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Резюме. В Государственном научном центре прикладной микробиологии и биотехнологии разработаны две 

питательные среды для выделения возбудителей гнойных бактериальных менингитов: Шоколадный агар 

и ГБМ-агар. Ранее в ходе лабораторных исследований с использованием музейных штаммов микроорганизмов 

было показано, что эти питательные среды обладают высокой чувствительностью и обеспечивают рост штам-

мов Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae и Haemophilus influenzae при посеве микробных суспензий, со-

держащих единичные клетки. Использование в обеих средах селективных добавок для выделения гемофиль-

ной палочки, менингококка или пневмококка позволяет избирательно выделять искомые микроорганизмы, 

подавляя рост сопутствующей микрофлоры. В настоящем исследовании проводилась оценка эффективности 

разработанных питательных сред при бактериологическом исследовании клинических образцов из верхних 

и нижних дыхательных путей. При бактериологическом посеве 90 образцов мазков из зева, взятых от детей 

и взрослых в возрасте от 0 до 66 лет с заболеваниями верхних дыхательных путей, на Шоколадный агар, ГБМ-

агар и контрольную питательную среду без использования селективных добавок выделено одинаковое число 

культур микроорганизмов. Из 154 выделенных культур микроорганизмов две принадлежали к виду Neisseria 

meningitidis, 23 — к виду Streptococcus pneumoniae и 9 культур идентифицировано как Haemophilus influenzae. 

Бактериологический посев 10 образцов мазков из зева, взятых от здоровых людей в возрасте от 30 до 55 лет, 

на испытуемые и контрольные среды с селективными добавками позволил без количественных потерь изби-

рательно выделить культуры Haemophilus influenzae и Streptococcus pneumoniae и подавить рост сопутствующей 

микрофлоры. В ходе исследования Шоколадный агар и ГБМ-агар не уступали по ростовым свойствам конт-

рольным средам, используемым в клинической практике для выделения основных возбудителей гнойных 

бактериальных менингитов.

Ключевые слова: Шоколадный агар, ГБМ-агар, селективные добавки, питательные среды, Neisseria meningitidis, Streptococcus 

pneumoniae, Haemophilus influenzae.
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COMPARATIVE EVALUATION OF CULTURE MEDIA FOR PATHOGEN ISOLATION OF PURULENT 

BACTERIAL MENINGITIS

Podkopaev Ya.V.a, Domotenko L.V.a, Kruglov A.N.b, Ryabchenko I.V.b, Detushev K.V.a, Morozova T.P.a, 

Shepelin A.P.a

a State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Rospotrebnadzor
b National Agency for Clinical Pharmacology and Pharmacy

Abstract. The State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology has designed two nutrient media — 

chocolate agar and PBM-agar to isolate pathogens of purulent bacterial meningitis (PBM). In our previous research using 

collected microbial strains the media were shown to be highly susceptible and to provide the growth of Neisseria meningiti-

dis, Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae strains, when inoculated with microbial suspensions containing 

single cells. When isolating Haemophilus influenzae, meningococci, and pneumococci the use of selective additives in both 

media assures selective isolation of required microorganisms, inhibiting contaminants. The objective of this research 

was to assess the media in bacteriological tests of clinical samples collected from the upper and lower respiratory tract in 

humans. The bacteriological plating of throat smear specimens (n = 90) from children and adults at the age of 0 to 66 with 

disorder of the upper respiratory tract on chocolate agar, PBM-agar and on a control medium in the absence of selective 

additives resulted in the equal amount of microbial cultures isolated. Of 154 isolated cultures 2, 23 and 9 were attributed 

to Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae, respectively. The plating of throat smears 

(n = 10) from healthy people at the age of 30 to 55 on the analyzable and control media in the presence of additives allowed 

us to selectively isolate Haemophilus influenzae and Streptococcus pneumoniae cultures without a quantitative loss, with con-

taminants inhibited. By their growth characteristics chocolate agar and PBM-agar were highly competitive with reference 

media being used in clinical practice for isolating main causative agents of purulent bacterial meningitis.

Key words: Chocolate agar, Haemophilus agar, PBM-agar, selective supplements, culture medium, Neisseria meningitidis, Streptococcus 

pneumoniae, Haemophilus influenzae.

