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Проведена проверка качества питательных сред для посева крови: питательная среда для детей с нейтрализато-
ром антибиотиков для культивирования аэробов, среда питательная с нейтрализатором антибиотиков для куль-
тивирования анаэробов, среда питательная с нейтрализатором антибиотиков для культивирования аэробов, среда 
питательная для культивирования аэробов ЮНОНА®, используемых в автоматическом бактериологическом анализа-
торе ЮНОНА®Labstar 50 (SCENKER Biological Technology Co., Ltd., Китай). Использованы 10-кратные разведения из 
18-24-часовых культур референс-штаммов: АТСС 13124 Clostridium perfringens; АТСС 25285 Bacteroides fragilis; NCTC 
194I8 Haemophilus influenzae; ATCC 49619 Streptococcus pneumoniae; ATCC16615 Streptococcus pyogenes; ATCC 27853 
Pseudomonas aeruginosa; ATCC 25923 Staphylococcus aureus; ATCC 25922 Escherichia coli; BКПГУ-401/-885-653 
Candida albicans; АТСС 13813 Streptococcus agalactiae; № 186 Enterobacter cloacae; АТСС 29212 Enterococcus 
faecalis; клинический изоляты: Acinetobacter lwofii, Enterobacter cloacae, Сandida tropicalis. Все исследуемые референс-
штаммы выделялись на питательных средах в соответствии с их биологическими свойствами при посеве 50 КОЕ/мл 
менее чем через 72 ч, как и заявлено производителем. Как доказано в исследовании, для проверки качества питатель-
ных сред бактериями вида Haemophilus influenzae нужно применять факторы роста, и это необходимо отразить в 
инструкции производителя.
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The quality of culture media for blood culture was checked: nutrient medium for children with an antibiotic neutralizer for 
the cultivation of aerobes, nutrient medium with an antibiotic neutralizer for the cultivation of anaerobes, a nutrient medium 
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instructions. 
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Введение. Инвазивные инфекции, сопровождающи-
еся размножением микроорганизмов в крови, остаются 
одной из актуальных проблем медицины из-за трудно-
стей диагностики, высокой летальности, значительных 
экономических затрат, причиняемых этим заболевания-
ми. Обнаружение возбудителя в крови является важным 
для назначения этиотропной терапии, но сопряжено 
с трудностями выделения возбудителя [1,3,5]. По про-
гнозам, в ближайшие десять лет ожидается резкое уве-
личение числа больных сепсисом в связи с развитием 
инвазивных медицинских технологий, длительностью 
пребывания пациентов в отделениях реанимации, уве-
личением количества высокотехнологичных медицин-
ских манипуляций [5,9]. Главной задачей микробио-
логического исследования крови является быстрое 
получение результата: обнаружение, идентификация 
чистой культуры возбудителя, получения заключения о 
резистентности выделенного микроорганизма и назна-
чения этиотропной антимикробной терапии. Быстрые 
и достоверные результаты требуют применения высо-
кокачественных питательных сред в связи с различны-
ми потребностями микроорганизмов для роста. С этой 
целью разработаны питательные среды, содержащие 
все факторы роста, необходимые для роста, в том числе 
труднокультивируемых микроорганизмов, дающих воз-
можности ускорения процесса индикации роста микро-
организмов при помощи ручных или автоматических 
систем [1,3,5,9].

При микробиологической диагностике бактериемии 
и сепсиса посев крови в настоящее время проводят на 
различные системы для гемокультур: «Signal» (Oxoid, 
Великобритания), бульон с сердечно-мозговым экстрак-
том (Conda, Испания), среды для автоматических анали-
заторов гемокультур «BACTECTM FX» (Becton Dickinson, 
США), BaсtAlert (bioMeriuex, Франция) и др. [1 – 3, 9, 10].

Применение как коммерческих, так и приготовленных 
в лаборатории питательных сред, регламентируется нор-
мативными документами, включающими внутрилабора-
торный контроль качества питательных сред для клини-
ческих микробиологических исследований [4, 6 – 8].

Цель исследования – проверка качества питатель-
ных сред для посева крови ЮНОНА®(SCENKER Bio-
logical Technology Co., Ltd., Китай), применяемых для 
автоматического бактериологического анализатора 
ЮНОНА®LABSTAR 50, используя референс-штаммы.

