданса в среде в процессе роста микроор­

ганизмов), физико-химические (определение pH, массовой доли влаги и сухого

остатка, содержания аминного азота, хлоридов, прочности студня, температуры

и продолжительности плавления студня сред).

Апробация работы.

Основные результаты работы докладывались на V Научно-практической

междисциплинарной конференции СКФО «Актуальные вопросы диагностики

и лечения заболеваний микробной этиологии» (г. Железноводск, 5-6 декабря

2013 г.), Всероссийской научно-практической конференции «Воздушно-капель­

ные инфекции: микробиология, биотехнология, иммунология, эпидемиология»

(г. Ростов-на-Дону, 26–28 мая 2014 г.), Межрегиональной научно-практической

конференции «Актуальные проблемы диагностики инфекционных заболеваний

(микробиология, биотехнология, эпидемиология, паразитология)» (г. Ростов-на­

Дону, 13–15 мая 2015 г.), I Национальном конгрессе бактериологов (г. Москва,

23–24 сентября 2015 г.), V Межрегиональной научно-практической конференции

«Воздушно-капельные инфекции: микробиология, эпидемиология, биотехноло­

гия» (г. Ростов-на-Дону, 10 июня 2016 г.), VIII Всероссийской научно-практиче­

ской конференции молодых ученых и специалистов Роспотребнадзора (Москов­

ская область, 1–3 ноября 2016 г.), Научно-практической конференции «Совре­

менные технологии в клинической микробиологии» (г. Москва, 1 марта 2017 г.),

Региональной научно-практической конференции «Тенденции развития клини­

ческой и санитарной микробиологии» (г. Новосибирск, 15 сентября 2017 г.),

а также на семинарах «Актуальные вопросы диагностики инфекционных бо­

лезней» в Ростовском государственном медицинском университете (г. Ростов-на­

Дону, 26-28 мая 2014 г.), ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в городе Санкт­

Петербург» (г. Санкт-Петербург, 23 октября 2014 г.), Омской государственной

медицинской академии (г. Омск, 14 ноября 2014 г.) и семинаре «Использование

современных средств в микробиологической диагностике» (г. Ростов-на-Дону,

15 мая 2015 г.).
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Личный вклад.

Автор принимал непосредственное участие в разработке, испытаниях, под­

готовке нормативно-технической документации и внедрении в производство Ге­

мофилус агара, Шоколадного агара и ГБМ-агара. Планирование исследования и

интерпретация результатов выполнены совместно с к. х. н. Домотенко Л. В.;

электронно-микроскопические исследования выполнены совместно с д. б. н.

Герасимовым В. Н.; молекулярно-генетические совместно с к. м. н. Асташки­

ным Е. И; идентификация микроорганизмов с использованием биофизических

методов совместно с Детушевым К. В.; исследование клинического материала

от больных совместно с к. б. н. Кругловым А. Н. и Рябченко И. В.

Публикации.

Основные результаты по теме диссертации изложены в 15 печатных из­

даниях, из которых 2 статьи в изданиях, рекомендованных ВАК, 1 патент на

изобретение, 1 статья в прочих изданиях, 10 тезисов докладов в сборниках тру­

дов конференций, 1 методические рекомендации.

Объем и структура работы. Диссертация состоит из введения, пяти глав,

заключения, выводов и двух приложений. Полный объём диссертации составля­

ет 140 страниц с 27 рисунками и 14 таблицами. Список литературы содержит

127 наименований.
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Глава 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1 Роль основных возбудителей гнойных бактериальных менингитов

(ГБМ) в этиологической структуре инфекционных заболеваний

Гнойные бактериальные менингиты — тяжёлые инфекционные заболева­

ния, при отсутствии лечения которых смертность может достигать 100 %. Даже

при оптимальном лечении, в связи с быстротой развития заболевания, смерт­

ность от ГБМ остаётся на достаточно высоком уровне, а у людей, переболевших

менингитом, могут возникнуть серьёзные неврологические осложнения. Основ­

ными этиологическими агентами этих заболеваний являются N. meningitidis (ме­

нингококк), S. pneumoniae (пневмококк) и H. influenzae (гемофильная палочка)

типа b [8; 11].

Согласно данным Всемирной организации здравоохранения в мире еже­

годно регистрируется около 1,2 миллиона случаев ГБМ. Наиболее частые слу­

чаи ГБМ, вызываемые гемофильной палочкой, возникают у детей в возрасте до

5 лет — около 31 случая на 100 000 детей этого возраста. Менингиты, вызыва­

емые пневмококком, преобладают у детей и лиц пожилого возраста. У детей в

возрасте до 5 лет уровень заболеваемости пневмококковыми менингитами со­

ставляет около 17 случаев на 100 000 детей этого возраста. При этом самым

распространённым возбудителем ГБМ остаётся менингококк. Особенно высокие

показатели заболеваемости менингококковым менингитом наблюдаются в так

называемом «менингитном поясе» — в Африке к югу от Сахары, где в зависимо­

сти от сезона количество заболевших в среднем колеблется от 10 до 100 и может

превышать 1000 на 100 000 населения [12, с. 3–5; 13].

На территории Российской Федерации мониторинг за менингококковой ин­

фекцией впервые введён лишь в 2008 г., при этом официально учитывается толь­

ко генерализованная форма менингококковой инфекции [14; 15]. Поэтому оценка

заболеваемости ГБМ неменингококковой и неясной этиологии может быть толь­

ко приблизительная. Согласно данным Российского референс-центра по мони­

торингу за бактериальными менингитами в 2011 г. суммарное количество ГБМ

в России составило 3234 случая, среди которых в этиологии расшифрованных

случаев удельная доля N. meningitidis составила 55,8 %, S. pneumoniae — 18,4 %,
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H. influenzae — 11 %, а показатель летальности составил в среднем 12,6 %. При

этом около 63 % случаев ГБМ остались нерасшифрованными [2; 16], что свиде­

тельствует о недостаточном уровне лабораторной диагностики этих заболеваний.

В последние годы отмечено снижение уровня заболеваемости ГБМ, что

обусловлено введением в Национальный календарь профилактических приви­

вок и Календарь профилактических прививок по эпидемическим показаниям

специфической иммунопрофилактики против основных возбудителей ГБМ [3;

17; 18]. Например, в России в 2010 и 2011 годах уровень ГБМ менингококко­

вой этиологии составлял 1,16 на 100 000 населения, а в 2015 г. этот показатель

снизился до 0,67 [19, с. 124].

Многочисленные исследования подтверждают, что вакцинация является

наиболее эффективным способом снижения уровня заболеваемости ГБМ [9]. При

этом, многолетнее исследование применения 14-валентной, а затем 23-валентной

пневмококковой полисахаридной вакцины показало, что общая эффективность

вакцинации от пневмококкового менингита составляет лишь 57 % [20]. При­

менение конъюгированных вакцин изменяет фенотипические и генотипические

свойства возбудителей, что в свою очередь требует введения новых конъюгиро­

ванных вакцин [17; 21]. Вакцинирование так же может привести к смене серо­

группы возбудителя ГБМ. Например в Бразилии после введения конъюгирован­

ной вакцины против H. influenzae типа b за один год отмечено снижение на 69 %

заболеваемости менингитами, вызываемыми H. influenzae типа b, и одновремен­

ное восьмикратное увеличение случаев менингитов, вызываемых H. influenzae

типа a [22].

Особенностью менинигококковой инфекции являются периодические

подъёмы заболеваемости с длительными межэпидемическими периодами (от 10

до 30 и более лет) [7]. В настоящее время, несмотря на снижение уровня заболе­

ваемости генерализованной формой менингококковой инфекции, исследователи

отмечают рост доли взрослого населения среди заболевших менингококковы­

ми менингитами и преобладание наиболее эпидемически значимых штаммов

N. meningitidis серогруппы А как среди заболевших, так и среди здоровых носи­

телей. На основании этого специалисты делают вывод о возможном начале фор­

мирования очередного эпидемического цикла менингококковой инфекции [17;

23].
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Помимо ГБМ, H. influenzae и S. pneumoniae могут быть причиной и дру­

гих инвазивных заболеваний (пневмония, артрит, эндокардит, остеомиелит, пе­

рикардит, целлюлит) [3; 4], наиболее распространённым из которых является

пневмония. Например, согласно данным Роспотребнадзора, заболеваемость вне­

больничными пневмониями бактериальной природы в 2015 г. составила 101,95

случаев на 100 000 населения [19, с. 104]. При этом смертность при тяжёлых

случаях внебольничных пневмоний может составлять от 25 до 50 %, а при от­

сутствии своевременной терапии нетяжёлых пневмоний — 1–10 % [24].

Немаловажное значение N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae за­

нимают и в этиологической структуре респираторных инфекций верхних дыха­

тельных путей. H. influenzae и S. pneumoniae вызывают бронхит, острый средний

отит, острый бактериальный синусит [4—6], а N. meningitidis — острый менин­

гококковый назофарингит, который может перерасти в генерализованную форму

менингококковой инфекции [7]. Несмотря на то, что эти заболевания менее тя­

желые, чем менингит, они более распространённые. Например, почти две трети

детей, достигших трёхлетнего возраста, переносят более одного случая остро­

го среднего отита [4]. При этом государственная статистика по этиологической

структуре заболеваний верхних дыхательных путей бактериальной природы в

нашей стране не ведётся [19].

Таким образом, N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae являются зна­

чимыми этиологическими агентами в структуре инфекционных заболеваний.

1.2 Характеристики основных возбудителей ГБМ

N. meningitidis, H. influenzae и S. pneumoniae относятся к различным таксо­

номическим группам, в связи с чем отличаются как по морфологическим при­

знакам, так и по питательным потребностям.
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1.2.1 Neisseria meningitidis

N. meningitidis представляют собой расположенные попарно кокки диамет­

ром от 0,6 до 1,9 мкм. Клеточное деление происходит в двух плоскостях со второ­

го деления под прямым углом к первому. Поэтому у молодых, растущих культур

(возрастом менее 8 ч) можно наблюдать переходные тетрады клеток. Грамотри­

цательные, но есть тенденция быть устойчивыми к обесцвечиванию. Колонии

на шоколадном агаре мелкие круглые гладкие блестящие иногда слизистые и

прозрачные, часто радужные. Из-за автолиза с возрастом колонии становятся бо­

лее маслянистыми и резиноподобными при нажатии микробиологической иглой.

Колонии различаются по размеру в зависимости от среды и времени инкубации,

через (21±3) ч они достигают приблизительно 1,0 мм в диаметре [25, с. 797].

Менингококк, в отличие от других представителей рода Neisseria, имеет

полисахаридную капсулу. В соответствии с особенностями строения полисаха­

ридной капсулы менингококков подразделяют на 12 серогрупп: А, В, С, X, Y,

Z, W-135, 29-Е, К, Н, L, I, среди которых более 90 % случаев генерализован­

ных форм менингококковой инфекции обусловлены серогруппами A, B, C, в

остальных случаях в основном серогруппами W-135, X и Y [8; 26].

N. meningitidis — строгий аэроб и не растёт в анаэробных условиях, однако

при наличии нитрита в питательной среде микроаэрофильные условия усилива­

ют рост за счёт процесса денитрификации (восстановления нитрита до закиси

азота через оксид азота) [27]. Для роста N. meningitidis требуются минеральные

соли и некоторые аминокислоты [25, с. 784]. Для защиты от активных форм

кислорода N. meningitidis требуется L-глутамин, который микроорганизм мета­

болизирует в глутатион, необходимый для поддержания внутриклеточного окис­

лительно-восстановительного потенциала [28]. Для некоторых штаммов менин­

гококков цистин (или цистеин) является единственным источником серы [29].

Молочная кислота стимулирует рост микроорганизма и выработку специфиче­

ских факторов патогенности [30].

Оптимальная температура для роста Neisseria spp. от (36±1) ∘C, при тем­

пературе ниже 30 ∘C менингококк растёт плохо или вообще не растёт. Высо­

кая относительная влажность воздуха (50 %) благоприятна для роста. После

множества пассажей лабораторные штаммы становятся менее прихотливыми по



17

ростовым потребностям, чем свежие изоляты. Штаммы N. meningitidis, как и

N. gonorrhoeae, на питательных средах быстро снижают жизнеспособность, что

вероятно связано с клеточным лизисом (автолизом) [25, с. 784].

1.2.2 Haemophilus influenzae

H. influenzae — грамотрицательные неспорообразующие коккобациллы или

небольшие правильные палочки размером (0,4±1) × (0,4±1) мкм. В мазках по

Граму клетки лежат отдельно, у старых культур могут формироваться нитепо­

добные цепочки, или филаменты. Колонии на шоколадном агаре гладкие, выпук­

лые, сероватые полупрозрачные, достигают диаметра от 0,5 до 3,0 мм через 24 ч

инкубирования. Колонии капсулированных штаммов обычно крупнее некапсу­

лированных, слизистые и имеют тенденцию к слиянию без видимой линии раз­

граничения. На прозрачной плотной среде колонии капсулированных штаммов

радужные при просмотре в косо проходящем свете [31, с. 883, 898].

Штаммы H. influenzae могут быть дифференцированы по наличию или от­

сутствию полисахаридной капсулы. Инкапсулированные, или типируемые, штам­

мы H. influenzae разделяют на шесть капсульных серотипов (a, b, c, d, e и f), от­

личающихся по антигенам. Капсула выполняет функцию фактора патогенности,

защищая микроорганизм от фагоцитоза. Инкапсуляция обнаруживается агглю­

тинацией с помощью капсульной антисыворотки. Некапсулированные штаммы

называются нетипируемыми. Капсулированные штаммы, как правило, вызывают

более инвазивные инфекции. H. influenzae типа b (Hib) наиболее часто является

причиной ГБМ, а нетипируемые штаммы — внебольничных пневмоний. Штаммы

H. influenzae могут быть также отнесены к одному из восьми биоваров (I–VIII),

различающихся сочетанием трех биохимических характеристик: продукцией ин­

дола, уреазной и орнитиндекарбоксилазной активностью [31, с. 898; 5; 32; 24].

H. influenzae — факультативные анаэробы, требуют наличия в питательной

среде факторов роста X и V. Фактор X — железосодержащий протопорфирин IX.

Потребность в этом факторе роста обусловлена отсутствием ферментов, участву­

ющих в биосинтезе протопорфирина из 𝛿-аминолевулиновой кислоты. Фактор X

термостабилен и остаётся активным в проавтоклавированных питательных сре­
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дах. Кровь, кристаллический гемин или гематин являются полноценными источ­

никами фактора X. Для удовлетворения потребности H. influenzae в этом факторе

роста достаточно наличия в питательной среде от 2,0 до 10,0 мкг/мл гемина или

5 % крови [31, с. 886; 33; 34]. Отмечается, что потребность в факторе X при

аэробном культивировании выше, чем при анаэробном [35].

Фактором V могут служить такие пиридиннуклеотиды, как никотина­

мид мононуклеотид, никотинамидрибозид, никотинамидгипоксантин динуклео­

тид (деамино-НАД), никотинамидадениндинуклеотидфосфат (НАДФ), но ча­

ще всего в питательных средах используют никотинамидадениндинуклеотид

(НАД) [36]. Потребность в кристаллическом НАД для H. influenzae составляет

от 0,2 до 1,0 мкг/мл среды [34]. Этот фактор роста инактивируется под воз­

действием высокой температуры, поэтому в проавтоклавированных питатель­

ных средах отсутствует. Хотя фактор V присутствует в крови, кровяной агар,

приготовленный с использованием бараньей крови, а также крови крупного ро­

гатого скота или человека не поддерживает рост гемофильной палочки из-за

локализации фактора V внутри эритроцитов и высокой активности ферментов,

разрушающих НАД или НАДФ (НАДазы и НАДФазы, соответственно). Про­

гревание такой крови при температуре (80±10) ∘C в течение нескольких минут

высвобождает НАД из эритроцитов и инактивирует НАДазы и НАДФазы. Агар

с добавлением гретой крови, называемый за светло-коричневый цвет «шоколад­

ным», поддерживает рост НАД-зависимых представителей рода Haemophilus и

традиционно используется для выделения и культивирования гемофильной па­

лочки [31, с. 888; 37]. Эритроциты кролика, в отличие от бараньих, обладают

низкой осмотической стойкостью, за счёт чего НАД и НАДФ высвобождаются в

питательную среду без термической обработки. При нейтральном значении pH

из-за высокой активности НАДаз и низкой НАДФаз кроличьей крови НАД раз­

рушается, а НАДФ остаётся в неизменном виде, что позволяет культивировать

H. influenzae на кровяном агаре с таким типом крови. Кровяные агары, приготов­

ленные с использованием крови крыс и морских свинок, так же поддерживают

рост гемофильной палочки [38; 39]. Помимо крови, источником V фактора могут

быть не подвергавшиеся воздействию высоких температур экстракты дрожжей,

картофеля, моркови, томатов [40].

При посеве на питательные среды, дефицитные по обоим факторам роста

или содержащие только фактор X (например, кровяной агар), представители рода
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Haemophilus могут расти вокруг колоний других бактерий, которые продуциру­

ют факторы роста в избытке. Это явление называется саттелизм (саттелитный

рост) и иногда используется для культивирования и идентификации Haemophilus

spp. [31, с. 888; 40; 5; 41].

Помимо факторов X и V для роста H. influenzae необходимы пантотеновая

кислота, тиамин и урацил. Некоторые штаммы нуждаются в пуринах, включая

ксантин, гипоксантин и гуанин [42].

Оптимальная температура для роста гемофильной палочки (36±1) ∘C,

минимальная температура (22,5±2,5) ∘C. Большинство представителей рода

Haemophilus погибают при температуре 55 ∘C в течение 30 мин [31, с. 888].

1.2.3 Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae имеет овальные или сферические клетки коккоподобной фор­

мы от 0,5 до 1,25 мкм в диаметре, которые как правило располагаются парами.

Дальние концы каждой пары стремятся к заострению или ланцетовидной форме.

Встречаются также одиночные клетки или короткие цепочки. Длительное куль­

тивирование на лабораторных средах способствует формированию длинных це­

почек. Строение клеточной стенки типично для грамположительных бактерий,

но со старением культуры клетки могут окрашиваться грамотрицательно [43,

с. 703; 6]. S. pneumoniae растёт на плотных питательных средах в виде мел­

ких не склонных к слиянию полупрозрачных колоний, через 24 ч роста имеют

сферическую форму с уплощенным центром [8; 44]. Уплощение колоний, по­

видимому, связано с лизисом, вызываемым автолизином в стационарной фазе

роста пневмококка [45; 46].

Для пневмококка характерно наличие полисахаридной капсулы, выполняю­

щей защитную функцию. В настоящее время идентифицировано свыше 90 раз­

личных капсульных типов S. pneumoniae, из которых наиболее значимыми в

этиологической структуре заболеваний являются серогруппы 3, 4, 6, 7, 9, 11, 14,

15, 18, 19 и 23 [47, с. 169; 19, с. 150].

Из-за особенностей ферментативной системы пневмококка в результате

метаболической активности образуется перекись водорода, которая может по­
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давлять рост конкурирующих микроорганизмов в верхних дыхательных путях

человека [48; 49]. По-видимому, именно перекись водорода при культивирова­

нии пневмококка на питательных средах лизирует эритроциты крови и способ­

ствует образованию метгемоглобина из гемоглобина, за счёт чего в зоне роста

S. pneumoniae на кровяном агаре происходит 𝛼-гемолиз, а на шоколадном ага­

ре — позеленение питательной среды [50; 51]. Анаэробное культивирование на

средах, содержащих баранью или лошадиную кровь, вызывает 𝛽-гемолиз благо­

даря активности пневмолизина [43, с. 703; 52; 53].

Микроаэрофильные условия культивировании S. pneumoniae на плотных

питательных средах оказывают стимулирующее действие, но только для 8 %

клинических изолятов эти условия являются необходимыми для роста [54—56].

Оптимальная температура культивирования (36±1) ∘C [57, с. 13]

1.3 Лабораторная диагностика ГБМ

Лабораторная диагностика ГБМ направлена на обнаружение возбудителя

инфекции из клинического материала от больных с клинически выраженной фор­

мой заболевания, стёртой формой (например, назофарингит) и с подозрением на

менингококковую инфекцию и менингиты иной этиологии с целью назначения

адекватной антибактериальной терапии. Вместе с тем, лабораторные исследова­

ния могут проводиться не только с диагностической, но и с профилактической

целью, а также по эпидемиологическим показаниям. По эпидемиологическим

показаниям обследуют лиц, бывших в контакте с больными менингококковой

инфекцией, а с профилактической целью — здоровые контингенты с целью сле­

жения за циркуляцией менингококка среди населения [8; 58].

Основным материалом для исследования является ликвор (спинно-мозговая

жидкость). Кроме того, из-за возникающей генерализации процесса обязатель­

ным объектом исследования является и кровь. Для бактериологического под­

тверждения менингококкового назофарингита и выявления назофарингеального

менингококкового носительства исследуют носоглоточную слизь [8; 59].

Учитывая особенности ГБМ, связанные с полиэтиологичностью возбуди­

телей и тяжелейшим протеканием болезни, лабораторная диагностика требует
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сочетания классических и экспресс-методов при идентификации возбудителей.

К классическим методам диагностики относится культуральный посев образцов

клинического материала на питательные среды. В действующих на территории

Российской Федерации нормативных документах по диагностике заболеваний,

вызываемых N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae, именно этому мето­

ду отдаётся предпочтение [8; 24; 59]. Среди экспресс-методов наиболее часто

используются микроскопия ликвора или крови, реакция латекс-агглютинации и

методы полимеразной цепной реакции (ПЦР) [1; 12; 60].

Концентрация микроорганизмов в ликворе при ГБМ может варьироваться

от 6 103 до 108 клеток/мл, а чувствительность микроскопии составляет 104

клеток/мл [61], поэтому при исследовании клинических образцов этот метод

имеет лишь ориентировочное значение и может быть использован только для

предварительной постановки диагноза [59].

Сравнительное исследование по выявлению возбудителей бактериальных

менингитов показало, что метод латекс-агглютинации уступает по чувствитель­

ности методу культурального посева, однако из-за простоты и высокой скорости

получения результатов может быть использован в качестве вспомогательного

лабораторного теста [62].

В ряде исследований доказана более высокая чувствительность метода ПЦР

по сравнению с методом выделения возбудителя на питательных средах из кли­

нических образцов при диагностике ГБМ [63; 64]. При этом отмечается, что

метод ПЦР не может полностью заменить бактериологический посев в связи с

ограниченным количеством идентифицируемых видов микроорганизмов а так­

же невозможностью выделения чистой культуры возбудителя, необходимой для

исследования чувствительности к антибактериальным препаратам, что особенно

актуально из-за роста антибиотикоустойчивости микроорганизмов [9; 65].

Таким образом, культуральный метод с посевом клинического материала на

бактериологические питательные среды занимает одно из основных мест в схеме

лабораторной диагностики ГБМ, поскольку позволяет достоверно подтвердить

наличие возбудителя.
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1.4 Питательные среды для выделения и культивирования основных

возбудителей ГБМ

Основные этиологические агенты ГБМ отличаются высокой требователь­

ностью к составу питательных сред, поэтому для их выделения и культивиро­

вания необходимо использовать специальные среды, обогащённые ростовыми

добавками, кровью или сывороткой крови.

1.4.1 Питательные среды лабораторного приготовления

Наиболее распространёнными питательными средами для выделения и

культивирования основных возбудителей ГБМ в отечественной клинической

практике остаются среды лабораторного приготовления: для H. influenzae — шо­

коладный агар, для N. meningitidis — сывороточный агар, а для S. pneumoniae —

кровяной агар [8; 59; 66]. При этом универсальной питательной средой, на кото­

рой успешно культивируют менингококки, пневмококки, гемофильную палочку,

а также многие не основные возбудители ГБМ, является шоколадный агар [10;

59].

Для приготовления сывороточного, кровяного и шоколадного агаров в ка­

честве основы может быть использован агар Хоттингера, колумбийский агар,

агар для бруцелл, агар Гивенталя-Ведьминой, эритрит-агар, триптиказо-соевый

агар, сердечно-мозговой агар, гонококковый агар [8; 12, с. 283–290]. В литературе

описаны и другие основы для приготовления питательных сред для возбудите­

лей ГБМ. Так, Casman E. P. разработал основу для приготовления кровяного

агара, состоящую из панкреатического перевара казеина, пептического перева­

ра животных тканей, дрожжевого экстракта, мясного экстракта, никотинамида,

p-аминобензойной кислоты, глюкозы, крахмала и агара. Питательная среда удо­

влетворяет питательные потребности многих требовательных микроорганизмов,

включая S. pneumoniae. Входящий в состав питательной среды никотинамид ин­

гибирует ферменты крови, разрушающие фактор роста V, поэтому кровяной агар,
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приготовленный с добавлением 5 % лизированной или 5 % дефибринированной

и 0,15 % лизированной крови, поддерживает рост H. influenzae [67, с. 131; 68].

Marshall J. H. и Kelsey J. C. предложили универсальную питательную среду

для общих бактериологических исследований, состоящую из перевара казеина,

дрожжевого автолизата, глицерофосфата натрия, лактата калия, глюкозы, солей

и агара. Авторы показали возможность использования её в качестве основы кро­

вяного или шоколадного агаров. Обогащение среды гемином и дополнительном

внесением содержащего фактор V автолизата дрожжей позволило им культиви­

ровать гемофильную палочку без использования нативной крови [69].

