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Во всем мире сальмонеллы относятся к наиболее распространенным бактериальным патогенам. Разработана отече-
ственная модифицированная полужидкая среда Раппапорта–Вассилиадиса (среда MSRV), предназначенная для обна-
ружения подвижных видов сальмонелл при проведении санитарно-бактериологических исследований пищевых про-
дуктов и объектов окружающей среды. Проведена специфическая оценка биологических свойств питательной среды 
на широком наборе тест-штаммов. Установлено, что питательная среда MSRV производства ФБУН ГНЦ ПМБ облада-
ет высокой чувствительностью к подвижным видам Salmonella spp., а также имеет высокие ингибирующие свойства в 
отношении микробов-ассоциантов. 
Производство отечественной среды MSRV позволит расширить ассортимент питательных сред для выделения саль-
монелл, повысить диагностическую эффективность при санитарно-бактериологических исследованиях пищевых про-
дуктов и объектов окружающей среды и отказаться от закупки дорогостоящих импортных препаратов.
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Salmonella are the most common bacterial pathogens worldwide. A domestic modified semi-liquid Rappaport–Vassiliadis 
medium (MSRV medium) has been developed, designed to detect mobile species of Salmonella during sanitary and 
bacteriological studies of food products and environmental objects. A specific assessment of the biological properties of the 
nutrient medium was carried out on a wide range of test-strains. It has been established that the MSRV nutrient medium 
produced by the SRCAMB has a high sensitivity to mobile species of Salmonella spp., and also has high inhibitory properties 
against associated microbes.
The production of the domestic MSRV medium will expand the range of nutrient media for the isolation of Salmonella, increase 
the diagnostic efficiency in sanitary and bacteriological studies of food products and environmental objects, and refuse to 
purchase expensive imported drugs.
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С альмонеллез занимает одно из лидирующих мест 
среди кишечных инфекций, вызванных бактериями 

рода Salmonella [1]. 
В настоящее время Salmonella spp. в структуре острых 

кишечных инфекций (ОКИ) занимает 2-е место по распро-
страненности после острых респираторных вирусных инфек-
ций. Сальмонеллез сохраняет свою актуальность при фор-
мировании вспышечной заболеваемости и занимает третье 
место (после ОКИ вирусной этиологии) в структуре очагов 
групповой заболеваемости с фекально-оральным механиз-
мом передачи инфекции. 

По заключению многих экспертов, корм для животных яв-
ляется одним из основных «поставщиков» сальмонеллы в 
пищевую цепь, поэтому основным источником заболевания 
человека являются продукты питания из мяса и птицы. Инфи- 
цированный человек (особенно бессимптомный носитель) 
представляет особую опасность в том случае, если он имеет 
отношение к приготовлению и раздаче пищи, а также продаже 
пищевых продуктов. Наиболее восприимчивы к заболеванию 
люди со сниженным иммунным статусом (в том числе грудные 
дети) и больные, получающие антибиотики [2–4]. 

Чаще всего возбудителями сальмонеллезов у человека 
являются серовары S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Cholerae- 
suis, S. Dublin и другие, входящие в серогруппы В, С, D и Е.

По данным Роспотребнадзора [5], несмотря на общую 
тенденцию к снижению заболеваемости сальмонеллезом, 
этот показатель в последние годы достоверно не изменился 
и составил 13,61 на 100 тыс. населения. В январе–августе 
2022 г. выявлено 16 360 случаев заболевания сальмонелле-
зом (11,17 на 100 тыс. населения).

По сведениям референс-центра по мониторингу за саль-
монеллезами (ФГУН ЦНИИЭ), в 2021 г., на основании дан-
ных опорных баз, на долю трех основных серотипов – 
Enteritidis, Typhimurium и Infantis – приходилось 97,19% обще-
го числа изолятов сальмонелл, выделенных в учреждениях 
Роспотребнадзора, и 97,95% изолятов сальмонелл, выде-
ленных от людей [5, 6].

Действующие нормативно-методические документы ре-
гламентируют использование различных питательных сред 
при санитарно-бактериологическом исследовании продук-
тов питания, кормов, объектов окружающей среды на нали-
чие сальмонелл [7–11]. 