Материал и методы. Исследованы следующие пи-
тательные среды: питательная среда для детей с ней-
трализатором антибиотиков для культивирования аэро-
бов (партия № 20200327, дата производства 03.31.2020 
г.), среда питательная с нейтрализатором антибиотиков 
для культивирования анаэробов (партия № 20200307, 
дата производства 03.07.2020 г.), среда питательная для 

культивирования аэробов (партия № 20200404, дата 
производства 04.02.2020 г.) среда питательная с нейтра-
лизатором антибиотиков для культивирования аэробов 
(партия № 20200402, дата производства 04.03.2020 г.) 
ЮНОНА®. Исследование сред проведено на автомати-
ческом бактериологическом анализаторе LABSTAR-50 
(регистрационные удостоверения: РЗН 2019/9250 от 
19.11.2019 г., РЗН 2019/9448 от 24.12.2019 г.); исполь-
зовали референс-штаммы из международных и иных 
коллекций: АТСС 13124 Clostridium perfringens; АТСС 
25285 Bacteroides fragilis; NCTC 194I8 Haemophilus 
influenzae; ATCC 49619 Streptococcus pneumoniae; ATCC 
16615 Streptococcus pyogenes; ATCC27853 Pseudomonas 
aeruginosa; ATCC 25923 Staphylococcus aureus; ATCC 
25922 Escherichia coli; BКПГУ-401/-885-653 Candida 
albicans; АТСС 13813 Streptococcus agalactiae; № 186 
Enterobacter cloacae; АТСС 29212 Enterococcus faecalis; 
клинический изоляты: Acinetobacter lwofii, Enterobacter 
cloacae, Сandida tropicalis.

Для проведения исследований руководствовались 
нормативными документами клиническими рекоменда-
циями, методическими указаниями, справочными посо-
биями [4, 6,8]. Подготовку тест штаммов из лиофили-
зированного состояния проводили на жидких питатель-
ных средах, затем пересевали на плотные питательные 
среды, соответствующие виду микроорганизма по по-
требности питательных свойств и атмосферы культиви-
рования. Исследование штаммов бактериологическим 
методом проводили на питательных средах: МПК, среда 
для контроля стерильности кровяной, анаэробный кро-
вяной, «шоколадный» агар, среда Сабуро, на ATB Ex-
pression (bioMerieux, Франция) и  Phoenix M50 (Becton 
Dickinson, США) анализаторах.

Для исследований применяли культуры микроорганиз-
мов, выращенные в требуемых условиях: анаэробные B. 
fragilis, C. perfringens – 18 ч,  37° С в анаэробной атмосфере 
(анаэростат), факультативные анаэробы – 18 ч при 35±0,5° 
С в атмосфере 5% углекислого газа (СО2-инкубатор), аэро-
бы 18 ч при обычной атмосфере при 35±0,5º С в термоста-
те. Производитель, как указано в инструкции к питатель-
ным средам, рекомендует использовать для контроля каче-
ства питательных сред разведения культур в концентрации 
50 КОЕ /мл. Исходный иннокулюм стандартизовали по 
«Стандарт мутности для определения количества микро-
организмов в микробной взвеси 0,5 ед. МакФарланда» и 
отраслевому стандарту мутности согласно ОСО 42-28-85П 
производства ФГУН ГИСК им. А. А. Тарасевича (Москва), 
равный 10 единицам. Мутность стандарта, равная 10 еди-
ницам соответствует концентрации клеток в 1 мл: 0,93х109 
КОЕ/мл микробов группы кишечной палочки, 11,0х109 
КОЕ/мл микробов коклюшной группы (H. influenzae) [8]. 
Референс-штаммы и клинические изоляты проверяли на 



112

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2021; 66(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-2-110-114