Для выделения и культивирования пневмококка и гемофильных палочек

Вишняковой и др. был предложен кровяной агар на основе среды, состоящей из

гидролизата казеина или гидролизата по Хоттингеру, гидролизата бычьих сердец

и экстракта пекарских дрожжей. При этом для роста H. influenzae на данной среде

использовали диски с сапонином, лизируещие эритроциты и высвобождающие

факторы роста [70].

Для выделения гемофильной палочки Борониной и др. был предложен

«H. influenzae-ЭрДС-агар», состоящий из эритроцитарной массы, дрожжевого

экстракта и сыворотки крупного рогатого скота [71].

Костюковой и др. разработан сухой казеиново-дрожжевой агар в качестве

основы для приготовления сывороточного агара для выделения и идентификации

менингококка [72].

Биологические показатели шоколадного и кровяного агаров напрямую за­

висят от качества и типа используемой крови. Для приготовления данных сред

традиционно используют дефибринированную кровь барана, лошади, крупного

рогатого скота [8]. В литературе описан успешный опыт применения свиной и

козьей крови. При этом для приготовления с их использованием шоколадного

агара необходима более высокая температура и длительное время прогревания,

чем при использовании бараньей или лошадиной крови [73—75]. Человеческая

кровь не пригодна для приготовления кровяного агара из-за того, что она может

содержать антибиотики, антитела и другие антибактериальные агенты [12, с. 40;

76]. Некоторые исследователи в качестве альтернативы дорогостоящей дефибри­

нированной бараньей крови предлагают использовать цитратную кровь [76; 77],

однако другие авторы её не рекомендуют [6; 78].
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Немаловажное влияние на качество питательных сред с кровью или сы­

вороткой оказывают практические навыки лаборантов при приготовлении сред

в лабораториях. Например, при недостаточно точном соблюдении температур­

ного и временного режимов при приготовлении шоколадного агара НАДазы и

НАДФазы могут остаться в питательной среде в активном состоянии, и такая

среда не сможет обеспечить потребность H. influenzae факторе роста V. Во из­

бежании этого рекомендуют дополнительно вносить в шоколадный агар НАД

в концентрации до 15 мкг/мл или коммерческие ростовые добавки (PolyVitex,

IsoVitaleX и др.) [5].

1.4.2 Полусинтетические и синтетические питательные среды

Существуют питательные среды для выделения и культивирования основ­

ных возбудителей ГБМ, которые не требуют внесения сыворотки крови, натив­

ной или гретой крови.

В качестве факторов роста для H. influenzae возможно использование пеп­

тического гидролизата бараньей крови, так называемую добавку Файлдса (Fildes

Enrichment) [79]. Исследования по выделению гемофильной палочки от боль­

ных с конъюнктивитом и трахомой показали более низкую диагностическую

ценность среды с такой добавкой по сравнению с шоколадным агаром с гретой

кровью [80].

В качестве заменителя крови при приготовлении шоколадного агара мо­

жет быть использована суспензия сухого гемоглобина [12, с. 286–287]. Сухой

гемоглобин обладает длительным сроком годности и менее требователен к усло­

виям хранения, чем нативная кровь. Для роста гемофильной палочки в сре­

ды с суспензией сухого гемоглобина необходимо добавлять НАД. Иностран­

ные фирмы-производители питательных сред выпускают готовый к примене­

нию шоколадный агар, состоящий из гонококкового агара, сухого гемоглобина

и ростовых добавок [67; 81; 82]. Состав ростовых добавок приведён в табли­

це 1.1. Ростовая добавка Supplement B содержит дрожжевой автолизат («Hematin

Yeast Extract»), в остальных добавках он заменён на другие компоненты. Как

видно из таблицы 1.1, состав наиболее распространённых ростовых добавок
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IsoVitalex, PolyVitex и CVA Enrichment одинаковый и включает аденин, циано­

кобаламин, глюкозу, гуанина гидрохлорид, тиамина пирофосфат, НАД, нитрат

железа, тиамина гидрохлорид, L-глутамин, L-цистеина гидрохлорид, L-цистин и

p-аминобензойную кислоту.

Таблица 1.1 — Состав ростовых добавок для шоколадного агара различных

производителей

Название добавки, произво­

дитель
Состав на 1 л среды

Supplement B, Difco

Laboratories

Глюкоза . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г

Тиамина пирофосфат . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,4 мг

НАД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,2 мг

L-глутамин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,03 г

«Hematin Yeast Extract» . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 мл
Supplement VX, Difco

Laboratories

Аденина сульфат . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,01 г

Цианокобаламин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,2 мг

Глюкоза . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 мг

Гуанина гидрохлорид . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,3 мг

Тиамина пирофосфат . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,0 мг

НАД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3,5 мг

Тиамина гидрохлорид . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,06 мг

Цитрат железа . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,3 мг

L-глутамин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,2 г

L-цистеина гидрохлорид . . . . . . . . . . . . . . . . 0,259 г

L-цистин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11,0 мг

p-аминобензойная кислота . . . . . . . . . . . . . . 0,25 мг
IsoVitalex, BBL;

PolyVitex, bioMerieux

Аденин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,01 г

Цианокобаламин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 мг

Глюкоза . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г

Гуанина гидрохлорид . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,3 мг

Тиамина пирофосфат . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 мг

НАД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,5 мг

Нитрат железа . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,2 мг

Тиамина гидрохлорид . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,03 мг

L-глутамин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,1 г

L-цистеина гидрохлорид . . . . . . . . . . . . . . . . 0,259 г

L-цистин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11,0 мг

p-аминобензойная кислота . . . . . . . . . . . . . . 0,13 мг
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Продолжение таблицы 1.1

Название добавки, произво­

дитель
Состав на 1 л среды

CVA Enrichment,

GIBCO/BRL

Аденин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,01 г

Цианокобаламин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 мг

Глюкоза . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г

Гуанина гидрохлорид . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,3 мг

Тиамина пирофосфат . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 мг

НАД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,5 мг

Нитрат железа . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,2 мг

Тиамина гидрохлорид . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,03 мг

L-глутамин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,1 г

L-цистеина гидрохлорид . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,29 г

L-цистин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11,0 мг

p-аминобензойная кислота . . . . . . . . . . . . . . 0,13 мг

Для выделения патогенных представителей рода Neisseria разработана пи­

тательная среда New York City Medium, которая состоит из панкреатического

пептона, крахмала, фосфатного буфера, крахмала, агара, лизированной суспензии

эритроцитов, лошадиной плазмы, дрожжевого диализата, глюкозы, а также ряда

антибиотиков для селективного выделения Neisseria gonorrhoeae и N. meningitidis

[83]. Эта питательная среда выпускается иностранными производителями в го­

товой к употреблению форме в чашках Петри [67; 84].

Мирсковой А. Н. и др. для выделения и культивирования N. meningitidis

предложена «Питательная среда сухая medium nutritium ad meningococcos

siccum». Для стимуляции роста менингококков и в качестве заменителя сыво­

ротки в питательной среде использован йодометилат, получаемый в результате

переработки L-треоамина — отхода при производстве левомицетина [85].

Гарджиевой А. Г. и Алиевой Р. О. получен патент на изобретение «Пита­

тельная среда для выделения Haemophilus influenzae». Согласно патенту, пита­

тельная среда состоит из казеиново-дрожжевого гидролизата, глюкозы, нитрата

железа, агара и 2,3-индолиндиона (изатина). Представляется сомнительным, что

питательная среда с таким составом может поддерживать рост H. influenzae в

монокультуре в связи с отсутствием необходимых факторов роста. Вероятно,

рост гемофильной палочки на этой среде обусловлен саттелизмом, так как в па­

тенте на изобретение есть упоминание о «посеве смеси культур H. influenzae,

стрептококка и стафилококка» [86].
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В Научно-исследовательском институте вакцин и сывороток им. И. И. Меч­

никова (НИИВС им. И. И. Мечникова) разработана питательная среда для вы­

деления и культивирования пневмококка на основе ферментативного гидролиза­

та плаценты человека и экстракта кормовых дрожжей [87]. Сотрудниками того

же института запатентована питательная среда для выращивания бактерий рода

Haemophilus и вида N. meningitidis. Среда состоит из кислотного гидролизата ка­

зеина, препарата «Аминопептид», дрожжевого экстракта, экстракта семян льна,

НАД, гемина, глюкозы. Обе эти среды не требуют добавления крови и сыворот­

ки [88; 89].

Во ФБУН ГНЦ ПМБ разработана питательная среда для культивирова­

ния и выделения менингококков, сухая (Менингоагар) [90]. За счёт наличия в

питательной среде ферментативного гидролизата сухой крови Менингоагар не

требует дополнительного внесения крови или сыворотки.

В литературе описан ряд синтетических питательных сред для культиви­

рования H. influenzae [91—93], N. meningitidis [94—96] и S. pneumoniae [97—101],

состоящих из аминокислот, витаминов, солей и факторов роста в заданных кон­

центрациях. Однако применение этих сред ограничено только изучением физио­

логии микроорганизмов, проведением молекулярно-генетических исследований,

а также получением вакцинных препаратов. Кроме того, в связи с различиями в

питательных потребностях гемофильной палочки, пневмококка и менингококка,

универсальной синтетической питательной среды, предназначенной для культи­

вирования всех трёх видов не существует.

1.4.3 Селективные питательные среды

В соответствии с нормативными документами Российской Федерации вы­

явление H. influenzae, S. pneumoniae и N. meningitidis осуществляют как из сте­

рильных в норме локусов, так из нестерильного клинического материала [8; 37].

При работе со стерильным в норме материалом (ликвор и кровь) используют

неселективные питательные среды. При выделении возбудителей из нестериль­

ного клинического материала дополнительно производят посев на селективные

питательные среды [8].
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Для селективного выделения гемофильной палочки традиционно использу­

ют бацитрацин, который активен в отношении грамположительных микроорга­

низмов, а также частично подавляет рост нейссерий и некоторых других грамот­

рицательных микроорганизмов. Концентрация этого антибиотика, рекомендован­

ная различными исследователями, которые занимались выделением H. influenzae,

варьируется от 750 до 20000 ЕД/л [102; 103]. Chapin K. C. и Doern G. V. исполь­

зовали для селективного выделения H. influenzae добавку, состоящую из ванко­

мицина (5,0 мг/мл), бацитрацина (300,0 мг/мл) и клиндамицина (1,0 мг/мл) [104].

Для выделения менингококков в отечественной клинической практике ре­

комендуют среду с линкомицином, активным в отношении грамположительных

микроорганизмов [8]. Thayer J. D. и Martin J. E. предложили для выделения

N. gonorrhoeae и N. meningitidis селективную добавку, состоящую из полимикси­

на B (25 000 единиц/л) и ристоцетина (10 мг/л) [105]. Впоследствии те же авторы

разработали другой состав добавки для выделения этих микроорганизмов: коли­

стин (7,5 мг/л), ванкомицин (3 мг/л) и нистатин (12 500 единиц/л) [106]. Среда

для выделения гонококков и менингококков New York City Medium в качестве се­

лективных компонентов содержит колистин, триметоприм лактат, ванкомицина

гидрохлорид и амфотерицин B [83]. В НИИВС им. И. И. Мечникова разрабо­

тана селективная питательная среда для выделения менингококков, содержащая

ванкомицин (3 мг/л) и колистин (15 мг/л) [107].

Для селективного выделения пневмококка возможно использование сред с

добавлением гентамицина в конечной концентрации 5 мг/л [6; 108]. Nichols T.

и Freeman R. предложили питательную среду для выделения пневмококков на

основе кровяного агара с добавлением гентамицина (2 мг/л), налидиксовой кис­

лоты (50 мг/л) и кристаллического фиолетового (1 : 500 000), которые ингиби­

руют рост представителей рода Staphylococcus, а также многих других грампо­

ложительных микроорганизмов [109]. В зарубежной лабораторной практике для

выделения представителей рода Streptococcus используют колумбийский агар с

добавлением 5 % бараньей крови, колистина (10 мг/л) и налидиксовой кислоты

(10 мг/л) [110; 111].

Таким образом, среди методов лабораторной диагностики заболеваний, вы­

зываемых основными возбудителями ГБМ, культуральный метод с выделением

возбудителей на питательных средах остаётся значимым. В связи с высокими пи­

тательными потребностями H. influenzae, N. meningitidis и S. pneumoniae, возмож­
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ность выделения этих микроорганизмов зависит от качества питательных сред.

В отечественной лабораторной практике в основном используются нестандарт­

ные среды лабораторного приготовления или коммерческие питательные среды

иностранного производства.

Несмотря на разнообразие оригинальных прописей отечественных пита­

тельных сред для основных возбудителей ГБМ, серийного производства этих

сред, за исключением Менингоагара, не было налажено. Разработка и органи­

зация промышленного выпуска питательных сред для диагностики основных

возбудителей ГБМ, является важной задачей, так как это позволит повысить

эффективность лабораторной диагностики, а также снизить долю иностранных

питательных сред в отечественной клинической микробиологии.
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Глава 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

2.1 Микроорганизмы

В работе использовали штаммы микроорганизмов, полученные из Государ­

ственной коллекции патогенных микроорганизмов и клеточных культур «ГКПМ­

Оболенск»: H. influenzae типа b 423, H. influenzae типа b ATCC 10211, H. influenzae

некапсулированный ATCC 49247, H. influenzae некапсулированный ATCC 49766,

H. influenzae типа a ATCC 9006, N. meningitidis серотипа a ATCC 13090,

N. meningitidis серотипа a 208, N. meningitidis серотипа b ATCC 13077,

N. meningitidis серотипа b 0657, N. meningitidis серотипа c ATCC 13102,

N. meningitidis серотипа c 23252, S. pneumoniae серотипа 3 ATCC 6303,

S. pneumoniae серотипа 5 ATCC 6305, S. pneumoniae серотипа 19F ATCC 49619,

Alcaligenes faecalis ATCC 29212, Candida albicans ATCC 60193, Enterococcus

faecalis ATCC 51299, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecalis

ATCC 19433, Enterococcus faecium ATCC 19434, Escherichia coli ATCC 25922,

Escherichia coli ATCC 35218, Gardnerella vaginalis ATCC 14018, Klebsiella

pneumoniae ATCC 700603, Klebsiella pneumoniae 3534, Lactobacillus brevis

ATCC 367, Listeria monocytogenes ATCC 11994, Listeria seeligeri «ГКПМ­

Оболенск» В-4913, Moraxella catarrhalis ATCC 25238, Neisseria gonorrhoeae

ATCC 43069, H. parainfluenzae ATCC 7857, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,

Staphylococcus aureus Wood-46, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Streptococcus

pyogenes Dick1. Использовали клинические изоляты S. pneumoniae сероти­

пов 2 и 4, два клинических изолята H. influenzae типа b, два клиниче­

ских изолята Haemophilus parainfluenzae, два клинических изолята Haemophilus

parahaemolyticus

Дополнительно при проведении медицинских испытаний использовали

штаммы H. influenzae № 860, H. influenzae № 1035, H. influenzae № 1058,

H. influenzae № 1075, H. influenzae № 1085, находящиеся в коллекции Феде­

рального бюджетного учреждения науки «Центральный научно-исследователь­

ский институт эпидемиологии» Федеральной службы по надзору в сфере защиты

прав потребителей и благополучия человека (ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора),
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а так же штаммы H. influenzae типа b ATCC 10211, H. influenzae типа b № 001,

H. influenzae типа b № 002, H. influenzae типа b № 003, H. influenzae типа f

ATCC 9833, H. influenzae некапсулированный NCTC 11315, N. meningitidis № В66,

клинические изоляты S. pneumoniae серотипа 19F и S. pneumoniae серотипа 3,

находящиеся в коллекции Федерального бюджетного учреждения науки «Мос­

ковский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии

имени Г. Н. Габричевского» Федеральной службы по надзору в сфере защиты

прав потребителей и благополучия человека (ФБУН МНИИЭМ им. Г. Н. Габри­

чевского Роспотребнадзора).

2.2 Питательные среды

В работе использовали питательные и транспортные среды:

— Набор реагентов для количественного определения микробной за­

грязненности (Питательная среда № 1 ГРМ, ФБУН ГНЦ ПМБ) по

ТУ 9398-001-78095326-2006;

— Питательная среда для выделения и культивирования лактобацилл сухая

(Лактобакагар, ФБУН ГНЦ ПМБ) по ТУ 9398-104-78095326-2010;

— агар Мюллера-Хинтон (Mueller Hinton II Agar, Becton Dickinson,

кат. № 211438);

— Питательная среда для контроля стерильности сухая (Тиогликолевая сре­

да, ФБУН ГНЦ ПМБ) по ТУ 9398-040-78095326-2008;

— кровяные агары с добавлением 5 % крови бараньей дефибринированной

(ТУ 9389-073-70423725-2007, ЭКОлаб) к различным основам: Питательной сре­

ды № 1 ГРМ (по ТУ 9398-001-78095326-2006, ФБУН ГНЦ ПМБ), колумбийскому

агару (Columbia blood agar base, Oxoid, кат. № CM0331), триптиказо-соевому ага­

ру (Trypticase Soy Agar, Becton Dickinson, кат. № 211243) и сердечно-мозговому

агару (Brain Heart Infusion agar, Becton Dickinson, кат. № 2011065);

— сывороточный агар с добавлением 15 % сыворотки бычьей (Sterile Adult

Bovine Serum, Bovogen, кат. № SABS) на основе Питательной среды № 1 ГРМ

(ФБУН ГНЦ ПМБ);
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— шоколадные агары лабораторного приготовления с добавлением 5 % гре­

той крови бараньей дефибринированной (ЭКОлаб) или крови крупного рогатого

скота (Лейтран) к различным основам: Питательной среде № 1 ГРМ (ФБУН ГНЦ

ПМБ) и колумбийского агара (Columbia blood agar base, Oxoid, кат. № CM0331);

— шоколадный агар на основе гонококкового агара (GC Medium Base,

Becton Dickinson, кат. № 211275) с добавлением гемоглобина (Hemoglobin Bovine

Freeze-Dried, Becton Dickinson, кат. № 212392) и смеси факторов роста (IsoVitalex

Enrichment, Becton Dickinson, кат. № 211875) (далее — ША-BD);

— шоколадный агар на основе гонококкового агара (GC Agar Base, Mast

Group Ltd., кат. № DM136D) с добавлением гемоглобина (Hemoglobin Bovine

Freeze-Dried, Becton Dickinson, кат. № 212392) и смеси факторов роста (IsoVitalex

Enrichment, Becton Dickinson, кат. № 211875) (далее — ША-Mast);

— шоколадный агар готовый к применению во флаконах (CHOCO-F,

bioMerieux, кат. № c) с добавлением смеси факторов роста (PolyViteX,

bioMerieux, кат. № 55651) (далее — ША-BM);

— шоколадный агар готовый к применению в чашках Петри Haemophilus

Chocolate 2 Agar (HAE2, bioMerieux, кат. № bioMerieux, кат. № 43681);

— набор для приготовления шоколадного агара (Modified Chocolate Agar

Kit, HiMedia, кат. № SM103H);

— Haemophilus test medium (HTM) на основе Haemophilus test medium base

(Oxoid, кат. № CM0898) с добавлением смеси факторов роста (Haemophilus test

medium supplement, Oxoid, кат. № SR0158E);

— транспортная среда Эймса с углём (Amies Transport Medium with

Charcoal, HiMedia, кат. № M651).

2.3 Компоненты питательных сред

При конструировании питательных сред использовали белковые гидроли­

заты производства ФБУН ГНЦ ПМБ: панкреатический гидролизат казеина (ПГК)

по ТУ 9385-018-78095326-2006, панкреатический гидролизат казеина неглубокой

степени расщепления (ГКнср) по ТУ 9385-020-00479327-2000, солянокислотный
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гидролизат казеина (СГК) по ТУ 9385-077-78095326-2007, панкреатический гид­

ролизат рыбной муки (ПГРМ) по ТУ 9385-017-78095326-2006.

Для обогащения питательных сред использовали пептон по ГОСТ 13805-76

(Порт-Петровск), пептон мясной (Pronadisa, кат. № 1600), дрожжевые экс­

тракты различных производителей (Bio Springer, кат. № 0251/0-PW-L; Sanofi,

кат. № 64343).

В качестве источника фактора X использовали стимулятор роста гемо­

фильных микроорганизмов (СРГМ, по ТУ 9385-016-78095326-2007, ФБУН ГНЦ

ПМБ), черный пищевой альбумин (по ТУ BY 100098867.254-2010, Берёзовский

мясоконсервный комбинат), гемоглобины сухие растворимые различных про­

изводителей (Haemoglobin Powder, HiMedia, кат. № FD022; Hemoglobin Bovine

Freeze-Dried, Becton Dickinson, кат. № 212392; гемоглобин бычий порошкобраз­

ный «Гемоглобин-80» по ТУ 9358-004-35305730-02, Мобитек-М).

При приготовлении плотных вариантов питательных сред использовали

агар микробиологический европейского типа (Conda Pronadisa, кат. № 1814),

агар пищевой (CERO Agar Agar powder Type 8925, C.E. Roeper).

При приготовлении ростовых добавок использовали никотинамидаденин­

динуклеотид (НАД, Sigma, кат. № 43410), L-цистеина гидрохлорид различных

производителей (Panreac, кат. № 152055; Sigma, кат. № C1276), L-глутамин

(Sigma, кат. № G3126), аденин (Sigma, кат. № A2786), цианокобаламин (Sigma,

кат. № V2876), тиамина пирофосфат (Sigma, кат. № C8754), мальтодекстрин

глюсидекс с декстрозным эквивалентом 19 (Glucidex, Roquette), декстраны с мо­

лекулярной массой 5 000 (Fluka, кат. № 31388), 40 000 (Fluka, кат. № 31389),

60 000 (Fluka, кат. № 31397), 500 000 (Fluka, кат. № 31392), поливинилпирроли­

дон (Sigma, кат. № PVP10).

Для получения автолизата дрожжей использовали дрожжи производства

Сотницынского дрожжевого завода, Комбината пищевых продуктов (Санкт­

Петербург), предприятия «Воронежские дрожжи».

При приготовлении селективных добавок использовали амфотерицин B

(Синтез, рег. № P N003065/01), бацитрацин (Sigma, кат. № 11702), ван­

комицин (Sigma, кат. № 94747), полимиксин B (Sigma, кат. № P-1004;

Applichem, кат. № A08900010), налидиксовую кислоту (Chinoin, регистра­

ционный № П N012374/01), налидиксовой кислоты натриевую соль (Sigma,

кат. № N4382).
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2.4 Приготовление питательных сред

Коммерческие питательные среды готовили в соответствии с инструкциями

производителей.

Кровяные, сывороточные и шоколадные агары лабораторного приготовле­

ния готовили по стандартным методикам [8].

Экспериментальные варианты питательных сред готовили путём взвеши­

вания компонентов и растворения их в дистиллированной воде с последующей

стерилизацией в автоклаве при температуре 121 ∘C в течение 15 мин. Ростовые

добавки, содержащие НАД, готовили путём взвешивания компонентов, растворе­

ния их в дистиллированной воде с последующей фильтрационной стерилизацией

через мембранные фильтры с размером пор 0,45 мкм. Ростовые и селективные

добавки вносили в стерильные охлаждённые до температуры (47,5±2,5) ∘C пи­

тательные среды.

2.5 Микробиологические методы исследования

2.5.1 Посев и инкубирование микроорганизмов

В качестве посевного материала использованы суточные культуры мик­

роорганизмов, выращенные в соответствии с рекомендациями, изложенными в

паспортах штаммов. Суспензии микроорганизмов для посева готовили в 0,9

% растворе натрия хлорида по отраслевому стандартному образцу мутности

ОСО 42-28-85 (исходное разведение). Для получения рабочих разведений (от

10−1 до 10−7) готовили десятикратные разведения в стерильном 0,9 % растворе

натрия хлорида. Культуру каждого штамма из рабочих разведений засевали по

0,1 мл на чашки Петри с питательными средами, распределяя посевной матери­

ал по поверхности среды покачиванием чашек, и инкубировали от 18 до 72 ч

при температуре (37± 1) ∘C в «свечном сосуде» или CO2-инкубаторе в условиях

повышенного содержания CO2 (от 5 до 10 %).
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2.5.2 Определение биологических показателей качества питательных сред

Качество питательных сред оценивали по биологическим и физико-хими­

ческим показателям. Биологические (ростовые) свойства определяли по следу­

ющим характеристикам:

– стабильность основных биологических свойств микроорганизмов;

– чувствительность питательных сред и скорости роста микроорганизмов;

– дифференцирующие свойства питательных сред;

– ингибирующие свойства питательных сред.

Определение стабильности основных биологических свойств микроорга­

низмов проводили по характеру роста культуры визуально (форма, структура,

диаметр колоний), по морфологии клеток микроорганизмов методом световой

микроскопии (форма клеток, их расположение, наличие капсулы), по серологи­

ческим свойствам в реакции агглютинации на стекле [112, с. 32–33]. Морфоло­

гию клеток культур микроорганизмов, выросших на исследуемых питательных

средах, изучали в мазках, окрашенных по Граму [113, с. 16–19]. Наличие кап­

сулы у капсульных форм культур изучали в мазках, окрашенных по Гинсу [114,

с. 34]. Световую микроскопию проводили на световом микроскопе Leica DM1000

с цифровой камерой Leica DFC295 (Leica Microsystems). Серологические свой­

ства микроорганизмов изучали в реакции латекс-агглютинации с использовани­

ем Wellcogen Bacterial Antigen Rapid Latex Agglutination Test (Thermo Scientific,

кат. № R30859602) и «Диагностического набора реагентов для быстрой иден­

тификации возбудителей гнойных бактериальных менингитов — Haemophilus

influenzae тип b, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis тип A, Neisseria

meningitidis тип B, Neisseria meningitidis тип С и Neisseria meningitidis тип W

135 в реакции латекс-агглютинации, жидкого» (Латексная тест-система ГБМ,

ФБУН ГНЦ ПМБ) по инструкциям производителей.