Перечень отечественных питательных сред для выделе-
ния и идентификации сальмонелл обширен и неуклонно рас-
ширяется, а выбор конкретных сред во многом определяется 
исходя из характера исследуемого материала и представле-
ния о возможном содержании в нем бактерий рода Salmonella 
[12]. Для этого должны быть выбраны высокочувствитель-
ные и специфичные методы, которые одновременно должны 
быть простыми, быстрыми и недорогими [8]. 

В число признанных сред, способствующих преимуще-
ственному селективному накоплению сальмонелл, наряду с 
признанным селенитовым бульоном, бульоном Мюллера, 
входят среды с использованием соли магния в качестве се-
лективного агента: магниевая среда, бульон Раппапорта–
Вассилиадиса (RVS-бульон). Основным условием в средах 
обогащения является эффект накопления сальмонелл при 
исследовании образцов различной степени биологического 
загрязнения и ингибирующая способность по отношению к 
сопутствующей микрофлоре.

В соответствии с новым международным стандартом EN 
ISO 6579-1 для ускоренного выделения подвижных Salmonella 
spp. предусмотрен горизонтальный метод обнаружения в про-
дуктах питания, кормах, а также образцах окружающей 
среды, при помощи модифицированной среды Раппапорта–
Вассилиадиса (среды MSRV). Принцип выделения сальмо-
нелл основан на миграции подвижных сальмонелл в полужид-
кой селективной среде, вследствие чего ускоряется процесс 
выделения Salmonella spp. [13, 14]. Для выделения подвижных 
микроорганизмов рода Salmonella питательная среда должна 
обладать пониженной прочностью геля (полужидкие пита-
тельные среды) и высокими ингибирующими свойствами. 

В отечественной практике эта питательная среда не про-
изводится, поэтому существует необходимость ее разработ-
ки в рамках программы импортозамещения, одной из глав-
ных задач которой является придание отечественной эконо-
мике хороших конкурентоспособных свойств. 

Правильный подбор состава питательной среды обеспе-
чит возможность из всего разнообразия микроорганизмов, 
присутствующих в образце, выделить и получить чистую 
культуру искомого патогена с целью дальнейшей его иден-
тификации [15]. 

Цель исследования: провести качественную оценку мо-
дифицированной питательной среды Раппапорта–Вассили- 

Таблица 1. Рост тест-штаммов на различных белковых основах среды MSRV

Белковая основа Тест-штаммы

S. Enteritidis 11272 S. Typhimurium 79 S. Choleraesuis 
var. Kunzendorf 309

S. Parathyphi B-8006 S. Typhi H-901

Разведение 10-6

ПГРМ Непрозрачный ореол 
роста – зона 
подвижности

 4–6 см

Непрозрачный ореол 
роста – зона 
подвижности

2,5–3,5 см

Непрозрачный ореол 
роста – зона 
подвижности

3,0–5,0 см

Непрозрачный ореол 
роста – зона 
подвижности

0,5–1,5 см

Рост отсутствует

СГК Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует

ГКНСР Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует

Контроль Непрозрачный ореол 
роста – зона 
подвижности

3–5 см

Непрозрачный ореол 
роста – зона 
подвижности

2,0–3,0 см

Непрозрачный ореол 
роста – зона 
подвижности

2,0–3,0 см

Непрозрачный ореол 
роста – зона 
подвижности

0,5–1,5 см

Рост отсутствует

ГРМ-агар, контроль 
посевной дозы

88 колоний типичной 
морфологии

76 колоний типичной 
морфологии

79 колоний типичной 
морфологии

81 колония типичной 
морфологии

80 колоний типичной 
морфологии



Разработка и оценка качества полужидкой модифицированной среды Раппапорта–Василиадиса (среда MSRV)

19

адиса для выделения подвижных бактерий рода Salmonella, 
разработанной на основе отечественных белковых компо-
нентов.

Материалы и методы 

Питательные среды. Использовались питательные 
среды производства ФБУН ГНЦ ПМБ: питательный агар для 
культивирования микроорганизмов: ГРМ-агар РУ № ФСР 
2007/00001; питательный бульон для накопления сальмо-
нелл по Раппапорту–Вассилиадису сухой (RVS-бульон) РУ 
№ ФСР 2010/09163, экспериментальная полужидкая моди-
фицированная среда Раппапорта–Вассилиадиса (среда 
MSRV). В качестве контрольной использовали среду лабора-
торного приготовления (RVS-бульон с внесением агара 
2,5 г/л) [13]. В полужидкие MSRV вносили селективную до-
бавку – новобиоцин производства AppliChem.

