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Краткие сообщения

БИФИДУМ-СРЕДА ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ 

И КУЛЬТИВИРОВАНИЯ БИФИДОБАКТЕРИЙ

Л.В. Домотенко, А.П. Шепелин

ФБУН Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии Роспотребнадзора, п. Оболенск, 

Московская область, Россия

Резюме. Проведена оценка качества сухой питательной среды для культивирования и выделения бифидобак-

терий (Бифидум-среда) в сравнительных испытаниях со средой Блаурокка. Показано, что Бифидум-среда 

поддерживает типичный рост штаммов бифидобактерий пяти основных видов: Bifidobacterium bifidum, B. breve, 

B. adolescentis, B. infantis, B. longum. При исследовании пробиотического препарата бифидумбактерина получе-

ны сопоставимые результаты по его эффективности и активности кислотообразования при использовании 

обеих сред. При анализе клинического материала (кал на дисбактериоз) средняя концентрация бифидобак-

терий составила 8,15 lg КОЕ/г на Бифидум-среде и 6,68 lg КОЕ/г на среде Блаурокка.

Ключевые слова: питательные среды, Bifidobacterium, бифидобактерии, выделение бифидобактерий, пробиотики.

Введение

Бифидобактерии являются анаэробными, 

грамположительными бактериями, которые 

доминируют в кишечной микрофлоре здоровых 

людей [10]. Наличие высокого уровня бифидо-

бактерий в кишечнике человека предполага-

ет их весомый вклад в здоровье человека, что 

привело к использованию бифидобактерий как 

пробиотиков. Положительный эффект бифидо-

бактерий показан при различных заболеваниях, 

например, диарее, связанной с ротавирусной 

инфекцией и некоторыми воспалительными 

кишечными заболеваниями, с приемом анти-

биотиков и др. [14]. Существует мнение о поло-

жительной роли бифидобактерий в стимулиро-

вании иммунитета [11].

Для выделения бифидобактерий из фека-

лий, обнаружения и подсчета их в пробиотиче-

ских продуктах широко применяется культу-

ральный метод с использованием питательных 

средах. В литературе описано значительное 

количество прописей питательных сред для 

выделения и культивирования бифидобакте-

рий [8, 12]. Среди них есть агаризованные и по-

лужидкие питательные среды, селективные 

и неселективные. Агаризованные питательные 

среды удобны для выделения чистой культуры 

микроорганизма, но при их использовании для 

выделения бифидобактерий требуется создание 

анаэробных условий и происходит снижение 

результатов на 1–2 порядка [7]. Полужидкие 

среды, разлитые в стеклянные пробирки, ли-

шены перечисленных недостатков.

Существуют селективные среды для би-

фидобактерий [13, 15]. Но поскольку род Bifi-

dobacterium включает более 30 видов, отли-

чающихся значительной гетерогенностью 

в отношении устойчивости к противоми-

кробным препаратам и другим ингибиторам 

[1], сложно разработать одну среду с высокой 

селективностью при сохранении хорошей 

степени выделения. Поэтому в лабораторной 

практике чаще используют неселективные пи-

тательные среды.

Основной средой, нашедшей широкое при-

менение как при выделении бифидобактерий 

из фекалий, так и при контроле производства 

бактерийных препаратов и молочнокислых 

продуктов, является полужидкая печеночно-

цистеиновая среда Блаурокка [4, 6]. Некоторые 

лаборатории клинической микробиологии 

выделяют бифидобактерии на тиогликолевой 

среде [9].
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Среда Блаурокка — это среда лабораторного 

изготовления. Каждая лаборатория, как пра-

вило, готовит ее самостоятельно небольшими 

партиями, что отрицательно отражается на ее 

стандартности. Кроме этого, учитывая нестан-

дартность исходного сырья — печени, которая 

в результате изменения окружающей среды, 

использования в рационе животных большо-

го количества антибиотиков, может содержать 

токсичные вещества, в связи с чем становится 

актуальным применение коммерческих сухих 

питательных сред, отличающихся своей стан-

дартностью.