Чувствительность питательных сред определяли как максимальное разве­

дение культуры, обеспечивающее визуально обнаруживаемый рост колоний ис­

комого штамма в течение (21±3) ч при температуре (37 ± 1) ∘C на всех засеян­

ных чашках с испытуемыми питательными средами. Скорость роста определяли

по минимальному времени инкубации посевов, за которое при соответствую­

щем разведении обеспечивалось видимое невооруженным глазом формирование
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типичных, легко дифференцируемых колоний на чашках Петри с питательной

средой [112, с. 33–38].

Дифференцирующие свойства сред определяли по изменению цвета пита­

тельной среды в зоне роста культур микроорганизмов [112, с. 33–34].

Ингибирующие свойства селективных вариантов сред определяли как ми­

нимальное разведение культуры, при посеве из которого полностью отсутствовал

рост при его наличии на неселективных вариантах сред [112, с. 34].

2.5.3 Определение стерильности

Определение стерильности готовых питательных сред проводили визуаль­

но путём просмотра от 3 до 5 % каждой партии после инкубации в термостате

при температуре 37 ∘C в течение 7 сут.

Определение стерильности ростовых добавок проводили методом прямого

посева. Для этого растворяли содержимое каждого из исследуемых флаконов с

добавками в 2,0 мл стерильной дистиллированной воды и засевали по 1,0 мл в

две пробирки, содержащие тиогликолевую среду, одну из которых инкубировали

при температуре (32,5±2,5) ∘C для выявления аэробных и анаэробных микро­

организмов, а другую при температуре (22,5±2,5) ∘C для выявления грибов и

бактерий с оптимумом роста в данном температурном режиме. Продолжитель­

ность инкубации посевов 7 сут [112, с. 18].

2.5.4 Кондуктометрический метод исследования

Кондуктометрический метод использовали для изучения динамики метабо­

лической активности микроорганизмов, растущих на питательных средах, опре­

деляя изменение электрического импеданса в среде с помощью микробиологиче­

ского анализатора «Бак Трак 4100» (SY-LAB Gerate) и программного обеспечения

BacMonitor (версия Y1.39Er, SY-LAB) и BacEval (версия Y1.17Er, SY-LAB).
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В процессе каждого отдельного измерения на «Бак Трак 4100» в автома­

тическом режиме регистрировались и отображались в виде отдельных графиков

два значения импеданса: M-параметр (импеданс среды) и E-параметр (импеданс

вблизи электродов, или электродный импеданс) [115, с. 11].

Суспензии микроорганизмов для измерения готовили по п. 2.5.1 и засева­

ли из рабочих разведений (10−5 и 10−6) в предварительно простерилизованные

многоразовые измерительные ячейки, содержащие экспериментальные варианты

питательных сред без агара. Инкубировали в микробиологическом анализаторе

при температуре (37± 1) ∘C от 24 до 48 ч с периодом предварительного нагрева

60 мин и интервалом измерения значений импеданса 10 мин.

2.5.5 Метод электронной микроскопии

Метод ультратонких срезов. Биомассу микробных клеток, выращенную

на плотной питательной среде суспендировали в физиологическом растворе, об­

рабатывали 4,0 % раствором глутарового альдегида в 0,2 М Na-какодилатном

буфере со значением рН 7,2. Фиксацию проводили в течение 12 ч при темпе­

ратуре 4 ∘C. Дополнительную фиксацию проводили в 4,0 % водном растворе

четырехокиси осмия в буфере Райтер-Келленбергера в течение 12 ч при темпе­

ратуре 4 ∘C. После фиксации и отмывки в буфере микробные клетки дегидра­

тировали в растворе этилового спирта возрастающей концентрации: по 10 мин

в 30,0 %, 50,0 %, 70,0 %, 95,0 % спирте и 20 мин в абсолютном спирте при его

трехкратной смене. Далее образцы пропитывали смесями абсолютного этанола

и аралдита (соотношения 3:1, 1:1, 1:3) при температуре 37 ∘C в течение суток,

затем переносили в чистый аралдит и выдерживали в вакууме (10−2 торр) 1,5 ч

при температуре 37 ∘C. Заливали образцы аралдитом и полимеризовали при тем­

пературе 40 ∘C в течение ночи, затем при температуре 60 ∘C в течение 1 сут и при

температуре 90 ∘C в течение 2 сут. Срезы фиксированной биомассы получали

стеклянным ножом на ультрамикротоме Ultracut (Reichert Jung, Австрия). Срезы

контрастировали уранилацетатом и цитратом свинца, просматривали в электрон­

ном микроскопе Н-500 (Hitachi, Япония) при ускоряющем напряжении 75 кВ и

увеличении от 15000 до 30000 крат.
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Метод негативного контрастирования. Суспензию клеток после фикса­

ции в глутаровом альдегиде наносили на медную сеточку, покрытую формва­

ровой плёнкой, контрастировали (1,5±0,5) % раствором уранилацетата и про­

сматривали с помощью электронного микроскопа Н-500 (Hitachi, Япония) при

ускоряющем напряжении 75 кВ и увеличении от 15000 до 45000 крат.

2.5.6 Клинические испытания

Исследования питательных сред с использованием образцов клинического

материала проводили в следующих организациях:

– Федеральном бюджетном учреждении науки «Московский научно-иссле­

довательский институт эпидемиологии и микробиологии имени Г. Н. Габричев­

ского» Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и

благополучия человека (ФБУН МНИИЭМ им. Г. Н. Габричевского Роспотреб­

надзора);

– Федеральном бюджетном учреждении науки «Центральный научно­

исследовательский институт эпидемиологии» Федеральной службы по надзору

в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека (ФБУН ЦНИИЭ

Роспотребнадзора);

– Открытом акционерном обществе «Национальном агентстве клинической

фармакологии и фармации» (НАКФФ).

В качестве образцов клинического материала использовали образцы

спинно-мозговой жидкости (ликвора) от больных детей в возрасте до 5 лет с

диагнозом гнойный бактериальный менингит, а так же мазки из зева, взятые от

больных и здоровых людей. Все клинические образцы для исследования были

предоставлены вышеуказанными организациями.

Взятие образцов ликвора и мазков из зева проводили в соответствии с

Приказом Министерства Здравоохранения СССР «Об унификации микробиоло­

гических (бактериологических) методов исследования, применяемых в клинико­

диагностических лабораториях лечебно-профилактических учреждений» [37].

Клинические образцы мазков из зева от больных поступали на тампонах,

помещённых в транспортную среду Эймса с углём. Посев производили путём
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втирания тампона, содержащего клинический материал, в поверхность 1/16 части

чашки Петри с испытуемыми и контрольной питательными средами с последую­

щим рассевом по оставшейся поверхности микробиологической петлёй методом

трёхсегментного истощающего штриха.

Для взятия мазков из зева от здоровых людей использовали стерильные од­

норазовые ватные тампоны. Тампоны с мазками сразу после взятия помещали в

1,5 мл стерильного 0,9 % раствора натрия хлорида и суспендировали на встряхи­

вателе для пробирок Vortex со скоростью 1500 об/мин в течение 15 с и высевали

по 0,1 мл из каждой полученной суспензии на чашки Петри с исследуемыми и

контрольными средами.

Посевы инкубировали от 24 до 48 ч при температуре (37 ± 1) ∘C и по­

вышенном содержании CO2 (от 5 до 10 %). Первичную дифференциацию вы­

росших колоний микроорганизмов проводили по морфологическим признакам.

Для дальнейшей идентификации выделенные культуры рассевали микробиоло­

гической петлёй до единичных колоний методом истощающего штриха и через

(21±3) ч инкубирования исследовали методом времяпролетной масс-спектромет­

рии с матрично-активированной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF

MS) на MALDI Biotyper 3.0 Microflex (Bruker).

2.5.7 Определение чувствительности микроорганизмов к антимикробным

препаратам

Чувствительность микроорганизмов к антимикробным препаратам опреде­

ляли диско-диффузионным методом на агаре Мюллера-Хинтон с использованием

дисков индикаторных производства НИЦФ по стандартной методике [116].

Определение чувствительности L. brevis ATCC 367 диско-диффузионным

методом проводили на среде Лактобакагар (ФБУН ГНЦ ПМБ) — аналоге MRS

агара, который успешно применяют для определения антибиотикочувствитель­

ности лактобактерий [117].
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2.6 Молекулярно-биологические методы

Метод полимеразной цепной реакции (ПЦР). При исследовании куль­

тур микроорганизмов методом ПЦР использовали следующие праймеры: G1 (5’

GAAGTCGTAACAAGG 3’), специфичного к 3’-концу гена 16S рРНК, и L1 (5’

CAAGGCATCCACCGT 3’), специфичного к 5’-концу гена 23S рРНК.

Реакционная смесь объемом 25 мкл содержала ПЦР-буфер (20 ммоль Трис­

HCl pH 8,4, 50 ммоль KCl, 2,0 ммоль MgCl2), по 10 пмоль каждого праймера,

0,2 ммоль каждого из четырех дезоксирибонуклеотидтрифосфатов, 1 единица

фермента Taq ДНК полимеразы (Ферментас) и 10–20 нг ДНК или 1–2 мкл тер­

молизатов бактериальных культур. Условия проведения реакции: начальная де­

натурация 94 ∘C (две минуты), затем 30 циклов, включающих: денатурацию при

94 ∘C 30 с, отжиг при 55 ∘C 30 с, элонгацию при 72 ∘C 40 с и заключитель­

ное достраивание при 72 ∘C 10 мин. В исследовании использовали термоциклер

Терцик МС 2 (ДНК технология). ПЦР-продукты анализировали с помощью элек­

трофореза в 1,5 % агарозном геле. Окрашивание гелей осуществляли раствором

этидиум бромида (0,5 мкг/мл).

Метод со случайными короткими (до 10 нуклеотидных оснований)

праймерами (Amplified Polymorphic DNA Assay, RAPD-PCR. В методе RAPD­

PCR использовали случайный праймер ОРА 11 (CAATCGCCGT).

Объем реакционной смеси составлял 30 мкл. Реакционная смесь содержала

ПЦР-буфер (20 ммоль Трис-HCl pH 8,4, 50 ммоль KCl, 2,0 ммоль MgCl2), прай­

меры вносились в количестве 10 пмоль, концентрация каждого из четырех дез­

оксирибонуклеотидтрифосфатов составляла 0,2 ммоль, количество фермента —

1 единица Tag ДНК-полимеразы (Ферментас), в качестве матрицы использовали

1–2 мкл термолизатов бактериальных культур).

Начальную денатурацию проводили при 95,5 ∘C три минуты, затем следо­

вали 5 циклов, состоящих из: денатурации при 94 ∘C 1 мин, отжига при 35 ∘C —

1 мин и элонгации при 73 ∘C 2 мин, далее проводили 40 циклов, включающих:

денатурацию при 94 ∘C 30 с, отжиг при 35 ∘C 30 с и элонгацию при 72 ∘C

2 мин. Заключительное достраивание осуществляли при 72 ∘C в течение 10 мин

Продукты амплификации анализировали методом электофоретического фракци­



41

онирования в агарозном 1,5 % геле. Окрашивание гелей осуществляли раствором

этидиум бромида (0,5 мкг/мл).

Метод ПЦР с праймерами ERIC 1 и ERIC 2. Метод проведения полиме­

разной реакции с праймерами ERIC 1 и ERIC 2 аналогичен методу RAPD-PCR.

2.7 Физико-химические методы исследования питательных сред

2.7.1 Определение pH

Определение рН для сухих препаратов производили потенциометрическим

методом с использованием стеклянного электрода ЭС–10603 и электрода срав­

нения ЭСР–10103 на иономере лабораторном И–160МИ. Измерение проводили

в 2 %-м растворе, приготовленном добавлением к 2,0 г сухого препарата 100

мл дистиллированной воды, перемешиванием и последующим фильтрованием

через бумажный фильтр [112, с. 10–11].

Определение рН для готовых плотных агаровых сред производили потен­

циометрическим методом с использованием комбинированного прокалывающего

микроэлектрода InLab 427 (Mettler Toledo), предназначенного для измерения рН

в полутвёрдых веществах и пищевых продуктах, с помощью измерителя Seven

Easy рН (Mettler Toledo). Измерение проводили путём погружения электрода на

глубину от 0,5 до 1,0 см в гель, предварительно разлитый по 15–20 мл в мерные

стаканчики объёмом 20 мл с последующим застудневанием в течение 1 ч.

2.7.2 Определение массовой доли влаги и сухого остатка

Расчет массовой доли влаги в процентах в сухих препаратах проводили по

разности масс до и после высушивания препарата [112, с. 17].

Определение сухого остатка проводили методом удалении влаги путем вы­

паривания исследуемого раствора и последующем высушивании остатка до по­
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стоянного веса [112, с. 18]. Содержание сухого остатка в процентах рассчитывали

по формуле:

𝑋 =
(𝐴−𝐷)× 100

𝐵
, (2.1)

где:

A — вес чашки с исследуемым образцом после высушивания, г;

D — вес чашки, г;

100 — коэффициент пересчета в проценты;

B — объем анализируемого образца, мл.

2.7.3 Определение содержания аминного азота

Определение содержания аминного азота проводили методом формольно­

го титрования. Принцип метода основан на блокировании формальдегидом при

значении pH 7,0 свободных аминогрупп и титровании щелочью эквивалентного

количества карбоксильных групп. Начало и конец титрования определяли потен­

циометрически [112, с. 14–15]. Содержание аминного азота в сухом препарате в

процентах вычисляли по формуле:

𝑋 =
𝑉 ×𝐾 × 1,4× 100

𝐶
, (2.2)

где:

V — количество раствора натрия гидроксида (0,1 моль/л) в миллилитрах,

пошедшее на титрование испытуемой пробы от pH 7,0 до 9,1;

K — поправка к титру раствора натрия гидроксида (0,1 моль/л);

1,4 — количество аминного азота в миллиграммах, эквивалентное 1,0 мл

раствора натрия гидроксида (0,1 моль/л);

C — анализируемая навеска сухого препарата, мг;

100 — коэффициент пересчета миллиграммов в проценты.

Содержание аминного азота в жидком препарате в процентах вычисляли

по формуле:

𝑋 =
𝑉 ×𝐾 × 1,4× 100

𝐴× 1000
, (2.3)
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где:

V — количество раствора натрия гидроксида (0,1 моль/л) в миллилитрах,

пошедшее на титрование испытуемой пробы от pH 7,0 до 9,1;

K — поправка к титру раствора натрия гидроксида (0,1 моль/л);

1,4 — количество аминного азота в миллиграммах, эквивалентное 1,0 мл

раствора натрия гидроксида (0,1 моль/л);

A — анализируемая навеска жидкого препарата, мл;

100 — коэффициент пересчета миллиграммов в проценты;

1000 — коэффициент пересчета миллиграммов в граммы.

2.7.4 Определение содержания хлоридов

Определение содержания хлоридов (в пересчёте на натрия хлорид) прово­

дили аргентометрическим методом. Метод основан на определении ионов хлора

после окисления белков перманганатом калия в кислой среде в присутствии

нитрата серебра, избыток которого оттитровывают раствором роданида аммония

[112, с. 15–17]. Содержание натрия хлорида в препаратах в процентах вычисляли

по формуле:

𝑋 =
(𝐴−𝐷)×𝐾 × 0,000585× 100

𝐵
, (2.4)

где:

A — количество раствора аммония роданида (0,01 моль/л), пошедшего на

титрование в контрольном опыте, мл;

D — количество раствора аммония роданида (0,01 моль/л), пошедшего на

титрование испытуемого раствора, мл;

K — поправка к титру раствора аммония роданида;

B — количество испытуемого раствора, мл (для жидкого препарата) или

навеска образца, мг (для сухого препарата);

0,000585 — количество натрия хлорида, соответствующее 1 мл раствора

роданида аммония (0,01 моль/л), г;

100 — коэффициент пересчета в проценты.
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2.7.5 Определение прочности студня, температуры и продолжительности

плавления студня

Определение прочности студня агаровых сред осуществляли методом опре­

деления массы нагрузки, необходимой для разрушения структуры образца. Опре­

деление проводили с помощью прибора Валента [112, с. 19–21; 118].

Температуру застудневания определяли визуально, фиксируя по термомет­

ру, погружённому во флакон с расплавленной средой, температуру перехода со­

держимого флакона в студень.

Температуру плавления студня среды определяли визуально, фиксируя тем­

пературу, при которой агаровый студень полностью перейдет в жидкое состоя­

ние.

Определение продолжительности плавления студня среды учитывали ви­

зуально. Два флакона с готовой питательной средой выдерживали в кипящей

водяной бане, периодически осторожно перемешивая содержимое. Показатель

определяли от момента закипания воды до полного расплавления агара [112,

с. 20–21].

2.7.6 Определение срока годности

Определение срока годности готовых питательных сред проводили методом

выемки проб, а сухой среды — методом «ускоренного старения». Метод выемки

проб заключается в изучении стабильности показателей качества препарата при

хранении его в течение определённого срока при определённой температуре.

Метод «ускоренного старения» заключается в выдерживании испытуемого пре­

парата при температурах, превышающих среднюю температуру хранения для

ускорения протекающих в них физико-химических процессов [112, с. 22–24;

119]. Срок годности вычисляли по следующей формуле:

𝐶 = 𝐾 × 𝐶э = 2
𝑡э−𝑡хр

10 × 𝐶э, (2.5)
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где:

C — срок хранения (годности) при стандартных условиях

К — коэффициент соответствия срока экспериментального хранения при

повышенной температуре сроку хранения при стандартной температуре;

𝐶э — срок экспериментального хранения;

2 — принятое значение температурного коэффициента скорости химиче­

ских реакций [112, с. 23];

𝑡э — температура экспериментального хранения;

𝑡хр — температура стандартного хранения.

При определении срока годности питательных сред обоими методами изу­

чали изменение биологических показателей и следующих физико-химических

показателей: внешний вид, значение pH, содержание аминного азота, сухого

остатка, хлоридов, прочность студня. Для сухой основы среды, ростовых и се­

лективных добавок определяли время растворения. Для готовых основ питатель­

ных сред определяли время расплавления в кипящей водяной бане, температуры

плавления и застудневания.

Срок годности среды вычисляли как время хранения препарата, при ко­

тором все показатели его качества не изменяются или находятся в пределах

допустимых значений, минус 3 месяца [112, с. 22].

2.8 Прочие методы, использованные при проведении исследования

2.8.1 Получение дрожжевого автолизата

Для получения дрожжевой автолизата готовили 30 % суспензию пекарских

дрожжей в дистиллированной воде. Помещали полученную суспензию в термо­

стат с температурой 45 ∘C. Через 48 ч суспензию центрифугировали в течение

3 мин со скоростью 3000 об/мин, отбирали надосадочную жидкость. Надосадоч­

ную жидкость поэтапно фильтровали через картонный фильтр и мембранный

фильтр с размером пор 0,45 мкм. Конечный продукт стерилизовали методом

фильтрации через мембранный фильтр с размером пор 0,22 мкм.
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2.8.2 Лиофильное высушивание

Лиофильное высушивание ростовых и селективных добавок проводили

на лиофильном сушильном устройстве АЛЬФА 1-2 LD plus (Martin Christ,

кат. № 101521) с предварительным замораживанием препаратов при температу­

ре минус 50 ∘C в низкотемпературной морозильной камере (MDF–U33V, Sanyo).

Продолжительность высушивания составляла (22±2) ч до конечного содержания

влаги в продукте (5± 2) %.

2.8.3 Математическая обработка данных

Математическую обработку данных и статистический анализ проводили,

используя программную среду вычислений R (версия 3.0.2) [120]. Рассчитывали

среднее арифметическое взвешенное и среднее квадратичное отклонение диа­

метров колоний микроорганизмов, а также среднее арифметическое и среднее

квадратичное отклонение количества колоний.
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Глава 3. РАЗРАБОТКА ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД

Перед началом исследования были определены требования к разрабатыва­

емым питательным средам для культивирования и выделения основных возбу­

дителей ГБМ. Питательные среды должны:

– обеспечивать рост искомых микроорганизмов, в связи с чем должны

содержать богатую белковую основу и факторы роста, в частности факторы X и

V, необходимые для роста H. influenzae;

– обеспечивать стабильность основных биологических свойств выращен­

ных на них микроорганизмов, в том числе по морфологическим, серологическим

и молекулярно-генетическим признакам;

– обладать ингибирующими свойствами, позволяющими избирательно вы­

делять H. influenzae, N. meningitidis или S. pneumoniae из контаминированного

клинического материала;

– содержать компоненты, позволяющие наладить серийное производство

разработанных сред.

3.1 Конструирование основы питательной среды для культивирования

основных возбудителей ГБМ

3.1.1 Выбор белкового гидролизата

В известных коммерческих питательных средах для выделения и культиви­

рования таких прихотливых микроорганизмов, как H. influenzae, N. meningitidis и

S. pneumoniae, наиболее часто используются белковые гидролизаты со степенью

расщепления около 30 %: панкреатический перевара казеина (Pancreatic digest

of casein) и протеозный пептон № 3 (Proteose pepton № 3), которые содержат

около 3,7 % амминого азота и 12,7–13,4 % общего азота [67; 121]. Анализ про­

изводственных серий выпускаемых во ФБУН ГНЦ ПМБ гидролизатов показал,

что по содержанию аминного и общего азота наиболее близкими являются ПГК

и ПГРМ (таблица 3.1).
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Таблица 3.1 — Физико-химические показатели белковых гидролизатов

производства ФБУН ГНЦ ПМБ

Гидролизат pH Аминный азот, % Общий азот, %

ПГК от 7,2 до 7,5 от 3,5 до 3,9 от 11,0 до 11,4

СГК от 6,3 до 6,5 от 5,8 до 6,5 от 7,7 до 8,5

ГКнср от 6,3 до 6,45 от 2,2 до 2,6 от 9,7 до 10,4

ПГРМ от 7,3 до 7,5 от 3,4 до 3,8 от 10,1 до 10,6

В связи с этим, для дальнейших исследований выбрали два гидролиза­

та: ПГК и ПГРМ. Ростовые свойства питательных сред, приготовленных на их

основе, изучали на модели среды следующего состава: гидролизат — 15 г/л, на­

трия хлорид — 1 г/л, глюкоза — 1 г/л, НАД — 10 мг/л, гемин — 10 мг/л, агар

в количестве, обеспечивающем прочность готовой среды (380±20) г. В вариан­

ты питательной среды, предназначенные для посева штаммов N. meningitidis,

добавляли сыворотку крови (15 мл/л). Для всех вариантов питательной среды

устанавливали pH в диапазоне от 7,2 до 7,4.

Результаты посева штаммов гемофильной палочки, менингококка и пнев­

мококка на экспериментальные среды представлены в таблице 3.2.

Таблица 3.2 — Наличие роста H. influenzae, N. meningitidis и S. pneumoniae на

экспериментальных вариантах питательных сред с различными гидролизатами

через 24 ч и 48 ч культивирования

Штамм Гидролизат
Разведение

10−1 10−2 10−3 10−4 10−5 10−6

H. influenzae ATCC 49247
ПГК + + ± ± ± —

ПГРМ + + + + + ±

H. influenzae ATCC 9006
ПГК + ± ± ± ± —

ПГРМ ± ± ± — — —

H. influenzae 423
ПГК + + + ± ± ±
ПГРМ + + + ± ± ±

S. pneumoniae ATCC 6305
ПГК + + ± ± ± —

ПГРМ ± ± ± — — —

S. pneumoniae ATCC 49619
ПГК + + + ± ± —

ПГРМ + ± ± ± — —

N. meningitidis ATCC 13102
ПГК + + + + + +

ПГРМ + + + + + ±
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Продолжение таблицы 3.2

Штамм Гидролизат
Разведение

10−1 10−2 10−3 10−4 10−5 10−6

N. meningitidis ATCC 13090
ПГК + + + + + +

ПГРМ + + + + + +

N. meningitidis ATCC 13077
ПГК + + + + + +

ПГРМ + + + + ± ±
Примечания: «+» — рост через 24 ч; «±» — рост через 48 ч, отсутствие роста через 24 ч;

«—» — через 48 ч рост отсутствует

Как видно из таблицы 3.2, питательная среда, приготовленная с использо­

ванием ПГК, обеспечивала рост штамма H. influenzae ATCC 49247 через 24 ч

инкубирования из разведения 10−2 и через 48 ч из разведения 10−5. При этом на

среде с ПГРМ видимый рост колоний этого штамма наблюдали из разведения

10−5 уже через 24 ч инкубирования. В то же время питательная среда с ПГК

обеспечивала рост штамма H. influenzae ATCC 9006 через 48 ч из разведения

10−5, а с ПГРМ только из разведения 10−3. Чувствительность вариантов сред с

ПГК и ПГРМ в отношении штамма H. influenzae 423 оказалась одинаковая: ви­

димый рост культуры из разведения 10−3 наблюдали через 24 ч инкубирования,

а из разведения 10−6 — через 48 ч.