MICROBIOLOGY

соответствие свойствам, признанных в национальных и 
международных коллекциях, определяли показатели ста-
бильности основных биологических свойств микроорга-
низмов по характеру роста, культуральным, морфологиче-
ским (в т. ч. наличие капсулы), тинкториальным (окраска 
по Граму), биохимическим, антигенным свойствам [4,8]. 
В процессе 10-кратного разведения в пробирках с 0,9% 
изотонического раствора хлорида натрия перенос взвеси и 
дальнейшее титрование проводили в пробирках со сменой 
стерильной пипетки вместимостью 1,0 мл (ГОСТ 29227-
91, второй класс точности). Результаты обнаруживаемого 
роста проводились в анализаторе бактериологическом ав-
томатическом ЮНОНА®Labstar 50, по индикатору и кри-
вых роста с фиксацией времени и динамики роста рефе-
ренс-штаммов. Во флаконы с исследуемыми питательны-
ми средами вносили иннокулюмы из разведений, вначале 
вносили образец в анаэробный флакон, затем в аэробный. 
Флаконы с посевами помещали в анализатор для культи-
вирования, при изменении цвета позиции, отображающей 
конкретный флакон, на экране монитора на красный, оце-
нивали результат исследования как «положительный», 
оценивали кривую роста микроорганизма, время сигнала 
от начала культивирования. В случае отрицательной реак-
ции проводили высев из флакона на питательные среды, 
соответствующие виду микроорганизма, изучение мор-
фологии бактерий, культуральным, морфологическим (в 
том числе, наличие капсулы), тинкториальным (окраска по 
Граму), биохимическим, антигенным свойствам. Во фла-
коне с положительной реакцией в течение, как указывают 
производители, менее, чем через 72 ч, происходит размно-
жение микроорганизмов, а во флаконе с отрицательной 
реакцией в течение 5 дней не наблюдается рост микроор-
ганизмов. Проводили контрольные высевы из разведений 
на специальные плотные питательные среды, соответству-
ющие потребностям микроорганизмов. После фиксации 
времени роста микроорганизмов во флаконах испытуемых 
сред, проводили высев на общепринятые питательные сре-
ды для определения стабильности биологических свойств 
микроорганизмов после инкубации по характеру роста, 
культуральным, морфологическим, тинкториальным, био-
химическим, антигенным свойствам на соответствие из-
вестных показателей референс-штамма.

При параллельных высевах из десятикратных раз-
ведений -7,-8,-9 референс-штаммов, полученных из 18-
24 ч культуры микроорганизмов, на питательные среды 
(кровяной агар, анаэробный кровяной агар, среда Сабу-
ро, мясо-пептонный агар – по потребностям микроор-
ганизма) определяли количество КОЕ, которое соответ-
ствует разведениям. При посеве культуры H. influenzae 
на «шоколадный» агар разведение -7 соответствовало 
1000 КОЕ, разведение -8 соответствовало 100 КОЕ, раз-
ведение -9 соответствовало 10 КОЕ. Для всех других 
бактерий разведение -7 соответствовало 100 КОЕ, раз-
ведение -8 соответствовало 10 КОЕ. Для грибов рода 
Сandida разведение -6 соответствует 100 КОЕ, разведе-
ние -7 соответствует 10 КОЕ. Контроль стерильности 
флаконов со средами без посева (3 флакона от партии) 
помещали для культивирования в автоматический ана-
лизатор ЮНОНА LABSTAR-50 на 5 сут при 35±0,5º С и 
среде для контроля стерильности на 7 суток. Статисти-
ческие расчёты проводили в программе XL.

Результаты и обсуждение. Флаконы с питательны-
ми средами при проверке стерильности были стериль-
ны, что подтверждено результатами высевов на среду 
для контроля стерильности. Фиксировали время полу-

чения роста во флаконах с посевами различных культур 
референс-штаммов на анализаторе бактериологическом 
автоматическом ЮНОНА®Labstar 50. Результаты иссле-
дований  представлены в табл. 1.

Все исследуемые референс-штаммы показали воз-
можности роста на питательных средах в соответствие с 
их биологическими особенностями. Среда питательная с 
нейтрализатором антибиотиков для культивирования аэ-
робов ЮНОНА®, среда питательная для культивирования 
аэробов ЮНОНА®, среда питательная для детей с нейтра-
лизатором антибиотиков для культивирования аэробов 
ЮНОНА® обнаруживала рост аэробных и факультативно-
анаэробный бактерий (P. aeruginosa, A. lwofii, S. pyogenes 
S. pneumoniae, S. aureus, E. coli, S. agalactiae, E. сloacae). 
Среда питательная с нейтрализатором антибиотиков для 
культивирования анаэробов ЮНОНА® – обнаружива-
ла рост анаэробных бактерий C. perfringens и B. fragilis. 
Рост грибов рода Сandida (C. glabrata, C. аlbicans) обна-
ружен на питательной среде для детей с нейтрализатором 
антибиотиков для культивирования аэробов, на среде пи-
тательной для культивирования аэробов на питательной 
среде с нейтрализатором антибиотиков для культивирова-
ния аэробов, а на среды питательной с нейтрализатором 
антибиотиков для культивирования анаэробов роста не 
выявлено, что соответствует биологии возбудителей.

Исключением явилось отсутствие положительных 
результатов при посеве труднокультивируемого при-
хотливого микроорганизма – грамотрицательной па-
лочки H. influenzae. В соответствии с рекомендациями 
производителя, описанными в инструкции по приме-
нению, контроль над качеством питательной среды во 
флаконе, не указано, что для проверки среды необхо-
димо вносить факторы роста, в которых имеет потреб-
ность этот микроорганизм. При высеве из флакона с 
посевами культуры H. influenzae из разведения -7, кото-
рый показал отрицательный результат, зафиксирован-
ным анализатором через 120 ч, на «шоколадном» агаре 
обнаружен рост мелких колоний, соответствующих ви-
ду H. influenzae.

