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УСКОРЕННЫЙ СПОСОБ ВЫЯВЛЕНИЯ 

ПАТОГЕННЫХ КОРИНЕБАКТЕРИЙ

С.А. Габриелян

Национальный институт здравоохранения Министерства Здравоохранения Армении, Ереван, Армения

Резюме. Выявление цистиназной активности является наиболее важным тестом в лабораторной диагности-

ке дифтерии, позволяющей дифференцировать потенциально токсигенные виды от других коринеформных 

бактерий. Первоначальный рецепт среды Пизу для выявления цистиназной активности был предложен 

в 1939–1940 гг., после чего неоднократно модифицировался (1982, 1989 гг.). В последней модификации сре-

ды Пизу в качестве питательной основы использовался агар Гивенталя–Ведьминой (АГВ). Мы предлагаем 

модифицированную среду Пизу на основе агара Мюллера–Хинтона, который обладает рядом преимуществ: 

высокой питательностью, стандартностью, прозрачностью и доступностью. Положительный результат ре-

акции учитывают через 2–4 ч после инокуляции достаточного количества материала (чистая культура или 

ассоциация C. diphtheriaе с другими микроорганизмами) в виде коричневого облака вокруг черных колоний. 

Коричневое облако отсутствует в верхней части пробирки (0,5–1 см). Модифицированный тест апробирован 

на 21 штамме C. diphtheriaе (tox+), 9 штаммах коринеформных бактерий, референс-штаммах NCTC 10648, 

NCTC 10356, NCTC 3984. Модифицированная среда Пизу зарегистрирована в Патентном Бюро Армении 

(№ 1877 A2, 15.12.2006).

Ключевые слова: коринебактерии, цистиназная активность, модифицированная среда.

Введение

Сокращение сроков бактериологическо-

го исследования патологического материала 

при дифтерийной инфекции является крайне 

важным для ранней специфической терапии 

больного и организации противоэпидемиче-

ских мероприятий. Определение токсигенно-

сти дифтерийного микроба считается основ-

ным при постановке диагноза дифтерии. 

Вторым по значимости тестом при иденти-

фикации C. diphtheriaе и потенциально токси-

генных C. ulcerans, C.pseudotuberculosis, а также 

дифференциации от прочих коринебактерий 

является их цистиназная активность. В бак-

териологических лабораториях всего мира ци-

стиназная активность коринебактерий опре-

деляется на среде Пизу или Тинсдейл.

Оригинальная пропись среды Пизу была 

предложена еще в 1939–1940 гг. Существен-

ным недостатком этого теста являлась дли-

тельность времени учета результатов (18–48 ч). 

Поэтому зарубежными исследователями был 

предложен альтернативный тест — определе-

ние пиразинамидазной активности [5]. И хотя 

время для учета этой реакции гораздо меньше 

(2–3 ч), ее результаты не всегда коррелируют 

с принадлежностью к потенциально патоген-

ным штаммам [4]. В экспериментальных ис-

следованиях различных авторов наблюдались 

расхождения при оценке патогенных свойств 

коринебактерий с использованием пиразина-

мидазного теста [4, 5]. Чаще всего отмечались 

ложноположительные реакции (10–20%), в то 

время как цистиназная активность полностью 

отражала принадлежность штамма к патоген-

ным коринебактериям [6]. Полученный эф-

фект имеет следующее объяснение.

Цистиназа является индуцибельным экзо-

ферментом, вырабатывающимся при наличии 

субстрата, то есть цистеина или цистина в со-

ставе белковых комплексов. Гены, кодирую-

щие выработку этого фермента, расположены 

в хромосоме некоторых видов микроорганиз-
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мов из различных семейств, в том числе — трех 

видов коринебактерий: C. diphtheriae, C. ulcerans, 

C. pseudotuberculosis. При этом до сих пор нет ин-

формации о случаях мутаций в соответствую-

щем участке генома коринебактерий.

В то же время рядом исследователей вы-

явлены мутации в гене, кодирующем пирази-

намидазу у различных видов бактерий, в том 

числе — среди видов коринебактерий [3]. Поэ-

тому при выявлении потенциально патогенных 

штаммов коринебактерий надежность и досто-

верность теста на цистиназную активность не-

сомненно выше, чем теста на пиразинамидазу. 