Для обоих исследованных штаммов пневмококка чувствительность вари­

анта среды, содержащего ПГК, оказалась выше, чем содержащего ПГРМ: через

48 ч инкубирования рост штамма S. pneumoniae ATCC 6305 на среде с ПГК

наблюдали из разведения 10−5, а на среде с ПГРМ только из разведения 10−3,

штамма S. pneumoniae ATCC 49619 — из разведений 10−5 и 10−4, соответственно.

На варианте среды, содержащей ПГК, все три исследованных штамма ме­

нингококков росли через 24 ч инкубирования из разведения 10−6. На вариан­

те, содержащем ПГРМ, аналогичные показатели наблюдали только у штамма

N. meningitidis ATCC 13102. Через 24 ч отсутствовал рост штамма N. meningitidis

ATCC 13090, посеянного из разведения 10−6, а N. meningitidis ATCC 13077 — из

разведений 10−5 и 10−6.

Более интенсивный рост менингококков по сравнению с другими микроор­

ганизмами на всех экспериментальных вариантах сред обусловлен добавлением

сыворотки крови.

Таким образом, среди исследованных гидролизатов для дальнейшего кон­

струирования питательных сред выбрали ПГК, как наиболее оптимальный для
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культивирования всех трёх основных возбудителей ГБМ. Однако, чувствитель­

ность и скорость роста исследованных штаммов микроорганизмов на экспери­

ментальных вариантах питательной среды были не высокими. Исследованные

штаммы H. influenzae и N. meningitidis на экспериментальных вариантах среды

формировали мелкие колонии диаметром от 0,2 до 0,6 мм, а S. pneumoniae от

0,2 до 0,4 мм. С целью повышения скорости роста микроорганизмов и чувстви­

тельности питательной среды исследовали влияние добавления в среду пептона,

дрожжевого экстракта и увеличения концентрации ПГК.

3.1.2 Обогащение питательной среды

Исследования по обогащению питательной среды проводили не традици­

онным методом посева на плотные питательные среды и подсчёта выросших ко­

лоний, а кондуктометрическим методом с использованием микробиологического

анализатора «Бак Трак 4100», регистрируя динамику метаболической активности

микроорганизмов.

Принцип метода основан на том, что в процессе обмена веществ микроор­

ганизмы расщепляют высокомолекулярные соединения (белки, пептиды, полиса­

хариды) с образованием низкомолекулярных заряженных молекул, которые уве­

личивают проводимость жидких питательных сред, снижая их сопротивление.

Сопротивление потоку переменного тока через проводящий материал измеря­

ется как электрический импеданс. Экспоненциальное изменение импедансного

сигнала может наблюдаться, когда количество микроорганизмов достигнет по­

рога от 106 до 107 клеток/мл. Уменьшение количества питательных веществ или

накопление токсических продуктов приводит к замедлению активности микро­

организмов, в результате чего наступает так называемая стационарная фаза. Ко­

личество низкомолекулярных метаболитов больше не возрастает, и кривая идет

практически параллельно оси абсцисс. Регистрация изменения импеданса про­

исходит относительно исходного уровня сигнала, поэтому ход кривых изменения

импеданса во времени отражает кривую роста микроорганизмов в питательной

среде [122, с. 6; 115, с. 5–7; 123].
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Кондуктометрический метод в микробиологии в настоящее время нашел

применение в санитарно-эпидемиологических исследованиях воды, пищевых

продуктов и других объектов среды обитания человека с целью ускоренного

выявления бактериологического загрязнения. При этом метод позволяет оценить

отличия в метаболической активности микроорганизмов при их культивирова­

нии в питательных средах с различным составом, а также при их инкубировании

в различных условиях, что подтверждено рядом исследований [124; 125; 123].

В наших исследованиях при измерении импеданса среды (M-параметр) и

импеданса вблизи электродов (E-параметр) воспроизводимые результаты полу­

чили только по M-параметру для H. influenzae, для S. pneumoniae — только по

E-параметру; для N. meningitidis изменений сигнала по обоим параметрам не

происходило при видимом невооруженным глазом росте микроорганизмов в из­

мерительных ячейках. Полученные для H. influenzae и S. pneumoniae графики

изменения импеданса во времени имели вид S-кривых и напоминали кривые

роста микроорганизмов.

На рисунке 3.1 показано, что добавление пептона, а также изменение кон­

центрации ПГК в среде с 15 до 25 г/л сокращало время начала экспоненциальной

фазы роста кривых при культивировании H. influenzae ATCC 49247. Рост кривой

импедансного сигнала в варианте среды, содержащей пептон, был интенсивнее,

чем в вариантах, содержащих только ПГК. Это может говорить о более высокой

метаболической активности H. influenzae при культивировании в питательной

среде, содержащей пептон.

На рисунке 3.2 показано влияние концентрации дрожжевого экстракта в

питательной среде на изменение импедансного сигнала при культивировании

H. influenzae ATCC 49247. Добавление ЭПД в среду в концентрации 1,0 г/л не

приводило к значительному изменению роста кривой импедансного сигнала по

сравнению с базовой средой, не содержащей ЭПД. Повышение концентрации

дрожжевого экстракта до 2,5 г/л сокращало время начала экспоненциального

роста кривой с (13,5±0,5) ч до 11 ч, а повышение концентрации до 5,0 г/л

сокращало этот период до 8 ч. При этом рост кривой изменения импеданса

в среде с добавлением 5,0 г/л ЭПД имел наиболее интенсивный характер и

наибольшее значение в процентах по M-параметру по сравнению со остальными

средами.
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Состав вариантов питательных сред*, г/л

0,9 % раствор NaCl

* -- все варианты сред включают: NaCl (1 г/л), глюкозу (1 г/л), гемин (10 мг/л), НАД (10 мг/л)

Рисунок 3.1 — Кривые изменения импеданса при культивировании H. influenzae

ATCC 49247 на экспериментальных вариантах питательных сред
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* -- все варианты сред включают: ПГК (15 г/л), NaCl (1 г/л), глюкозу (1 г/л), гемин (10 мг/л), НАД (10 мг/л)

Рисунок 3.2 — Кривые изменения импеданса при культивировании H. influenzae

ATCC 49247 на средах с различной концентрацией ЭПД

Обогащение питательной среды пептоном или дополнительным количе­

ством ПГК не приводило к существенному изменению времени начала экспо­

ненциального роста кривых при культивировании S. pneumoniae ATCC 6305 (ри­

сунок 3.3). При этом как и в случае с H. influenzae интенсивность импедансного
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сигнала во время роста пневмококка в среде, содержащей пептон, была выше,

чем в вариантах, содержащих только ПГК.
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* -- все варианты сред включают: NaCl (1 г/л), глюкозу (1 г/л), гемин (10 мг/л), НАД (10 мг/л)

Рисунок 3.3 — Кривые изменения импеданса при культивировании

S. pneumoniae ATCC 6305 на экспериментальных вариантах питательных сред

Как видно из рисунка 3.4, добавление в питательную среду дрожжевого

экстракта в концентрациях 1,0, 2,5 и 5,0 г/л практически не влияло на изменение

импедансного сигнала при культивировании S. pneumoniae ATCC 6305.
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Рисунок 3.4 — Кривые изменения импеданса при культивировании

S. pneumoniae ATCC 6305 на средах с различной концентрацией ЭПД
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Для подтверждения достоверности результатов, полученных кондуктомет­

рическим методом, для плотных сред, а также влияния изученных добавок на

рост N. meningitidis, провели исследование методом бактериологического посева

на плотные питательные среды.

На рисунке 3.5 показано, что дополнительное внесение в среду ПГК до

конечной концентрации 25 г/л приводило к незначительному увеличению разме­

ров колоний H. influenzae с (0,4±0,2) до (0,6±0,1) мм в диаметре и практически

не влияло на рост S. pneumoniae. Более значительное влияние на рост микро­

организмов оказало добавление в среду пептона: размеры колоний H. influenzae

увеличились до (0,8±0,1) мм, а колоний S. pneumoniae до (0,4±0,1) мм в диамет­

ре. Добавление дрожжевого экстракта в среду приводило к такому же, как и при

добавлении пептона, увеличению размеров колоний H. influenzae и не влияло на

рост S. pneumoniae.
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Примечания:

1 — ПГК 15 г/л;

2 — ПГК 25 г/л;

3 — ПГК 15 г/л, пептон 5 г/л;

4 — ПГК 15 г/л, ЭПД 5 г/л;

5 — ПГК 15 г/л, пептон 5 г/л, ЭПД 5 г/л;
Все варианты сред включают натрия хлорид — 1 г/л, глю­
козу — 1 г/л, НАД — 10 мг/л, гемин — 10 мг/л В варианты
питательной среды, предназначенные для посева штам­
мов N. meningitidis, добавляли сыворотку крови (15 мл/л).

Рисунок 3.5 — Графики зависимости количества и размеров колоний основных

возбудителей ГБМ на различных плотных питательных средах через 18 ч
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При одновременном добавлении ЭПД и пептона диаметр колоний

H. influenzae увеличивался до (0,9±0,1) мм. Кроме того, добавление в среды

пептона увеличивало количество выросших колоний пневмококка, а добавление

пептона и ЭПД — количество выросших колоний гемофильной палочки прибли­

зительно в два раза по сравнению со средой, содержащей только ПГК.

Увеличение концентрации ПГК, а также добавление пептона и ЭПД ока­

зывало такое же влияние на рост N. meningitidis, как и на рост H. influenzae. При

повышении концентрации ПГК в среде до 25,0 г/л размер колоний менингокок­

ков увеличивался с 0,2–0,6 до 0,4–0,6 мм в диаметре. При добавлении пептона

и ЭПД, как по отдельности, так и совместно, диаметр колоний N. meningitidis

увеличивался до 0,5–0,8 мм, а количество выросших колоний, по сравнению со

средой, содержащей только ПГК, повышалось приблизительно в 2,5 раза.

Таким образом, результаты исследования по обогащению питательной сре­

ды, полученные кондуктометрическим методом, коррелировали с результатами,

полученными методом посева на плотные питательные среды. На основании

исследований, проведённых с использованием метода культурального посева и

кондуктометрическим методом, в качестве основы питательных сред для куль­

тивирования и выделения основных возбудителей ГБМ выбрали смесь ПГК,

пептона и дрожжевого экстракта.

3.2 Конструирование питательной среды для выделения и

культивирования H. influenzae

Обязательными условиями для роста H. influenzae являются наличие в пи­

тательной среде факторов V и X в доступной для микроорганизма форме.

В качестве источника фактора X при разработке питательной среды был

предложен СРГМ — ферментативный гидролизат черного альбумина. Этот гид­

ролизат используют в качестве заменителя нативной крови в питательных средах

для культивирования возбудителей туляремии, легионеллеза и дифтерии [121,

с. 35; 126; 127], а также в менингоагаре.

На рисунке 3.6 приведены графики зависимости диаметра колоний трёх

штаммов H. influenzae от концентрации СРГМ и гемина в питательной среде.
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Как видно из рисунка 3.6, при добавлении в питательные среды кристалличе­

ского гемина в концентрациях от 1 до 15 мг/л наибольших размеров, 0,8 мм в

диаметре, колонии исследованных штаммов H. influenzae через 24 ч инкубиро­

вания достигали на средах с концентрацией гемина от 7 до 10 мг/л. Дальнейшее

увеличение концентрации гемина не влияло на размер колоний. Полученные экс­

периментальные данные о влиянии концентрации гемина на рост гемофильной

палочки коррелировали с литературными данными [34].
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Рисунок 3.6 — Графики зависимости диаметра колоний H. influenzae от

концентрации гемина и СРГМ в экспериментальных вариантах питательной

среды через 24 ч

На питательных средах, содержащих СРГМ в концентрациях от 2 до 15 г/л,

колонии исследованных штаммов H. influenzae достигали аналогичных размеров



57

при концентрации СРГМ в среде 5 г/л. Повышение концентрации СРГМ в средах

до 15 г/л приводило к увеличению размеров колоний в среднем от 1,1 до 1,2 мм.

Таким образом, в качестве источника фактора X в среде выбрали СРГМ, концен­

трация которого 12 г/л была признана оптимальной.

В качестве источника фактора V испытывали кристаллический НАД и ав­

толизат пекарских дрожжей (АПД) лабораторного приготовления.

В исследовании анализировали питательные среды, содержащие НАД в

концентрациях от 0,5 до 20 мг/л. Установлено, что содержание НАД в среде в

концентрации 0,5 мг/л полностью удовлетворяет потребность в факторе V всех

исследованных штаммов H. influenzae, и дальнейшее увеличение не оказывает

влияние на характер роста микроорганизмов. Для дальнейших исследований

выбрали концентрацию НАД, равную 1,0 мг/л.

Физико-химические показатели трёх серий дрожжевых автолизатов, при­

готовленных из дрожжей трёх различных производителей, представлены в таб­

лице 3.3. Видно, что АПД серий 1 и 3 не имели существенных различий по

количеству аминного азота (441 и 455 мг%, соответственно), значению pH (5,3 и

5,25, соответственно) и содержанию сухих веществ (6,0 %). АПД серии 2 имел

более низкие значения этих показателей: аминный азот — 325 мг%, pH — 4,8,

сухой остаток — 4,9 %.

Таблица 3.3 — Физико-химические показатели серий автолизатов пекарских

дрожжей, использованных в исследовании

Серия Производитель дрожжей
Показатель

pH Аминный азот, мг% Сухой остаток, %

1 Сотницынский дрожжевой завод 5,3 441 6,0

2 Комбинат пищевых продуктов 4,9 325 5,8

3 Воронежские дрожжи 5,25 455 6,0

Питательные среды, содержащие от 100 до 200 мл/л АПД, в зависимости

от серии автолизата, обладали сходными ростовыми свойствами со средой, со­

держащей НАД. На рисунке 3.7 показано, что колонии штамма H. influenzae 423

через 24 ч культивирования достигали диаметра 1,2 мм только на средах, содер­

жащих 1 мг/л НАД, 100 мл/л АПД серии 3, 150 мл/л АПД серии 1 и 200 мл/л АПД

серии 2. Аналогичные результаты были получены при культивировании штам­

мов H. influenzae ATCC 49247 и H. influenzae ATCC 9006. Отличия в значениях
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концентраций дрожжевых автолизатов, необходимых для роста гемофильной па­

лочки, вероятно, обусловлены различным содержанием пиридиннуклеотидов в

каждой из серий АПД.
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Рисунок 3.7 — График зависимости диаметра колоний H. influenzae 423 от

концентрации в питательной среде различных серий АПД через 24 ч

Таким образом, показано, что в качестве источника фактора V в питатель­

ной среде может быть использован как НАД, так и АПД.

Исследования, проведённые с использованием различных серий ПГК, ЭПД,

пептона и агара, отличающихся между собой по физико-химическим показате­

лям, позволили установить, что значения pH питательной среды до стерилизации

могут колебаться от 7,4 до 7,7, после стерилизации значение pH практически не

изменяется. Наибольшее влияние на этот показатель оказывают ПГК и СРГМ. В

таблице 3.4 приведены значения pH питательной среды при использовании ПГК

и СРГМ различных серий.

Таблица 3.4 — Влияние pH ПГК и СРГМ на pH питательной среды
Значения

pH
СРГМ

7,95 8,15 8,25

П
Г
K

7,15 7,40 7,47 7,52
7,30 7,45 7,50 7,55
7,45 7,50 7,52 7,60

В ходе исследования отмечено незначительное уменьшение размеров ко­

лоний H. influenzae при повышении pH готовой среды до 7,65–7,70. Введение в
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состав питательной среды калия фосфорнокислого однозамещенного в концен­

трации 0,5–0,8 мг/л позволило стабилизировать значение pH.

Для придания питательной среде селективных свойств в отношении

H. influenzae испытывали бацитрацин в концентрациях от 100 до 750 мг/л. При

исследовании селективных свойств среды использовали расширенный набор му­

зейных штаммов как грамположительных, так и грамотрицательных микроорга­

низмов, являющихся представителями нормофлоры или патогенами верхних ды­

хательных путей человека. Результаты исследования приведены в таблице 3.5.

Установлено, что бацитрацин ни в одной из испытанных концентраций не влиял

на рост исследованных штаммов рода Haemophilus. Бацитрацин в концентрации

300 мг/л и выше полностью подавлял рост S. pyogenes Dick-1, S. pneumoniae

ATCC 6305, S. pneumoniae ATCC 49619 при посеве из всех разведений и полно­

стью подавлял рост N. meningitidis ATCC 13102, N. meningitidis 208, M. catarrhalis

ATCC 25238 и S. aureus Wood-46 при посеве из разведений 10−3 и ниже.

Таблица 3.5 — Селективные свойства питательной среды с различными

концентрациями бацитрацина

Тест-штамм bac, мг/л
Рост тест-штаммов из разведений

10−1 10−2 10−3 10−4 10−5 10−6

H. influenzae ATCC 49247, 0–750 + + + + + +

H. influenzae 423,

H. influenzae ATCC 9006 и

H. parainfluenzae NCTC 7857

N. meningitidis ATCC 13102

0 + + + + + +

100 + + + + — —

200 + + + ± — —

300 + ± — — — —

400 ± ± — — — —

500–750 ± — — — — —

N. meningitidis 208

0 + + + + + +

100 + + ± ± — —

200 + + ± — — —

300 ± — — — — —

400–750 — — — — — —

S. pneumoniae ATCC 6305

0 + + + + + +

100 + + — — — —

200–750 — — — — — —

S. pneumoniae ATCC 49619

0 + + + + + +

100 + — — — — —

200–750 — — — — — —
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Продолжение таблицы 3.5

Тест-штамм bac, мг/л
Рост тест-штаммов из разведений

10−1 10−2 10−3 10−4 10−5 10−6

M. catarrhalis ATCC 25238

0 + + + + + +

100 + + + + + ±
200 + + + ± ± —

300 + ± — — — —

400 + ± — — — —

500–750 ± — — — — —

S. aureus Wood-46

0 + + + + + +

100 + + + ± — —

200 + + ± — — —

300 ± ± — — — —

400–50 — — — — — —

S. pyogenes Dick-1

0 + + + + + +

100 + ± — — — —

200 + — — — — —

300–750 — — — — — —

Примечания: «bac» — концентрация бацитрацина; «+» — рост через 24 ч; «±» — рост через

48 ч, отсутствие роста через 24 ч; «—» — через 72 ч рост отсутствует

Для подтверждения возможности использования разработанной питатель­

ной среды для выделения H. influenzae из контаминированного материала прове­

ли бактериологический посев трёх образцов, содержащих смесь культур S. aureus

Wood-46, S. pneumoniae ATCC 6305, N. meningitidis 208 в концентрациях 106 кле­

ток/мл и H. influenzae 423 в концентрации 103 клеток/мл. Первый образец го­

товили на основе 0,9 % раствора натрия хлорида, второй — на основе бычьей

сыворотки, третий — на основе бараньей крови. Каждый из образцов засевали

по 0,1 мл на чашки Петри с испытуемой средой с бацитрацином, с испытуемой

средой без бацитрацина и с контрольной средой — шоколадным агаром Becton

Dickinson с добавлением IsoVitalex (ША-BD). Через 24 ч инкубирования посевов

всех трёх образцов на разработанной питательной среде с бацитрацином обна­

ружили рост монокультуры, идентифицированной с помощью реакции латекс­

агглютинации как H. influenzae тип b. На всех чашках Петри с ША-BD и несе­

лективном варианте разработанной среды выросла смесь культур, содержащих

четыре типа колоний, три из которых идентифицированы с помощью реакции

латекс-агглютинации как S. pneumoniae, N. meningitidis серотип A и H. influenzae

тип b. Четвёртый тип колоний, по-видимому, принадлежал S. aureus. Таким обра­

зом, показана возможность выделения гемофильной палочки на разработанной

питательной среде из контаминированного микробами-ассоциантами материала.
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Разработанная питательная среда получила название Гемофилус агар и име­

ет следующий состав:

ПГК . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15,0 г

СРГМ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12,0 г

ЭПД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 г

Пептон . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 г

Калий фосфорнокислый однозамещенный . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,8 г

Натрий хлористый . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г

Крахмал растворимый . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г

Агар микробиологический . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12,0±2,0 г

Бацитрацин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 300 мг

НАД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 мг

или АПД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 150–200 мл

Вода дистиллированная . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . до 1,0 л

Для оценки биологических показателей разработанной питательной сре­

ды провели исследование с использованием штаммов H. influenzae типа b 423,

H. influenzae типа b ATCC 10211, H. influenzae некапсулированный ATCC 49247,

H. influenzae некапсулированный ATCC 49766, H. influenzae типа a ATCC 9006.

В качестве контрольной использовали среду ША-BD Результаты исследования

представлены в таблице 3.6. Через 24 ч культивирования штаммы H. influenzae

формировали на Гемофилус агаре круглые слизистые полупрозрачные колонии

сероватого цвета, не отличавшиеся от колоний, выросших на среде ША-BD. В

мазках по Граму культур, выращенных на исследуемой и контрольной среде,

наблюдали мелкие короткие грамотрицательные палочки или грамотрицатель­

ные коккобациллы, а также нитеподобные цепочки. В мазках по Гинсу у кап­

сульных штаммов H. influenzae 423, H. influenzae ATCC 10211 и H. influenzae

ATCC 9006, выращенных на испытуемой и контрольной средах, хорошо про­

сматривалась капсула. Реакция латекс-агглютинации с типоспецифической сы­

вороткой H. influenzae типа b у штаммов, принадлежащих к данному типу, дала

положительный результат.
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Таблица 3.6 — Исследование стабильности основных биологических свойств

штаммов H. influenzae, выращенных на Гемофилус агаре через 24 ч

H. influenzae Питательная Морфология Диаметр Окраска Капсула Реакция

штамм, тип среда колоний колоний, мм по Граму по Гинсу агглютинации

423, тип b
Гемофилус агар Типичная (1,3±0,1) Типичная + +

ША-BD Типичная (1,3±0,1) Типичная + +

ATCC 10211, тип b
Гемофилус агар Типичная (1,2±0,1) Типичная + +

ША-BD Типичная (1,3±0,1) Типичная + +

ATCC 9006, тип a
Гемофилус агар Типичная (1,3±0,1) Типичная + —

ША-BD Типичная (1,3±0,1) Типичная + —

ATCC 49247, NTHi
Гемофилус агар Типичная (1,1±0,1) Типичная — —

ША-BD Типичная (1,1±0,1) Типичная — —

ATCC 49766, NTHi
Гемофилус агар Типичная (1,1±0,1) Типичная — –

ША-BD Типичная (1,0±0,1) Типичная — —

Примечание: «NTHi» — некапсулированный (нетипируемый) штамм; «Капсула по Гинсу» — наличие

(«+») или отсутствие («—») капсулы в мазках по Гинсу; «Реакция агглютинации» — положительная («+»)

или отрицательная («—») реакция латекс-агглютинации с типоспецифической сывороткой H. influenzae

типа b

Таким образом, разработан состав питательной среды для культивирова­

ния и выделения гемофильной палочки (Гемофилус агар). Питательная среда

содержит панкреатический гидролизат казеина, дрожжевой экстракта, пептон,

стимулятор роста гемофильных микроорганизмов, натрия хлорид, крахмал рас­

творимый, калий фосфорнокислый однозамещенный, агар, бацитрацин, нико­

тинамидадениндинуклеотид или автолизат пекарских дрожжей. Гемофилус агар

обеспечивает рост гемофильной палочки, образование капсулы у капсульных

форм H. influenzae и ингибирование микробов-ассоциантов.

3.3 Конструирование питательных сред для выделения N. meningitidis,

S. pneumoniae и H. influenzae

Разработанная питательная среда для выделения и культивирования

H. influenzae (Гемофилус агар) без добавления бацитрацина, помимо гемофиль­

ной палочки, поддерживает рост N. meningitidis и S. pneumoniae. При одинаковом

количестве колоний их скорость роста были заметно ниже, чем на контрольной

среде (ША-BD). Диаметр колоний S. pneumoniae на Гемофилус агаре через 18 ч

культивирования составлял (0,3±0,1) мм, на среде ША-BD — (0,5±0,1) мм. Ко­
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лонии менингококков на Гемофилус агаре вырастали до (0,7±0,1) мм, тогда как

на контрольной среде достигали диаметра (1,1±0,1) мм.

Для улучшения биологических свойств питательной среды провели экспе­

римент по полной или частичной замене в среде СРГМ на сухой гемоглобин или

чёрный альбумин. Испытывали варианты питательных сред, содержащих ПГК,

пептон, ЭПД, натрия хлорид, крахмал, агар, никотинамидадениндинуклеотид, со

следующими добавками:

– гемоглобин 5 г/л;

– гемоглобин 10 г/л;

– гемоглобин 15 г/л;

– чёрный альбумин 5 г/л;

– чёрный альбумин 10 г/л;

– чёрный альбумин 15 г/л;

– СРГМ 12 г/л (Гемофилус агар);

– СРГМ 5 г/л, гемоглобин 10 г/л;

– СРГМ 5 г/л, чёрный альбумин 10 г/л.