Введение

Среди патогенов человека Neisseria meningi-

tidis, Streptococcus pneumoniae и Ha emophilus influ-

enzae играют ведущую роль в качестве возбу-

дителей гнойных бактериальных менингитов 

(ГБМ) [4]. При этом немаловажное значение эти 

микроорганизмы занимают и в этиологической 

структуре респираторных инфекций верхних 

дыхательных путей. H. influenzae и S. pneumoniae 

вызывают бронхит, острый средний отит, 

острый бактериальный синусит, пневмонию 

[2, 3, 6]. N. meningitidis вызывает острый менин-

гококковый назофарингит, который может 

перерасти в генерализованную форму менин-

гококковой инфекции (менингит, менинго-

коккцемию) [1].

Особенности питательных потребностей 

этих микроорганизмов не позволяют приме-

нять при их выделении простые питательные 

среды. В клинической практике для всех трех 

возбудителей обычно используют шоколад-

ный или кровяной агары. Для избирательно-

го выделения H. influenzae применяют шоко-

ладный агар с добавлением бацитрацина, для 

S. pneumoniae — кровяной агар с гентамицином, 

для N. meningitidis — сывороточный агар с лин-

комицином [2, 3, 4, 7].

В ФБУН ГНЦ прикладной микробиоло-

гии и биотехнологии (ФБУН ГНЦ ПМБ) раз-

работаны две питательные среды для выде-

ления возбудителей гнойных бактериальных 

менингитов: Шоколадный агар и ГБМ-агар. 

Шоколадный агар — готовая к применению 

питательная среда, которая выпускается в виде 

набора, состоящего из разлитой во флаконы ос-

новы, лиофильно высушенных ростовой добав-

ки и трех селективных добавок: для выделения 

гемофильной палочки (СД-Г), для выделения 

пневмококка (СД-П) и для выделения менин-

гококка (СД-М). ГБМ-агар — сухая питатель-

ная среда, которая состоит из основы, ростовой 

добавки и может быть использована совместно 

с СД-Г, СД-П или СД-М. Ранее нами опублико-

ваны результаты лабораторных исследований 

разработанных сред с использованием музей-

ных штаммов микроорганизмов [5]. Показано, 

что они обладают высокой чувствительностью 

и обеспечивают рост штаммов H. influenzae, 

S. pneumoniae и N. meningitidis при посеве мик-

робных суспензий, содержащих единичные 

клетки. Использование селективных вариантов 

обеих сред для выделения гемофильной палоч-

ки (с добавлением СД-Г) полностью подавляло 

рост грамположительных микроорганизмов 

и некоторых грамотрицательных микроорга-

низмов. Добавление СД-М в Шоколадный агар 

и ГБМ-агар не влияло на рост N. meningitidis 

и полностью ингибировало рост большинства 

исследованных грамотрицательных и грам-

положительных микроорганизмов, включая 

H. influenzae и S. pneumoniae. При добавлении 

СД-П к обеим питательным средам наблюда-

лось полное подавление роста всех исследован-
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ных штаммов грамотрицательных микроорга-

низмов, включая H. influenzae и N. meningitidis. 

На всех селективных вариантах полностью по-

давлялся рост музейных штаммов дрожжепо-

добных грибов [5].

Целью настоящего исследования являет-

ся оценка эффективности Шоколадного ага-

ра и ГБМ-агара при бактериологическом ис-

следовании клинических образцов из верхних 

и нижних дыхательных путей.

Материалы и методы

Исследование состояло из двух этапов. 

На первом этапе проводили бактериологичес-

кий посев мазков из зева на Шоколадный агар 

и ГБМ-агар без использования селективных 

добавок. На втором этапе осуществляли выде-

ление H. influenzae, S. pneumoniae, N. meningitidis 

на селективных вариантах Шоколадного ага-

ра и ГБМ-агара с использованием СД-Г, СД-П 

и СД-М.

В ходе выполнения первого этапа исследо-

вания проводили бактериологический посев 

из 90 клинических образцов от детей и взрослых 

в возрасте от 0 до 66 лет с заболеваниями верх-

них дыхательных путей, поступивших на иссле-

дование в Национальное агентство клинической 

фармакологии и фармации из лечебно-профи-

лактических учреждений города Москвы и Мос-

ковской области. Клинические образцы посту-

пали на тампонах, помещенных в транспортную 

систему Эймса с углем (Hiculture Transport Swabs 

with Amies Transport Medium with Charcoal, 

HiMedia, кат. № MS651). Посев исследуемого ма-

териала производили методом трехсегментного 

истощающегося мазка.

В ходе выполнения второго этапа исследуе-

мым материалом служили 10 образцов мазков 

из зева, взятых от здоровых людей в возрасте 

от 30 до 55 лет. Для взятия материала использо-

вали стерильные одноразовые ватные тампоны 

(Aptaca, кат. № 5100/SG/CS). Тампоны с мазка-

ми сразу после взятия помещали в 1,5 мл сте-

рильного 0,9% раствора натрия хлорида и су-

спензировали на встряхивателе для пробирок 

Vortex со скоростью 1500 об./мин в течение 15 с. 

