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ХРОМОГЕННАЯ СИНТЕТИЧЕСКАЯ СРЕДА «КЛЕБСИЕЛЛА 5-АСК ХРОМ-С» ДЛЯ 
ВЫДЕЛЕНИЯ И ИДЕНТИФИКАЦИИ КЛЕБСИЕЛЛ

ФГБВОУ ВПО «Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова» Минобороны России, 194044, г. Санкт-Петербург,  
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Разработана хромогенная синтетическая среда «Клебсиелла 5-АСК ХРОМ-С» для выделения и идентификации клебсиелл 
видов K.pneumoniae subsp. pneumoniae, K.oxytoca, K.mobilis по хромогенной реакции на фермент 5-аминосалицилат де-
карбоксилазу – уникальный маркер рода Klebsiella. В качестве источника азота и углерода в среде используют L-пролин и 
L-глутамат натрия. Достигнуто постоянство состава питательной среды, что обеспечивает ее стандартность. Диа-
гностическая чувствительность хромогенной среды 95,3±1,7%; диагностическая специфичность 100%; аналитическая 
чувствительность 1–2 КОЕ мл-1. Идентификация клебсиелл достигается одновременно с их изоляцией в течение 24–48 ч.  
Тест на 5-аминосалицилат декарбоксилазу с использованием двух хромогенных сред «Клебсиелла 5-АСК ХРОМ-С» и 
«Клебсиелла 5-АСК» позволяет дополнительно идентифицировать K.pneumoniae subsp. ozaenae, K.pneumoniae subsp. 
rhinoscleromatis.

К л ю ч е в ы е с л о в а: хромогенная среда; 5-аминосалицилат декарбоксилаза; маркер Klebsiella; идентификация клеб-
сиелл.
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The chromogeniс synthetic medium «Klebsiella 5-ASK CHROM-C» was developed for isolation and identification of klebsiellae of 
species of K.pneumoniae subsp. pneumoniae, K.oxytoca, K.mobilis according chromogenic reaction to enzyme 5-aminosalycilate 
decarboxylase as a unique marker of genus Klebsiella. The L-proline and L-calcium glutamate are used as a source of nitrogen 
and carbon in medium. The consistency of composition of growth medium that ensure its regularity. The diagnostic sensitivity of 
chromogenic medium is 95.3±1.7%; diagnostic specificity is 100%; analytical sensitivity is 1-2 colony-forming units per ml-1. The 
identification of Klebsiella is achieved simultaneously with their isolation during 24=48 hours. The test of 5-ASK decarboxylase 
using two chromogenic mediums «Klebsiella 5-ASK CHROM-C» permits identifying additionally K.pneumoniae subsp, ozaenae, 
K.pneumoniae subsp. Rhinoscleromatis.
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Введение. Потребность в питательных средах для 
выделения и идентификации клебсиелл обусловлена 
их значением как «проблемных» возбудителей забо-
леваний человека, азотфиксаторов, биодеструкторов. 
Первая хромогенная среда для клебсиелл была разра-
ботана нами и защищена авторским свидетельством 