При посеве на вышеуказанные варианты сред трёх штаммов H. influenzae,

трёх штаммов N. meningitidis и двух штаммов S. pneumoniae отличия в характе­

ре роста между разными штаммами одного вида на одинаковых вариантах сред

были несущественные и заключались в незначительном варьировании размеров

колоний. Диапазоны размеров колоний на средах с различными добавками через

18 ч культивирования штаммов H. influenzae 423, N. meningitidis ATCC 13102

и S. pneumoniae ATCC 6305 представлены на рисунке 3.8. Установлено, что

характер роста исследованных штаммов на средах с гемоглобином и чёрным

альбумином не отличается между собой. На питательных средах с концентра­

цией гемоглобина или чёрного альбумина, равной 5 г/л, культуры H. influenzae

и N. meningitidis формировали колонии значительно мельче, чем на средах с

более высоким содержанием этих компонентов. Колонии исследованных штам­

мов N. meningitidis, а также H. influenzae, выросшие на вариантах среды с 10

и 15 г/л гемоглобина или чёрного альбумина, не отличались между собой по

размерам и были сходны с колониями, выросшими на среде с 12 г/л СРГМ (Ге­

мофилус агаре). Незначительное увеличение диаметров колоний менингококков

и гемофильной палочки по сравнению с другими вариантами сред через 18 ч

наблюдали на средах, содержащих смесь СРГМ и гемоглобина или чёрного аль­
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бумина, однако через 24 ч роста колонии H. influenzae на среде, содержащей

только СРГМ, достигали таких же размеров. Увеличение размеров колоний на

вариантах сред со смесью СРГМ и гемоглобина или чёрного альбумина отмечено

и при культивировании S. pneumoniae.
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N. meningitidis ATCC 13102, 10−6

Варианты добавок:
1 — гемоглобин 5 г/л;
2 — гемоглобин 10 г/л;
3 — гемоглобин 15 г/л;
4 — чёрный альбумин 5 г/л;
5 — чёрный альбумин 10 г/л;
6 — чёрный альбумин 15 г/л;
7 — СРГМ 12 г/л;
8 — СРГМ 5 г/л, гемоглобин 10 г/л;
9 — СРГМ 5 г/л, чёрный альбумин 10 г/л

Рисунок 3.8 — Диапазоны размеров колоний на средах с различными добавками

через 18 ч

Дифференцирующие свойства исследованных вариантов питательной сре­

ды в отношении пневмококка проявлялись в различной степени. На вариантах

содержащих гемоглобин и чёрный альбумин в концентрациях 10 и 12 г/л, а также

на вариантах со смесью СРГМ и гемоглобина или чёрного альбумина, наблюда­

ли изменение цвета среды в зоне роста исследованных штаммов S. pneumoniae с

коричневого на желтовато-зелёный. Такое изменение цвета характерно для шо­

коладного агара с нативной кровью, а также для коммерческих сред ША-BD,

ША-BM и ША-MAST. Наиболее интенсивное изменение цвета наблюдали на

среде, содержащей 5 г/л СРГМ и 10 г/л гемоглобина. Наименее выраженное

изменение цвета было на вариантах сред с чёрным альбумином. На вариантах,
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содержащих гемоглобин или чёрный альбумин в концентрациях 5 г/л изменение

цвета питательной среды не происходило. На среде, содержащей только СРГМ,

в зоне роста пневмококка происходило обесцвечивание питательной среды, что

также является дифференцирующим свойством в отношении этого микроорга­

низма (рисунок 3.9).

а) б)

Рисунок 3.9 — Изменение цвета среды в зоне роста S. pneumoniae при

культивировании: а) на среде, содержащей смесь СРГМ и гемоглобина; б) на

среде, содержащей 12 г/л СРГМ

В связи с менее выраженными дифференцирующими свойствами сред, со­

держащих чёрный альбумин, от дальнейшего использования в питательной сре­

де этого компонента отказались. Введение в состав среды, содержащей 12 г/л

СРГМ, глюкозы в концентрации 1 г/л нивелировало различие в размерах колоний

N. meningitidis и S. pneumoniae с вариантом среды, содержащем смесь гемогло­

бина и СРГМ, поэтому дальнейшие исследования параллельно проводили на

моделях этих двух сред.

Анализ состава ростовых добавок, приведённых в таблице 1.1, и внесение в

питательные среды их компонентов, показали, что гуанина гидрохлорид, нитрат

железа, тиамина гидрохлорид, L-цистин и p-аминобензойная кислота не влияли

на рост исследованных штаммов микроорганизмов. Введение в состав питатель­

ных сред цианокобаламина — 1 мг/л, тиамина пирофосфата — 1 мг/л, аденина —

10 мг/л, L-глутамина — 100 мг/л и L-цистеина гидрохлорида — 250 мг/л позволи­

ло улучшить биологические свойства питательных сред. Колонии H. influenzae,
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N. meningitidis, S. pneumoniae, выращенные на этих средах, были крупнее, чем

на Гемофилус агаре, практически не отличались ни по размеру, ни по количеству

от выросших на ША-BD и ША-BM.

Внесение в питательные среды L-цистеина гидрохлорида сместило зна­

чение pH в среднем на 0,25 в кислую сторону до уровня от 7,15 до 7,40, в

зависимости от серий компонентов сред. Снижение значение pH не повлия­

ло на характер роста исследованных штаммов. Однако, при культивировании

S. pneumoniae было отмечено снижение интенсивности изменения цвета среды,

содержащей гемоглобин, при значении pH ниже 7,2. А при культивировании

пневмококка на питательной среде, содержащей только СРГМ со значением pH

ниже 7,3, уменьшалась зона просветления среды. Замена калия фосфорнокис­

лого однозамещенного на калий фосфорнокислый двузамещенный или натрий

фосфорнокислый двузамещенный позволила скорректировать значение pH вари­

антов питательных среди и поднять нижний уровень его диапазона до 7,3.

В результате проведённых исследований разработаны прописи двух пита­

тельных сред для выделения основных возбудителей гнойных бактериальных

менингитов. Первая питательная среда получила название ГБМ-агар, а вто­

рая — Шоколадный агар, из-за сходства по внешнему виду с агаром с гретой

кровью. ГБМ-агар состоит из следующих компонентов:

ПГК . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15,0 г

СРГМ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12,0 г/л

ЭПД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 г/л

Пептон . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 г/л

Глюкоза . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г/л

Натрий хлористый . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1,0 г/л

Крахмал растворимый . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г/л

Натрий фосфорнокислый двузамещённый . . . . . . . . . . . . . 0,5 г/л

L-цистеина гидрохлорид . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,25 г

L-глутамин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,1 г

Аденин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 мг

НАД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,5 мг

Цианокобаламин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 мг

Тиамина пирофосфат . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 мг

Агар микробиологический . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . (12,0±2,0) г/л
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Вода дистиллированная . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . до 1,0 л

Состав Шоколадного агара:

ПГК . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15,0 г

СРГМ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5,0 г

Гемоглобин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10,0 г

ЭПД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 г

Пептон . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 г

Калий фосфорнокислый двузамещённый . . . . . . . . . . . . . . . . 2,0 г

Натрий хлористый . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г

Крахмал растворимый . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г

L-цистеина гидрохлорид . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,25 г

L-глутамин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .0,1 г

Аденин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 мг

НАД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,5 мг

Цианокобаламин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 мг

Тиамина пирофосфат . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 мг

Агар микробиологический . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . (12,0±2,0) г

Вода дистиллированная . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . до 1,0 л

Для придания Шоколадному агару и ГБМ-агару селективных свойств в от­

ношении основных возбудителей ГБМ разработаны три селективные добавки,

которые позволяют избирательно выделять каждый из искомых микроорганиз­

мов: для выделения гемофильной палочки (СД-Г), для выделения пневмококков

(СД-П) и для выделения менингококков (СД-М). СД-Г состоит из бацитрацина,

амфотерицина B, ванкомицина; СД-П — из амфотерицина B, полимиксина B, на­

лидиксовой кислоты; СД-М — из амфотерицина B, полимиксина B, ванкомицина.

Для изучения возможности селективного выделения основных возбуди­

телей ГБМ из материала, содержащего микробов-ассоциантов, на разработан­

ных средах провели опыты по имитации выделения искомых микроорганиз­

мов из искусственно контаминированного образца. В качестве такого образ­

ца служила бычья сыворотка, содержащая смесь культур H. influenzae 423,

N. meningitidis 208, S. pneumoniae ATCC 6305 и C. albicans ATCC 60193 в концен­

трациях 106 клеток/мл. По 0,1 мл суспензии из образца высевали на чашки Петри

с вариантами Шоколадного агара и ГБМ-агара, содержащими СД-Г, СД-М, СД-П,

а также без селективных добавок. Идентификацию выросших микроорганизмов
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проводили в реакции латекс-агглютинации с использованием типоспецифиче­

ских сывороток для H. influenzae типа b и N. meningitidis серотипа A и видоспе­

цифической для S. pneumoniae. Через 24 ч инкубирования посевов на всех се­

лективных вариантах сред обнаружили рост монокультур, а на неселективных —

смеси культур, состоявшей из четырёх типов колоний. Выросшую на Шоколад­

ном агаре и ГБМ агаре с СД-Г культуру идентифицировали как H. influenzae

тип b, с СД-М — как N. meningitidis серотип A, с СД-П — как S. pneumoniae.

На всех чашках Петри с ША-BD выросла смесь культур, содержащих четыре

типа колоний, три из которых идентифицировали с помощью реакции латекс­

агглютинации как S. pneumoniae, N. meningitidis серотип A и H. influenzae тип b.

Четвёртый тип колоний, по видимому, принадлежал C. albicans. Таким обра­

зом, показана возможность выделения гемофильной палочки, менингококков и

пневмококка на разработанной питательной среде из материала, содержащего

микробов-ассоциантов.

В результате исследования разработаны две питательные среды: Шоко­

ладный агар и ГБМ-агар, которые обеспечивают рост основных возбудителей

гнойных бактериальных менингитов, не уступают по биологическим показате­

лям средам сравнения, а также не требуют дополнительного внесения крови.

Для селективного выделения H. influenzae, N. meningitidis и S. pneumoniae из

контаминированного материала разработаны селективные добавки СД-Г, СД-П

и СД-М.

3.4 Изучение биологических показателей качества разработанных

питательных сред

Изучение биологических показателей качества Гемофилус агара, Шоколад­

ного агара и ГБМ-агар проводили с использованием культурального метода, элек­

тронной микроскопии и методов ПЦР.
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3.4.1 Исследование культуральным методом

Оценку биологических показателей качества питательных сред культураль­

ным методом проводили в два этапа. На первом этапе изучали биологические

показатели выросших колоний микроорганизмов на разработанных питатель­

ных средах и контрольной питательной среде (ША-BD). На втором этапе изуча­

ли ингибирующие свойства разработанных питательных сред с использованием

расширенного набора музейных штаммов и клинических изолятов микроорга­

низмов.

В таблице 3.7 приведены значения диаметра и среднего арифметического

количества колоний H. influenzae, N. meningitidis и S. pneumoniae через 18 ч

культивирования на трёх разработанных питательных средах и среде ША-BD.

Как видно из таблицы 3.7, морфология колоний H. influenzae на всех сре­

дах была одинакова: штаммы росли в виде серых слизистых блестящих колоний.

На Гемофилус агаре через 18 ч культивирования у двух штаммов H. influenzae

наблюдалась более низкая скорость роста; через (23±1) ч культивирования раз­

мер колоний всех исследованных штаммов гемофильной палочки был примерно

равным на всех средах. Среднее количество колоний было практически одинако­

во на всех исследованных средах. Так как Гемофилус агар предназначен только

для выделения гемофильной палочки, данные по поведению менингококков и

пневмококков на этой среде не приводим.

Все исследованные штаммы менингококка росли в виде полупрозрач­

ных блестящих сероватого цвета колоний с ровными краями. Размеры колоний

N. meningitidis на Шоколадном агаре, ГБМ-агаре и ША-BD не отличались друг

от друга. Различия в КОЕ на всех исследованных средах были несущественны.

Штаммы S. pneumoniae росли на всех средах в виде мелких полупрозрач­

ных чётко очерченных, не склонных к слиянию колоний. Через (21±3) ч культи­

вирования колонии были полусферическими, уплощаясь на вторые сутки роста.

Вокруг колоний пневмококков на Шоколадном агаре и ША-BD наблюдали из­

менение цвета питательной среды со светло-коричневого на желтовато-зелёный,

а на ГБМ-агаре — обесцвечивание среды. Колонии, выросшие на Шоколадном

агаре и ША-BD при одинаковой прочности агара, были незначительно мельче,

чем на ГБМ-агаре.
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Таблица 3.7 — Размер и среднее количество колоний штаммов H. influenzae,

N. meningitidis и S. pneumoniae через 18 ч культивирования на различных средах

Штамм,

разведение
Гемофилус

агар

Шоколадный

агар
ГБМ-агар ША-BD

H. influenzae

423, 10−6

1,32±0,17*
68±7**

1,33±0,12
73±9

1,35±0,18
79±9

1,32±0,15
75±8

H. influenzae

ATCC 49247, 10−6

1,13±0,16
91±11

1,26±0,18
85±10

1,23±0,17
82±11

1,24±0,18
87±10

H. influenzae

ATCC 9006, 10−6

1,21±0,16
112±11

1,30±0,19
119±12

1,31±0,18
116±10

1,31±0,19
108±11

N. meningitidis

ATCC 13102, 10−6
—* * * 1,26±0,15

69±8
1,27±0,17

67±7
1,26±0,16

71±8

N. meningitidis

ATCC 13077, 10−6
—

1,17±0,14
94±8

1,20±0,14
91±8

1,18±0,15
97±8

N. meningitidis

ATCC 13090, 10−6
—

1,0±0,14
61±9

0,97±0,13
64±9

0,98±0,14
59±10

S. pneumoniae

ATCC 6305, 10−5
—

0.45±0,15
56±6

0,57±0,13
54±6

0,45±0,16
59±6

S. pneumoniae

серотип 2, 10−5
—

0,46±0,16
51±6

0,55±0,12
56±6

0,46±0,14
61±7

S. pneumoniae

серотип 4, 10−5
—

0,49±0,16
98±8

0,62±0,12
95±9

0,48±0,17
91±8

Примечания:

* — средневзвешенный диаметр колоний и его среднее квадратичное отклонение, мм

** — среднее арифметическое количество колоний и его среднее квадратичное откло­

нение

* * * — нет данных или данные не приводим

При исследовании стабильности основных биологических свойств пяти

штаммов H. influenzae, шести штаммов N. meningitidis и четырёх штаммов

S. pneumoniae, выращенных на ГБМ-агаре, Шоколадном агаре, а также среде

сравнения (ША-BD), реакция латекс-агглютинации с соответствующими типо­

специфическими сыворотками у всех штаммов давала положительный результат

не зависимо от среды культивирования. В мазках по Граму клетки всех исследо­

ванных штаммов H. influenzae имели вид мелких коротких грамотрицательных

палочек или коккобацилл с редким включением нитеподобных цепочек, у штам­

мов N. meningitidis — расположенных попарно грамотрицательных кокков, напо­
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минающих кофейные зёрна, у штаммов S. pneumoniae — расположенных попарно

грамположительных кокков с ланцетовидными дальними концами каждой пары.

В мазках по Гинсу у всех капсульных штаммов наблюдали наличие капсулы.

Результаты изучения ингибирующих свойств питательных сред при приме­

нении селективных добавок представлены в таблице 3.8.

Использование селективной добавки СД-Г в Шоколадном агаре и ГБМ-ага­

ре не оказывало отрицательного влияния на рост штаммов H. influenzae, полно­

стью подавляло рост штаммов грамположительных микроорганизмов, включая

S. pneumoniae. Селективная добавка практически не ингибировала рост гра­

мотрицательных микроорганизмов, за исключением исследованных штаммов

N. meningitidis, M. catarrhalis ATCC 25238 и N. gonorrhoeae ATCC 43069, при

этом рост менингококков и M. catarrhalis отсутствовал через 24 ч культивиро­

вания при посеве из разведения 10−1, но наблюдался через 48 или 72 ч в виде

единичных колоний. Подобное поведение микроорганизмов отмечено при ис­

пользовании СД в Гемофилус агаре.

Таблица 3.8 — Ингибирующие свойства разработанных питательных сред с

селективными добавками

Штамм Гемофилус

агар с СД

Шоколадный агар и ГБМ-агар

с селективными добавками
СД-Г СД-М СД-П

H. influenzae ATCC 49247 +* / 10−7 * * + / 10−7 — / исходное — / исходное

H. influenzae 423 + / 10−7 + / 10−7 — /исходное — / исходное

H. influenzae ATCC 9006 + / 10−7 + / 10−7 — /исходное — / исходное

N. meningitidis ATCC 13102 — / 10−2 — / 10−2 + / 10−7 — / исходное

N. meningitidis ATCC 13077 — / 10−2 — / 10−2 + / 10−7 — / исходное

N. meningitidis ATCC 13090 — / 10−2 — / 10−2 + / 10−7 — / исходное

S. pneumoniae ATCC 6305 — / исходное — / исходное — / исходное + / 10−6

S. pneumoniae серотип 2 — / исходное — / исходное — / исходное + / 10−6

S. pneumoniae серотип 4 — / исходное — / исходное — / исходное + / 10−6

A. faecalis ATCC 27853 + / 10−6 ± / 10−6 — / исходное — / исходное

E. coli ATCC 25922 + / 10−6 ± / 10−6 — / исходное — / исходное

E. coli ATCC 35218 + / 10−6 ± / 10−6 — / исходное — / исходное

K. pneumoniae ATCC 700603 + / 10−6 + / 10−6 — / 10−2 — / исходное

K. pneumoniae 3534 + / 10−6 + / 10−6 — / 10−2 — / исходное

M. catarrhalis ATCC 25238 — / 10−2 — / 10−2 — / 10−3 — / исходное

N. gonorrhoeae ATCC 43069 — / исходное — / исходное + / 10−6 — / исходное

P. aeruginosa ATCC 27853 + / 10−6 ± / 10−6 — / исходное — / исходное
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Продолжение таблицы 3.8

Штамм Гемофилус

агар с СД

Шоколадный агар и ГБМ-агар

селективными добавками
СД-Г СД-М СД-П

E. faecalis ATCC 51299 — / исходное — / исходное ± / 10−6 + / 10−6

E. faecalis ATCC 29212 — / исходное — / исходное + / 10−6 + / 10−6

E. faecalis ATCC 19433 — / исходное — / исходное — / исходное + / 10−6

E. faecium ATCC 19434 — / исходное — / исходное — / исходное + / 10−6

G. vaginalis ATCC 14018 — / исходное — / исходное — / исходное + / 10−6

L. brevis ATCC 367 — / исходное — / исходное + / 10−6 + / 10−6

L. monocytogenes ATCC 11994 нет данных — / исходное — / исходное + / 10−6

L. seeligery В-4913 нет данных — / исходное — / исходное + / 10−6

S. aureus Wood-46 — / исходное — / исходное — / 10−2 + / 10−6

S. aureus ATCC 43300 — / исходное — / исходное — / 10−2 + / 10−6

S. pyogenes Dick-1 — / исходное — / исходное — / исходное + / 10−6

C. albicans ATCC 60193 + / 10−5 — / исходное — / исходное — / исходное

Примечания:

* — характер роста: «+» — рост культуры, подавления нет; «±» — снижение скорости роста

по сравнению со средой без селективных добавок; «—» — полное подавление роста

** — минимальное разведение микроорганизма, при посеве из которого наблюдалось полное

подавление роста

Добавление СД-М в Шоколадный агар и ГБМ-агар не влияло на рост

N. meningitidis и подавляло рост большинства грамотрицательных и грамполо­

жительных микроорганизмов, включая H. influenzae, S. pneumoniae. У некоторых

из исследованных микроорганизмов наблюдали частичное подавление роста. Ис­

следованные штаммы K. pneumoniae, M. catarrhalis ATCC 25238 росли в виде

единичных колоний через 24 ч инкубирования при посеве из разведений 10−1

и 10−2, соответственно, и не росли при посеве из последующих разведений. По­

добный характер подавления роста наблюдали для S. aureus. СД-М не подавляла

рост N. gonorrhoeae ATCC 43069 и L. brevis ATCC 367; оказывала неодинаковое

воздействие на рост штаммов E. faecalis. Селективная добавка вызывала полное

подавление роста E. faecalis ATCC 19433, при этом не влияла на рост E. faecalis

ATCC 51299, практически не подавляла рост E. faecalis ATCC 29212. Исследова­

ния чувствительности этих штаммов к ванкомицину, входящему в состав СД-М,

показали, что L. brevis ATCC 367, E. faecalis ATCC 51299 являются устойчивы­

ми, а E. faecalis ATCC 29212 — чувствительным к ванкомицину. Для подавления
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роста E. faecalis ATCC 29212 требуется увеличение концентрации ванкомицина

с 3,0 до 4,0 мг/л.

Добавление СД-П к Шоколадному агару и ГБМ-агару не вызывало подав­

ления роста ни одного из исследованных грамположительных микроорганизмов,

в том числе S. pneumoniae. При этом наблюдали ингибирование роста всех иссле­

дованных штаммов грамотрицательных микроорганизмов, включая H. influenzae,

N. meningitidis.

В связи с тем, что СД-Г, СД-М и СД-П содержат амфотерицин, на всех се­

лективных вариантах питательных сред полностью отсутствовал рост C. albicans

ATCC 60193. В составе СД нет противогрибковых компонентов, поэтому на Ге­

мофилус агаре подавление C. albicans не происходило.

3.4.2 Электронно-микроскопическое исследование

Для оценки влияния состава разработанных питательных сред на структуру

клеток и качество биомассы выращенных на них микроорганизмов по сравнению

с контрольными средами провели исследование с помощью электронной мик­

роскопии. С использованием метода ультратонких срезов изучали структурные

характеристики бактерий, а с использованием метода негативного контрастиро­

вания определяли размеры бактерий.

В исследовании использовали культуры микроорганизмов H. influenzae

ATCC 9006, выращенные на следующих питательных средах:

– Гемофилус агаре,

– ГБМ-агаре,

– Шоколадном агаре,

– среде ША-BD;

N. meningitidis ATCC 13102, выращенные на следующих питательных средах:

– ГБМ-агаре,

– Шоколадном агаре,

– Менингоагаре,

– среде ША-BD;

S. pneumoniae АТСС 6305, выращенные на следующих питательных средах:
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– ГБМ-агаре,

– Шоколадном агаре,

– среде ША-BD;

– кровяном агаре на основе триптиказо-соевого агара.

Полученные в результате исследования фотографии негативно контра­

стированных клеток H. influenzae ATCC 9006 и S. pneumoniae АТСС 6305

представлены на рисунке А.1, фотографии ультратонких срезов H. influenzae

ATCC 9006 — на рисунке А.2, N. meningitidis ATCC 13102 — на рисунке А.3,

S. pneumoniae АТСС 6305 — на рисунке А.4 (приложение А).

При изучении клеток H. influenzae ATCC 9006 и S. pneumoniae АТСС 6305

методом негативного контрастирования с помощью электронного микроскопа

различий в морфо-популяционных характеристиках одних и тех же штаммов,

выращенных на различных средах, не выявили. Микробные клетки H. influenzae

имели палочковидную форму или форму коккобацилл, средние размеры которых

составляли 0,3×0,8 мкм. Клетки S. pneumoniae имели овальную форму со слегка

заострёнными концами, в основном располагались попарно. Средние размеры

клеток исследованного штамма пневмококка составляли 1,3×0,5 мкм. Анало­

гичное исследование клеток N. meningitidis ATCC 13102 не проводили.

Изучение ультратонких срезов клеток H. influenzae и N. meningitidis пока­

зало, что бактерии имели тонкую структуру, типичную для грамотрицательных

бактерий. На электронно-микроскопических изображениях выявили следующие

структурные элементы клетки: клеточная оболочка, состоящая из тонкой, слегка

извилистой внешней мембраны, тонкого пептидогликанового слоя и сравнитель­

но гладкой цитоплазматической мембраной, цитоплазмы, упакованной различны­

ми глобулярными и фибриллярными компонентами. Внутриклеточный мембран­

ный аппарат слабо развит. На внешней поверхности клеток H. influenzae отчётли­

во просматриваются пили. Изучение ультратонких срезов клеток S. pneumoniae

показало, что бактерии имели массивную однослойную клеточную оболочку, ти­

пичную для грамположительных бактерий. Заметных различий между образцами

клеток всех исследованных штаммов, выращенных на различных питательных

средах, не обнаружили.

Соотношение интактных (целых) клеток и клеток, находящихся на раз­

личных стадиях естественного старения, повреждения и гибели, у одних и тех

же штаммов микроорганизмов, выращенных на различных питательных средах,
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было приблизительно одинаковым. Наименьшее количество интактных клеток,

от 53 до 83 %, выявили в образцах N. meningitidis. Образы H. influenzae содер­

жали от 84 до 88 % интактных клеток, а S. pneumoniae — от 81,0 до 84,0 %.

Таким образом, установлено, что культивирование исследованных штам­

мов H. influenzae, N. meningitidis и S. pneumoniae на разработанных питательных

средах не влияет на структурные характеристики их клеток и не изменяет мор­

фологию клеток исследованных штаммов гемофильной палочки и пневмококка.

3.4.3 Исследование методом ПЦР

Для оценки влияния состава разработанных питательных сред на молеку­

лярно-генетические характеристики выращенных на них микроорганизмов про­

вели исследование методом ПЦР.