При повторном посеве референс-штамма H. influen-
zae на флаконы со средами и с добавлением дефибрини-
рованной крови барана (содержащие необходимые фак-
торы роста) во флаконах выросли бактерии, результат 
оказался положительным (см.табл. 1).

При определении стабильности биологических 
свойств референс-штаммов микроорганизмов после 
инкубации и положительных посевов по характеру ро-
ста, культуральным, морфологическим (в т. ч. наличие 
капсулы), тинкториальным (окраска по Граму), био-
химическим, антигенным свойствам не обнаружено 
изменения указанных свойств. Все показатели и свой-
ства, характерные для каждого вида микроорганизма, 
оказались стабильными после культивирования на сре-
дах в анализаторе бактериологическом автоматическом 
ЮНОНА®Labstar 50.

Время роста культур референс-штаммов из разных 
разведений на испытуемых питательных средах раз-
личное, поэтому рассчитали среднее время роста на 
питательных средах по кривой роста и времени «поло-
жительного» сигнала на анализаторе. Для оценки раз-
множения на питательных средах по скорости роста 
вычислили среднее время роста на различных средах из 
разведений, содержащих 100 и 10 КОЕ/мл (табл. 2).

Как показано в табл. 2, наиболее быстрый рост об-
наружили грамотрицательные энтеробактерии, среднее 
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время роста 10,4-11,9 ч, среднее время роста стафило-
кокков и энтерококков: 12,4-13,8 ч, рост C. рerfringens 
обнаружен в среднем через 11,9 часов. Нефермен-
тирующие грамотрицательные бактерии (A. lwofii, 
P. aeruginosa) обнаружены на питательных средах в 
среднем через 13,1-13,6 часов. Труднокультивируемые 
прихотливые  бактерии (S. pneumoniae, S. agalactiae, 
S. pyogenes, H. influenzae) обнаружены в среднем через 
18,2-23,2 часа. Для обнаружения «положительного» ре-
зультата инкубация референс- штамма B. fragilis заняла 

в среднем 48,5 часов. Грибы рода Candida обнаружены в 
среднем через 20,0-24,3 часа.

Рост референс-штаммов на описываемых питатель-
ных средах произошёл менее, чем через 72 ч на пита-
тельных средах в соответствии с биологией микроорга-
низма, как и описано  в инструкции  производителя на 
питательные среды. Подобные результаты получены в 
других исследованиях [2,10].

Выводы. Исследование показало, что все испы-
танные среды: среда питательная для детей с ней-

Т а б л и ц а  1
Время роста культур на питательных средах при инкубации на анализаторе бактериологическом автоматическом ЮНОНА®Labstar 50

Название микроорганизма Разведение, количество 
клеток в 1 мл

Среда № 1, время 
роста (ч:мин)

Среда № 2, время 
роста  (ч:мин)

Среда № 3, время 
роста (ч:мин)

Среда № 4, время 
роста (ч:мин)

E. coli -7          100 10:13 10:38 10:57 10:23
E. coli -8          10 10:43 11:16 10:42 10:28
E. coli -9          ≤10 12:01 11:55 12:33 12:00
P. aeruginosa -7          100 13:11 23:37 12:38 12:35
P. aeruginosa -8           10 13:43 25:48 12:58 15:37
P. aeruginosa -9          ≤10 15;36 отриц. 15:49 15:49
H. influenzae -7         1000 Отр** отр отр отр
H. influenzae -8          100 отр отр отр отр
H. influenzae, кр* -7         1000 17:31 17;13 17:30 16:07
H. influenzae, кр* -8          100 20:31 21:01 21:09 24:01
H. influenzae, кр* -9           10 26:50 22:48 - -
E. cloacae -7          100 11:31 - - -
E. cloacae -8          10 12:46 12: 30 12:46 12:41
A. lwofii -7           100 12:50 13:09
A. lwofii -8            10 14:59 14:36 - -
A. lwofii -9          ≤10 - 16:09 - 19:34
S. pneumoniae -7          100 16:01 17:24 18:53 -
S. pneumoniae -8            10 18:14 16:03 23:42 18:43
S. pneumoniae -9          ≤10 17:34 17:34 26:41 -
S. pyogenes -7          100 21:46 - 20:33 23:59
S. pyogenes -8           10 30:23 - 21:50 -
S. pyogenes -9          ≤10 75: 00 - 24:42 -
E. faecium -7          100 12:54 13:32 12:37 13:31
E. faecium -8           10 14:22 15:44 13:57 15:04
E. faecium -9         ≤10 16:59 17:36 16:19 16:38
S. aureus -7          100 10:53 13:10 11:56 11:45
S. aureus -8            10 12:36 15:14 12: 49 12:26
S. aureus -9          ≤10 13:27 17:53 - 13:39
S. agalactiae -7           100 14:08 - 14:08
S. agalactiae -8           10 20:50 - 18:35 17:59
S. agalactiae -9          ≤10 - - 21:59 -
B .fragilis -7         100 - 21:40 отр -
B. fragilis -8          10 - 72:00 отр -
C. perfringens -7         100 - 6:55 отр -
C. perfringens -8           10 - 17:35 - -
C. albicans -6          100 19:20 - 16:28 18:56
C. albicans -7           10 - - - 26:34
С. glabrata -6         100 21:05 - - -
С. glabrata -7          10 - - - 27:59