По 0,1 мл каждой полученной суспензии высе-

вали на чашки Петри с исследуемыми и конт-

рольными средами.

В работе использовали питательную среду 

для культивирования и выделения возбудите-

лей гнойных бактериальных менингитов, го-

товую к применению (Шоколадный агар, реги-

страционное удостоверение № ФСР 2012/13081) 

и питательную среду для культивирования 

и выделения возбудителей гнойных бактери-

альных менингитов, сухую (ГБМ-агар, по ТУ 

9385-203-78095326-2013).

В качестве контрольной среды на первом 

этапе использовали кровяной агар, приго-

товленный из колумбийского агара (Columbia 

blood agar base, Oxoid) с добавлением 5% крови. 

Дополнительно для выделения и дифферен-

циации энтеробактерий, нефементирующих 

грамотрицательных микроорганизмов, стафи-

лококков и грибов использовали агары Эндо, 

маннитол-солевой и Сабуро.

На втором этапе при сравнительном иссле-

довании питательных сред для выделения гемо-

фильной палочки в качестве контроля исполь-

зовали гонококковый агар (GC Medium Base, GC 

Medium Base, Becton Dickinson, кат. № 211275) 

с добавлением 1% гемоглобина (Hemoglobin 

Bovine, Freeze-Dried, Becton Dickinson, кат. 

№ 212392), смеси факторов роста IsoVitalex 

(Becton Dickinson, кат. № 211875) и бацитрацина 

(500 мг/л); для выделения пневмококка — кро-

вяной агар на основе питательной среды № 1 

ГРМ (ФБУН ГНЦ ПМБ) с добавлением 5% ба-

раньей крови и гентамицина (5 мг/л); для вы-

деления менингококка — сывороточный агар 

на основе питательной среды № 1 ГРМ (ФБУН 

ГНЦ ПМБ) с добавлением 20% сыворотки бы-

чьей (Sterile Adult Bovine Serum, Bovogen, кат. 

№ SABS) и линкомицина (5 мг/л).

Чувствительность к полимиксину и лин-

комицину выделенных представителей рода 

Neisseria определяли диско-диффузионным 

методом на среде Мюллера–Хинтон (Mueller 

Hinton II Agar, Becton Dickinson) с использова-

нием дисков индикаторных с полимиксином 

300 ЕД и линкомицином 15 мкг (НИЦФ).

Посевы инкубировали 24–48 ч при темпера-

туре 37°C в атмосфере 5–10% CO2. Первичную 

дифференциацию выросших колоний микро-

организмов проводили по морфологическим 

признакам. Для дальнейшей идентифика-

ции колонии пересевали на Шоколадный агар 

(ФБУН ГНЦ ПМБ) и через 18–24 ч инкубиро-

вания исследовали методом времяпролетной 

масс-спектрометрии с матрично-активирован-

ной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-

TOF MS) на MALDI Biotyper 3.0 Microflex 

(Bruker). Для дифференциации S. pneumoniae 

от других стрептококков проводили оптохино-

вый тест на кровяном агаре без гентамицина, 

используя диски с оптохином (HiMedia, кат. 

№ DD009R).

Результаты и обсуждение

При исследовании клинического материа-

ла от больных на неселективных вариантах 

сред учитывали и отбирали для дальнейшей 

идентификации только колонии микроорга-

низмов, подозрительные на колонии этиоло-

гических агентов заболевания. В первую оче-
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редь колонии, похожие на H. influenzae (серые 

слизистые блестящие колонии), N. meningitidis 

(полупрозрачные блестящие колонии серо-

ватого цвета с идеально ровными краями), 

S. pneumoniae (мелкие полупрозрачные четко 

очерченные, не склонные к слиянию колонии, 

в зоне рос та которых на кровяном агаре на-

блюдался α-гемолиз, на ГБМ-агаре — обесцве-

чивание питательной среды, на Шоколадном 

агаре — изменение цвета среды с коричневого 

на зеленый).

Всего из 90 образцов было выделено 154 

культуры микроорганизмов, представленных 

10 родами (табл. 1). Как видно из таблицы, наи-

большее количество выделенных на испытуе-

мых и контрольной средах микроорганизмов 

принадлежит к роду Streptococcus, представите-

ли которого в высоких концентрациях обнару-

жены практически во всех исследованных об-

разцах. При этом искомый вид стрептококков, 

S. pneumoniae, обнаружен в 23 образцах клини-

ческого материала — как на обеих испытуемых 

средах, так и на кровяном агаре.