Тест-штаммы. В работе использованы тест-штаммы ми-
кроорганизмов из Государственной коллекции патогенных 
микроорганизмов и клеточных культур «ГКПМ-Оболенск».

Использовали рабочие разведения 10-6 для целевых куль-
тур тест-штаммов: S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis 
11272, S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 79, 
S. enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis var. Kunzendorf 

309, S. enterica subsp. enterica serovar Typhi H-901, S. enterica 
subsp. enterica serovar Paratyphi B-8006, S. enterica subsp. 
enterica serovar Gallinarum 665. 

Для оценки ингибирующих свойств испытуемой среды ис-
пользовали нецелевые тест-штаммы Escherichia сoli 3912/41 
(O55:K59), E. сoli АТСС 25922, Enterococcus faecalis ATCC 
19433 NCTC 775, Staphylococcus aureus FDA 209-P ATCC 
6538-P, Proteus mirabilis 46, Shigella sonnei «S form», Proteus 
vulgaris HX 19 222, Citrobacter freundii 9750 NCTC 101/57, 
Pseudomonas aeruginosa 27/99 из разведений 10-4. 

Методика посева. В центр чашек Петри со средой MSRV 
наносили по 0,1 мл микробной взвеси каждого тест-штамма 
из соответствующих разведений. Через 18–24 ч инкубации 
посевов при температуре 41,5 ± 1,5°С визуально учитывали 
наличие и характер роста.

Ростовые свойства питательных сред оценивали мето-
дом, регламентированным МУК 4.2.2316 – 08 «Методы кон-
троля бактериологических питательных сред» [10].

Результаты и обсуждение

В качестве основных белковых компонентов для пита-
тельных сред широко используются ферментативные гидро-
лизаты рыбы, рыбной муки, мяса, казеина и т.д., имеющие 

Рис. 1. Ростовые характеристики сальмонелл на питательных 
средах. Размер ореола роста – зоны подвижности сальмонелл 
(в см) в зависимости от состава среды.

Таблица 2. Состав модифицированной питательной среды 
Раппапорта–Вассилиадиса с внесением новобиоцина

Состав, г/л Вариант
1

Вариант
2

Вариант
3

Вариант
4

Контроль

ПГРМ 3,0 3,0 3,0 4,0 RVS-
бульон 

Пептон мясной 2,0 2,0 - -

Пептон 
ферментативный

- - 2,0 -

Соевый пептон 1,0 0,5 1,0 1,0

Хлорид натрия 8,0 8,0 8,0 8,0

Дигидрофосфат 
калия

1,6 1,6 1,6 1,6

Хлорид магния 13,0 13,0 13,0 13,0

Малахитовый 
зеленый

0,04 0,04 0,04 0,04

Агар 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Новобиоцин 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015

0

1

2

3

4

5

6

7

8

S. Choleraesuis var.Kunzendorf 309

S. Typhimurium 79

S. Enteritidis 11272

Контроль Вариант 4Вариант 3Вариант 2Вариант 1

Ра
зм

ер
 о

ре
ол

а,
 с

м

Вариант состава питательной среды

Таблица 3. Биологические показатели среды MSRV на минимальном наборе тест-штаммов после внесения селективной добавки

Тест-штаммы Вариант
1

Вариант
2

Вариант
3

Вариант
4

Контроль ГРМ-агар

Непрозрачный ореол роста – зона подвижности, см

S. Enteritidis 11272,
разведение 10-6

6–7 3–4 5–6 2,5–3 4–5 76 кол. типичной 
морфологии

S. Typhimurium 79,  
разведение 10-6

2,5–3 1,5–2 2–3 1,5–2 3–4 80 кол. типичной 
морфологии

S. Choleraesuis var.  
Kunzendorf 309,
разведение 10-6

5–5,5 3–3,5 3,5–4 2,5–3 4–4,5 71 кол. типичной 
морфологии

E. coli 3912/41 (O55:K59), 
разведение 10-4

Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует Сливной рост

C. freundii 9750 NCTC 101/57, 
разведение 10-4

Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует Сливной рост
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высокую степень расщепления белка и полный набор неза-
менимых аминокислот, обеспечивающие питательную по-
требность достаточно широкого круга микроорганизмов в 
азотистом питании [16, 17]. 

