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Дифтерия продолжает оставаться актуальным заболеванием даже в странах с многолетней массовой вакцинопрофилак-
тикой. Наибольшее опасение вызывает ситуация в Африканском регионе, где с начала 2023 года продолжается рост случаев 
заболеваний и смерти от дифтерии. В Российской Федерации случаев заболевания дифтерией и бактерионосительства 
в 2023 году не зарегистрировано. Сохраняется риск завозных случаев дифтерии на территорию нашей страны. С целью 
сохранения благополучной ситуации по дифтерии необходимо поддерживать качественный уровень бактериологической 
диагностики с проведением всех регламентированных нормативными документами тестов, включая определение токсиген-
ности и биовара возбудителя. 
Цель: модификация рецепта приготовления индикатора Андреде и дифференциально-диагностической среды Гисса с крах-
малом для определения биовара Corynebacterium diphtheriae.
Материал и методы. Использованы контрольные токсигенные штаммы C. diphtheriае биовара gravis № 665, токсигенный 
штамм C. diphtheriaе биовара mitis № 6765, токсигенные штаммы C. ulcerans №№ 675 и 7819, C. pseudodiphtheriticum 
«Соколов», штамм Staphylococcus aureus 25923, дикие токсигенные штаммы C. diphtheriае и C. ulcerans. Культивирование 
штаммов проводили согласно МУ 4.2.3065-13 и 4.2.3852-23 «Лабораторная диагностика дифтерийной инфекции».
Результаты и обсуждение. Проведены исследования по разработке модернизированного рецепта приготовления индика-
тора Андреде для определения ферментации крахмала при идентификации биовара возбудителя дифтерийной инфекции. 
Представлены результаты сравнительных исследований с индикатором Андреде, приготовленным по ранее предложенному 
рецепту и модернизированному варианту с использованием химического реактива – крахмал четырёх отечественных произ-
водителей. Определены сроки хранения готовой среды Гисса с индикатором Андреде в лаборатории.
Заключение. Модернизированный рецепт индикатора Андреде и приготовления среды Гисса с крахмалом позволит повы-
сить эффективность и исключить ошибки при идентификации биовара у C. diphtheriae.
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Diphtheria continues to be relevant diseases even in countries with many years of mass vaccine prevention. The greatest concern is the 
situation in the African region, where the increase in cases and deaths from diphtheria has continued since the beginning of 2023. In 
the Russian Federation, no cases of diphtheria and bacterial carriers were registered in 2023. In this regard, the risk of imported cases 
of diphtheria to the territory of our country remains. Therefore, in order to maintain a favorable situation for diphtheria, it is necessary 
to maintain a qualitative level of bacteriological diagnostics with all tests by regulatory documents, including the determination of 
toxigenicity and biovar of the pathogen.
Purpose. Modification of the recipe for the preparation of the Andrede indicator and Gissа medium with starch to determine the biovar 
C. diphtheriae.
Material and methods. Control toxigenic strains of C. diphtheriae biovar gravis № 665, toxigenic strain of C. diphtheriae biovar mitis 
№ 6765, toxigenic strains of C. ulcerans № 675 and 7819, C. pseudodiphtheriticum Sokolov, strain Staphylococcus aureus were used 
25923, as well as wild toxigenic strains of C. diphtheriae and C. ulcerans. The strains were cultured in accordance with MU 4.2.3065-
13 and 4.2.3852-23 «Laboratory Diagnostics of Diphtheria Infection».
Results and discussion. Studies were carried out to develop a modernized recipe for preparing the Andrede indicator for determining 
starch fermentation in the identification of biovar of the causative agent of diphtheria infection. The results of comparative studies 
with the Andrede indicator prepared according to the previously proposed recipe and an upgraded version using a chemical reagent - 
starch from four manufacturers are presented. The shelf life of the finished Gissа medium with the Andrede indicator in the laboratory 
was determined.
Conclusion. The modernized recipe for the Andrede indicator and the preparation of Gissа medium with starch will increase the ef-
ficiency and eliminate errors in the identification of biovar in C. diphtheriae.
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Введение. Дифтерия продолжает оставаться акту-
альным заболеваниям даже в странах с многолетней 
массовой вакцинопрофилактикой. В Чехии в 2024 году 
зарегистрировано 6 случаев дифтерии, в Великобрита-
нии - 86 случаев дифтерии. Наибольшее опасение вы-
зывает ситуация в Африканском регионе, где с начала 
2023 года продолжается рост случаев заболеваний и 
смерти от дифтерии. Всего в Нигерии, Гвинеи, Мав-
ритании и Южной Африке зарегистрировано более 27 
991 случая заболевания дифтерией и более 828 случаев 
смерти. В Российской Федерации случаев заболевания 
дифтерией и бактерионосительства в 2023 году не за-