Представители рода Haemophilus выделены 

на ГБМ-агаре, Шоколадном и кровяном агарах 

из 15 образцов, среди них на долю H. influenzae 

приходится 9 случаев обнаружения на каждой 

из питательных сред.

Колонии N. meningitidis обнаружены на испы-

туемых и контрольной средах при посеве только 

двух образцов.

Остальные выделенные и идентифициро-

ванные микроорганизмы относились к видам 

Staphylococcus aureus, Candida albicans, Entero-

bacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumo niae, 

Pseudomonas aeruginosa, а так же к роду Acineto-

bacter. Практически во всех образцах обнаружен 

рост сапрофитных нейссерий, но в связи с низ-

кой диагностической значимостью они не вклю-

чены в результаты исследования и не отражены 

в таблице 1.

Таким образом, количество выделенных 

микроорганизмов на обеих испытуемых средах 

и контрольной среде было одинаково, причем 

все они выделены из одних и тех же образцов. 

Колонии выделенных культур микроорганиз-

мов на каждой испытуемой питательной среде 

не отличались от выросших на контрольной 

среде. Исключение составляли такие гемо-

литические микроорганизмы, как S. aureus, 

P. aeruginosa, H. parahaemolyticus и некоторые 

виды стрептококков, которые в процессе рос-

та не изменяли цвет ГБМ-агара и Шоколад-

ного агара. Это с одной стороны, затрудняло 

предварительную дифференциацию данных 

микроорганизмов, но с другой стороны, об-

легчало выделение зеленящих стрептококков, 

в первую очередь S. pneumoniae. Вокруг коло-

ний S. pneumoniae на ГБМ-агаре наблюдалось 

заметное обесцвечивание, а на Шоколадном 

агаре — появление зеленого окрашивания сре-

ды. Отмечено также, что выделение H. influenzae 

на кровяном агаре было обусловлено способно-

стью к сателлитному росту данного вида в при-

сутствии других микроорганизмов, вызыва-

ющих β-гемолиз, в то время как испытуемые 

среды обеспечивают его рост и в монокультуре.

На втором этапе исследования при анали-

зе клинического материала от здоровых людей 

на селективных вариантах питательных сред 

учитывали и отбирали для дальнейшего изуче-

ния все выросшие колонии микроорганизмов. 

Как видно из табл. 2, в результате исследова-

ния выделено и идентифицировано 14 видов 

микроорганизмов, относящихся к 6 родам. Ис-

пользование селективных вариантов испытуе-

мых питательных сред позволило подавить рост 

значительного количества микроорганизмов 

и легко обнаружить колонии искомых микро-

организмов.

Как и на первом этапе, наибольшее количе-

ство выделенных культур принадлежало к роду 

ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

КЛИНИЧЕСКИХ ОБРАЗЦОВ ПРИ ПОСЕВЕ 

НА СРЕДЫ БЕЗ СЕЛЕКТИВНЫХ ДОБАВОК

Выделенные 

микроорганизмы

Количество 

образцов, из которых 

выделены 

микроорганизмы 

на питательных 

средах

Ш
о

к
о

л
а

д
н

ы
й

 

а
га

р

Г
Б

М
-а

га
р

К
р

о
в

я
н

о
й

 а
га

р

Acinetobacter baumannii 3 3 3

Acinetobacter johnsonii 1 1 1

Acinetobacter junii 1 1 1

Candida albicans 10 10 10

Enterobacter cloacae 3 3 3

Escherichia coli 3 3 3

Haemophilus influenzae 9 9 9

Haemophilus parahaemolyticus 3 3 3

Haemophilus parainfluenzae 3 3 3

Klebsiella pneumoniae 1 1 1

Neisseria meningitidis 2 2 2

Pseudomonas aeruginosa 1 1 1

Staphylococcus aureus 23 23 23

Streptococcus anginosus 3 3 3

Streptococcus mitis group 36 36 36

Streptococcus oryzihabitans 1 1 1

Streptococcus pneumoniae 23 23 23

Streptococcus pyogenes 1 1 1

Streptococcus salivarius group 27 27 27
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Streptococcus, включая S. pneumoniae (в 4 образ-

цах), S. mitis (в 6 образцах) и S. salivarius (в 8 об-

разцах). Все они были выделены на ГБМ-агаре 

и Шоколадном агаре, как с использованием 

СД-П, так без селективной добавки. На кровя-

ном агаре не удалось найти культуру S. salivarius 

в двух образцах.

