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Резюме
Обоснование. Разработка питательных сред, обеспечивающих максимальную скорость роста возбудите-
лей инфекционных болезней с сохранением их биологических свойств, является актуальной. Перспектив-
ным направлением в данной области представляется использование синтетических биостимуляторов 
роста микроорганизмов.
Цель исследования: изучить возможность усовершенствования питательных сред для культивирова-
ния листерий и стафилококков с помощью биологически активного соединения трис(2-гидроксиэтил)
аммоний 4-хлорфенилсульфанилацетата. 
Материалы и методы. Объектами исследования служили: экспериментальная питательная среда 
для культивирования листерий сухая (СКЛ) для культивирования тест-штамма Listeria monocytogenes 
766. В качестве среды-сравнения использовали коммерческую среду бульон Фразера, в который добавляли 
агар в концентрации 1,5 %. Тест штамм Staphylococcus aureus АТСС 6538-Р (FDA 209-P) культивировали 
на мясо-пептонном агаре с 1%-ной глюкозой. В качестве стимулятора роста исследовали соединение 
трис(2-гидроксиэтил)аммоний 4-хлорфенилсульфанилацетата в концентрации 10–4 вес. %. Контролем 
служила питательная среда без стимулятора. Специфическую активность питательных сред (по-
казатель прорастания, чувствительность среды; скорость роста и культурально-морфологические 
свойства микроорганизмов) оценивали комплексом микробиологических методов.
Результаты. Исследования показали, что добавление стимулятора роста в питательные среды спо-
собствует росту колоний (на 10–50 %) и сокращает время их развития. При добавлении в питательную 
среду СКЛ стимулятора роста через 12 часов культивирования наблюдали начальный рост колоний 
тест-штамма L. monocytogenes 766 и через 6 часов культивирования на мясо-пептонном агаре с 1%-ной 
глюкозой тест-штамма S. aureus АТСС 6538-P.
Заключение. Добавление биостимулятора роста трис(2-гидроксиэтил)аммоний 4-хлорфенилсульфани-
лацетата в концентрации 10–4 вес. % в питательную среду ускоряет рост листерий и стафилококков, 
позволяет сократить время выдачи результата анализа. 
Ключевые слова: культивирование, микроорганизмы, питательная среда, стимуляторы роста, про-
татраны, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
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Abstract
Background. Development of nutrient media ensuring the maximum growth rate of pathogens of dangerous infectious 
diseases while preserving their biological properties is extremely important. A promising direction in this area seems 
to be the use of synthetic microbial growth biostimulants.
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The aim of the work is to study the possibility of improving nutrient media for the cultivation of Listeria and Staphy-
lococcus using a biologically active compound tris(2-hydroxyethyl)ammonium 4-chlorophenylsulfanylacetate.
Materials and methods. The object of the study was experimental nutrient medium for the cultivation of Listeria 
used for the culturing of the test strain Listeria monocytogenes 766. As a comparison medium, commercial medium 
Fraser broth to which agar was added at a concentration of 1.5 %, was used. The test strain Staphylococcus aureus 
ATCC 6538-P (FDA 209-P) was cultivated on meat-peptone agar with 1% glucose. The compound tris(2-hydroxyethyl)
ammonium (4-chlorophenyl)sulfanylacetate at a concentration of 10–4 wt. % was studied as a growth stimulator. A 
nutrient medium without a stimulant served as a control. The specific activity of nutrient media (germination rate, 
medium sensitivity, growth rate and stability of the main biological properties of microorganisms) was evaluated by 
the microbiological method.
Results. Studies have shown that the addition of a growth stimulator to nutrient media contributes to the growth of 
colonies (by 10–50 %) and a decrease in the time of their development. When growth stimulator was added to the 
nutrient medium for the cultivation of Listeria, the initial growth of colonies of the L. monocytogenes 766 test strain 
after 12 hours of cultivation and growth of colonies of the test strain S. aureus ATCC 6538-P after 6 hours of cultivation 
on the meat-peptone agar with 1% glucose was observed.
Conclusion. Thus, the addition of a growth biostimulator tris(2-hydroxyethyl)ammonium 4-chlorophenylsulfanyl ac-
etate at a concentration of 10–4 wt. % in the nutrient medium accelerates the growth of Listeria and Staphylococcus, 
allows to reduce the time of issuance of the analysis result in half.
Key words: cultivation, microorganism, nutrient medium, growth stimulant, protathrane, Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus aureus
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ВВЕДЕНИЕ

Возбудитель опасной бактериальной инфекции 
листериоз – Listeria monocytogenes – способен вызывать 
вспышки заболеваний у людей и животных. Заражение 
в основном происходит при употреблении в пищу ин-
фицированных продуктов животного и растительного 
происхождения [1–3]. Возрастает роль листерий в пе-
ринатальной и неонатальной патологии, что характери-
зуется тяжестью течения и высокой летальностью [4–6].