регистрировано (https://www.rospotrebnadzor.ru/) [1]. 
Сохраняется риск завозных случаев дифтерии на тер-
риторию нашей страны. С целью сохранения благопо-
лучной ситуации по дифтерии и недопущения распро-
странения инфекции необходимо поддерживать каче-
ственный уровень бактериологической диагностики с 
проведением всех регламентированных нормативными 
документами тестов, включая определение токсиген-
ности и биовара возбудителя.

История открытия индикаторов связана с экспери-
ментами, которые проводил с различными растениями 
Р. Бойль (1627-1691 гг.) ещё в XVII веке. Индикаторы, 
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меняющие свой цвет при изменении рН среды, ис-
пользуют не только для определения реакции среды. 
Их вводят в состав специальных дифференциально-
диагностических питательных сред, служащих для 
выявления биохимических свойств микроорганизмов. 
Изменение цвета дифференциально-диагностической 
питательной среды указывает на образование кислоты 
или щелочи при ферментативной деятельности микро-
организмов. Известны индикаторы, приобретающие ту 
или иную окраску лишь при щелочной или кислой ре-
акции среды; вне этой реакции они бесцветны. Более 
удобны двухцветные индикаторы, имеющие разную 
окраску в кислой и щелочной средах. Лакмусовая на-
стойка, например, при кислой реакции приобретает 
розовую окраску, при щелочной – синюю. Часто при-
меняют розоловую кислоту, в кислой среде – до рН 6,2-
6,5 - имеющую жёлтую окраску, а начиная от рН 6,5 
приобретающую бледно-розовый цвет, переходящий в 
интенсивно розовый при щелочной реакции (начиная 
от рН 7,2) [2]. В настоящее время известно большое ко-
личество индикаторов.

При лабораторной диагностике дифтерийной ин-
фекции при проведении бактериологических иссле-
дований используется реактив Андреде. Индикатор 
Андреде является фуксинсодержащим реактивом, ко-
торый добавляется в дифференциально-диагностиче-
ские питательные среды с углеводами для определения 
сахаролитической активности бактерий - разложения 
глюкозы, сахарозы и крахмала; при сдвиге pH в кис-
лую сторону, питательная среда приобретает красный 
цвет. Способность разлагать крахмал является диффе-
ренциально-диагностическим признаком определения 
биоваров Corynebacterium diphtheriae - gravis, mitis, 
intermedius и belfanti [16].

Рецепт приготовления индикатора Андреде, предло-
женный в 1950 и 1967 году [2, 3], заключается в следу-
ющем: 1 г кислого фуксина растворяют в 400 мл дис-
тиллированной воды, для обесцвечивания добавляют 
64,0 мл нормального раствора едкого натра (NaOH). 
После приготовления сутки выдерживают в термоста-
те, двое суток – на свету. Индикатор предлагалось хра-
нить в тёмной бутыли – in vitro negro.