СССР от 1987 г. с приоритетом от 25.02.1985 г. [1]. Она 
основана на открытой нами уникальной для клебсиелл 
хромогенной реакции с 5-аминосалициловой кислотой 
( 5-АСК) [2]. Выявлен биохимический механизм хро-
могенной реакции и открыт уникальный фермент клеб- 
сиелл, определяющий эту реакцию, – 5-аминосалицилат 
декарбоксилаза [3]. Хромогенная реакция происходит 
в две стадии. На первой стадии, протекающей в аэроб-
ных и анаэробных условиях, 5-аминосалицилат декар-
боксилаза клебсиелл отщепляет карбоксильный ради-
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кал от 5-АСК с образованием СО2 и пара-аминофенола, 
который является бесцветным промежуточным продук-
том. На второй стадии, протекающей только в аэробных 
условиях уже без участия бактерий, пара-аминофенол 
окисляется кислородом воздуха в крупномолекуляр-
ный полимер темно-коричневого цвета, определяю-
щий окраску питательной среды вокруг колоний клеб-
сиелл. С 1999 г. эта хромогенная среда под названием 
«Клебсиелла 5-АСК» производится отделом новых 
технологий НИИЭМ им. Пастера (Санкт-Петербург). 
Питательной основой этой среды является сухой пита-
тельный агар из гидролизата рыбы. Известна также мо-
дификация хромогенной среды с 5-АСК, направленная 
на повышение ростовых качеств среды путем добав-
ления к сухому питательному агару экстракта кормо-
вых дрожжей, глюкозы, парааминобензойной кислоты 
и других компонентов [4]. Недостатком хромогенной 
питательной среды «Клебсиелла 5-АСК» и ее модифи-
кации [4] является отсутствие стандартности состава 
хромогенной питательной среды в связи с неопреде-
ленным составом сухого питательного агара из есте-
ственного сырья (гидролизатов рыбы, мяса), который 
используется в качестве источника азота и углерода. 
Недостатком известных синтетических питательных 
сред для выделения и идентификации клебсиелл также 
является отсутствие стандартности источников азота и 
углерода: в питательной среде Калины Г.П. – мочевина 
и раффиноза [5], в питательной среде [6] – нитрат ка-
лия и сахароза. Указанные синтетические питательные 
среды также подавляют рост актуального вида клебси-
елл – K.mobilis (Enterobacter aerogenes).

Целью данного исследования является повышение 
стандартности хромогенной питательной среды для вы-
деления и идентификации бактерий рода Klebsiella. По-
вышение стандартности состоит в достижении полной 
определенности и постоянства состава хромогенной 
среды при сохранении ее высоких диагностических ха-
рактеристик.

Материалы и методы. Объектами исследования 
были 58 музейных штаммов клебсиелл (K.pneumoniae 
subsp. pneumoniae – 25, K.oxytoca – 16, K.mobilis – 16), 
150 клинических штаммов клебсиелл (K.pneumoniae 
subsp. pneumoniae – 127, K.oxytoca – 25, K.mobilis – 8), 
выделенных в клинико-бактериологической лаборато-
рии Военно-медицинской академии. Клебсиеллы вы-
деляли на средах первичного посева Эндо, Плоскире-
ва и хромогенной синтетической среде «Клебсиелла 
5-АСК ХРОМ-С», идентифицировали до вида микро-
биологическим анализатором Vitek 2 (BioMerieux).  
В сравнительных исследованиях использовали также 
хромогенную среду «Клебсиелла 5-АСК» производ-
ства НИИЭМ им. Пастера. Чистые культуры бактерий 
выращивали на питательном агаре для культивирова-
ния микроорганизмов (ГРМ-агар) производства ГНЦ 
прикладной микробиологии и биотехнологии (г. Обо-
ленск). Для изготовления хромогенной синтетической 
среды использовали 5-АСК CAS 89-57-6 производ-
ства ACROS ORGANICS (Бельгия), L-пролин (Reanal, 
Венгрия), L-арабинозу (Reanal, Венгрия), Monosodium 
glutamate (MP Biomedicals, Франция). Идентифика-
цию энтеробактерий осуществляли микрообъемной 
тест-системой «Рапид-Энтеро» производства НИИЭМ  
им. Пастера и микробиологическим анализатором Vi-
tek 2.

Методика изготовления хромогенной синтетиче-
ской питательной среды «Клебсиелла 5-АСК ХРОМ-С». 