В ФБУН ГНЦПМБ разработана сухая несе-

лективная питательная среда, предназначенная 

для выделения и культивирования бифидобак-

терий — Бифидум-среда, налажен ее промыш-

ленный выпуск. В ряде публикаций описано 

применение Бифидум-среды для научных и ди-

агностических целей [2, 3]. Целью настоящей 

работы явилась оценка свойств Бифидум-среды 

при работе с музейными штаммами бифидо-

бактерий, клиническим материалом и анализе 

пробиотиков.

Материалы и методы
Для контроля качества питательных сред ис-

пользовали тест-штаммы B. bifidum АТСС 11863, 

B. breve АТСС 15701, B. adolescentis АТСС 15706, 

B. infantis АТСС 15702, B. longum АТСС 15708, 

Escherichia coli 3912/41 (O55:K59), Pseudomonas 

aeruginosa 27/99, Proteus vulgaris HX 19222, Entero-

bacter aerogenes NCTC 10006, Enterococcus faecalis 

ATCC 29212, Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842, 

Staphylococcus aureus Wood-46, полученные 

из Государственной коллекции патогенных 

микроорганизмов ГКПМ-Оболенск, а также 

клинические штаммы Bifidobacterium и произ-

водственные штаммы B. bifidum.

Штаммы хранили в лиофилизированном со-

стоянии при температуре не выше 4–8°С. Перед 

использованием их суспензировали в стериль-

ном 0,9 % растворе хлорида натрия и субкульти-

вировали на среде Блаурокка в течение 20–24 ч 

при температуре 37±1°C, после чего готовили 

микробную взвесь каждого штамма по отрас-

левому стандартному образцу мутности ОСО 

42-28-86П. Полученные суспензии каждого тест-

штамма десятикратными разведениями дово-

дили до разведения 10–8. Посев в питательные 

среды, разлитые по 9 мл в стеклянные бактерио-

логические пробирки, производили по 1 мл. Учет 

результатов проводили не позднее 48 ч инкуба-

ции при температуре 37±1°С визуально по нали-

чию типичных колоний бифидобактерий.

В качестве контрольной среды использовали 

среду Блаурокка лабораторного приготовления.

Качество питательных сред оценивали в со-

ответствии с требованиями МУК 4.2.2316-08 

«Методы контроля бактериологических пи-

тательных сред». Активность кислотообразо-

вания штаммов бифидобактерий определяли 

титриметрическим методом по ФС 42-3947-00 

на бифидумбактерин, сухой при культивирова-

нии в опытной и контрольной средах. Кислот-

ность выражали в градусах Тернера (°Т) и вы-

числяли по формуле:

°Т = А × К × 10, где

А — количество миллилитров 0,1 М раствора 

натрия гидроксида, пошедшее на титрование 

10 мл микробной суспензии;

К — поправка к титру 0,1 М раствора натрия ги-

дроксида;

°Т — условная величина, выраженная в граду-

сах Тернера.

Результаты и обсуждение
Оценку свойств Бифидум-среды проводи-

ли в три этапа. На первом этапе исследования 

изучали биологические свойства Бифидум-

среды с использованием музейных штаммов 

бифидобактерий. На втором этапе Бифидум-

среду испытывали при контроле бактерийных 

препаратов. Третий этап включал исследование 

клинического материала.

Первый этап исследований Бифидум-среды 

проведен с использованием 21 штамма Bifido-

bacterium пяти видов. Свойства Бифидум-

среды оценивали по наибольшему разведению 

лиофилизированных штаммов бифидобакте-

рий, при котором наблюдался их типичный 

рост через 48 ч инкубирования, а затем при 

втором пассаже — по интенсивности нарас-

тания микробной массы штаммов (эффек-

тивности) через 24 ч инкубации. Сравнитель-

ные результаты исследований представлены 

в табл. 1. Отмечены хорошие ростовые свойства 

Бифидум-среды, не уступающие среде Блау-

рокка и позволяющие активно размножаться 

бифидобактериям.

Представленные в табл. 1 данные согласуют-

ся с результатами культивирования на Бифи-

дум-среде новых запатентованных 7 штаммов 

B. bifidum, 5 штаммов B. longum и 3 штаммов 

B. adolescentis, предназначенных для получения 

бифидосодержащей продукции [5]. Показано, 

что все 15 штаммов активно наращивают мик-

робную массу с высокой концентрацией би-

фидобактерий (8–9 lg КОЕ/мл) и высокой кис-

лотообразующей активностью при росте как 

на гидролизатно-молочной питательной среде, 

так и Бифидум-среде.