В бактериологической диагностике дифтерийной 
инфекции с 1967 г. до 2023 г. в нормативных докумен-
тах предлагался следующий рецепт индикатора Андре-
де [4 - 6]: в 100 мл дистиллированной воды добавляют 
0,5 г кислого фуксина и 16,4 мл 4% раствора NaOH; 
раствор на сутки оставляют при 37 °С, периодически 
встряхивая, двое суток выдерживают на свету и затем 
убирают в тёмное место. В нормативных документах 
по лабораторной диагностике дифтерии 1998 г. и 2013 
г. к ранее предложенному рецепту сделано дополнение, 
что при интенсивно-розовой окраске раствора в про-
цессе приготовления индикатора Андреде, необходимо 
добавить 1,6 мл 4% раствора NaOH [7, 8].

В ранее проведённых в Референс-центре по мони-
торингу за коклюшем и дифтерией  Московского НИИ 
эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричев-
ского  исследованиях по оценке эффективности бакте-
риологической диагностики дифтерии на территории 
Российской Федерации установлено, что лаборатории 
допускают ошибки при определении биовара возбуди-
теля дифтерии, связанные с неправильным приготовле-

нием реактива и подготовкой лабораторной посуды, что 
приводит к недостаточно выраженной цветной реакции 
и неправильной биохимической идентификации биова-
ра [9, 10]. При проведении внешнего контроля качества 
бактериологической диагностики дифтерии в рамках 
работы Референс-центра по мониторингу за коклюшем 
и дифтерией ФБУН МНИИЭМ им. Г. Н. Габричевского 
Роспотребнадзора лаборатории субъектов РФ в 2020-
2023 годах осуществляли правильную идентификацию 
контрольных образцов в 45,8%-82,4% случаев. Среди 
ошибок, допускаемых лабораториями, наряду с непра-
вильным определением токсигенности у возбудителя 
дифтерии, допускаются ошибки при идентификации 
биовара [11 - 15].

Цель: модификация рецепта приготовления инди-
катора Андреде и дифференциально-диагностической 
среды Гисса с крахмалом для определения биовара C. 
diphtheriae.

Материал и методы. В исследовании использова-
ны контрольные токсигенные штаммы C. diphtheriае 
биовара gravis № 665, токсигенный штамм C. diphtheriaе 
биовара mitis № 6765, токсигенные штаммы C.ulcerans 
№№ 675 и 7819, C. pseudodiphtheriticum «Соколов», 
штамм Staphylococcus aureus 25923 (из Государствен-
ной коллекции патогенных микроорганизмов «ГКПМ-
Оболенск»), дикие штаммы - токсигенные штаммы C. 
diphtheriае биовара gravis №№ 1-18, 30-15, токсиген-
ные штаммы C. diphtheriае биовара mitis №№ 89-18, 
57-18, 55-18, токсигенные штаммы C. ulcerans №№ 
258-03, 85-18 (из рабочей коллекции лаборатории диа-
гностики дифтерийной и коклюшной инфекций ФБУН 
МНИИЭМ им. Г. Н. Габричевского Роспотребнадзора). 
Культивирование штаммов проводили согласно МУ 
4.2.3065-13 и 4.2.3852-23 «Лабораторная диагностика 
дифтерийной инфекции». Исследуемый материал засе-
вали на кровяно-теллуритовую среду (КТА) на основе 
2% агара (ГРМ-агар, ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) с 
добавлением 7% крови крупного рогатого скота (НПО 
«Лейтран», Москва) и теллурита калия (ФБУН ГНЦ 
ПМБ, Оболенск) и Коринебакагар (КБА) согласно ин-
струкции производителя (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск). 
Культуры термостатировали в течение 24-48 часов при 
температуре 37 °С. Далее культуры культивировали на 
сывороточном агаре на основе 2% агара (ГРМ-агар, 
ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) с добавлением с 20% 
сыворотки крупного рогатого скота (НПО «Лейтран», 
Москва). Приготовление дифференциально-диагности-
ческих сред Гисса проводили согласно МУ 4.2.3065-13. 
Для исследований использовали химический реак-
тив крахмал четырёх отечественных производителей 
– крахмал растворимый (Химприбор-СПб, Россия), 
крахмал-индикатор (Лаверна, Россия), крахмал раство-
римый (ФБУН ГНЦ ПМБ Роспотребнадзора, Россия), 
крахмал-индикатор (ДиаЭм, Россия).