Указанная питательная среда разработана нами. Состав 
питательной среды: L- пролин 2,0 г; Monosodium gluta-
mate 5,0 г; L – арабиноза 10,0 г; NaCl 5,0 г; Na2SO4 2,0 г; 
KH2PO4 0,5 г; K2HPO4 2,0 г; MgSO4 0,1; агар микробиоло-
гический 12,0 г; суплементы – 5-АСК 3,0 г и Na2CO3·10 
H2O 2,0 г; вода дистиллированная 1 л; рН 7,2 ± 0,2. При-
готовление. В 1 л дистиллированной воды вносят поро-
шок смеси ингредиентов в указанном количестве, кроме 
добавок, растворяют при нагревании до полного рас-
творения, добавляют 5-АСК 3,0 г и углекислый натрий 
(Na2CO3·10 H2O) 2,0 г, кипятят в течение 5 мин, разлива-
ют в стерильные чашки Петри. Среда прозрачная, бес- 
цветная, пригодна к использованию в течение 15 сут, 
хранить при 4–8оС. Контроль среды. Засевают на секто-
ры хромогенной питательной среды в виде бляшки диа-
метром 5–6 мм суточные агаровые культуры контроль-
ных штаммов: положительного по хромогенной реакции 
с 5-АСК штамма K.pneumoniae subsp. pneumoniae (поло-
жительный контроль) и штамма E.coli (отрицательный 
контроль). Инкубируют посевы при 35ºС в аэробных 
условиях в течение 24 ч, учитывают результат: наличие 
на бесцветном прозрачном фоне среды широкой зоны 
темно-коричневой окраски вокруг газона клебсиелл при 
отсутствии изменения окраски вокруг газона кишечной 
палочки указывает на пригодность среды к использова-
нию.

Методика применения хромогенной синтетической 
питательной среды «Клебсиелла 5-АСК ХРОМ-С». 1. 
Выделение и идентификация клебсиелл при первич-
ном посеве клинического материала. Исследуемый 
материал – отделяемое раны – засевают петлей по 
секторам на поверхность хромогенной среды, инку-
бируют в аэробных условиях при 35оС в течение 48 ч,  
учитывают результат: наличие среди бесцветных ко-
лоний различных бактерий изолированных колоний, 
окруженных зоной темно-коричневой окраски пита-
тельной среды, указывает на принадлежность их к 
роду Klebsiella. Изоляты из колоний клебсиелл под-
лежат последующей видовой идентификации. При 
количественном посеве материала возможен под-
счет колоний клебсиелл и определение их концен-
трации в исследуемом материале. 2. Тест на наличие 
5-аминосалицилат декарбоксилазы – маркера бакте-
рий рода Klebsiella. Исследуемый материал – чистую 
суточную агаровую культуру бактерий (или изолиро-
ванную колонию со среды первичного посева ), засе-
вают петлей на поверхность сектора хромогенной сре-
ды (¼ часть чашки) в виде бляшки диаметром 5–6 мм,  
инкубируют посев при 35оС в аэробных условиях в 
течение 24 ч, учитывают результат: появление зоны 
темно-коричневой окраски питательной среды вокруг 
газона бактерий на бесцветном фоне среды указывает 
на наличие 5-аминосалицилат декарбоксилазы и при-
надлежность бактерий к роду Klebsiella.

Результаты и обсуждение. При разработке син-
тетической хромогенной среды выбор аминокислот в 
качестве источника азота и углерода для замены ими 
сухого питательного агара из гидролизатов рыбы и 
мяса был сделан по результатам экспериментального 
изучения профилей утилизации 20 белковых амино-
кислот 58 музейных штаммов клебсиелл K.pneumoniae 
subsp. pneumoniae, K.oxytoca, K.mobilis. Оказалось, что 
только сочетание L-пролина и L-глутаминовой кисло-
ты обеспечивает на синтетической питательной среде 
рост всех штаммов изученных видов клебсиелл. Хро-
могенным субстратом уникальной для клебсиелл хро-
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могенной реакции является 5-АСК. Углекислый натрий 
превращает 5-АСК в ее натриевую соль и обеспечивает 
совместно с фосфатным буфером стабильность опти-
мального рН. Это позволило исключить из состава сре-
ды индикатор рН бромтимоловый синий и более чет-
ко выявлять специфическую хромогенную реакцию. 
5-АСК в составе синтетической хромогенной среды 
подавляет рост грамположительных бактерий, в том 
числе спорообразующих, поэтому среда не требует сте-
рилизации в паровом стерилизаторе. L-арабиноза явля-
ется протектором окисления хромогенного субстрата 
кислородом воздуха и обеспечивает стабильность ис-
ходной окраски среды при ее хранении.