При конструировании полужидкой модифицированной 
питательной среды Раппапорта–Вассилиадиса на первом 
этапе проводили выбор белковой основы. Для этого были 
использованы: панкреатический гидролизат рыбной муки 
(ПГРМ), гидролизат казеина неглубокой степени расщепле-
ния (ГКНСР) и солянокислотный гидролизат казеина (СГК), 
г/л: ПГРМ/ГКНСР/СГК – 3,0; пептон мясной – 2,0; пептон со-
евый – 1,0; хлорид натрия – 8,0; дигидрофосфат калия – 1,6; 
хлорид магния – 13,0; малахитовый зеленый – 0,04; агар 
бактериологический – 2,5; новобиоцин – 0,015.

Биологические показатели вариантов среды MSRV на 
различных белковых основах с использованием тест-
штаммов S. Enteritidis 11272, S. Typhimurium 79, S. Cholerae- 
suis var. Kunzendorf 309, S. Parathyphi B-8006, S. Typhi H-901 
представлены в табл. 1.

Из табл. 1 видно, что самым приемлемым оказался вари-
ант среды MSRV на основе ПГРМ, который обеспечил рост 
тест-штаммов S. Enteritidis 11272, S. Typhimurium 79, 
S. Choleraesuis var. Kunzendorf 309, S. Parathyphi B-8006 в 
виде непрозрачных ореолов с зонами подвижности (за ис-
ключением S. Typhi H-901). 

В инструкциях зарубежных производителей, в ГОСТ 
31659-2012 имеются сведения о том, что на среде Раппа- 
порта–Вассилиадиса отсутствует рост S. Typhi, аналогично 
результатам, полученным на разработанной среде [7, 18]. 

На среде с использованием таких основ, как ГКНСР и 
СГК, рост штаммов всех сальмонелл отсутствовал. 

Дальнейшая оптимизация состава среды MSRV была про-
ведена по количественному содержанию ПГРМ и пептонов, 
а также отработке концентрации селективной добавки. 
Концентрации остальных компонентов оптимальные и не из-
менялись (табл. 2).

Биологические показатели всех вариантов среды MSRV 
после внесения селективной добавки представлены в табл. 3.

Из табл. 3 видно, что размер ореола подвижности сальмо-
нелл зависит от количественного содержания соевого пеп-
тона и ПГРМ. 

На рис. 1 наглядно представлены рост и размер ореола 
подвижности сальмонелл в зависимости от состава среды 
MSRV. На рис. 2–4 представлен рост сальмонелл в зависи-
мости от состава среды MSRV.

Таким образом, отработан предварительный состав 
модифицированной питательной среды Раппапорта–
Вассилиадиса, г/л: ПГРМ – 3,0; пептон мясной – 2,0; пеп-
тон соевый – 1,0; дигидрофосфат калия – 1,6; хлорид 
магния – 13,0; хлорид натрия – 8,0; малахитовый зеле-
ный – 0,04; натрий углекислый – 0,3 ± 0,2, агар бактерио-
логический – 2,4 ± 0,2. Состав селективной добавки: ново-
биоцин – 0,015.

Биологический контроль питательной среды MSRV на 
широком наборе тест-штаммов представлен в табл. 4.

Таким образом, при изучении культуральных свойств пи-
тательной среды MSRV на широком наборе тест-штаммов 
микроорганизмов было отмечено, что среда обладает высо-
кой чувствительностью при посеве подвижных сальмонелл, 
селективностью по отношению к грамположительным и 
большинству грамотрицательных бактерий.

В соответствии с EN ISO 6579-1:2017 после обнаружения 
предполагаемого диффузного роста сальмонелл со среды 
MSRV с края подвижной зоны отбирают материал для пере-
сева на дифференциально-диагностические среды [13]. В 
результате пересева всех тест-штаммов сальмонелл со 
среды MSRV на XLD-агар были получены колонии типичной 
для сальмонелл морфологии: круглые, прозрачные, бесцвет-
ные с черным центром, диаметром 1,0–3,0 мм.