В исследовании использовали 18-часовые культуры штаммов H. influenzae

ATCC 49247 и H. influenzae ATCC 49760, полученные в результате двух по­

следовательных пассажей микроорганизмов на плотных питательных. Культиви­

рование микроорганизмов во время первого пассажа проводили на шоколадном

агаре с гретой бараньей кровью на основе колумбийского агара (контрольная сре­

да № 1), а второго — на Гемофилус агаре, Шоколадном агаре, ГБМ-агаре и среде

ША-BD (контрольная среда № 2). В связи с отсутствием в наличии видоспеци­

фических праймеров для H. influenzae исследование методом ПЦР проводили с

праймерами G1 и L1, с праймерами ERIC 1 и ERIC 2, а методом RAPD-PCR с

праймером ОРА 11. Для контроля работы праймеров использовали положитель­

ный контроль (K. pneumoniae) и отрицательный контроль (дистиллированную

воду).

Результаты ПЦР с праймерами G1 и L1 представлены на рисунке 3.10,

с праймерами ERIC 1 и ERIC 2 — на рисунке 3.11, реакции RAPD-PCR со

случайным праймером ОРА 11 — на рисунке 3.12.
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А0 А1 А2 А3 А4 Б0 Б1 Б2 Б3 Б4 К+ К-

Примечания: Буквами «А» и «Б» обозначены штаммы исследованных микроорганиз­
мов, цифрами — питательные среды, на которых проводили культивирование. «А»
— H. influenzae ATCC 49247, «Б» — H. influenzae ATCC 49760, «0» — шоколадный
агар с гретой кровью (первый пассаж), «1» — Гемофилус агар, «2» — Шоколад­
ный агар, «3» — ГБМ-агар, «4» — среда ША-BD. «К+» — положительный контроль
(K. pneumoniae), «К-» — отрицательный контроль (дистиллированная вода)

Рисунок 3.10 — Реакция ПЦР с праймерами G1 и L1

А0 А1 А2 А3 А4 Б0 Б1 Б2 Б3 Б4 К+ К-

Примечания: Буквами «А» и «Б» обозначены штаммы исследованных микроорганиз­
мов, цифрами — питательные среды, на которых проводили культивирование. «А»
— H. influenzae ATCC 49247, «Б» — H. influenzae ATCC 49760, «0» — шоколадный
агар с гретой кровью (первый пассаж), «1» — Гемофилус агар, «2» — Шоколад­
ный агар, «3» — ГБМ-агар, «4» — среда ША-BD. «К+» — положительный контроль
(K. pneumoniae), «К-» — отрицательный контроль (РС-ДНК)

Рисунок 3.11 — Реакция ПЦР с праймерами ERIC 1 и ERIC 2

В результате исследования выявлено, что штаммы H. influenzae ATCC 49247

и H. influenzae ATCC 49760 имеют как видовое молекулярно-генетическое сход­

ство, так и внутривидовые различия. Исследования методами ПЦР и RAPD-PCR

штаммов H. influenzae, выращенных на двух контрольных питательных средах

и на всех трёх разработанных средах, с исследованными праймерами показали

идентичный результат.

Таким образом, установлено, что оптимальной основой для культивиро­

вания всех трёх основных возбудителей ГБМ является смесь ПГК, пептона и
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А0 А1 А2 А3 А4 Б0 Б1 Б2 Б3 Б4 К+ К-

Примечания: Буквами «А» и «Б» обозначены штаммы исследованных микроорганиз­
мов, цифрами — питательные среды, на которых проводили культивирование. «А»
— H. influenzae ATCC 49247, «Б» — H. influenzae ATCC 49760, «0» — шоколадный
агар с гретой кровью (первый пассаж), «1» — Гемофилус агар, «2» — Шоколад­
ный агар, «3» — ГБМ-агар, «4» — среда ША-BD. «К+» — положительный контроль
(K. pneumoniae), «К-» — отрицательный контроль (дистиллированная вода)

Рисунок 3.12 — Реакция RAPD-PCR со случайным праймером ОРА 11

ЭПД. Стимулятор роста гемофильных микроорганизмов может служить полно­

ценной заменой кристаллическому гемину, а также придаёт питательным средам

дифференцирующие свойства при культивировании S. pneumoniae. Показана воз­

можность применения кондуктометрического метода при конструировании пи­

тательных сред.

В результате проведённых исследований разработаны прописи трёх пита­

тельных сред:

– для выделения и культивирования H. influenzae — Гемофилус агар;

– для выделения H. influenzae, N. meningitidis и S. pneumoniae — Шоколад­

ный агар;

– для выделения H. influenzae, N. meningitidis и S. pneumoniae — ГБМ-агар.

Разработанные питательные среды содержат богатую белковую основу и

факторы роста, необходимые для роста основных возбудителей ГБМ, обладают

ингибирующими свойствами. Шоколадный агар и ГБМ-агар обладают диффе­

ренцирующими свойствами в отношении S. pneumoniae. Все три разработанные

среды обеспечивают стабильность основных биологических свойств микроорга­

низмов по морфологическим, серологическим и молекулярно-генетическим при­

знакам. Гемофилус агар, Шоколадный агар и ГБМ-агар не требуют добавления

нативной крови.
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Компонентный состав разработанных сред позволяет наладить их серийное

производство. В связи с этим, следующий этап исследования был посвящён

разработке технологии серийного производства Гемофилус агара, Шоколадного

агара и ГБМ-агара.
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Глава 4. РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ ПРОИЗВОДСТВА ПИТАТЕЛЬНЫХ

СРЕД

Для серийного производства для ГБМ-агара выбрали форму выпуска в виде

сухой питательной среды, а для Гемофилус агара и Шоколадного агара — готовых

к применению питательных сред во флаконах для последующего расплавления

и розлива в чашки Петри.

В связи с наличием в питательных средах термолабильных компонентов, а

также селективных добавок, применение которых опционально, каждая из сред

была сконструирована в виде наборов реагентов, включающих основу питатель­

ной среды, ростовые и селективные добавки. В связи с этим, разработку техно­

логии производства питательных сред разделили на два этапа: разработка техно­

логии серийного производства основ питательных сред и разработка технологии

серийного производства ростовых и селективных добавок. В ходе исследования

провели определение сроков годности питательных сред, а также требования к

биологическим показателям производственных серий питательных сред.

Контроль биологических показателей экспериментально-производствен­

ных серий всех трёх питательных сред осуществляли с использованием штам­

мов H. influenzae 423, H. influenzae АТСС 9006, H. influenzae ATCC 49247,

N. meningitidis 208, N. meningitidis ATCC 13102 и S. pneumoniae ATCC 6305.

Для контроля биологических показателей селективных вариантов эксперимен­

тально-производственных серий питательных сред дополнительно использовали

штаммы S. pyogenes Dick-1 и C. albicans ATCC 60193.

4.1 Разработка технологии серийного производства основ питательных сред

4.1.1 Разработка технологии серийного производства основы ГБМ-агара

В состав основы ГБМ-агара включили следующие компоненты:

ПГК . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15,0 г

СРГМ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12,0 г/л
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ЭПД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 г/л

Пептон . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 г/л

Глюкоза . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г/л

Натрий хлористый . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1,0 г/л

Крахмал растворимый . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г/л

Натрий фосфорнокислый двузамещённый . . . . . . . . . . . . . 0,5 г/л

Агар микробиологический . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . (12,0±2,0) г/л

Для производства сухой основы ГБМ-агара определили следующие стадии:

– взвешивание компонентов сухой основы и загрузка их в лопастной сме­

ситель;

– смешивание компонентов основы в смесителе;

– выгрузка сухой основы;

– фасовка сухой основы в полимерные банки и герметизация банок с сухой

основой крышками.

Вышеуказанным способом приготовили 10 экспериментально-производ­

ственных серий сухой основы из серий компонентов, различающихся по фи­

зико-химическим показателям. Исследование биологических показателей пита­

тельных сред, приготовленных из экспериментально-производственных серий

основы, не выявил существенных различий в характере роста H. influenzae 423,

H. influenzae АТСС 9006, H. influenzae ATCC 49247, N. meningitidis 208,

N. meningitidis ATCC 13102 и S. pneumoniae ATCC 6305 ни на одной из сред.

Во всех изготовленных сериях сухая основа имела вид гигроскопичного

мелкодисперсного порошка от светло-коричневого до темно-коричневого цвета.

После растворения и стерилизации пластины геля сухой основы, разлитые в

чашки Петри, прозрачные от светло-коричневого до темно-коричневого цвета.

В пяти сериях готовой питательной среды, разлитой в чашки Петри, обнару­

жено наличие небольшого осадка от тёмно-коричневого до чёрного цвета, что

не влияло на биологические показатели среды. В таблице 4.1 приведены фи­

зико-химических показатели экспериментально-производственных серий сухой

основы ГБМ-агара. На основании этих данных, а также теоретических расчётов,

разработали требования к показателям сухой основы среды при серийном произ­

водстве. В зависимости от физико-химических показателей сырья, использован­

ного при приготовлении, сухая основа может иметь рН от 7,4 до 7,7, содержание

аминного азота от 2,0 до 3,5 %, содержание хлоридов в пересчёте на натрия
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хлорид от 6,0 до 10,0 %, содержание влаги (потеря в массе при высушивании)

не более 7,0 %, прочность студня от 340 до 440 г.

Таблица 4.1 — Физико-химические показатели экспериментально-

производственных серий сухой основы ГБМ-агара

Показатель
Серия

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

рН 7,45 7,45 7,50 7,40 7,55 7,50 7,55 7,65 7,50 7,60

Аминный азот, % 2,4 2,6 3,2 2,8 3,3 2,2 2,9 3,1 3,2 2,6

Влага, % 4,3 4,6 5,1 4,5 5,0 4,7 5,3 4,8 4,2 4,8

Хлориды (NaCl), % 9,1 8,9 9,3 8,6 9,2 9,4 8,8 9,5 9,1 9,3

Прочность студня, г 415 392 364 425 345 371 432 359 406 411

4.1.2 Разработка технологии серийного производства основы Гемофилус

агара

В состав основы Гемофилус агара включили следующие компоненты:

ПГК . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15,0 г

СРГМ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12,0 г

ЭПД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 г

Пептон . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 г

Натрий хлористый . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г

Крахмал растворимый . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г

Калий фосфорнокислый однозамещённый . . . . . . . . . . . . . . 0,8 г

Агар микробиологический . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . (12,0±2,0) г

Вода дистиллированная . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 л

Для разработки технологии производства основы Гемофилус агара про­

водили исследования по повторному расплавлению стерильной основы после

застудневания. При неизменности других физико-химических показателей (pH,

содержание аминного азота и хлоридов, сухой остаток) после повторного рас­

плавления основы отмечено снижение прочности студня на 10–15 %, в зависи­

мости от использованной при приготовлении серии агара, однако это не приво­

дило к ухудшению биологических свойств среды и не влияло на удобство бакте­
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риологического посева. Различий в характере роста штаммов H. influenzae 423,

H. influenzae ATCC 10211, H. influenzae ATCC 49247, H. influenzae ATCC 49766

и H. influenzae ATCC 9006, выросших на вариантах Гемофилус агара с основой,

не подвергшейся повторному расплавлению, и с Основой после повторного рас­

плавления, выявлено не было. Таким образом показано, что основа Гемофилус

агара пригодна для выпуска в готовой к применению форме во флаконах.

Технология приготовления основы Гемофилус агара при серийном изготов­

лении среды включала следующие стадии:

– растворение компонентов основы в дистиллированной воде;

– нагревание при периодическом перемешивании до полного растворения

агара;

– розлив основы в стеклянные флаконы вместимостью 100 мл;

– герметизация флаконов с основой резиновыми пробками с последующим

завальцовыванием алюминиевыми колпачками;

– стерилизация флаконов с основой в автоклаве водяным насыщенным

паром при температуре 121 ∘C в течение 20 мин;

– охлаждение флаконов с основой при комнатной температуре до полного

застудневания агара.

Для отработки технологии производства и определения физико-химических

показателей вышеуказанным способом приготовлено 10 экспериментально-про­

изводственных серий основы Гемофилус агара из различных серий компонентов.

Содержимое флаконов всех серий основы было стерильным. Во всех экспери­

ментальных сериях основа Гемофилус агара имела вид геля темно-коричневого

или черного цвета. Время расплавления основы в кипящей водяной бане не

превышало 1 ч. Пластины геля основы, разлитые после расплавления в чаш­

ки Петри, полупрозрачные коричневого цвета, при этом в трёх сериях обнару­

жено наличие небольшого количества нерастворимых коричневых включений,

которые не влияли на биологические показатели среды. На основании анали­

за физико-химических показателей экспериментально-производственных серий,

представленных в таблице 4.2, разработаны требования к показателям качества

основы при серийном производстве.
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Таблица 4.2 — Физико-химические показатели экспериментально-

производственных серий основы Гемофилус агара

Показатель
Серия

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

рН 7,45 7,50 7,50 7,35 7,25 7,55 7,40 7,45 7,40 7,30

Аминный азот, % 0,15 0,13 0,14 0,12 0,14 0,12 0,15 0,14 0,14 0,13

Сухой остаток, % 5,6 5,7 5,7 5,6 5,8 5,7 5,6 5,8 5,7 5,7

Хлориды (NaCl), % 0,5 0,5 0,45 0,5 0,55 0,5 0,45 0,5 0,5 0,55

Прочность студня, г 371 322 388 315 344 352 374 339 326 382

t ∘C плавления 96 86 96 86 91 94 92 88 87 94

t ∘C застудневания 34 32 34 33 35 34 34 35 34 34

Основа Гемофилус агара может иметь рН от 7,2 до 7,6, содержание амин­

ного азота от 0,11 до 0,16 %, содержание хлоридов в пересчёте на натрия хло­

рид от 0,4 до 0,6 %, сухой остаток от 5,6 до 5,8 %, прочность студня от 310

до 390 г. Температура плавления всех серий основы была выше 80 ∘C, а тем­

пература застудневания выше 30 и ниже 37 ∘C, что соответствует требованиям

МУК 4.2.2316–08 [112, с. 20–21].

4.1.3 Разработка технологии серийного производства основы Шоколадного

агара

В состав основы Шоколадного агара включили следующие компоненты:

ПГК . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15,0 г

СРГМ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5,0 г

Гемоглобин . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10,0 г

ЭПД . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 г

Пептон . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 г

Калий фосфорнокислый двузамещённый . . . . . . . . . . . . . . . . 2,0 г

Натрий хлористый . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г

Крахмал растворимый . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 г

Агар микробиологический . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . (12,0±2,0) г

Вода дистиллированная . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 л
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Гемоглобин, входящий в состав Шоколадного агара, при совместной его

стерилизации в автоклаве с другими компонентами коагулирует, образуя нерас­

творимые комки. В связи с этим, при приготовлении среды возникла необхо­

димость раздельно стерилизовать суспензию гемоглобина и агаровую основу,

включающую остальные компоненты основы Шоколадного агара, соединяя их в

асептических условиях после автоклавирования. Приготовленная таким спосо­

бом основа после застудневания и повторного расплавления на водяной бане или

в автоклаве в режиме стерилизации текучим паром могла расслаиваться, однако

после взбалтывания вновь становилась однородной. По внешнему виду основа

Шоколадного агара после повторного расплавления, разлитая в чашки Петри, не

отличалась от разлитой в чашки Петри основы без повторного расплавления.

При повторном расплавлении основы Шоколадного агара, как и в случае

Гемофилус агара, значение pH, содержание аминного азота, хлоридов и сухо­

го остатка оставались неизменными, но снижалась прочность студня в среднем

на 12,5 %, в зависимости от прочности агара. Кроме того, к дополнительному

снижению прочности студня приблизительно на 20 % приводило добавление

в агаризованную основу суспензии гемоглобина. Для корректировки значения

прочности студня среды потребовалось увеличение концентрации агара или ис­

пользование агара с большей прочностью.

Биологические показатели качества Шоколадного агара, приготовленного

с использованием основы после повторного расплавления, не отличались от по­

казателей Шоколадного агара с основой без повторного расплавления. Таким

образом, показано, что основа Шоколадного агара пригодна для серийного про­

изводства в готовой к применению форме во флаконах.

Технология приготовления основы Шоколадного агара при серийном изго­

товлении среды включила следующие стадии:

– растворение компонентов агаризованной основы в дистиллированной во­

де;

– приготовление суспензии сухого гемоглобина в дистиллированной воде;

– раздельная стерилизация гемоглобина и агаризованной основы в авто­

клаве водяным насыщенным паром при температуре 121 ∘C в течение 15 мин;

– соединение агаровой основы и суспензии гемоглобина;

– розлив получившейся основы Шоколадного агара в стеклянные флаконы

вместимостью 100 мл;
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– герметизация флаконов с основой резиновыми пробками с последующим

завальцовыванием алюминиевыми колпачками.

– охлаждение флаконов с основой до полного застудневания агара.

Вышеуказанным способом приготовлено 10 экспериментально-производ­

ственных серий основы Шоколадного агара из различных серий компонентов.

Содержимое флаконов с основы было стерильно. Исследование биологических

показателей питательных сред, приготовленных из экспериментально-производ­

ственных серий основы, не выявило существенных различий в характере ро­

ста H. influenzae 423, H. influenzae АТСС 9006, H. influenzae ATCC 49247,

N. meningitidis 208, N. meningitidis ATCC 13102 и S. pneumoniae ATCC 6305

ни на одной из сред.

Во всех сериях основа Шоколадного агара имела вид геля светло-коричне­

вого цвета. Время расплавления основы в кипящей водяной бане не превышало

1 ч, что соответствует требованию МУК 4.2.2316–08 [112, с. 21]. Пластины геля

основы, разлитые в чашки Петри после расплавления, однородные непрозрач­

ные светло-коричневого цвета. На основании физико-химических показателей

экспериментально-производственных серий, представленных в таблице 4.3, раз­

работали требования к показателям основы Шоколадного агара при серийном

производстве.

Таблица 4.3 — Физико-химические показатели экспериментально-

производственных серий основы Шоколадного агара

Показатель
Серия

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

рН 7,35 7,30 7,55 7,55 7,50 7,40 7,50 7,55 7,60 7,40

Аминный азот, % 0,13 0,12 0,12 0,14 0,14 0,11 0,12 0,12 0,14 0,14

Сухой остаток, % 5,7 5,6 5,8 5,8 5,7 5,7 5,7 5,6 5,5 5,6

Хлориды (NaCl), % 0,4 0,4 0,4 0,45 0,45 0,35 0,25 0,5 0,4 0,4

Прочность студня, г 382 378 384 355 360 342 372 329 323 366

t ∘C плавления 95 94 96 88 89 87 92 87 87 90

t ∘C застудневания 35 35 36 36 36 34 34 36 35 35

Учитывая разнообразие физико-химических показателей сырья, использо­

ванного при приготовлении, основа может иметь рН от 7,3 до 7,6, содержание

аминного азота от 0,11 до 0,14 %, содержание хлоридов в пересчёте на натрия

хлорид от 0,2 до 0,5 %, сухой остаток от 5,4 до 5,9 %, прочность студня от 320
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до 390 г. Температура плавления всех серий основы была более 80 ∘C, а тем­

пература застудневания более 30 и менее 37 ∘C, что соответствует требованиям

МУК 4.2.2316–08 [112, с. 20–21].

Таким образом, разработаны технологии серийного производства основ

ГБМ-агара, Гемофилус агара и Шоколадного агара, а также определи требования

к физико-химическим показателям основ этих сред.

4.2 Разработка технологии серийного производства ростовых и

селективных добавок

В состав Гемофилус агара вошли две добавки: ростовая (далее — РД), со­

держащая фактор роста V и селективная (далее — СД), содержащая бацитрацин.

Для серийного приготовлении СД выбрана форма расфасованного в стек­

лянные флаконы вместимостью 10 мл препарата, в связи с этим определены

следующие стадии приготовления:

– фасовка препарата во флаконы;

– герметизация флаконов с СД резиновыми пробками с последующим за­

вальцовыванием алюминиевыми колпачками.

Для серийного приготовления разработали следующие требования к СД:

добавка должна иметь вид порошка белого цвета, содержимое одного флакона

с СД должно полностью растворяться в 2,0 мл дистиллированной воды в тече­

ние (1,5±0,5) мин, полученный раствор должен представлять собой прозрачную

бесцветную жидкость или прозрачную жидкость бледно-жёлтого цвета.

При разработке технологии получения РД установлено, что использование

АПД в качестве источника фактора V в питательной среде нецелесообразно вви­

ду технологической сложности получения автолизата с необходимыми свойства­

ми из-за нестандартности сырья, а также ввиду высокой трудоёмкости процесса.

Поэтому в качестве источника фактора V выбрали НАД. В связи с малой концен­

трацией НАД было предложено разработать технологию производства РД в виде

лиофильно высушенного раствора НАД с наполнителем, нейтральным в отно­

шении микроорганизмов и компонентов питательной среды. В качестве такого

наполнителя испытывали мальтодекстрин глюсидекс с декстрозным эквивален­



87

том 19 (далее — глюсидекс 19), поливинилпирролидон, декстраны с молекуляр­

ной массой 5 000, 40 000, 60 000 и 500 000 Да.

Каждый из испытуемых наполнителей растворяли в дистиллированной

воде, стерилизовали фильтрацией через мембранный фильтр с размером пор

0,22 мкм и вносили в стерильный охлаждённый до температуры (47,5±2,5) ∘C

Гемофилус агар в концентрациях от 0,1 до 5,0 г/л совместно со стерильным

раствором НАД. В результате бактериологического посева различий в харак­

тере роста штаммов H. influenzae 423, H. influenzae ATCC 10211, H. influenzae

ATCC 49247, H. influenzae ATCC 49766 и H. influenzae ATCC 9006, выращенных

на средах с испытуемыми наполнителями и среде, не содержащей наполнители,

выявлено не было. При этом отмечена плохая растворимость в воде декстрана с

молекулярной массой 500 000 Да и его исключили из дальнейших исследований.

На следующем этапе разработки технологии получения РД проводили ис­

следования по лиофильному высушиванию НАД с различными наполнителями.

Для этого готовили растворы, содержащие 0,1 мг/мл НАД и 100 мг/мл напол­

нителя. Растворы стерилизовали фильтрацией через мембранный фильтр с раз­

мером пор 0,22 мкм, разливали по 1,0 мл в стерильные стеклянные флаконы

вместимостью 10 мл, закрывали резиновыми пробками для лиофильной сушки

на 1/2 часть их высоты, оставляя технологическое отверстие в пробке откры­

тым. Растворы во флаконах замораживали при температуре минус 50 ∘C и затем

лиофильно высушивали. В результате высушивания все полученные препараты

имели вид пористой массы белого цвета, содержание влаги в которых составля­

ло от 3,5 до 3,9 %. Содержимое флаконов с вариантами РД, приготовленными

на основе мальтодекстрина, поливинилпирролидона и декстрана с молекулярной

массой 5 000 Да, полностью растворялось при добавлении 2,0 мл дистиллиро­

ванной воды и взбалтывании в течение (12,5±2,5) с, а на основе декстранов с

молекулярной массой 40 000 и 60 000 Да — в течение (60±10) с. Питательные

среды, приготовленные с использованием повторно растворённых в стерильной

дистиллированной воде вариантов РД на основе различных наполнителей, при

посеве пяти штаммов H. influenzae не отличались по биологическим свойствам

от контрольной питательной среды, приготовленной с использованием свеже­

приготовленного стерильного раствора НАД. В связи с низкой растворимостью

декстранов с молекулярной массой 40 000 и 60 000 Да, а также высокой стоимо­

стью декстрана с молекулярной массой 5 000 Да, для использования в качестве
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наполнителей при приготовлении РД выбрали глюсидекс 19 и поливинилпирро­

лидон.

Для Шоколадного и ГБМ-агара были разработаны добавки с одинаковым

составом:

– ростовая (далее — РД-ША), состоящая из НАД, цианокобаламина, тиа­

мина пирофосфата, аденина, L-глутамина и L-цистеина гидрохлорида;

– селективная для выделения гемофильной палочки (СД-Г), состоящая из

бацитрацина, амфотерицина B и ванкомицина;

– селективная для выделения менингококка (СД-М), содержащая амфоте­

рицин B, полимиксин B и ванкомицина;

– селективная для выделения пневмококка (СД-П), содержащая амфотери­

цин B, полимиксин B и налидиксовую кислоту.

Учитывая опыт, полученный при разработке РД для Гемофилус агара, для

РД-ША, СД-Г, СД-П и СД-М выбрали форму лиофильно высушенных растворов.

Все компоненты добавок хорошо растворимы в воде по отдельности или

в совокупности с другими компонентами, например для растворения L-глутами­

на и аденина необходима кислая среда, создаваемая L-цистеина гидрохлоридом.

Исключение составляет входящая в состав СД-П налидиксовая кислота, плохо

растворимая в воде при нейтральном или кислом значении pH. В качестве рас­

творителя для этого компонента использовали 0,5 % раствор углекислого натрия

со значением pH от 11,0 до 11,6, после полного растворения налидиксовой кис­

лоты pH раствора подводили 1 моль и 0,1 моль соляной кислотой до значения

(7,55±0,5) и добавляли остальные компоненты селективной добавки.