В связи с этим рядом исследователей, в том 

числе отечественных, велись поиски такой ре-

цептуры среды Пизу, при которой можно было 

бы сократить время учета реакции до несколь-

ких часов [1, 2].

Как правило, все модификации среды были 

связаны с используемой при ее приготовлении 

основой. Агар Мартена, используемый в ори-

гинальной прописи в качестве основы, был 

заменен на агар Д. В результате сроки учета 

сократились до 4 ч [2]. Дальнейшие модифика-

ции среды были обусловлены прекращением 

производства агара Д. Фельдманом Ю. и соавт. 

была предложена новая модификация среды 

с заменой агара Д на среду АГВ, используемую 

для определения антибиотикочувствительно-

сти микроорганизмов [1]. При этом регламен-

тированные сроки учета результатов остались 

прежними, и четкие результаты получались 

не ранее, чем через 18–24 ч.

Позже, в 1992 г. Colman G. et al., была пред-

ложена среда Тинсдейл (основа Тинсдейл + 

добавка Difco Тинсдейл), которая отличалась 

простотой приготовления и стандартностью 

[4]. Опыт использования этой среды в пери-

од последней эпидемии дифтерии в странах 

Восточной Европы, в том числе в Армении 

и в Украине, показал необходимость двукрат-

ного увеличения количества добавки в среду. 

Помимо этого, длительность сроков учета ре-

зультатов (18–24 ч), а также сложность приоб-

ретения этой среды, ограничивали ее приме-

нение.

Поэтому целью настоящей работы была 

разработка новой модификации среды, кото-

рая была бы лишена недостатков предыдущих, 

а компоненты среды были бы доступны для 

всех лабораторий.

Материалы и методы
В работе были использованы: 17 штам-

мов C. diphtheriaе v. gravis tox(+); 4 штамма 

C. diphtheriaе v. mitis с «молчащим» геном ток-

сигенности и 9 штаммов разных видов кори-

небактерий. В качестве контролей использова-

лись штаммы:

NCTC 10648 — положительный (tox+) кон- –

троль;

NCTC 10356 — отрицательный (tox–) кон- –

троль;

NCTC 3984 — слабоположительный (tox±)  –

контроль.

Были проведены три серии испытаний раз-

работанной модификации среды Пизу на осно-

ве агара Мюллера–Хинтона в сравнительном 

изучении с той же средой, приготовленной 

на основе агара АГВ. Отработаны оптимальное 

количество основы модифицированной среды, 

сроки учета результатов определения цисти-

назной активности и критерии оценки.

Результаты
Результаты определения цистиназной актив-

ности штаммов коринебактерий на модифици-

рованной среде Пизу (основа — агар Мюллера–

Хинтона) представлены в табл. 1 и 2.

Как видно из табл. 1, у 15 (88,2%) штаммов 

C. diphtheriaе v. gravis из 17, обладающих цисти-

назной активностью, положительный резуль-

ТАБЛИЦА 1. ЦИСТИНАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ КОРИНЕБАКТЕРИЙ НА МОДИФИЦИРОВАННОЙ СРЕДЕ ПИЗУ 

(ОСНОВА — АГАР МЮЛЛЕР–ХИНТОНА)

Штаммы Число штаммов Токсигенность
Количество (+) проб Пизу в динамике

2 ч 4 ч 6 ч 18 ч 24 ч

C. diphtheriaе v.gravis 17 + 15* 17 17 17 17

C. diphtheriaе v.mitis 4 МГ 2 2 4 4 4

C. xerosis 5 – 0 0 0 0 0

C. hofmanni 4 – 0 0 0 0 0

NCTC 10648 1 + 1 1 1 1 1

NCTC 10356 1 – 0 0 0 0 0

NCTC 3984 1 ± 0 0 1 1 1

Примечание: * — положительный результат регистрировался уже через 1 ч 45 мин; МГ — штаммы с «молчащим» геном 
токсинообразования.
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тат регистрировался уже через 1 ч 45 мин — 2 ч 

после постановки теста. Через 4 ч после инку-

бации у всех 17 штаммов C. diphtheriaе v. gravis 

цистиназная активность на модифицирован-

ной среде Пизу четко проявлялась.

