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Бактериологический метод, позволяющий выделить патоген из любого исследуемого объекта, характеризуется высо-
кой специфичностью за счет внесения селективных добавок. Наиболее распространенный метод идентификации 
бацилл Bacillus cereus и Bacillus subtilis основан на выделении чистой культуры на желточном агаре. Разработанная 
отечественная питательная среда – «Желточный агар с маннитом и феноловым красным, основа» (MYP-агар) – обла-
дает хорошими селективными и дифференцирующими свойствами, может использоваться для выделения и подсчета 
B. cereus из пищевых продуктов, кормов для животных и объектов окружающей среды. Проведена специфическая 
оценка биологических свойств MYP-агара на тест-штаммах, показаны дифференцирующие свойства среды, позволя-
ющие идентифицировать микроорганизмы B. cereus, B. subtilis уже на этапе первичного посева. MYP-агар дополни-
тельно может использоваться для выявления и идентификации патогенных стафилококков.
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A bacteriological method making it possible to isolate a pathogen from any object under study has been characterized by high 
specificity due to selective additives introduced. The most common method of Bacillus cereus and Bacillus subtilis identification 
relies upon the isolation of pure culture on eggyolk agar. The domestic eggyolk agar supplemented with mannitol and phenolic 
red (MYP Agar Base) possesses good selective and differentiating properties to be used for isolating and counting B. cereus 
bacilli in food, animal feed and environmental specimens. Biological properties of MYP agar against test strains were specifically 
assessed. Differentiating properties of the medium allowing the identification of B. cereus and B. subtilis microorganisms as 
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staphylococci.
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М
икроорганизмы рода Bacillus могут быть возбудителя-

ми серьезных инфекционных заболеваний. В роду 

Bacillus, насчитывающем 263 вида, выделяют группу Bacillus 

cereus sensu lato, представленную тремя основными видами: 

B. cereus, B. thuringiensis и B. anthracis. Это деление было 

признано к началу 1990-х гг., потому что каждый из видов 

проявлял различные фенотипические черты [1]. 

Бактерии B. cereus способны при определенных условиях 

вызывать у человека широкий спектр заболеваний, включа-

ющий пищевые токсикоинфекции, системные и местные 

гнойные инфекции. Впервые этиологическая роль B. cereus 

при пищевых отравлениях была изучена и описана Hauge в 

1950 г. [2]. Начиная с 1951 г. накопились сообщения об 

острых желудочно-кишечных заболеваниях у человека, вы-

зываемых B. cereus [3]. По данным Центра по контролю и 

профилактике заболеваний (CDC), в США ежегодно реги-

стрируется более 60 тыс. случаев заболеваний, вызванных 

B. cereus. Изучение роли B. cereus при пищевых отравлени-

ях в нашей стране начато лишь в последние годы [4]. 

Основной причиной инфицирования человека является 

употребление в пищу недостаточно термически обработан-

ных мясных и рыбных блюд, немытых овощей, непастеризо-

ванного молока и некоторых других продуктов. Особенно 

быстро B. cereus размножается в измельченных продуктах 

(фарш, котлеты, колбаса, кремы). В сырье допускается не 

более 100 клеток в 1 г, в стерилизованных консервах при-

сутствие B. cereus не допускается. Споры B. cereus термо-

устойчивы и могут сохраняться в продукте не только при 

обычной кулинарной обработке, но даже и при стерилизации 

консервов. В связи с этим контроль B. cereus в ряде продук-

тов является обязательным санитарно-эпидемиологическим 

показателем, утвержденным в СанПиН 2.3.2.1078-01 [5]. 

Кроме инфекций, связанных с пищевым отравлением, 

B. cereus была выявлена при множестве других клинических 

состояний. Сообщалось о молниеносном сепсисе, менингите 

и абсцессах головного мозга, эндофтальмите, эндокардите, 

остеомиелите, кожной инфекции по типу газовой гангрены и 

т.д. В последние годы появились сведения о пневмониях, 

вызываемых B. cereus. Так, Hoffmaster A.R. et al. [6] сообща-

ют о выделении из слюны и крови больного пневмонией че-

ловека штамма B. cereus G9241, имеющего плазмиду 

рВСХ01, гомология которой с плазмидой рХ01 B. anthracis 

составила 99,6%. При проведении диагностических тестов у 

полученного изолята было обнаружено сходство с сибиреяз-

венным микробом. Наблюдались случаи пневмонии с ле-

тальными исходами, при которых выделяли штаммы 

B. cereus, продуцирующие токсин, подобный сибиреязвенно-

му [1, 7, 8]. 