П р и м е ч а н и е .  1 - среда питательная для детей с нейтрализатором антибиотиков для культивирования аэробов ЮНОНА® (партия № 
20200327, дата производства 03.31.2020 г.); 2 - среда питательная с нейтрализатором антибиотиков для культивирования анаэробов ЮНОНА® 

(партия № 20200307, дата производства 03.07.2020 г.); 3 -  среда питательная для культивирования аэробов ЮНОНА® (партия № 20200404, да-
та производства 04.02.2020 г.); 4 - питательная с нейтрализатором антибиотиков для культивирования аэробов ЮНОНА® (партия № 20200402, 
дата производства 04.03.2020 г.). кр* - внесение дополнительно крови дефибринированной барана, 2,0 мл.  ** - рост во флаконе H. influenzae 
не обнаружен, при высеве из флакона на шоколадный агар,35±0,5 ºС 5% СО2 - обнаружен рост мелких колоний H. influenzae. Прочерк – ис-
следование не проводилось.
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трализатором антибиотиков для культивирования 
аэробов  ЮНОНА® (партия № 20200327, дата произ-
водства 03.31.2020 г.); среда питательная с нейтрали-
затором антибиотиков для культивирования анаэро-
бов ЮНОНА® (партия № 20200307, дата производства 
03.07.2020 г.); среда питательная для культивирования 
аэробов ЮНОНА® (партия № 20200404, дата произ-
водства 04.02.2020г.); питательная с нейтрализатором 
антибиотиков для культивирования аэробов ЮНОНА® 

(партия № 20200402, дата производства 04.03.2020 г.) 
соответствовали времени роста и минимальным кон-
центрациям культур референс-штаммов, заявленному 
производителем: не менее 50 КОЕ/мл и в течение не 
более 72 часов. Изучение биологических свойств ре-
ференс-штаммов микроорганизмов после инкубации 
и положительных посевов по характеру роста, культу-
ральным, морфологическим (в т. ч. наличие капсулы), 
тинкториальным (окраска по Граму), биохимическим, 
антигенным свойствам не обнаружено изменения ука-
занных  параметров. Как доказано в исследовании, для 
проверки качества сред бактериями вида H. influenzae, 
нужно применять факторы роста, и это необходимо от-
разить в инструкции производителя.

Финансирование. Исследование выполнено при под-
держке ООО «МедикаГрупп».

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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  Т а б л и ц а  2
Время обнаружения роста референс-штаммов на средах при 

детекции на анализаторе бактериологическом автоматическом 
ЮНОНА®Labstar 50 при посеве 10-100 КОЕ/мл (M±m)

Референс-штаммы  
из международных  
и иных коллекций

Наименование 
культуры

Среднее время роста 
на средах во  
флаконах, ч

АТСС 13124 C. perfringens 11,9±7.6
АТСС 25285 B. fragilis 46,7±35,7
NCTC 194I8 H. influenzae* 18,9±2,3
ATCC 25922 E. coli 10,4±0,3
186 E. cloacae 11,9±0,5
Клинический A. lwofii 13,6±0,9
ATCC27853 P. aeruginosa 13,1±1,4

ATCC25923 S. aureus 12,4±1,4
АТСС13813 S. agalactiae 16,9±2,8
Клинический E. faecium 13,8±1,0
ATCC49619 S. pneumoniae 18,2±2,5
ATCC16615 S. pyogenes 23,3±3,9
BКПГУ-401/-885-653 C. albicans 20,0±4,3
Клинический C. glabrata 24,3±4,6

П р и м е ч а н и е . * – при дополнительном внесении крови де-
фибринированной барана, 2,0 мл.