После замораживания и лиофильного высушивания ростовая добавка име­

ла вид пористой массы светло-розового цвета, а СД-Г — пористой массы светло­

жёлтого цвета. Добавки СД-М и СД-П из-за малого объёма входящих в них

компонентов имели вид рассыпающихся при встряхивании хлопьев от белого

до светло-желтого цвета. Для придания объёма в состав этих добавок ввели на­

полнитель, нейтральный в отношении микроорганизмов и компонентов среды —

глюсидекс 19. Проведённые исследования показали, что введение в состав СД-М

и СД-П глюсидекса 19 не влияло на биологические показатели питательных сред

с их использованием, обе добавки после высушивания имели вид пористой мас­

сы светло-жёлтого цвета.
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Варианты Шоколадного агара и ГБМ-агара, приготовленные с использо­

ванием растворённых после лиофильного высушивания РД-ША, СД-Г, СД-П и

СД-М, не отличались по биологическим показателям от вариантов, приготовлен­

ных с использованием этих же добавок, не подвергшихся высушиванию.

Таким образом, технология приготовления ростовых добавок Гемофилус

агара, Шоколадного агара и ГБМ-агара, а также СД-Г, СД-М и СД-П при серий­

ном изготовлении среды включила в себя следующие стадии:

– приготовление растворов компонентов;

– стерилизация растворов ростовых добавок мембранной фильтрацией;

– розлив растворов добавок по флаконам вместимостью 10 мл;

– замораживание растворов добавок;

– лиофильное высушивание растворов добавок;

– герметизация флаконов с добавками резиновыми пробками с последую­

щим завальцовыванием алюминиевыми колпачками.

Для отработки технологии производства РД, РД-ША, СД-Г, СД-П и СД-М

и определения показателей качества данных компонентов наборов реагентов

вышеуказанным способом приготовили 10 экспериментально-производственных

серий каждой из добавок. Различий в биологических показателях питательных

сред, приготовленных с использованием различных экспериментально-производ­

ственных серий одних и тех же добавок, не было выявлено. Исследование сте­

рильности содержимого 5 % флаконов с РД и РД-ША из каждой серии подтвер­

дил отсутствие контаминации препаратов, приготовленных по разработанной

технологии.

В результате исследования физико-химических показателей эксперимен­

тально производственных серий добавок разработали следующие требования к

показателям качества РД при серийном производстве: РД должна иметь вид по­

ристой массы белого цвета, РД-ША — пористой массы светло-розового цвета с

возможно неоднородной окраской, СД-Г, СД-М и СД-П — пористой массы от

белого до светло-жёлтого цвета. Содержимое одного флакона с РД должно пол­

ностью растворяться в 2,0 мл дистиллированной воды в течение (1,5±0,5) мин,

а РД-ША, СД-Г, СД-М и СД-П — в 2,0 мл дистиллированной воды в течение

(2,5±0,5) мин. Полученный раствор РД должен представлять собой прозрачную

бесцветную жидкость, РД-ША — прозрачную жидкость светло-розового цвета, а

растворы СД-Г, СД-М и СД-П — прозрачные жидкости от бесцветного до светло­
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желтого цвета. Остаточная влажность содержимого всех флаконов с добавками

не должна превышать 7 %.

4.3 Определение сроков годности разработанных питательных сред

Определение сроков годности Гемофилус агара и Шоколадного агара про­

водили методом выемки проб с использованием пяти серий основ питательных

сред, ростовых и селективных добавок.

Образцы каждой из серий основ Гемофилус агара и Шоколадного агара

хранили комнатной температуре (21,5±3,5) ∘C. Образцы всех исследованных

серий РД, СД, РД-ША, СД-Г, СД-М и СД-П хранили в бытовом холодильнике

при температуре (5±3) ∘C. Образцы основ питательных сред и всех добавок,

за исключением РД-ША, хранили в течение 18 месяцев. Образцы РД-ША хра­

нили 30 месяцев, так как параллельно проводили исследование срока годности

этой добавки как компонента ГБМ-агара. Выемку проб осуществляли первые

12 месяцев хранения один раз в три месяца, а затем ежемесячно.

В течение всего периода проведения эксперимента ни у одного из образцов

не выявлено изменения ни по одному из определяемых физико-химических по­

казателей, за исключением основы Гемофилус агара. Через 15 месяцев хранения

в двух из пяти серий основы Гемофилус агара выявлено снижение значения pH

на 0,2 и 0,25. Через 16 месяцев хранения аналогичное снижение pH обнаружено

в оставшихся трёх сериях основы этой среды.

Биологические показатели основы Шоколадного агара, СД, РД и РД-ША

оставались неизменными в течение всего срока хранения. Через 15 месяцев

после начала эксперимента образцы одной серии СД-Г, СД-П СД-М при контроле

биологических показателей среды отсутствовало подавление роста тест-штамма

C. albicans ATCC 60193, посеянного из разведения 10−4. Через 16 месяцев после

начала хранения образцы оставшихся четырёх серий селективных добавок также

перестали подавлять рост этой культуры, что вероятно связано со снижением

активности амфотерицина.

В связи со снижением значения pH в основе Гемофилус агара и ухудшением

ингибирующих свойств селективных добавок Шоколадного агара, срок годности
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для этих питательных сред установили 12 месяцев (15 месяцев минус три ме­

сяца) при хранении основ сред при температуре от 2 до 25 ∘C, а ростовых и

селективных добавок при температуре (5±3) ∘C.

В связи с тем, что сроки годности для большинства сухих питательных

сред составляют от 2 до 5 лет [112, с. 22], а срок годности СД-Г, СД-П и СД-М

определён только в один год, селективные добавки исключили из состава ГБМ­

агара.

Для определения срока годности ГБМ-агара провели исследования с ис­

пользование пяти серий сухой основы методом «ускоренного старения» при

температуре, превышающей рекомендованную температуру хранения на 20 ∘C.

Основу хранили в термостате при температуре 40 ∘C. Срок проведения экспери­

мента составил 9 месяцев с выемкой проб через 3, 6, 7, 8 и 9 месяцев хранения.

В течение всего периода проведения эксперимента ни у одного из образцов не

выявлено резких изменений ни по одному из определяемых физико-химических

показателей. Биологические показатели оставались стабильными в течение 7 ме­

сяцев хранения. Через 8 месяцев хранения отметили существенное ухудшение

роста H. influenzae ATCC 49247 — диаметр колоний, выросших на среде после

хранения, был (0,9±0,1) мм, тогда как на контрольной среде (1,3±0,1) мм. Через

9 месяцев хранения были получены аналогичные результаты. Характер роста

N. meningitidis ATCC 13102 и S. pneumoniae ATCC 6305 оставался неизменным

на протяжение всего срока проведения эксперимента.

Согласно формуле 2.5 (раздел 2.7.6), срок хранения ГБМ-агара без ухудше­

ния биологических показателей составил:

𝐶 = 22 × 7 = 28 месяцев

Исходя из этого сделали вывод, что срок годности ГБМ-агара составил

24 месяца (28 месяцев минус три месяца). Для подтверждения полученных ре­

зультатов провели исследование методом выемки проб при рекомендованных

условиях хранения. Образцы трёх серий сухой основы хранили 30 месяцев, де­

лая выемку проб один раз в три месяца. За весь период проведения эксперимента

изменений физико-химических и биологических показателей питательной среды

не выявлено, что подтвердило адекватность установленного срока годности.
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4.4 Определение требований к биологическим показателям

производственных серий питательных сред

Для контроля биологических показателей разработанных производствен­

ных серий питательных сред опытным путём выбрали тест-штаммы, наиболее

чувствительные к составу сред.

В качестве тест-штаммов для контроля биологических показателей Гемофи­

лус агара выбрали H. influenzae 423, H. influenzae АТСС 9006, S. pyogenes Dick-1

и N. meningitidis 208. Согласно разработанным требованиям, через (21±3) ч ин­

кубации при температуре (37±1) ∘C в атмосфере от 5 до 10 % CO2 питательная

среда должна обеспечивать рост тест-штаммов H. influenzae 423 и H. influenzae

АТСС 9006 при посеве по 0,1 мл взвеси каждого тест-штамма из разведения 10−6

в виде слизистых, круглых, полупрозрачных, сероватого цвета колоний диамет­

ром до 2,0 мм и полностью подавлять рост тест-штаммов: S. pyogenes Dick-1

и N. meningitidis 208 при посеве 0,1 мл взвеси из разведения 10−4 через 48 ч

инкубации в тех же условиях.

Для контроля биологических показателей Шоколадного агара в качестве

тест-штаммов выбрали H. influenzae 423, N. meningitidis 208, S. pneumoniae

ATCC 6305, C. albicans ATCC 60193 и S. aureus Wood-46. Согласно разрабо­

танным требованиям, без селективных добавок через (21±3) ч инкубирования

при температуре (37±1) ∘C в атмосфере от 5 до 10 % CO2 питательная среда

должна обеспечивать рост:

– H. influenzae 423 в виде слизистых, круглых, полупрозрачных, сероватого

цвета колоний диаметром от 1,0 до 2,0 мм при посеве 0,1 мл взвеси из разведения

10−6;

– N. meningitidis 208 в виде полупрозрачных, выпуклых с ровными краями

колоний диаметром от 1,0 до 1,5 мм при посеве 0,1 мл взвеси из разведения

10−6;

– S. pneumoniae ATCC 6305 в виде нежных полупрозрачных четко очер­

ченных, не склонных к слиянию колоний диаметром 0,5 мм при посеве 0,1 мл

взвеси из разведения 10−5. Допускается наличие плоских с центральным углуб­

лением колоний. В зоне роста культуры должно наблюдаться изменение цвета

питательной среды со светло-коричневого на зелёный.
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Питательная среда с селективной добавкой СД-Г должна полностью по­

давлять рост тест-штаммов: S. pneumoniae ATCC 6305, N. meningitidis 208 и

C. albicans ATCC 60193 при посеве 0,1 мл взвеси каждого тест-штамма из разве­

дения 10−4 через 48 ч инкубации, обеспечивая рост тест-штамма H. influenzae 423

без каких-либо признаков подавления роста. Питательная среда с селективной

добавкой СД-М должна полностью подавлять рост тест-штаммов: S. pneumoniae

ATCC 6305, H. influenzae 423, C. albicans ATCC 60193 и S. aureus Wood-46 при

посеве 0,1 мл взвеси каждого тест-штамма из разведения 10−4 через 48 ч инку­

бации, обеспечивая рост тест-штамма N. meningitidis 208 без каких-либо призна­

ков подавления роста. Питательная среда с селективной добавкой СД-П, должна

полностью подавлять рост тест-штаммов: N. meningitidis 208, H. influenzae 423 и

C. albicans ATCC 60193 при посеве 0,1 мл взвеси каждого тест-штамма из разве­

дения 10−4 через 48 ч инкубации, обеспечивая рост тест-штамма S. pneumoniae

ATCC 6305 без каких-либо признаков подавления роста.

В качестве тест-штаммов для контроля биологических показателей ГБМ­

агара выбрали N. meningitidis ATCC 13102, H. influenzae ATCC 49247 и

S. pneumoniae ATCC 6305. Согласно разработанным требованиям, ГБМ-агар че­

рез (21±3) ч инкубации при температуре (37±1) ∘C в атмосфере от 5 до 10 % CO2

должен обеспечивать рост:

– N. meningitidis ATCC 13102 в виде полупрозрачных блестящих сероватого

цвета колоний диаметром от 1,0 до 2,0 мм с идеально ровными краями при посеве

0,1 мл взвеси из разведения 10−6;

– H. influenzae ATCC 49247 в виде серых слизистых блестящих колоний

диаметром от 1,0 до 2,0 мм при посеве 0,1 мл взвеси из разведения 10−6;

– S. pneumoniae ATCC 6305 в виде мелкие полупрозрачных чётко очерчен­

ных, не склонных к слиянию колоний диаметром от 0,4 до 0,6 мм при посеве

0,1 мл взвеси из разведения 10−5. В зоне роста культуры должно наблюдаться

обесцвечивание питательной среды.

Таким образом, разработаны технологии серийного производства трёх пи­

тательных сред в виде наборов реагентов:

– для культивирования и выделения гемофильной палочки, готовой к при­

менению (Гемофилус агар), которая состоит из основы питательной среды, ро­

стовой добавки (РД) и селективной добавки (СД) (рисунок 4.1);
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– для выделения возбудителей гнойных бактериальных менингитов, гото­

вой к применению (Шоколадный агар), которая состоит из основы питатель­

ной среды, ростовой добавки (РД-ША), селективной добавки для выделения ге­

мофильной палочки (СД-Г), селективной добавки для выделения менингококка

(СД-М), селективной добавки для выделения пневмококка (СД-П) (рисунок 4.2);

– для выделения возбудителей гнойных бактериальных менингитов, сухой

(ГБМ-агар), которая состоит из сухой основы питательной среды и ростовой

добавки (рисунок 4.3).

Рисунок 4.1 — Питательная среда для культивирования и выделения

гемофильной палочки, готовая к применению (Гемофилус агар)

Рисунок 4.2 — Питательная среда для выделения возбудителей гнойных

бактериальных менингитов, готовая к применению (Шоколадный агар)
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Рисунок 4.3 — Питательная среда для выделения и культивирования

возбудителей гнойных бактериальных менингитов, сухая (ГБМ-агар)

Определили стадии производства всех трёх питательных сред, требова­

ния к готовой продукции и сроки их годности. На основании проведённых

исследований разработали технические условия (ТУ 9398-121-78095326-2010)

и промышленный регламент (ПР 78095326-82-2010) на набор реагентов для

бактериологических исследований «Питательная среда для культивирования и

выделения гемофильной палочки, готовая к применению» (Гемофилус агар),

технические условия (ТУ 9398-139-78095326-2011) и промышленный регла­

мент (ПР 78095326-104-2012) на набор реагентов для бактериологических ис­

следований «Питательная среда для выделения возбудителей гнойных бак­

териальных менингитов, готовая к применению» (Шоколадный агар), тех­

нические условия (ТУ 9385-203-78095326-2013) и промышленный регламент

(ПР 78095326-130-2013) на набор реагентов для бактериологических исследо­

ваний «Питательная среда для выделения и культивирования возбудителей гной­

ных бактериальных менингитов, сухая» (ГБМ-агар), а также инструкции по при­

менению всех трёх питательных сред.
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Глава 5. ОЦЕНКА КАЧЕСТВА ПРОИЗВОДСТВЕННЫХ СЕРИЙ

РАЗРАБОТАННЫХ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД

Для оценки качества Гемофилус агара, Шоколадного агара и ГБМ-агара

провели сравнительное изучение биологических показателей качества произ­

водственных серий разработанных питательных и известных сред для культи­

вирования ГБМ, а также изучили возможность их применения в клинических

испытаниях.

5.1 Сравнительная оценка биологических показателей качества

разработанных питательных и известных сред для культивирования ГБМ

При оценке биологических показателей качества Гемофилус агара, Шоко­

ладного агара, ГБМ-агара в качестве сред сравнения использовали пять коммер­

ческих и четыре питательных среды лабораторного приготовления для выделе­

ния и культивирования основных возбудителей ГБМ. Коммерческие питательные

среды представлены следующими препаратами:

– шоколадный агар на основе гонококкового агара производства Becton

Dickinson с добавлением гемоглобина и смеси факторов роста IsoVitalex (ША­

BD);

– шоколадный агар на основе гонококкового агара производства Mast group

с добавлением гемоглобина и смеси факторов роста IsoVitalex (ША-MAST);

– шоколадный агар готовый к применению производства bioMerieux с до­

бавлением смеси факторов роста PolyViteX (ША-BM);

– набор для приготовления шоколадного агара производства HiMedia без

селективной добавки (ША-HM);

– питательную среду Haemophilus test medium (HTM) производства Oxoid.

В качестве среды лабораторного приготовления использовали:

– шоколадный агар с добавлением 5 % гретой бараньей крови на основе

Питательной среды № 1 ГРМ;

– шоколадный агар с добавлением 5 % гретой бараньей крови на основе

колумбийского агара;
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– шоколадный агар с добавлением 5 % гретой крови крупного рогатого

скота (КРС) на основе Питательной среды № 1 ГРМ;

– шоколадный агар с добавлением 5 % гретой крови КРС на основе колум­

бийского агара.

Исследование проводили с использованием музейных штаммов

H. influenzae 423, H. influenzae ATCC 49247, H. influenzae ATCC 9006,

N. meningitidis ATCC 13090, N. meningitidis ATCC 13077, N. meningitidis

ATCC 13102, S. pneumoniae ATCC 6305 и S. pneumoniae ATCC 49619. При этом

исследование шоколадных агаров с гретой кровью КРС (ША-КРС) и среды

HTM проводили только с использованием штаммов H. influenzae.

При посеве исследованных штаммов микроорганизмов на среды лаборатор­

ного приготовления значительные отличия в характере роста отмечены только на

вариантах питательных сред, различающихся типом крови. При этом количество

и размеры колоний одного и того же штамма на вариантах шоколадного агара

с одним и тем же типом крови, приготовленных на основе Питательной среды

№ 1 ГРМ и колумбийского агара, мало различались между собой.

При использовании вариантов шоколадного агара с бараньей кровью (ША­

БК) рост штаммов H. influenzae был нестабилен — размеры колоний значительно

варьировались от точечных, еле заметных менее 0,2 мм до 0,8 мм в диаметре.

На вариантах сред с кровью КРС рост гемофильной палочки отсутствовал. До­

бавление НАД с конечной концентрацией в среде 1 мг/л позволило получить

рост испытуемых штаммов H. influenzae на средах с кровью КРС и добиться

воспроизводимых результатов для сред с бараньей кровью. На рисунке 5.1 при­

ведены графики зависимости среднего арифметического количества колоний и

диапазона разброса диаметров колоний трёх штаммов H. influenzae через 18 ч

культивирования на различных средах.

Различия в характере роста исследованных штаммов гемофильной палочки

на коммерческих средах ША-BD, ША-BM и ША-HM несущественны, поэтому

на рисунке 5.1 приведены данные только для ША-BD.

Наименьшее количество выросших колоний и одновременно наименьший

размер колоний через 18 ч культивирования всех трёх исследованных штам­

мов H. influenzae наблюдали на среде HTM и вариантах шоколадного агара с

кровью КРС. Остальные питательные среды по количеству выросших на них

колоний H. influenzae различались между собой незначительно, что говорит об
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Примечания:

Гемофилус — Гемофилус агар;
ША-ГНЦПМБ — Шоколадный агар производства ФБУН
ГНЦ ПМБ;
ГБМ — ГБМ-агар;
ША-БК — шоколадные агары с бараньей кровью;
ША-КРС — шоколадные агары с кровью КРС;
HTM — Haemophilus test medium;
ША-BD — шоколадный агар Becton Dickinson;
ША-MAST — шоколадный агар Mast group

Рисунок 5.1 — Графики зависимости количества и размеров колоний

H. influenzae на различных питательных средах при посеве из разведения 10−6

через 18 ч

их сходной чувствительности в отношении исследованных штаммов. Варианты

ША-БК уступали иностранным коммерческим средам, а также Гемофилус ага­

ру, Шоколадному агару ФБУН ГНЦ ПМБ и ГБМ-агару по размерам выросших

колоний. Кроме того, на всех чашках Петри с вариантами ША-БК размеры ко­

лоний H. influenzae ATCC 9006 отличались гетерогенностью — диаметр колоний

варьировался от 0,2 до 1,0 мм. Похожий разброс размеров колоний этого штамма

наблюдали и на вариантах ША-КРС, где диаметр колоний варьировался от 0,2

до 0,8 мм. Среда ША-MAST при сходном компонентном составе с ША-BD и

ША-BM незначительно уступала другим коммерческим средам по скорости ро­

ста всех исследованных штаммов H. influenzae — в среднем на этой среде колонии

были мельче на (0,3±0,1) мм, чем на ША-BD, ША-BM и ША-HM. Шоколадный

агар ФБУН ГНЦ ПМБ и ГБМ-агар не отличались от ША-BD, ША-BM и ША­

HM ни по размерам, ни по количеству выросших колоний. При этом, через 18 ч
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роста на Гемофилус агаре колонии всех исследованных штаммов H. influenzae

были незначительно мельче, чем на Шоколадном агаре ФБУН ГНЦ ПМБ и ГБМ­

агаре, однако через 24 ч роста диаметр колоний гемофильной палочки на всех

трёх разработанных средах был примерно одинаковый.

На рисунке 5.2 приведены графики зависимостей среднего арифметическо­

го количества колоний и диапазона разброса диаметров колоний трёх штаммов

N. meningitidis через 18 ч культивирования на различных средах.
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Примечания:

ША-ГНЦПМБ — Шоколадный агар производства ФБУН ГНЦ ПМБ;
ГБМ — ГБМ-агар;
ША-БК — шоколадные агары с бараньей кровью;
ША-HM — шоколадный агар HiMedia;
ША-BD — шоколадный агар Becton Dickinson

Рисунок 5.2 — Графики зависимости количества и размеров колоний

N. meningitidis на различных питательных средах при посеве из разведения 10−6

через 18 ч

Различия в характере роста исследованных штаммов менингококков на

средах ША-BD, ША-BM и ША-MAST несущественны, поэтому на рисунке 5.2

приведены данные только для ША-BD.

Количество выросших колоний N. meningitidis на всех исследованных пи­

тательных средах оказалось практически на одном уровне, различие между наи­

большим и наименьшим количеством КОЕ на различных средах не превышало
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15 %. Размеры колоний менингококков на исследованных питательных средах

незначительно варьировались в зависимости от штамма. Наиболее крупные ко­

лонии всех исследованных штаммов N. meningitidis вырастали на ГБМ-агаре и

Шоколадном агаре ФБУН ГНЦ ПМБ, а наиболее мелкие — на ША-BD.

Как и в случае с N. meningitidis, рост исследованных штаммов S. pneumoniae

на средах ША-BD, ША-BM и ША-MAST практически был одинаков. Как по­

казано на рисунке 5.3, количество колоний пневмококков, выросших на всех

исследованных средах, практически одинаково.
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Примечания: ША-ГНЦПМБ — Шоколадный агар производства ФБУН ГНЦ ПМБ;

ГБМ — ГБМ-агар; ША-БК — шоколадные агары с бараньей кровью; ША-HM — шоко­

ладный агар HiMedia; ША-BD — шоколадный агар Becton Dickinson

Рисунок 5.3 — Графики зависимости количества и размеров колоний

S. pneumoniae на различных питательных средах при посеве из разведения 10−5

через 18 ч

На ША-BD, ГБМ-агаре и Шоколадном агаре ФБУН ГНЦ ПМБ колонии

обоих исследованных штаммов S. pneumoniae имели диаметр (0,5±0,1) мм, а

на ША-HM и ША-БК — (0,4±0,1) мм. В ходе исследования отмечены различия

в дифференцирующих свойствах питательных сред в отношении пневмококка.

На Шоколадном агаре ФБУН ГНЦ ПМБ, ША-BD, ША-BM и ША-MAST в зоне

роста культур происходило чёткое изменение цвета питательной среды с ко­

ричневого на желтовато-зелёный. На среде ША-БК подобное изменение цвета
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также присутствовало, но было менее выражено. Среда ША-HM имела нети­

пичный для шоколадного агара чёрный цвет, при этом изменение цвета в зоне

роста S. pneumoniae происходило, но было менее заметно, чем на других ис­

следованных питательных средах. На ГБМ-агаре вокруг колоний пневмококков

происходило обесцвечивание питательной среды.

За исключением размеров колоний, существенных различий в морфологии

ни у одного из исследованных микроорганизмов, выращенных на различных

питательных средах, не обнаружили. Штаммы H. influenzae на всех исследо­

ванных средах росли в виде выпуклых серых слизистых блестящих колоний,

N. meningitidis — в виде полупрозрачных блестящих сероватого цвета колоний с

ровными краями, штаммы S. pneumoniae — в виде мелких полупрозрачных чётко

очерченных, не склонных к слиянию колоний уплощённой формы.

Таким образом, установлено, что Гемофилус агар, Шоколадный агар и

ГБМ-агар не уступают по биологическим показателям испытанным коммер­

ческим питательным средам иностранного производства, а также превосходят

шоколадные агары лабораторного приготовления.

5.2 Изучение диагностической ценности разработанных питательных сред

при исследовании клинических образцов

Для изучения возможности использования разработанных питательных

сред в диагностических целях провели ряд исследований по выделению ос­

новных возбудителей ГБМ из клинического материала в трёх организациях:

ФБУН ЦНИИЭ, ФБУН МНИИЭМ им. Г. Н. Габричевского и НАКФФ.

Исследование Гемофилус агара во ФБУН ЦНИИЭ проводили в два этапа.

На первом этапе определяли специфическую активность среды с использова­

нием коллекционных штаммов и клинических изолятов H. influenzae № 860,

H. influenzae № 1035, H. influenzae № 1058, H. influenzae № 1075, H. influenzae

№ 1085. На втором этапе проводили посев 5 образцов клинического материала

спинно-мозговой жидкости от больных детей в возрасте до 5 лет с диагнозом

гнойный бактериальный менингит. В качестве контрольной питательной среды

использовали Haemophilus Chocolate 2 Agar.
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В результате исследования установлено, что рост исследованных штаммов

на Гемофилус агаре не отличался от роста на контрольной среде. Типичный рост

H. influenzae в виде слизистых, блестящих полупрозрачных колоний наблюдал­

ся через (21±3) ч инкубирования при температуре (37±1) ∘C в атмосфере от 5

до 10 % CO2. Все выросшие на испытуемой среде культуры сохраняли куль­

турально-морфологические, антигенные свойства и наличие чётко выраженной

капсулы.

При посеве пяти клинических образцов спинно-мозговой жидкости на Ге­

мофилус агаре и контрольной среде выявлен рост бактерий H. influenzae из двух

образцов одновременно на обеих средах.