На поверхности плотных питательных сред, таких как мя-

сопептонный агар (МПА), триптон-соевый агар (ТСА) и ряд 

других неселективных сред, колонии B. cereus крупные, пло-

ские, распластанные, белого цвета. Рост этого микроорга-

низма на жидких питательных средах сопровождается по-

мутнением бульона, образованием хлопьевидного осадка 

белого цвета (у 25–30% штаммов) и нежной пленки белого 

цвета на поверхности среды. 

Первоначально, когда этот микроорганизм изучался глав-

ным образом как почвенный, для его выделения использо-

вался обычный желточный или кровяной агар. В настоящее 

время для его выделения рекомендуют использовать селек-

тивные среды: триптон-соевый полимиксиновый бульон 

(TSPB), среду Донован, среду Никодемуса, среду Мосселя, 

желточный агар с полимиксином, пируватом, яичным желт-

ком, маннитом и бромтимоловым синим (PEMBA), солевой 

полимиксиновый агар с ТТХ (2,3,5-трифенилтетразолий 

хлористый) и др. [4, 9].

Проведение широких исследований по изучению этиоло-

гической роли данного микроорганизма при пищевых отрав-

лениях у человека потребовало разработки новых питатель-

ных сред, позволяющих выделять данный микроорганизм из 

сильно загрязненных микрофлорой объектов.

B. subtilis (сенная палочка) также является возбудителем 

порчи многих пищевых продуктов [8]. Широко распростране-

на в окружающей среде. B. subtilis относится к транзитным 

(проходящим с кормовыми массами) просветным микроор-

ганизмам, присутствует в фекалиях всех животных в боль-

ших количествах, так как в обычных условиях поступает с 

кормами. 

Согласно СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологи-

ческие требования по профилактике инфекционных болез-

ней» B. subtilis не относится к патогенным для человека ми-

кроорганизмам, но может быть санитарно-гигиеническим 

показателем загрязнения микроорганизмами пищевых про-

дуктов и может приводить к отравлениям при их употребле-

нии [10]. 

В соответствии с требованиями промышленной стериль-

ности консервированных пищевых продуктов, по микробио-

логическим показателям безопасности допускается содер-

жание спорообразующих мезофильных аэробных и факуль-

тативно-анаэробных микроорганизмов группы B. subtilis не 

более 11 клеток в 1 г (см3) продукта [11]. 

Штаммы в составе пробиотических препаратов отбирают-

ся по выраженности антагонистических свойств к патоген-

ной микрофлоре. Они продуцируют большое количество 

антибиотических и других веществ, подавляющих многие 

микроорганизмы. В. subtilis используют в промышленности 

при производстве антибиотиков класса полимиксины (с бак-

терицидным действием в отношении грамотрицательных 

бактерий). Имеют выраженные ферментативные свойства, 

улучшают переваримость корма. Являются представителя-

ми гнилостной микрофлоры за счет ярко выраженных про-

теолитических свойств [12]. 

Описаны случаи эндокардитов, энцефаломиелитов, пнев-

моний и даже летальных исходов, обусловленных B. subtilis. 

Исходя из этого следует, что близкородственные спорообра-

зующие сапрофиты могут быть потенциальнo опасными для 

человека [13, 14]. 

Бактерии неприхотливы и хорошо растут на простом 

агаре, в бульоне, на средах с растительными остатками и 

синтетических питательных средах для гетеротрофов. На 

плотных питательных средах образуются сухие, мелкие, 

морщинистые, бархатистые колонии с волнистым краем ро-

зового, серого цвета или полностью прозрачные. На поверх-

ности жидких сред после инкубации появляется тонкая 

пленка с беловатым налетом, а на дно пробирки выпадает 

осадок. Помимо разложения белков эти бактерии способны 

разлагать пектиновые вещества, полисахариды раститель-

ных тканей, сбраживать углеводы.
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С учетом этиологической роли B. cereus и B. subtilis при 

пищевых отравлениях у человека возникает научный и прак-

тический интерес к бактериям этого вида. Кроме того, пред-

ставители родов Bacillus, в том числе B. cereus и B. subtilis, 

относятся к микроорганизмам, способным вызывать заболе-

вания или способным осуществлять либо опосредовать пе-

редачу генов антибиотикорезистентности [11]. 