Биологические показатели разработанной модифициро-
ванной полужидкой среды Раппапорта–Вассилиадиса (среда 
MSRV):

• специфическая активность: среда MSRV обеспечивает 
при посеве по 0,1 мл микробной взвеси из разведения 10-6 
через 18–24 ч инкубации при температуре 41,5 ± 1,5°С на 
всех засеянных чашках Петри рост каждого тест-штамма 
S. Enteritidis 11272, S. Typhimurium 79 и S. Choleraesuis var. 
Kunzendorf 309 с образованием ореола просветления 
среды – зоны подвижности не менее 3,0 см; 

• ингибирующие свойства: среда MSRV подавляет рост 
E. coli АТСС 25922, P. aeruginosa 27/99, C. freundii 101/57, 
E. faecalis 775 при посеве по 0,1 мл микробной взвеси из 

Таблица 4. Биологический контроль питательной среды MSRV на широком наборе тест-штаммов

Тест-штаммы Разведение Биологические показатели ГРМ-агар

S. Enteritidis 11272 10-6 Непрозрачный ореол роста – зона подвижности 6–7 см 81 кол. типичной морфологии

S. Typhimurium 79 10-6 Непрозрачный ореол роста – зона подвижности 2,5–3 см 79 кол. типичной морфологии

S. Choleraesuis var. Kunzendorf 309 10-6 Непрозрачный ореол роста – зона подвижности 5–5,5 см 78 кол. типичной морфологии

S. Parathyphi B-8006 10-6 Непрозрачный ореол роста – незначительная зона подвижности 0,5–1,5 см 69 кол. типичной морфологии

E. coli 3912/41 (O55:K59) 10-4 Рост отсутствует Сливной рост

E. coli АТСС 25922 10-4 Рост отсутствует Сливной рост

S. aureus FDA 209-P ATCC 6538-P 10-4 Рост отсутствует Сливной рост

P. vulgaris HX 19 222 10-4 Рост отсутствует Сливной рост

S. sonnei «S form» 10-4 Рост отсутствует Сливной рост

C. freundii 9750 NCTC 101/57 10-4 Рост отсутствует Сливной рост

P. aeruginosa 27/99 10-4 Рост отсутствует Сливной рост

P. mirabilis 46 10-4 Рост отсутствует Сливной рост

E. faecalis 775 10-4 Рост отсутствует Сливной рост



Разработка и оценка качества полужидкой модифицированной среды Раппапорта–Василиадиса (среда MSRV)

21

разведения 10-4 через 18–24 ч инкубации при температуре 
41,5 ± 1,5°С на всех засеянных чашках Петри.

В процессе конструирования питательной среды MSRV 
были также исследованы методы стерилизации. В состав 
питательной среды входит агар бактериологический в 
количестве 2,4 ± 0,2 г/л. При автоклавировании питатель-
ной среды происходит деструкция агара, а это, в свою 
очередь, приводит к потере прочности среды и ее разжи-
жению. На основании исследований определен метод 
стерилизации высокоселективной среды MSRV – кипяче-
нием в течение 1–2 мин. Способ стерилизации питатель-
ных сред кипячением доступен любой бактериологиче-
ской лаборатории, занимающейся приготовлением пита-
тельных сред.

Заключение

Разработанная питательная среда MSRV ФБУН ГНЦ ПМБ 
на основе отечественной белковой основы обладает высо-
кой чувствительностью в отношении подвижных бактерий 
Salmonella spp. Ингибирующие свойства питательной среды 
в отношении грамположительных бактерий достигаются за 
счет внесения селективных добавок, таких как малахитовый 
зеленый, магния хлорид, новобиоцин, и температурой инку-
бирования 41,5 ±,5°С. 

Производство высокочувствительной отечественной пи-
тательной среды MSRV позволит расширить ассортимент 
питательных сред для выделения сальмонелл, повысить ди-
агностическую эффективность при санитарно-бактериоло-
гических исследованиях и отказаться от закупки дорогосто-
ящих импортных препаратов. 
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