Возбудитель Staphylococcus aureus относится к ус-
ловно-патогенным бактериям, которые могут вызвать 
широкий спектр заболеваний – от лёгких кожных до 
смертельно опасных болезней (пневмония, менингит, 
сепсис и др.) [7].

В настоящее время для культивирования листерий 
и стафилококков применяются питательные среды, 
на которых длительность выращивания составляет 
24–48 часов [8]. В связи с этим оптимизация питательных 
сред, позволяющая сократить время культивирования 
L. monocytogenes и S. aureus, является актуальной задачей 
исследований. Перспективным направлением в данной 
области представляется использование биостимулято-
ров роста микроорганизмов. Используемые в настоящее 
время в России и за рубежом при культивировании 
микроорганизмов природные стимуляторы дефицитны 
и дороги. Разработка синтетических стимуляторов для 
добавления в питательные среды позволит сократить 
применение дорогостоящих компонентов. Эффектив-
ность новых химических стимуляторов при культивиро-
вании возбудителей инфекционных заболеваний изучена 
недостаточно. 

В Иркутском институте химии имени А.Е.  Фавор-
ского СО РАН на основе биогенных аминоспиртов 
(триэтаноламина и  др.) и биологически активных (гет)
арилхалькогенилуксусных кислот синтезирован ряд 
трис(2-гидроксиэтил)аммоний (гет)арилхалькогенила-
цетатов общей формулы ArYCH2CO2

– НN+(CH2СН2ОН)3, 
названных «Протатраны». Среди протатранов выявлены 
нетоксичные (LD50 = 1300–6000 мг/кг для белых мышей) 
вещества, перспективные для сельского хозяйства, ме-

дицины, клинической микробиологии и биотехнологии 
с антиоксидантным, иммунотропным, антиаллергенным, 
противораковым, антиметастатическим, защитным, 
рост- и ферментстимулирующим действием. Соединения 
данного класса проявляют активность в микроконцен-
трациях (10–4–10–10 вес. %), имеют постоянный состав и 
легкодоступны благодаря разработанным химическим 
методам синтеза [9–11].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучить возможность усовершенствования пита-
тельных сред для культивирования листерий и стафило-
кокков с помощью биологически активного соединения 
трис(2-гидроксиэтил)аммоний 4-хлорфенилсульфани-
лацетата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали тест-штаммы L. monocytogenes 
766 и S. aureus АТСС 6538-Р (FDA 209-P) (коллекция музея 
живых культур ФКУЗ «Иркутский научно-исследова-
тельский противочумный институт» Роспотребнадзора). 
Штаммы до включения в опыты хранились в лиофили-
зированном состоянии, обладали характерными для 
представителей соответствующего вида культурально-
морфологическими и биологическими свойствами.

Для получения микробной взвеси тест-штаммы 
L.  monocytogenes 766 и S.  aureus АТСС 6538-Р со среды 
хранения высевали в пробирки с мясо-пептонным бульо-
ном (МПБ) с 1%-ной глюкозой (рН 7,3 ± 0,1) (ГОСТ 10444.1 
пункт 5.12) и среду № 8 [12] соответственно, инкубиро-
вали 24 часа при (37 ± 1) °С, пересевали на чашки мясо-
пептонного агара (МПА) с 1% глюкозой (далее по тексту 
среда № 1) (рН 7,3 ± 0,1; ГОСТ 10444.1 пункт 5.12). После 
инкубации в течение суток при температуре (37 ± 1) °C 
культуру штамма смывали с поверхности агара стериль-
ным 0,9% раствором натрия хлорида (NaCl; рН 7,2 ± 0,1), 
доводили концентрацию микробной взвеси до 10 МЕ по 
стандартному образцу мутности ФГБУ «НЦЭСМП» Минз-
драва России (ОСО  42-28-85П) соответствующего года 
выпуска, эквивалентную 1 × 109 микробных клеток. Из 
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полученной суспензии готовили 10-кратные разведения 
(10–3–10–8) путём последовательного переноса 0,5  мл 
взвеси культуры в пробирки с 4,5 мл стерильного 0,9% 
раствора NaCl, засевали по 0,1 мл взвеси культуры из раз-
ведений 10–6 и 10–7 по три повторности на чашки Петри с 
питательной средой. Взвесь равномерно распределяли 
по поверхности агаровой пластинки. 