Все вышеизложенное привлекает к данным микроорга-

низмам внимание все большего и большего числа исследо-

вателей. А выделение и идентификация B. cereus и B. subtilis 

при санитарно-микробиологическом анализе различных 

объектов является актуальной задачей для обеспечения 

максимально возможной их безопасности.

Наиболее распространенный (классический) метод иден-

тификации этого вида бацилл основан на выделении чистой 

культуры, но внутриродовое разграничение бацилл B. cereus 

и B. subtilis на традиционных неселективных питательных 

средах затруднено. В связи с этим вопрос о разработке до-

стоверного культурального метода выделения и идентифи-

кации бактерий B. cereus от B. subtilis остается актуальным. 

Достоверно типировать B. subtilis от B. cereus можно, руко-

водствуясь описанием морфологии колоний и отсутствием 

лецитиназной активности, с использованием желточных пи-

тательных сред [4]. 

Желточные селективные питательные среды выпускают-

ся ведущими зарубежными производителями: MYP agar 

Mossel – Агар желточный с маннитом, полимиксином и фе-

ноловым красным (Merck) – для определения, учета и выде-

ления В. cereus; MYP Agar Base – Основа желточного агара 

с полимиксином (HiMedia) – для выделения и идентифика-

ции клинически значимых бацилл и стафилококков; Bacillus 

Cereus Selective Agar Base – основа селективного агара для 

B. cereus (Pronadisa) – для выделения и подсчета B. cereus 

из продуктов питания. 

Для выявления и подсчета наиболее вероятного числа 

жизнеспособных презумптивных B. cereus по стандартам 

ГОСТ ISO 21871-2013 российские методики предполагают 

использование селективной среды – агара с маннитом, яич-

ным желтком и полимиксином (MYP) лабораторного приго-

товления [9]. 

В отечественной практике питательная среда в сухом 

виде не производится, поэтому существует необходимость 

ее разработки в рамках программы импортозамещения, 

одной из главных задач которой является придание отече-

ственной экономике хороших конкурентоспособных свойств. 

Цель исследования: провести качественную оценку пи-

тательной среды (MYP-агар) для выделения и дифференци-

ации B. cereus, B. subtilis, разработанной на основе отече-

ственных белковых компонентов в сравнении с неселектив-

ными питательными средами.

Материалы и методы 

Питательные среды. В исследовании использовали 

среды производства ФБУН ГНЦ ПМБ: питательную среду 

для определения количества мезофильных аэробных и фа-

культативно-анаэробных микроорганизмов (среда 

КМАФАнМ) ТУ 20.59.52-260-78095326-2017, МПА ТУ 

20.59.52-286-78095326-2018, ТСА ТУ 9385-254-78095326-

2016. Испытуемой средой служил желточный агар с манни-

том и феноловым красным, основа (MYP-агар) ТУ 20.59.52-

351-78095326-2021. В качестве контроля использовали агар 

с маннитом, яичным желтком и полимиксином (MYP-агар) 

лабораторного приготовления согласно ГОСТ ISO 21871-

2013 [9]. В питательные среды (MYP-агар) вносили селектив-

ную добавку (полимиксин В) производства BioFroxx.

Эмульсию яичного желтка готовили по общепринятой 

методике, включающей приготовление желточной взвеси, 

полученной из желтка, асептически выделенного из яйца и 

внесенного в изотонический раствор хлорида натрия [9].

Тест-штаммы. Для биологического контроля питательных 

сред были использованы тест-штаммы микроорганизмов из 

Государственной коллекции патогенных микроорганизмов и 

клеточных культур «ГКПМ-Оболенск»: B. cereus ATCC 10702 

NCTC 8035, B. subtilis ATCC 6633 NCTC 10400, Staphylococcus 

aureus FDA 209-P ATCC 6538-P, Escherichia coli 168/59 

(O111:K58), Pseudomonas aeruginosa 27/99. Все использован-

ные штаммы микроорганизмов типичны по своим культу-

ральным, морфологическим и биохимическим свойствам.