В ходе исследования обнаружено 13 культур 

Haemophilus spp., включая, H. influenzae (в одном 

образце), H. parainfluenzae (в девяти образцах) 

и H. parahaemolyticus (в трех образцах). Причем, 

все идентифицированные штаммы были выде-

лены на селективных вариантах обеих испытуе-

мых средах, содержащих СД-Г. На контрольном 

GC агаре найдено только 11 культур гемофилл. 

И, что особенно важно, культура H. influenzae 

выделена только на испытуемых средах. На не-

селективном варианте испытуемых сред дан-

ная культура не была обнаружена среди боль-

шого количества колоний сопутствующих 

микроорганизмов. На GC агаре рост колоний 

H. influenzae отсутствовал.

Ни в одном из исследованных клинических 

образцов не был обнаружен менингококк. Его 

не удалось обнаружить ни на одной питатель-

ной среде. Нейссерии других видов (Neisseria 

flavescens, Neisseria lactamica, Neisseria macacae 

и Neisseria mucosa) обнаружены на испытуе-

мых средах без селективных добавок и на сы-

вороточном агаре. На селективных вариантах 

испытуемых средах с добавлением СД-М вы-

делена культура Neisseria perflava, которая при 

дополнительном исследовании ее антибио-

тикочувствительности оказалась устойчивой 

к полимиксину, входящему в состав СД-М. 

Помимо Neisseria perflava на вариантах с СД-М 

выделена устойчивая к полимиксину культура 

Kingella denitrificans, которая была чувствитель-

ной к линкомицину и не росла на сывороточ-

ном агаре с линкомицином.

В ходе исследования отмечены также хоро-

шие ингибирующие свойства селективных ва-

риантов испытуемых сред. На средах с внесе-

нием СД-П помимо стрептококков ожидаемо 

обнаружен рост колоний S. aureus. К тому же 

ингибирующему эффекту приводит добавление 

гентамицина к кровяному агару: помимо стреп-

тококков на среде выделена одна культура золо-

тистого стафилококка.

Таким образом, в ходе проведения исследова-

ний клинического материала с использованием 

Шоколадного агара, ГБМ-агара и конт рольной 

питательной среды без селективных добавок 

выделено одинаковое число культур, предста-

вителей 10 родов микроорганизмов. Исполь-

зование испытуемых сред с селективными до-

бавками позволило без количественных потерь 

избирательно выделить культуры H. influenzae 

и S. pneumoniae и подавить рост значительного 

числа микроорганизмов. Испытуемые среды 

не уступали по ростовым свойствам контроль-

ным средам, используемым в клинической 

практике для выделения основных возбудите-

лей гнойных бактериальных менингитов.

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ КЛИНИЧЕСКИХ ОБРАЗЦОВ ПРИ ПОСЕВЕ НА СРЕДЫ 

С СЕЛЕКТИВНЫМИ ДОБАВКАМИ

Выделенные микроорганизмы
Всего 

выделено

Количество образцов, из которых выделены 

микроорганизмы на питательных средах*

СД-Г GC СД-П КА СД-М СА БСД

Haemophilus influenzae 1 1 –** – – – – –

Haemophilus parainfluenzae 9 9 8 – – – – 7

Haemophilus parahaemolyticus 3 3 3 – – – – 2

Klebsiella oxytoca 1 – – – – – – 1

Staphylococcus aureus 1 – – 1 1 – – 1

Streptococcus mitis 6 – – 6 6 – – 6

Streptococcus pneumoniae 4 – – 4 4 – – 4

Streptococcus salivarius 8 – – 8 6 – – 8

Kingella denitrificans 2 – – – – 2 – 1

Neisseria flavescens 3 – – – – – 3 3

Neisseria lactamica 1 – – – – – 1 1

Neisseria macacae 4 – – – – – 4 4

Neisseria mucosa 1 – – – – – 1 –

Neisseria perflava 2 – – – – 2 2 2

Примечания. * Питательные среды: СД-Г — Шоколадный агар и ГБМ-агар с селективной добавкой СД-Г; 
GC — гонококковый агар с бацитрацином; СД-П — Шоколадный агар и ГБМ-агар с селективной добавкой СД-П; 
КА — кровяной агар с гентамицином; СД-М — Шоколадный агар и ГБМ-агар с селективной добавкой СД-М; 
СА — сывороточный агар с линкомицином; БСД –Шоколадный агар и ГБМ-агар без селективных добавок; 
** «–» — рост не обнаружен.
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