Объектами исследования служили: эксперимен-
тальная питательная среда для культивирования листе-
рий сухая (СКЛ) (рН 7,5 ± 0,1) [13], производства ФКУЗ 
«Иркутский научно-исследовательский противочумный 
институт» Роспотребнадзора для культивирования 
тест-штамма L.  monocytogenes 766. В качестве среды-
сравнения использовали коммерческую среду «Основа 
бульона обогащения для листерий» – бульон Фразера 
(HalfFraser broth, HiMedia, Индия), в который добавляли 
агар в концентрации 1,5 % (АФ; рН 7,2 ± 0,2). Тест-штамм 
S.  aureus АТСС 6538-Р культивировали на МПА с 1% 
глюкозой (ФКУЗ «Иркутский научно-исследователь-
ский противочумный институт» Роспотребнадзора). 
В качестве стимулятора роста исследовали трис(2-
гидроксиэтил)аммоний 4-хлорфенилсульфанилацетата 
(СР). Контролем служила питательная среда без стиму-
лятора. Просмотр чашек с посевами производили через 
3, 6, 9, 12, 24, 36 и 48 часов инкубации при температуре 
(37 ± 1) °С. Специфическую активность питательных сред 
(показатель прорастания, чувствительность среды; ско-
рость роста и культурально-морфологические свойства 
микроорганизмов) оценивали комплексом микробио-
логических методов в соответствии с требованиями 
МУК 4.2.2316-08 «Методы контроля бактериологических 
питательных сред». 

Раствор препарата СР готовили по следующей 
методике: растворяли 0,1 г препарата в 100,0 мл дистил-
лированной воды, получая 0,1% раствор (матричный), 
стерилизовали фильтрованием. Затем по 0,1 мл матрич-
ного раствора СР добавляли на 100,0 мл стерилизованной 
питательной среды, получая концентрацию 10–4 вес. %. 

Полученные результаты обрабатывали статистически 
стандартными методами с применением пакета программ 
Microsoft Excel (2007). Полученные данные выражали в 
виде среднего арифметического (M) и стандартного от-
клонения (s). Различия принимали как достоверные при 
уровне значимости р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В предварительных опытах для определения опти-
мальной концентрации стимулятора роста микроорга-
низмов, при которой происходит увеличение количества 
колоний, исследовали несколько видов протатранов в 
концентрации 10–4, 10–5 и 10–6 вес. %. Оптимальные резуль-
таты были получены с протатраном трис(2-гидроксиэтил)
аммоний 4-хлорфенилсульфанилацетата при концентра-
ции образца 10–4 вес. %.

Результаты изучения биологических свойств пита-
тельной среды CКЛ и агара Фразера при культивировании 
L. monocytogenes 766 показали, что трис(2-гидроксиэтил)
аммоний 4-хлорфенилсульфанилацетата в концентрации 
10–4 вес. % обладает ростстимулирующим эффектом при 
добавлении в питательные среды (табл. 1). 

В первые 12 часов от начала эксперимента роста 
культуры L.  monocytogenes 766 на АФ и СКЛ не на-
блюдалось. В течение указанного времени появление 
колоний L.  monocytogenes  766 на питательной среде 
СКЛ имело место только при использовании стиму-
лятора роста – отмечался росинчатый рост колоний 
в 100,0 % случаев.

Через 24 часов культивирования наблюдали форми-
рование типичных легко дифференцируемых колоний 
на всех чашках с питательной средой. По количеству и 
диаметру выросших колоний питательная среда СКЛ с 
добавкой стимулятора роста незначительно превосхо-
дила контроль (р < 0,05), диаметр колоний увеличился в 
среднем на 0,3 мм (рис. 1). 