Рост микроорганизмов на питательных средах оценивали 

количественным методом в соответствии с МУК 4.2.2316–08 

«Методы контроля бактериологических питательных сред» 

[15]. Для этого исходные суспензии микроорганизмов для 

посева готовили в 0,9%-м растворе натрия хлорида по от-

раслевому стандартному образцу мутности ОСО 42-28-85 

(10 единиц мутности). Использовали рабочие разведения 

10-5 – для целевых культур тест-штаммов B. cereus ATCC 

10702 NCTC 8035 и B. subtilis ATCC 6633 NCTC 10400; для 

тест-штамма S. aureus FDA 209-P ATCC 6538-P – разведение 

10-6. Для оценки результатов при интерпретации ингибирую-

щих свойств испытуемой среды нецелевых тест-штаммов 

E. coli 168/59 (О111:K58) и P. aeruginosa 27/99 использовали 

разведения 10-4.

Результаты и обсуждение 

Спорообразующие бациллы неприхотливы к питательным 

средам. Тем не менее отсутствуют единые критерии типиза-

ции патогенных бацилл и возникают трудности при их диф-

ференциации с использованием неселективных питатель-

ных сред. На рис. 1, 2 наглядно продемонстрирован рост 

тест-штаммов B. cereus ATCC 10702 NCTC 8035 и B. subtilis 

ATCC 6633 NCTC 10400 на классических неселективных 

агаризованных питательных средах.

При росте на питательной среде КМАФАнМ через 24 ч 

инкубации при температуре 33°С рост тест-штамма B. cereus 

ATCC 10702 NCTC 8035 наблюдался в виде плоских, мелко-

бугристых, слегка вогнутых, матовых с волнистыми краями 

колоний диаметром 3,0–6,0 мм (рис. 1а). На МПА рост тест-

штамма B. cereus ATCC 10702 NCTC 8035 – в виде крупных, 

распластанных, серовато-беловатых колоний с неровными 

краями, диаметром 3,0–6,0 мм (рис. 1б). Колонии B. cereus 

на ТСА через 24 ч представляли собой плоские, распластан-

ные, с волнистыми краями колонии диаметром 3,0–5,0 мм 

(рис. 1в). 

Тест-штамм B. subtilis ATCC 6633 NCTC 10400 при росте 

на питательной среде КМАФАнМ в течение 24 ч при темпера-

туре 33°С образовывал сухие колонии кремового цвета, па-
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стообразной консистенции с неровными краями, диаметром 

2,0 мм (рис. 2а), на ТСА – кремового цвета колонии с неров-

ными изрезанными краями, диаметром 2,0–3,0 мм (рис. 2б). 

Такие питательные среды не обладают селективными 

свойствами, в связи с чем дифференциация бактерий рода 

Bacillus затруднена и необходимо использовать питательные 

среды, имеющие в составе индикаторные красители, сахара 

и селективные добавки.

Поэтому MYP-агар явился средой, позволяющей опреде-

лить фенотипические свойства выросших культур микроор-

ганизмов и правильно их идентифицировать.

Бактериологическими лабораториями широко применя-

ются питательные среды, в качестве белковых компонентов 

которых используются ферментативные гидролизаты мяса, 

рыбы, рыбной муки, мясокостной муки, казеина, желатина и 

т.д. При разработке MYP-агара проводились исследования 

по определению возможности использования качественных 

белковых основ. Наиболее доступным отечественным бел-

ковым компонентом при разработке MYP-агара в настоящее 

время является панкреатический гидролизат рыбной муки 

(ПГРМ) и панкреатический гидролизат казеина (ПГК) [16]. 

ПГК и ПГРМ имеют сопоставимую степень расщепления 

белка и полный набор незаменимых аминокислот, поэтому 

обеспечивают в питательных средах биологическую потреб-

ность достаточно широкого круга микроорганизмов в азоти-

стом питании. 

Оптимизация состава MYP-агара была проведена по ос-

новным факторам: содержанию белковой основы и вита-

минной добавки (дрожжевой экстракт). Концентрации 

остальных компонентов оставались на одном уровне с кон-

трольной питательной средой лабораторного изготовле-

ния – средой сравнения, так как считались оптимальными. 