Результаты и обсуждение. С целью повышения 
эффективности постановки теста на ферментацию 
крахмала с индикатором Андреде при определении са-
харолитической активности возбудителя дифтерии раз-
работан модернизированный рецепт этого индикатора: 
фуксин кислый - 0,5 г, натрий гидроокись (1N NaOH) 
- 20,0 мл, дистиллированная вода - 100 мл. Приготов-
ление индикатора: кислый фуксин растворяют в дис-
тиллированной воде и добавляют раствор 1N NaOH (4 
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г NaOH, 100 мл дистиллированной воды), перемеши-
вают и выдерживают на свету при комнатной темпера-
туре 48 ч, периодически встряхивая, затем убирают в 
тёмное место в тёмной посуде. Приготовление диффе-
ренциально-диагностической среды Гисса с крахмалом 
проводят следующим образом: к 100 мл дистиллиро-
ванной воды добавляют 1 г пептона, 0,5 г крахмала, 0,5 
г NaCl, 1 мл индикатора Андреде и 1 каплю 20% рас-
твора NaOH; доводят приготовленный раствор до кипе-
ния, дают остыть и добавляют 0,5 г растворимого крах-
мала. Далее разливают по 2-3 мл в химически чистые 
сухие пробирки и стерилизуют автоклавированием при 
температуре плюс (112±1) °С в течение 20 мин, или те-
кучим паром в течение 3 дней по 30 мин, или при 0,5 
атм. 30 минут. В готовом виде дифференциально-диа-
гностическая среда Гисса с крахмалом с индикатором 
Андреде - бесцветная или имеет соломенный оттенок.

Для сравнительной оценки проведены серии экспе-
риментов по постановке пробы на ферментацию крах-

мала с индикатором Андреде согласно [8] и по модер-
низированному рецепту. Каждый штамм тестировался 
пять раз (с интервалом 14 дней) в трёх повторах на каж-
дой среде Гисса (крахмал) с четырьмя различными хи-
мическими реактивами – крахмал и двумя видами ин-
дикаторов (согласно [8] и модернизированный рецепт) 
с двух питательных сред первичного посева (КТА и 
КБА), всего по 3120 постановок в каждом учреждении.

В экспериментах использован химический реактив 
крахмал четырёх производителей: 1) крахмал раство-
римый (Химприбор-СПб, Россия); 2) крахмал-индика-
тор (Лаверна, Россия); 3) крахмал растворимый (ФБУН 
ГНЦ ПМБ Роспотребнадзора, Россия); 4) крахмал-ин-
дикатор (ДиаЭм, Россия). Проведённые эксперименты 
показали, что при использовании модернизированного 
рецепта индикатора Андреде получается более выра-
женная положительная цветовая реакция при сохране-
нии стойкого отрицательного результата в незасеянной 
пробирке (рис. 1, 2).

Рис. 1. Определение ферментации крахмала с использованием химического реактива крахмал растворимый (Химприбор-СПб, Россия) 
(А), крахмал-индикатор (Лаверна, Россия) (Б) и индикатора Андреде согласно [8]. Здесь и на рис. 2: слева направо - токсигенный штамм 
C. diphtheriaе биовара mitis № 6765 (2 пробирки), C. diphtheriае биовара gravis № 665 (3 пробирки), токсигенный штамм C. ulcerans № 
675 (3 пробирки), отрицательный контроль (незасеянная пробирка).

Рис. 2. Определение ферментации крахмала с использованием химического реактива крахмал растворимый (Химприбор-СПб, Россия) 
(А), крахмал-индикатор (Лаверна, Россия) (Б) и модернизированного рецепта индикатора Андреде.