Показатель чувствительности питательной среды 
АФ был ниже по сравнению с СКЛ, на которой при по-

Таблица 1
Изучение ростовых свойств питательных сред при культивировании L. monocytogenes 766 (M ± s)

Table 1
Study of growth properties of the nutrient media during L. monocytogenes 766 cultivation (M ± s)

Питательная 
среда

Показатель 
прорастания, %

Количество 
колоний, выросших 

из разведения 10–7 м.к.
Морфология колоний Скорость 

роста, ч

АФ

40,7 ± 0,9
d = 1,0

4,0 ± 0,8
d = 1,2–1,5

Колонии круглые, выпуклые с 
ровным краем, серо-зелёного цвета, 
полупрозрачные, среда по краям колонии 
окрашивается в чёрный цвет.

24

40,7 ± 0,9
d = 2,0

4,0 ± 0,8
d = 2,0–2,2 48

АФ + СР

46,3 ± 4,8*
d = 1,0–1,2

5,7 ± 0,5*
d = 1,3–1,5

Колонии круглые, выпуклые с 
ровным краем, серо-зелёного цвета, 
полупрозрачные, среда по краям колонии 
окрашивается в чёрный цвет.

24

51,7 ± 4,5*
d = 2,3

6,3 ± 0,9*
d = 2,3–2,5 48

СКЛ

49,0 ± 4,6
d = 1,0–1,5

6,0 ± 0,8
d = 1,5–2,0

Колонии круглые, выпуклые с 
ровным краем, серо-голубого цвета, 
полупрозрачные, гладкие, структура 
однородная, консистенция слизистая.

24

49,0 ± 4,6
d = 2,5–3,0

6,0 ± 0,8
d = 3,0 48

СКЛ + СР

d < 1,0 d < 1,0 Росинчатый рост. Очень мелкие колонии. 12

55,0 ± 4,6*
d = 1,5–2,0

7,3 ± 1,3*
d = 2,0–2,5

Колонии круглые, выпуклые с 
ровным краем, серо-голубого цвета, 
полупрозрачные, гладкие, структура 
однородная, консистенция слизистая.

24

55,0 ± 4,6*
d = 2,5–3,0

7,3 ± 1,3*
d = 3,0–3,5 48

Примечание. d – диаметр колоний, мм; * – p < 0,05 при сравнении с показателем в контроле.
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севе культуры L. monocytogenes 766 из разведения 10–7 

на всех засеянных чашках через 24 часов инкубации при 
температуре (37 ± 1) °С наблюдали рост не менее пяти 
круглых выпуклых влажных колоний серо-голубого цвета 
с ровным краем, диаметром 1,5–2,5 мм, что соответствует 
требованиям контрольных показателей ГОСТ 32031-2012. 
Только при добавлении к АФ стимулятора роста пока-
затели прорастания и чувствительности питательной 
среды приближались к значениям СКЛ. По количеству 
и диаметру выросших колоний микроорганизмов 
L. monocytogenes 766 агар Фразера со стимулятором роста 
превосходил контроль (р < 0,05) (табл. 1).

Проведённые исследования показали, что до-
бавление биологически активного соединения трис(2-
гидроксиэтил)аммоний 4-хлорфенилсульфанилацетата 
при концентрации образца 10–4 вес. % как в среду АФ, так 

и в среду СКЛ улучшает их биологические показатели. 
Разработанная нами экспериментальная среда СКЛ не 
уступала по своим качественным показателям коммер-
ческой питательной среде агару Фразера.

В таблице 2 представлены результаты изучения био-
логических свойств питательной среды № 1 при культи-
вировании S. aureus АТСС 6538-P как без добавления, так 
и с добавлением стимулятора роста. 

Из данных, представленных в таблице 2, видны зна-
чительные различия во всхожести штамма S. aureus АТСС 
6538-P на среде со стимулятором роста, а также на кон-
трольной среде № 1. При посеве исследуемой культуры 
на среду № 1 без стимулятора роста (контроль) через 6 
и 9 часов роста не отмечалось, и только через 12 часов 
наблюдали формирование мелких колоний диаметром 
1,0 мм на всех чашках. 

   
       а                      б
Рис. 1. Ростовые свойства L. monocytogenes 766 при культивировании на СКЛ (а) и на СКЛ со стимулятором роста (б) через 48 часов.
Fig. 1. Growth properties of L. monocytogenes 766 cultivated on the nutrient medium (а) and on the nutrient medium with growth stimulant (б) after 

48 hours of culturing.