Изменение соотношения этих компонентов приводило к не-

специфической опознавательной реакции.

Таким образом, состав MYP-агара, г/л: ПГРМ/ПГК – 10,0; 

дрожжевой экстракт – 1,00; маннит – 10,0; натрия хлорид – 

10,0; феноловый красный – 0,025; агар бактериологиче-

ский – 14,0. Состав селективной добавки (СД): полимиксина 

В сульфат – 0,012.

рН 7,0–7,4. Величина рН, определенная по МУК 4.2.2316-

08, является условной величиной, которая соответствует 

значению рН готовой среды и может незначительно менять-

а б в

Рис. 1. Рост тест-штамма B. cereus ATCC 10702 NCTC 8035 на питательных средах: а – среда КМАФАнМ, б – МПА, в – ТСА.

а б

Рис. 2. Рост тест-штамма B. subtilis ATCC 6633 NCTC 10400 на питательных средах: а – среда КМАФАнМ, б – ТСА.
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с я 

после стерилизации. Пределы значения рН, указанные 

выше, учитывают отклонения рН после стерилизации 

среды.

Биологические показатели MYP-агара определяли после 

внесения в основу желточной эмульсии и селективной до-

бавки. 

Питательная среда разработана с учетом биохимических 

особенностей B. cereus. В. cereus – маннит-отрицательны. 

Присутствие маннита в среде позволяет дифференцировать 

сопутствующую маннит-положительную микробную флору, 

идентифицируемую по изменению цвета индикатора фено-

лового красного на желтый. 

Для определения лецитиназной активности B. cereus в 

состав питательной среды MYP-агар включена желточная 

эмульсия. Нерастворимые продукты распада яичного желт-

ка аккумулируются вокруг колоний B. cereus, образуя белый 

преципитат. Лецитиназная активность проявляется очень 

быстро, поэтому колонии B. cereus могут быть обнаружены 

раньше других видов, устойчивых к полимиксину. 

На рис. 3а, 4а представлен рост тест-штамма B. cereus 

ATCC 10702 NCTC 8035 на питательной среде MYP-агар и 

контрольной в виде шершавых, плоских, матовых колоний 

розового цвета, окруженных кольцом плотного преципитата, 

диаметром 3,0–6,0 мм. 

Бактерии B. subtilis в отличие от B. cereus ферментируют 

маннит и не проявляют лецитиназную активность, поэтому 

на 

среде образуют матовые желтоватого цвета колонии диа-

метром 2,0–3,0 мм с диффузным пожелтением среды (рис. 

3б, 4б).

Рост тест-штаммов B. cereus ATCC 10702 NCTC 8035, 

B. subtilis ATCC 6633 NCTC 10400 из разведений 10-5 и 

S. aureus FDA 209-P ATCC 6538-P из разведения 10-6 реги-

стрировался при температуре 33°С через 24 ч.

Некоторые ведущие производители используют MYP Agar 

Base для выделения и идентификации не только клинически 

значимых бацилл, но и стафилококков. Стафилококки хотя и 

относятся к легко распознаваемым и обнаруживаемым ми-

кроорганизмам и не требуют сложных диагностических при-

емов в микробиологической практике клинических лабора-

торий, однако часто возникают определенные трудности 

установления их потенциальной патогенности. Присутствие 

желтка в таких питательных средах дает возможность визу-

ально наблюдать лецитовителлазную реакцию. 

Стафилококки, продуцирующие лецитиназу, разлагают яич-

ный желток, в результате чего вокруг выросших колоний 

формируются характерные прозрачные и матовые зоны. 

Проявление лецитиназной активности является одним из 

важных показателей патогенности стафилококков [17]. 

На MYP-агаре маннит-положительный и продуцирующий 

лецитиназу S. aureus FDA 209-P АТСС 6538-Р образует кру-

глые блестящие колонии желтого цвета с зоной лецитиназ-

ной активности диаметром 1,0–2,0 мм (рис. 3в, 4в).

а б в

Рис. 3. Рост тест-штаммов на MYP-агаре ФБУН ГНЦ ПМБ: а – B. cereus ATCC 10702 NCTC 8035, б – B. subtilis ATCC 6633 NCTC 10400, 

в – S. aureus FDA 209-P АТСС 6538-Р.