На первом этапе исследования во ФБУН МНИИЭМ им. Г. Н. Габричевско­

го определяли биологические показатели Гемофилус агара и Шоколадного агара

с использованием коллекционных штаммов H. influenzae типа b ATCC 10211,

H. influenzae типа f ATCC 9833, H. influenzae некапсулированного NCTC 11315,

а также клинических изолятов H. influenzae типа b № 001, H. influenzae типа b

№ 002, H. influenzae типа b № 003, N. meningitidis № В66, S. pneumoniae серо­

типа 19F и S. pneumoniae серотипа 3. На втором этапе проводили испытания с

использованием 15 образцов клинического материала спинно-мозговой жидко­

сти от больных детей в возрасте до 5 лет с подозрением на гнойный бактериаль­

ный менингит, поступивших на санитарно-микробиологическое обследование.

В качестве контрольной среды использовали шоколадный агар лабораторного

приготовления на основе колумбийского агара.

В результате исследования установлено, что характер роста исследован­

ных штаммов на Гемофилус агаре и Шоколадном агаре не отличался от роста на

контрольной среде. Типичный рост капсулированных штаммов H. influenzae на­

блюдали через (21±3) ч инкубирования при температуре (37±1) ∘C в атмосфере

от 5 до 10 % CO2 в виде слизистых круглых сероватого цвета колоний диамет­

ром до 2 мм. Колонии некапсулированного штамма H. influenzae NCTC 11315

на обеих испытуемых и контрольной средах — слизистые, круглые, сероватого

цвета, диаметром до 1 мм. Штаммы S. pneumoniae вырастали на Шоколадном

агаре и контрольной среде в виде мелких полупрозрачных колоний, окруженных

зоной позеленения питательной среды. Штаммы N. meningitidis формировали по­

лупрозрачные выпуклые колонии с ровными краями диаметром от 0,5 до 1,0 мм.

Все выросшие на испытуемых питательных средах культуры сохраняли куль­
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турально-морфологические, биохимические и антигенные свойства. При посеве

образцов клинического материала не выявили роста искомых микроорганизмов

ни на испытуемых, ни на контрольной среде.

В результате исследований во ФБУН ЦНИИЭ и ФБУН МНИИЭМ отмечено,

что Шоколадный агар и Гемофилус агар удобны в работе, для их использования

не требуется добавления крови, что очень важно при проведении работ в поле­

вых условиях и в передвижных лабораториях. Гемофилус агар рекомендован для

культивирования и выделения H. influenzae, а Шоколадный агар для культивиро­

вания и выделения основных возбудителей гнойных бактериальных менингитов:

H. influenzae, N. meningitidis и S. pneumoniae.

Исследование в НАКФФ проводили в два этапа. На первом этапе произ­

водили бактериологический посев 90 клинических образцов мазков из зева от

детей и взрослых в возрасте от 0 до 66 лет с заболеваниями верхних дыха­

тельных путей, поступивших из лечебно-профилактических учреждений города

Москвы и Московской области. В исследовании использовали Шоколадный агар

и ГБМ-агар без селективных добавок. В качестве контрольной питательной сре­

ды использовали кровяной агар на основе колумбийского агара.

При исследовании клинического материала учитывали и отбирали для

дальнейшей идентификации только колонии микроорганизмов, подозрительные

на колонии этиологических агентов заболевания. В первую очередь колонии, по­

хожие на H. influenzae (серые слизистые блестящие колонии), N. meningitidis (по­

лупрозрачные блестящие колонии сероватого цвета с идеально ровными краями),

S. pneumoniae (мелкие полупрозрачные чётко очерченные, не склонные к слия­

нию колонии, в зоне роста которых на кровяном агаре наблюдался 𝛼-гемолиз,

на ГБМ-агаре — обесцвечивание питательной среды, на Шоколадном агаре —

изменение цвета среды с коричневого на зелёный).

В ходе выполнения второго этапа исследования в качестве клинического

материала использовали 10 образцов мазков из зева, взятых от здоровых людей

в возрасте от 30 до 55 лет. Исследование проводили на селективных вариантах

Шоколадного агара и ГБМ-агара с использованием СД-Г, СД-П и СД-М. При ана­

лизе клинического материала учитывали и отбирали для дальнейшего изучения

все выросшие колонии микроорганизмов.

Для выделения гемофильной палочки в качестве контрольной среды ис­

пользовали среду ША-BD с добавлением бацитрацина (500 мг/л); для выделения
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пневмококка — кровяной агар на основе питательной среды № 1 ГРМ с добав­

лением гентамицина (5 мг/л); для выделения менингокока — сывороточный агар

с добавлением линкомицина (5 мг/л).

Всего из 90 образцов клинического материала от больных было выделено

154 культуры микроорганизмов, представленных 10 родами. Результаты исследо­

вания приведены в таблице 5.1. Как видно из таблицы, наибольшее количество

выделенных на испытуемых и контрольной средах микроорганизмов принад­

лежит к роду Streptococcus, представители которого в высоких концентрациях

обнаружены практически во всех исследованных образцах. При этом искомый

вид стрептококков, S. pneumoniae, обнаружен в 23 образцах клинического мате­

риала, как на обеих испытуемых средах, так и на кровяном агаре.

Таблица 5.1 — Результаты исследования клинических образцов при посеве на

питательные среды без селективных добавок

Выделенные

микроорганизмы
Шоколадный

агар
ГБМ-агар

Кровяной

агар

Acinetobacter baumannii 3 3 3

Acinetobacter johnsonii 1 1 1

Acinetobacter junii 1 1 1

Candida albicans 10 10 10

Enterobacter cloacae 3 3 3

Escherichia coli 3 3 3

Haemophilus influenzae 9 9 9

Haemophilus parahaemolyticus 3 3 3

Haemophilus parainfluenzae 3 3 3

Klebsiella pneumoniae 1 1 1

Neisseria meningitidis 2 2 2

Pseudomonas aeruginosa 1 1 1

Staphylococcus aureus 23 23 23

Streptococcus anginosus 3 3 3

Streptococcus mitis group 36 36 36

Streptococcus oryzihabitans 1 1 1

Streptococcus pneumoniae 23 23 23

Streptococcus pyogenes 1 1 1

Streptococcus salivarius group 27 27 27
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Представители рода Haemophilus выделены на ГБМ-агаре, Шоколадном и

кровяном агарах из 15 образцов, среди них на долю H. influenzae приходится

9 случаев обнаружения на каждой из питательных сред.

Колонии N. meningitidis обнаружены на испытуемых и контрольной средах

при посеве только двух образцов.

Остальные выделенные и идентифицированные микроорганизмы относи­

лись к видам S. aureus, C. albicans, Enterobacter cloacae, E. coli, K. pneumoniae,

P. aeruginosa, а также к роду Acinetobacter. Практически во всех образцах об­

наружен рост сапрофитных нейссерий, но в связи с низкой диагностической

значимостью они не включены в результаты исследования и не отражены в таб­

лице.

Таким образом, количество выделенных микроорганизмов на обеих испы­

туемых средах и контрольной среде было одинаково, причем все они выделены

из одних и тех же образцов. Колонии выделенных культур микроорганизмов на

каждой испытуемой питательной среде не отличались от выросших на контроль­

ной среде. Исключение составляли такие гемолитические микроорганизмы, как

S. aureus, P. aeruginosa, H. parahaemolyticus и некоторые виды стрептококков,

которые в процессе роста не изменяли цвет ГБМ-агара и Шоколадного агара.

Это с одной стороны, затрудняло предварительную дифференциацию данных

микроорганизмов, но с другой стороны, облегчало выделение зеленящих стреп­

тококков, в первую очередь S. pneumoniae. Вокруг колоний S. pneumoniae на

ГБМ-агаре наблюдалось заметное обесцвечивание, а на Шоколадном агаре – по­

явление зелёного окрашивания среды.

В ходе исследования отмечено преимущество испытуемых питательных

сред: они способны обеспечивать рост H. influenzae в монокультуре, в то время,

как выделение гемофильной палочки на кровяном агаре обусловлено способно­

стью к сателлитному росту данного вида в присутствии других микроорганиз­

мов, вызывающих 𝛽-гемолиз.

В результате проведения второго этапа исследования, как видно из таблицы

5.2, выделили и идентифицировали 14 видов микроорганизмов, относящихся к

6 родам. Использование селективных вариантов испытуемых питательных сред

позволило подавить рост значительного количества микроорганизмов и легко

обнаружить колонии искомых микроорганизмов.
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Как и на первом этапе, наибольшее количество выделенных культур при­

надлежало к роду Streptococcus, включая S. pneumoniae (в 4 образцах), S. mitis (в

6 образцах) и S. salivarius (в 8 образцах). Все они были выделены на ГБМ-агаре

и Шоколадном агаре, как с использованием СД-П, так без селективной добавки.

На кровяном агаре не удалось найти культуру S. salivarius в двух образцах.

Таблица 5.2 — Результаты исследования клинических образцов при посеве на

среды с селективными добавками

Выделенные

микроорганизмы

Всего

выделено

Количество образцов, из которых выделены

микроорганизмы на питательных средах
СД-Г ША-BD СД-П КА СД-М СА БСД

Haemophilus influenzae 1 1 — — — — — —

Haemophilus parainfluenzae 9 9 8 — — — — 7

Haemophilus parahaemolyticus 3 3 3 — — — — 2

Klebsiella oxytoca 1 1 — — — — — 1

Staphylococcus aureus 1 — — 1 1 — — 1

Streptococcus mitis 6 — — 6 6 — — 6

Streptococcus pneumoniae 4 — — 4 4 — — 4

Streptococcus salivarius 8 — — 8 6 — — 8

Kingella denitrificans 2 — — — — 2 — 1

Neisseria flavescens 3 — — — — — 3 3

Neisseria lactamica 1 — — — — — 1 1

Neisseria macacae 4 — — — — — 4 4

Neisseria mucosa 1 — — — — — 1 —

Neisseria perflava 2 — — — — 2 2 2

В ходе исследования обнаружено 13 культур Haemophilus spp., вклю­

чая, H. influenzae (в одном образце), H. parainfluenzae (в девяти образцах) и

H. parahaemolyticus (в трёх образцах). Причем, все идентифицированные штам­

мы были выделены на селективных вариантах обеих испытуемых средах, со­

держащих СД-Г. На контрольной среде ША-BD с бацитрацином найдено только

11 культур гемофил. И, что особенно важно, культура H. influenzae выделена

только на испытуемых средах. На неселективном варианте испытуемых сред

данная культура не была обнаружена среди большого количества колоний сопут­

ствующих микроорганизмов. На ША-BD рост колоний H. influenzae отсутство­

вал.

Ни в одном из исследованных клинических образцов не был обнаружен

менингококк. Его не удалось обнаружить ни на одной питательной среде. Нейс­
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серии других видов (Neisseria flavescens, Neisseria lactamica, Neisseria macacae

и Neisseria mucosa) обнаружены на испытуемых средах без селективных доба­

вок и на сывороточном агаре. На селективных вариантах испытуемых средах с

добавлением СД-М выделена культура Neisseria perflava, которая при дополни­

тельном исследовании её антибиотикочувствительности оказалась устойчивой к

полимиксину, входящему в состав СД-М. Помимо Neisseria perflava на вариан­

тах с СД-М выделена устойчивая к полимиксину культура Kingella denitrificans,

которая была чувствительной к линкомицину и не росла на сывороточном агаре

с линкомицином.

На средах с внесением СД-П помимо стрептококков ожидаемо обнаружен

рост колоний S. aureus. К тому же ингибирующему эффекту приводит добавление

гентамицина к кровяному агару, помимо стрептококков на среде выделена одна

культура золотистого стафилококка.

Таким образом, в ходе проведения исследований клинического материала

с использованием Шоколадного агара, ГБМ-агара и контрольной питательной

среды без селективных добавок выделено одинаковое число культур, представи­

телей 10 родов микроорганизмов. Использование испытуемых сред с селектив­

ными добавками позволило без количественных потерь избирательно выделить

культуры H. influenzae и S. pneumoniae и подавить рост значительного числа

микроорганизмов. Испытуемые среды не уступали по ростовым свойствам кон­

трольным средам, используемым в клинической практике для выделения основ­

ных возбудителей гнойных бактериальных менингитов.

В результате проведённых исследований установлено, что Гемофилус агар,

Шоколадный агар и ГБМ-агар не уступают по биологическим показателям из­

вестным питательным средам аналогичного назначения. Разработанные пита­

тельные среды успешно прошли испытания в различных организациях и были

признаны пригодными для выделения основных возбудителей ГБМ из клиниче­

ского материала.

По результатам исследований разработаны и утверждены методические ре­

комендации федерального уровня «Использование питательных сред для диагно­

стики гнойных бактериальных менингитов» (МР 4.2.0078/1-13) и методические

рекомендации учрежденческого уровня «Использование питательной среды для

культивирования и выделения гемофильной палочки (Гемофилус агар)».
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Гнойные бактериальные менингиты — тяжёлые инфекционные заболева­

ния, основными этиологическими агентами которых являются N. meningitidis,

S. pneumoniae и H. influenzae. Заболеваемость менингитом в последнее десятиле­

тие во всем мире снижается за счет введения специфической иммунопрофилакти­

ки. Однако сохраняется высокая смертность, а многие больные остаются нетру­

доспособными из-за несвоевременной диагностики болезни. Основные возбуди­

тели ГБМ также могут быть причиной и таких тяжелых заболеваний, как пнев­

мония, артрит, эндокардит, остеомиелит, перикардит, целлюлит, бронхит, отит,

синусит. Лабораторная диагностика заболеваний, вызываемых N. meningitidis,

S. pneumoniae и H. influenzae, является неотъемлемой составляющей для свое­

временной и правильной постановки диагноза и назначения адекватного лечения.

Лабораторная диагностика, направленная на выявление, идентификацию и опре­

деления чувствительности возбудителя к антимикробным препаратам, сочетает

классический культуральный и экспресс методы. При этом культуральный метод

с посевом клинического материала на бактериологические питательные среды

занимает одно из основных мест в схеме лабораторной диагностики ГБМ, так

как позволяет достоверно подтвердить наличие возбудителя.

В обзоре литературы показано, что для выделения и культивирования таких

прихотливых микроорганизмов, как N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae,

требуются питательные среды сложного состава, содержащие богатую белковую

основу и факторы роста. Несмотря на разнообразие оригинальных прописей

отечественных питательных сред для основных возбудителей ГБМ, серийного

производства этих сред, за исключением Менингоагара, не было организовано.

В связи с этим в российской клинической практике используют среды лаборатор­

ного приготовления с добавлением крови или коммерческие среды иностранного

производства. Разработка и организация промышленного выпуска питательных

сред для диагностики основных возбудителей ГБМ, которые не уступают ино­

странным средам аналогичного назначения и не требуют добавления нативной

крови, является важной задачей, так как это позволит повысить эффективность

лабораторной диагностики, а так же снизить долю иностранных питательных

сред в отечественной клинической микробиологии.
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В ходе исследования с использованием кондуктометрического метода и

метода культурального посева разработана белковая основа питательной среды,

состоящая из смеси ПГК, ЭПД и пептона, которая является оптимальной для

всех трех основных возбудителей ГБМ. Использование кондуктометрического

метода позволило проследить за динамикой метаболической активности микро­

организмов и сократить время и количество исследований. В качестве источника

фактора роста X, необходимого для роста гемофильной палочки, выбран СРГМ,

ранее не применявшийся в питательных средах для культивирования данного

микроорганизма. На основании литературных данных о методах избирательного

выделения и природной устойчивости к антимикробным препаратам основных

возбудителей ГБМ сконструированы селективные добавки для выделения каж­

дого из возбудителей: N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae. В результате

проведённых исследований разработаны прописи трёх питательных сред: для

выделения и культивирования H. influenzae — Гемофилус агар, и для выделения

всех тех основных возбудителей бактериальных менингитов — Шоколадный агар

и ГБМ-агар.

Все три разработанные питательные среды содержат богатую белковую

основу и факторы роста, необходимые для роста основных возбудителей ГБМ,

обладают ингибирующими свойствами и не требуют добавления нативной кро­

ви. Шоколадный агар и ГБМ-агар — обладают дифференцирующими свойствами

в отношении пневмококка. На Шоколадном агаре в зоне роста S. pneumoniae

происходит изменение цвета среды с коричневого на желтовато-зелёный, харак­

терное для шоколадных агаров, приготовленных из нативной крови. На ГБМ­

агаре, в отличие от Шоколадного агара, в зоне роста пневмококка происходит

обесцвечивание питательной среды.

Разработаны технологии производства Гемофилус агара, Шоколадного ага­

ра и ГБМ-агара. В связи с особенностями состава, в частности наличием в пи­

тательных средах термолабильных компонентов и селективных добавок, каждая

из питательных сред сконструирована в виде наборов реагентов, включающих

основу, ростовую и селективные добавки. В ходе проведенных исследований

отработаны технологии выпуска основы ГБМ-агара в сухом виде путем сме­

шивания отдельных компонентов в лопастном смесителе, а Гемофилус агара и

Шоколадного агара в виде стерильных готовых к применению питательных сред

во флаконах для последующего расплавления и розлива в чашки Петри. Для
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всех трех питательных сред разработана технология приготовления ростовых и

селективных добавок методом лиофильного высушивания растворов компонен­

тов.

Осуществлена оценка стабильности свойств микроорганизмов, выращен­

ных на Гемофилус агаре, Шоколадном агаре и ГБМ-агаре, с использованием раз­

личных методов. Культуральные и морфологические свойства музейных штам­

мов N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae, относящихся к различным

серогруппам, после культивирования на разработанных питательных средах не

изменялись и были типичны для этих видов микроорганизмов. В мазках, окра­

шенных по Гинсу, у всех капсульных штаммов исследованных микроорганизмов

наблюдали наличие капсулы. Реакция латекс-агглютинации с соответствующими

типоспецифическими сыворотками у всех исследованных штаммов, выращен­

ных на Гемофилус агаре, Шоколадном агаре и ГБМ-агаре, давала положительный

результат. В ходе исследований структурных характеристик бактерий методами

сканирующей электронной микроскопии выявлено, что культивирование штам­

мов N. meningitidis, S. pneumoniae и H. influenzae на разработанных питательных

средах не влияет на структурные характеристики клеток и не изменяет их мор­

фологию. Исследования методами ПЦР штаммов H. influenzae ATCC 49247 и

H. influenzae ATCC 49760, выращенных на контрольных питательных средах и

на всех трёх разработанных средах, показали видовое молекулярно-генетическое

сходство и идентичные внутривидовые различия.

Проведены сравнительные испытания разработанных питательных сред,

сред аналогичного назначения иностранного производства и сред лабораторного

приготовления с использованием музейных штаммов и клинических образцов

(спинно-мозговой жидкости от больных с подозрением на гнойный бактериаль­

ный менингит и мазков из зева от пациентов с заболеваниями верхних дыха­

тельных путей). Показано, что Гемофилус агар, Шоколадный агар и ГБМ-агар

по ростовым свойствам не уступают средам сравнения. В процессе клинических

испытаний в различных организациях разработанные препараты были признаны

пригодными для выделения основных возбудителей ГБМ из клинического мате­

риала. Питательные среды зарегистрированы в Российской Федерации в качестве

медицинских изделий.

Таким образом, все три разработанные питательные среды — Гемофилус

агар, Шоколадный агар и ГБМ-агар — могут быть внедрены в схему лабораторной
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диагностики ГБМ и других инфекций, вызываемых N. meningitidis, S. pneumoniae

и H. influenzae, что позволит увеличить долю импортозамещающих питательных

сред в отечественной клинической микробиологии и повысить эффективность

диагностики инфекционных болезней.
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ВЫВОДЫ

1. Разработаны три питательные среды: для культивирования и выделения

гемофильной палочки, готовая к применению (Гемофилус агар), для выделе­

ния возбудителей гнойных бактериальных менингитов, готовая к применению

(Шоколадный агар) и для выделения и культивирования возбудителей гнойных

бактериальных менингитов, сухая (ГБМ-агар).

2. Гемофилус агар, Шоколадный агар и ГБМ-агар не требуют добавления

нативной крови или сыворотки.

3. Показана возможность применения кондуктометрического метода при

разработке питательных сред.

4. Впервые в качестве заменителя нативной крови для культивирования

H. influenzae и в качестве источника фактора X использован стимулятор роста

гемофильных микроорганизмов.

5. Впервые установлена возможность использования стимулятора роста

гемофильных микроорганизмов в качестве субстрата для придания питательным

средам дифференцирующих свойств при культивировании пневмококка.

6. Разработаны технологии промышленного производства трёх питатель­

ных сред: Гемофилус агара, Шоколадного агара и ГБМ-агара, оформленные в

виде промышленных регламентов. Для каждой из питательных сред разработа­

ны инструкции по применению, а также определены требования к показателям

качества, которые были оформлены в виде технических условий.

7. Установлена зависимость качества питательных сред для выделения ос­

новных возбудителей гнойных бактериальных менингитов от физико-химиче­

ских показателей компонентов, что позволило управлять качеством производ­

ственных серий питательных сред.

8. Доказана диагностическая ценность Гемофилус агара, Шоколадного ага­

ра и ГБМ-агара. Разработанные питательные среды не уступают иностранным

коммерческим средам аналогичного назначения, а также средам лабораторного

приготовления, используемым в клинической практике.

9. Все три разработанные питательные среды зарегистрированы как меди­

цинские изделия в установленном в Российской Федерации порядке.

10. К моменту написания диссертации произведено и реализовано 1417

наборов Шоколадного агара, 1049 наборов Гемофилус агара и две серии ГБМ­

агара.
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2012. — Vol. 30. — B78–B86.

22. Ribeiro, G. S. Prevention of Haemophilus influenzae type b (Hib) menin-

 gitis and emergence of serotype replacement with type a strains after introduction of

Hib immunization in Brazil / G. S. Ribeiro [et al.] // Journal of Infectious Diseases. — 

2003. — Vol. 187, no. 1. — P. 109–116.

23. Никифоров В. А. Актуальные и нерешенные проблемы менингококко­

вой инфекции на современном этапе / В. А. Никифоров, В. В. Кичикова, Е. И. 

Ефимов // Медицинский альманах. — 2011. — 5(17). — С. 94—99.

24. МУК 4.2.3115–13. Методические указания. Лабораторная диагностика

внебольничных пневмоний. — М. : Федеральный центр гигиены и эпидемиологии 

Роспотребнадзора, 2014. — 39 с.

25. Bergey’s manual of systematic bacteriology. The proteobacteria, part C, 

the Alpha-, Beta-, Delta-, and Epsilonproteobacteria. Vol. 2 / ed. by D. J. Brenner, 

N. R. Krieg, J. T. Staley, G. M. Garrity. — 2nd ed. — Springer East Lansing, MI,

2005. — 1388 p.

http://www.rospotrebnadzor.ru/upload/iblock/486/gd_2015_ds.pdf
http://www.rospotrebnadzor.ru/upload/iblock/486/gd_2015_ds.pdf


116

  26. Миронов, К. О. Генетическое субтипирование Neisseria meningitidis / 

К. О. Миронов, А. Е. Платонов, Г. А. Шипулин, A. Van Der Ende, И. С. Королева //

Эпидемиология и инфекционные болезни. — 2005. — № 3. — С. 23—28.

27. Rock, J. D. The pathogen Neisseria meningitidis requires oxygen, but 

supplements growth by denitrification. Nitrite, nitric oxide and oxygen control respi-

ratory flux at genetic and metabolic levels / J. D. Rock, M. R. Mahnane, M. F. Anjum, 

J. G. Shaw, R. C. Read, J. W. B. Moir // Molecular Microbiology. — 2005. — Vol. 58, 

no. 3. — P. 800–809.
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Приложение А

Фотографии, полученные в результате электронно-микроскопического

исследования

а) б)

Рисунок А.1 — Электронно-микроскопическое изображение негативно

контрастированных клеток при увеличении ×15000: а) H. influenzae

ATCC 9006; б) S. pneumoniae АТСС 6305

а) б) в) г)

Рисунок А.2 — Ультратонкие срезы H. influenzae ATCC 9006 при

увеличении ×22500, выращенных на: а) Гемофилус агаре; б) ГБМ-агаре; в)

Шоколадном агаре; г) шоколадном агаре Becton Dickinson
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а)
б) в) г)

Рисунок А.3 — Ультратонкие срезы N. meningitidis ATCC 13102 при

увеличении ×22500, выращенных на: а) ГБМ-агаре; б) Шоколадном агаре; в)

Менингоагаре; г) шоколадном агаре Becton Dickinson

а) б) в) г)

Рисунок А.4 — Ультратонкие срезы S. pneumoniae АТСС 6305 при

увеличении ×22500, выращенных на: а) ГБМ-агаре; б) Шоколадном агаре; в)

шоколадном агаре Becton Dickinson; г) кровяном агаре на основе

триптиказо–соевого агара
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Приложение Б

Регистрационные удостоверения разработанных питательных сред

Рисунок Б.1 — Регистрационное удостоверения № ФСР 2011/11118
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Рисунок Б.2 — Регистрационное удостоверения № ФСР 2012/13081
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Рисунок Б.3 — Приложение к регистрационному удостоверению

№ ФСР 2012/13081
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Рисунок Б.4 — Регистрационное удостоверения № РЗН 2016/4872

от 07.10.2016 г.
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Рисунок Б.5 — Приложение к регистрационному удостоверению

№ РЗН 2016/4872 от 07.10.2016 г.
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