Таблица 2
Изучение ростовых свойств питательной среды № 1 при культивировании S. aureus АТСС 6538-Р (M ± s)

Table 2
Study of growth properties of the nutrient medium No. 1 during S. aureus АТСС 6538-P cultivation (M ± s)

Питательная 
среда

Показатель 
прорастания, %

Количество 
колоний, выросших 

из разведения 10-7 м.к.
Морфология колоний Скорость 

роста, ч

Среда № 1

21,3 ± 2,1
d = 1,0

3,3 ± 0,5
d = 1,0 Мелкие колонии золотисто-жёлтого цвета 12

22,7 ± 1,2
d = 1,0–1,3

3,3 ± 0,5
d = 1,5–1,7 Золотисто-жёлтые слегка выпуклые, 

с ровным краем колонии, непрозрачные, 
блестящие

24

22,7 ± 1,2
d = 3,0

3,3 ± 0,5
d = 3,5–4 48

Среда № 1 + СР

d < 1,0 Нет роста Росинчатый рост. Очень мелкие колонии 6

d < 1,0 Нет роста Росинчатый рост. Очень мелкие колонии 9

32,6 ± 2,5
d = 1,0–1,3

6,3 ± 1,2*
d = 1,5

Золотисто-жёлтые слегка выпуклые, 
с ровным краем колонии, непрозрачные, 
блестящие

12

34,3 ± 1,7*
d = 1,5–2,5

7,6 ± 2,4*
d = 2,0–2,5 24

34,3 ± 1,7*
d = 3,5–4,0

8,3 ± 2,0*
d = 4,0–5,0 48

Примечание. d – диаметр колоний, мм; * – p < 0,05 при сравнении с показателем в контроле.
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При высеве культуры S. aureus АТСС 6538-P из раз-
ведения 10–6 на среде №  1 с добавкой СР уже через 
6  часов культивирования наблюдали росинчатый рост 
колоний в 30 % случаев, через 9 часов – на всех чашках 
с питательной средой. Через 12 часов культивирования 
размер колоний стал пригоден для визуального под-
счёта, рост в виде изолированных единичных колоний 
жёлтого цвета диаметром 1,0–1,5 мм. Вместе с тем время 
роста микроорганизма на средах для культивирования 
стафилококков без добавления стимулятора составляет 
18–20 часов. Через 24 часов и 48 часов культивирования 
S. aureus АТСС 6538-P число колоний на среде с добавкой 
СР увеличилось в среднем на 10 % по сравнению с кон-
тролем (р < 0,05). Также отмечалось увеличение диаметра 
колоний (рис. 2). 

Питательная среда № 1 с добавкой стимулятора роста 
обладала наибольшей чувствительностью по сравнению 
с контролем. При посеве культуры S. aureus АТСС 6538-P из 
разведения 10–7 на всех засеянных чашках через 12 часов 
инкубации при температуре (37 ± 1) °С наблюдали рост не 
менее пяти колоний золотисто-жёлтого цвета с ровным 
краем, диаметром 1,5 мм. По количеству выросших коло-
ний, питательная среда № 1 с добавкой СР, превосходила 
контроль в среднем на 50 % (р < 0,05) (табл. 2).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, впервые был исследован протатран 
трис(2-гидроксиэтил)аммоний 4-хлорфенилсульфанила-
цетата в качестве стимулятора роста патогенных листе-
рий и стафилококков. Внесение стимулятора роста в кон-
центрации 10–4 вес. % в стандартные и эксперименталь-
ные питательные среды для культивирования штаммов 
L. monocytogenes 766 и S. aureus АТСС 6538-P способствует 
увеличению количества и размера колоний в среднем на 
10–50 % и сокращает время их развития. Преимуществом 
стимулятора протатран трис(2-гидроксиэтил)аммоний 

4-хлорфенилсульфанилацетата является его доступность, 
низкая стоимость, хорошая растворимость в воде, устой-
чивость при хранении, нетоксичность, эффективность в 
низких концентрациях. Полученные данные позволяют 
обосновать необходимость дальнейших исследований 
действия протатранов на рост возбудителей инфекци-
онных болезней.
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