а б в

Рис. 4. Рост тест-штаммов на контрольной среде MYP-агар: а – B. cereus ATCC 10702 NCTC 8035, б – B. subtilis ATCC 6633 NCTC 10400, 

в – S. aureus FDA 209-P АТСС 6538-Р.
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B. cereus устойчивы к концентрациям полимиксина, кото-

рый подавляет рост таких грамотрицательных бактерий, как 

E. coli и P. aeruginosa. Внесение полимиксина необходимо, 

если предполагается высокое содержание сопутствующих 

микроорганизмов в материале проб.

При посеве тест-штаммов E. coli 168/59 (O111:K58), 

P. aeruginosa 27/99 из разведения 10-4 при температуре 32°С 

через 24 ч на MYP-агарах рост полностью отсутствовал.

Таким образом, достоверным методом идентификации 

B. cereus и B. subtilis является бактериологический метод с 

использованием питательных сред. MYP-агар используется 

для выделения и изучения культурально-морфологических 

признаков бактерий B. cereus и B. subtilis и характеризуется 

высокой специфичностью за счет внесения селективной до-

бавки. Среда обеспечивает внутривидовую дифференциа-

цию B. cereus и B. subtilis по способности ферментировать 

маннит и проявлять лецитиназную активность.

Заключение

Сухая отечественная питательная среда MYP-агар может 

быть использована для выделения и визуальной идентифи-

кации бактерий рода Bacillus из пищевых продуктов, кормов 

для животных, фармацевтических и косметических продук-

тов, воды, объектов окружающей и производственной 

среды. Полимиксин в составе среды ингибирует рост боль-

шинства энтеробактерий, тем самым облегчая выделение 

B. cereus, делает среду селективной и позволяет выделить 

патоген на этапе первичного посева.

Внедрение в практику современной отечественной пита-

тельной среды MYP-агар для санитарных исследований по-

зволит отказаться от закупки дорогостоящих импортных 

препаратов. А создание и внедрение в бактериологическую 

практику питательной среды нового поколения, обладаю-

щей информативностью, производительностью и низкой 

стоимостью повысит надежность бактериологических иссле-

дований.
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Н о в о с т и  н а у к и

Возбудитель туляремии остается вирулентным 
в течение нескольких месяцев в холодной воде

Francisella tularensis, возбудитель туляремии, может вызывать сезонные 

вспышки острого лихорадочного заболевания у людей, пик которого прихо-

дится на конец лета – осень. Механизмы его устойчивости в окружающей 

среде между вспышками плохо изучены. Одна из гипотез состоит в том, что 

F. tularensis образует биопленки в водной среде. В исследовании использова-

ли два вирулентных штамма дикого типа: FSC200 (F. tularensis subsp. 

Holarctica) и Schu S4 (F. tularensis subsp. Tularensis) и три контрольных штам-

ма: аттенуированный штамм живой вакцины (LVS; F. tularensis subsp. 

Holarctica), Schu S4 мутант DwbtI, который, как документально подтверждено, 

образует биопленки, и штамм с низкой вирулентностью U112 близкородствен-

ного вида Francisella novicida. Штаммы инкубировали в микрокосмах с соле-

вым раствором (0,9% NaCl) в течение 24 нед. при 4°C и при 20°C, после чего 

измеряли жизнеспособность и образование биопленок. Эти температуры были выбраны для приблизительных зимних и 

летних температур пресной воды в Скандинавии соответственно. U112 и Schu S4 DwbtI образовывали биопленки, а штаммы 

F. tularensis FSC200 и Schu S4 и LVS – нет. Все штаммы показали более длительную жизнеспособность при 4°C по сравне-

нию с 20°C. Штаммы U112 и FSC200 продемонстрировали замечательную долгосрочную устойчивость при 4°C, с только 1- и 

2-кратным логарифмическим сокращением, соответственно, жизнеспособных клеток через 24 нед. Штамм Schu S4 показал 

более низкую выживаемость, не давая никаких жизнеспособных клеток к 20-й неделе. Через 24 нед. клетки штамма FSC200, 

но не Schu S4, все еще были полностью вирулентными у мышей. Эти результаты демонстрируют независимое от биопленки 

долгосрочное выживание патогенных F. tularensis subsp. holarctica в условиях, имитирующих перезимовку в водной среде.
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