Изучение диагностической чувствительности хро-
могенной синтетической среды в бактериологической 
лаборатории в сравнении с выделением клебсиелл 
из клинического материала на средах Эндо, Плоски-
рева и идентификацией выделенных культур микро-
биологическим анализатором Vitek 2 показало, что ее 
диагностическая чувствительность составляет 95,3 
± 1,7%. Этот показатель не отличается от диагости-
ческой чувствительности хромогенной среды «Клеб-
сиелла 5-АСК», установленной ранее для этих ви-
дов клебсиелл – 92,5 ± 1,8% [2]. При использовании 
питательной среды «Клебсиелла 5-АСК ХРОМ-С» в 
практике бактериологической лаборатории не выяв-
лены бактерии других родов с ложно-положительной 
хромогенной реакцией, что указывает на ее 100% диа-
гностическую специфичность.

Аналитическую чувствительность среды «Клеб-
сиелла 5-АСК ХРОМ-С» изучали в сравнении с хро-
могенной средой «Клебсиелла 5-АСК» и ГРМ-агаром 
с использованием K.pneumoniae subsp. pneumoniaе, 
K.oxytoca, K.mobilis (по 3 штамма каждого вида). Ре-
зультаты показали равную высокую аналитическую 
чувствительность обеих хромогенных питательных 
сред со всеми изученными видами клебсиелл: 1–2 
КОЕ мл-1. Это позволяет использовать обе хромоген-
ные среды в качестве среды первичного посева для 
выделения и идентификации указанных видов клеб-
сиелл. Известно, что подвиды K.pneumoniae subsp. 
ozaenae, K.pneumoniae subsp. rhinoscleromatis являют-
ся природными ауксотрофами и не могут расти на син-
тетических питательных средах [7]. Ранее нами была 
определена аналитическая чувствительность хромо-
генной среды «Клебсиелла 5-АСК» для K.pneumoniae 
subsp. ozaenae и K.pneumoniae subsp. rhinoscleroma-
tis – 1×104 КОЕ мл-1 [2]. Такая низкая чувствитель-
ность не позволяет использовать среду «Клебсиелла 
5-АСК» как среду первичного посева для выделения 
этих бактерий, но позволяет успешно идентифици-
ровать эти подвиды по хромогенной реакции (100% 
штаммов) при посеве в форме бляшки их чистой куль-
туры. Поэтому тест на наличие 5-аминосалицилат 
декарбоксилазы – маркера бактерий рода Klebsiella, 
целесообразно проводить с двумя хромогенными 
средами: «Клебсиелла 5-АСК» и «Клебсиелла 5-АСК 
ХРОМ-С» (методика теста приведена в разделе «Ма-
териалы и методы»). Наличие хромогенной реакции 
исследуемого штамма на двух хромогенных средах 
указывает на принадлежность бактерий к одному из 
видов K.pneumoniae subsp. pneumoniae, K.oxytoca, 
K.mobilis. Наличие хромогенной реакции только на 
среде «Клебсиелла 5-АСК» при отсутствии роста бак-
терий на синтетической хромогенной среде «Клебси-
елла 5-АСК ХРОМ-С» cвидетельствует о принадлеж-

ности этого штамма к подвидам K.pneumoniae subsp. 
ozaenae или K.pneumoniae subsp. rhinoscleromatis.