А  

А  

Б

Б  

Результаты идентификации биовара у C. diphtheriае 
при использовании всех химических реактивов – крах-
мал четырёх отечественных производителей сопоста-
вимыми. Использование для культивирования штам-
мов коринебактерий двух разных питательных сред 
первичного посева - КТА и КБА не влияло на результа-
ты идентификации биовара.

Оценена возможность начала формирования по-
ложительного результата при определении сахароли-

тической активности (ферментация глюкозы, саха-
розы и крахмала) у C. diphtheriае биовара gravis и C. 
diphtheriaе биовара mitis. Оказалось, что положитель-
ный результат реакции ферментации глюкозы у штам-
мов C. diphtheriае биовара gravis и C. diphtheriaе био-
вара mitis и положительный результат ферментации 
крахмала у штамма C. diphtheriае биовара gravis стал 
формироваться через два часа от момента постановки 
реакции (рис. 3, А, Б).
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Рис. 3. Определение ферментации глюкозы, сахарозы и крахмала с использованием химического реактива крахмал-индикатор (Лаверна, 
Россия) и модернизированного рецепта индикатора Андреде у C. diphtheriае биовара gravis № 665 (А) и C. diphtheriaе биовара mitis № 
6765 (Б). Слева направо – глюкоза, сахароза и крахмал.

А  Б

Проведены исследования по оценке сроков хране-
ния дифференциально-диагностической среды Гисса 
с модернизированным индикатором Андреде. В экс-
перименте оценена интенсивность цветовой реакции 
при положительном результате и отсутствие цветовой 
реакции при отрицательном результате в течение 7 и 14 
дней. Каждый штамм тестировался три раза (с интер-
валом 14 дней) в трёх повторах на каждой дифферен-

циально-диагностической среде Гисса (крахмал) с че-
тырьмя различными химическими реактивами – крах-
мал с двух сред первичного посева (КТА и КБА), всего 
по 936 постановок в двух учреждениях. В результате 
эксперимента установлено, что готовую дифференци-
ально-диагностическую среду можно хранить при тем-
пературе плюс (2-8) °С в защищённом от света месте в 
течение 14 дней (рис. 4, А, Б).

А  Б

Рис. 4. Определение ферментации крахмала с использованием химического реактива крахмал-индикатор (Лаверна, Россия) и модернизи-
рованного рецепта индикатора Андреде через 7 (А) и 14 (Б) дней от момента приготовления среды Гисса.
Слева направо - C. diphtheriае биовара gravis № 665, токсигенный штамм C. diphtheriaе биовара mitis № 6765 (3 пробирки), токсигенный 
штамм C. ulcerans № 675, отрицательный контроль (незасеянная пробирка).

Для поддержания эффективности теста на фермен-
тацию крахмала необходимо проводить внутрилабора-
торный контроль качества, осуществляемый с каждой 
новой серией реактива (крахмала), а также периодиче-
ский - при каждой постановке с использованием необ-
ходимого набора контрольных штаммов. В норматив-
ном методическом документе определён перечень кон-
трольных штаммов для оценки наличия ферментации 
крахмала - у контрольного токсигенного штамма C. 
diphtheriae биовара gravis № 665 (положительный кон-
троль); отсутствие ферментации крахмала у контроль-
ного токсигенного штамма C. diphtheriae биовара mitis 
№ 6765 (отрицательный контроль); наличие фермента-
ции сахарозы у контрольного штамма S. аureus АТСС 
25923 (положительный контроль); отсутствие признака 
в среде без посева культуры (отрицательный контроль).

Заключение. Модернизированный рецепт инди-
катора Андреде и приготовления дифференциально-

диагностической среды Гисса с крахмалом позволит 
повысить эффективность и исключить ошибки при 
идентификации биовара у C. diphtheriae. Данный мо-
дернизированный рецепт индикатора и приготовления 
дифференциально-диагностической среды представле-
ны в методических указаниях 4.2.3852-23 «Лаборатор-
ная диагностика дифтерийной инфекции».
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