Определение цистиназной активности 

C. diphtheriaе в ассоциации с другими микроор-

ганизмами на модифицированной среде Пизу 

показало, что наличие ассоциантов практиче-

ски не влияет на время проявления положи-

тельного результата (табл. 2).

На рис. (III обложка) представлена сравни-

тельная картина модифицированной среды 

Пизу для определения цистиназной активности 

потенциально-токсигенных коринебактерий.

Рецептура модифицированного теста
Для приготовления 100 мл модифициро-

ванной среды Пизу необходимо:

1. основа среды — 1,7 г агара Мюллера–

Хинтона прокипятить в 90 мл дистиллирован-

ной воды до полного растворения;

2. раствор цистина — в 10 мл дистиллиро-

ванной воды внести 0,5 г NaHCO3 (гидрокар-

боната натрия), довести до кипения, добавить 

0,15 г α-цистина, вновь довести до кипения. 

В горячую основу агара Мюллера–Хинтона 

добавить 2 мл приготовленного раствора ци-

стина, тщательно перемешивая, довести рН 

до 7,7 и простерилизовать 10 мин при 0,5 ат-

мосферы. Остудить стерильную среду до 40–

37°C, быстро добавить 1,5 мл 10% гипосуль-

фита натрия, 1 мл 10% уксуснокислого свинца 

(Pb(CH3COO)2), приготовленного ex tempore, 

и 10 мл инактивированной лошадиной сы-

воротки в перечисленной очередности. Го-

товую среду разлить по 3–4 мл в пробирки 

диаметром не более 1 см. Посев испытуемой 

культуры проводится вертикально уколом. 

Посевная доза микроорганизмов должна 

быть максимально возможной (полная бакте-

риологическая петля диаметром 2 мм). Посев 

инкубируется 18–24 ч при температуре 37°C 

с просматриванием результатов через 2–3 ч. 

При наличии у коринебактерии фермента ци-

стиназы в пробирке происходит образование 

коричневого облачка вокруг черного роста 

микроорганизмов по ходу укола. В верхней 

части среды (0,5–1 см) коричневого облачка 

не образуется.

Обсуждение
Предлагаемая модификация среды Пизу 

для определения цистиназной активности 

коринебактерий позволяет сократить сро-

ки идентификации C. diphtheria, C. ulcerans, 

C. pseudotuberculosis на 18–20 ч (положитель-

ный результат регистрируется через 2–4 ч вме-

сто 18–24 ч). Четкость получаемых результатов 

обеспечивает достоверность учета теста. По-

мимо этого, агар Мюллера–Хинтона, исполь-

зуемый в предлагаемой модификации среды 

в качестве основы, в настоящее время более 

доступен (используется в рутинной практике 

бактериологических лабораторий для опреде-

ления антибиотикочувствительности микро-

организмов), достаточно питателен для диф-

терийных бактерий, стандартен, прозрачен. 

Перечисленные качества агара Мюллера–

Хинтона обеспечивают преимущества моди-

фицированной среды Пизу и унифицирован-

ность определения цистиназной активности 

коринебактерий.

Модифицированная среда Пизу для опре-

деления цистиназной активности коринебак-

терий запатентована как изобретение (№ 1877 

А2, 15.12.2006 г.).

ТАБЛИЦА 2. ЦИСТИНАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ЧИСТОЙ КУЛЬТУРЫ C. DIPHTHERIAЕ И В АССОЦИАЦИИ 

С ДРУГИМИ МИКРООРГАНИЗМАМИ НА МОДИФИЦИРОВАННОЙ СРЕДЕ ПИЗУ

Штаммы
Число 

штаммов

Количество (+) проб Пизу в динамике

2 ч 4 ч 6 ч 18 ч 24 ч

C. diphtheriaе v. gravis 15 15 15 15 15 15

C. diphtheriaе v. gravis + S. aureus + C. albicans 3 2 3 3 3 3

NCTC 10648 1 1 1 1 1 1

NCTC 10356 1 0 0 0 0 0
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Рисунок. Сравнение результатов цистиназной активности коринебактерий с использованием 
модифицированной и классической среды Пизу
Примечания: 1 — положительный тест на модифицированной среде; 2 — отрицательный тест на модифицированной 
среде; 3 — положительный тест на немодифицированной (классической) среде.
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