Заключение. Разработана синтетическая хромоген-
ная питательная среда «Клебсиелла 5-АСК ХРОМ-С» 
для выделения и идентификации клебсиелл видов 
K.pneumoniae subsp. pneumoniae, K.oxytoca, K.mobilis 
по хромогенной реакции на фермент 5-аминосалицилат 
декарбоксилазу – уникальный маркер бактерий рода 
Klebsiella. Достигнуто знание и постоянство состава 
хромогенной синтетической среды, что обеспечивает 
ее стандартность. Изготовление питательной среды не 
требует стерилизации в паровом стерилизаторе. Диа-
гностическая чувствительность синтетической хромо-
генной среды 95,3 ± 1,7%, диагностическая специфич-
ность 100%, аналитическая чувствительнось 1–2 КОЕ 
мл-1. Идентификация клебсиелл достигалась сопряжен-
но с их изоляцией в течение 24–48 ч инкубации в аэ-
робных условиях при 35оС. Тест на 5-аминосалицилат 
декарбоксилазу с использованием двух хромогенных 
сред «Клебсиелла 5-АСК ХРОМ-С» и «Клебсиелла 
5-АСК» позволяет дополнительно идентифицировать 
клебсиеллы подвидов K.pneumoniae subsp. ozaenae и 
K.pneumoniae subsp. rhinoscleromatis. На хромогенную 
синтетическую среду «Клебсиелла 5-АСК ХРОМ-С» 
получен патент РФ № 2535881 [8], она производится 
НИИЭМ им. Пастера (Санкт-Петербург).
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Введение. С иксодовыми клещами связано существо-
вание и передача человеку возбудителей заболеваний 
вирусной, риккетсиозной, бактериальной, протозойной 
этиологии. К возбудителям природно-очаговых инфек-
ций трансмиссивной природы, распространенным в Рос-
сии, относятся: флавивирусы млекопитающих, переда-
ваемые клещами (клещевой энцефалит – КЭ, омская ге-
моррагическая лихорадка – ОГЛ, Повассан), буньявирусы 
(крымская-конго геморрагическая лихорадка – ККГЛ), 
представители порядка Rickettsiales, боррелии комплекса 
иксодовых клещевых боррелиозов (ИКБ), возбудители 
туляремии и протозойных заболеваний (бабезии).

Огромные территории России являются ареалом кле-
щей Ixodes persulcatus – основного переносчика вируса 
КЭ, патогенных для человека боррелий генокомплекса 
ИКБ, риккетсий (R. tarasevichiae, R. helvetica), анаплазм, 
эрлихий, бартонелл, бабезий и характеризуются со-
четанностью природных очагов трех трансмиссивных 
инфекций и более. К настоящему времени установлено, 
что на территории России циркулируют не менее вось-
ми видов риккетсий – R. sibirica (subsp. sibirica и subsp. 

BJ-90), R. slovaca, R. aeschlimannii, R. tarasevichiae, R. 
heilongjiangensis, R. raoultii (генотипы RpA4, DnS14, 
DnS28), R. conorii (subsp. conorii, R. conorii subsp. caspi-
ensis), R. helvetica. На территории России регистрируют 
заболевания двумя риккетсиозами группы клещевой 
пятнистой лихорадки (КПЛ) – сибирским клещевым ти-
фом (СКТ) и астраханской пятнистой лихорадкой – АПЛ 
(форма № 1 Росстата «Сведения об инфекционных и па-
разитарных заболеваниях»). Основные переносчики R. 
sibirica и других патогенных риккетсий – клещи родов 
Dermacentor и Haemaphysalis [1–6].

Широкое распространение сочетанных природных 
очагов передаваемых иксодовыми клещами трансмис-
сивных инфекций и инвазий человека (далее – клеще-
вых инфекций), имеющих общие ареалы и переносчи-
ков возбудителей, часто служит причиной выявления 
нескольких патогенов в одном переносчике и проявле-
ния микстпатологии у населения. Это требует новых 
алгоритмов лабораторной верификации диагнозов на 
весь спектр клещевых инфекций с использованием 
ИФА- и ПЦР-технологий, с исследованием снятых с 
пациентов переносчиков и образцов клинических ма-
териалов и превентивной терапией на этой основе ин-
фекций и инвазий в сочетанных очагах.

Цель работы – определить оптимальные алгоритмы 