Активность кислотообразования, то есть 

способность штаммов бифидобактерий нака-

пливать кислоты в процессе культивирования, 

является одним из основных показателей ка-

чества производственных штаммов бифидо-

бактерий и препаратов, приготовленных с их 

использованием. Проведенные эксперименты 
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продемонстрировали влияние качества пи-

тательной среды на интенсивность проявле-

ния кислотообразующей способности пяти 

штаммов бифидобактерий (табл. 2). Как видно 

из таблицы показатель активности кислото-

образования исследованных штаммов оказался 

значительно ниже на тиогликолевой среде, чем 

на Бифидум-среде и среде Блаурокка.

Поскольку Бифидум-среда может быть ис-

пользована при подготовке производственных 

штаммов, дальнейшие исследования были по-

священы проверке сохранения биологических 

характеристик тест-штаммов бифидобактерий 

при многократных пассажах на данной среде. 

Как показали результаты проведенных иссле-

дований, свойства бифидобактерий не изменя-

лись на протяжении пяти пассажей на данной 

среде. Все тест-штаммы вырастали из разведе-

ния 10–7 через 24–48 ч инкубации при темпе-

ратуре 37±1°С в виде единичных колоний типа 

«зерен», «крошек», «тяжей», «комет». Клетки 

тест-штаммов сохраняли свою типичную мор-

фологию: прямые или слегка изогнутые, с бу-

лавовидными утолщениями на конце, иногда 

ветвящиеся и образующие цепочки.

На втором этапе исследований Бифидум-

среду использовали для определения концен-

трации бифидобактерий в пробиотическом 

препарате «Бифидумбактерин» различных 

фирм-изготовителей и различных форм вы-

пуска (в порошке или в таблетках). При иссле-

довании четырех коммерческих препаратов 

«Бифидумбактерина» получены сопоставимые 

результаты по КОЕ (колониеобразующие еди-

ницы) и активности кислотообразования и на 

Бифидум-среде, и среде Блаурокка независимо 

от формы выпуска препарата (табл. 3).

Дальнейшие исследования были посвяще-

ны клиническим испытаниям Бифидум-среды. 

Бифидум-среду использовали при проведении 

исследований на дисбактериоз проб фекалий, 

полученных от 28 пациентов, среди которых 

были 19 новорожденных, 7 детей в возрасте 

от 1,5 до 2 лет и двух взрослых (16 и 60 лет). Как 

показали результаты исследований, в мате-

риале от 9 новорожденных через 24 ч инкуба-

ции роста бифидобактерий не было обнару-

жено ни в Бифидум-среде, ни в контрольной 

среде Блаурокка. Через 48 ч инкубирования 

рост бифидобактерий отмечен на обеих средах. 

У 13 пациентов концентрация бифидобактерий 

на Бифидум-среде была на 1–2 порядка выше, 

чем на контрольной среде. Содержание бифидо-

бактерий в группе обследованных лиц состави-

ло 8,15 lg КОЕ/г при посеве фекалий в Бифидум-

среду и 6,68 lg КОЕ/г при посеве в контрольную 

среду. Характерный рост бифидобактерий 

в виде «комет» наблюдался только в 5 пробах. 

В остальных случаях обнаруживалось равно-

мерное помутнение сред. Микроскопическое 

исследование этих проб подтверждало наличие 

в них наличие бифидобактерий.

Поскольку Бифидум-среда не является се-

лективной средой, многие микроорганизмы 

могут расти на ней. Однако характер роста их 

различен. Так, энтерококки и лактобациллы 

растут на среде аналогично бифидобактериям: 

в виде «тяжей», «комет». При культивировании 

E. coli и E. aerogenes происходит диффузное по-

мутнение среды с газообразованием. S. aureus 

растет в виде диффузного помутнения в верх-

ней части столбика среды с отрастающими вниз 

отдельно расположенными колониями в виде 

ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ ИСПЫТАНИЙ 

БИФИДУМ-СРЕДЫ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

ШТАММОВ БИФИДОБАКТЕРИЙ

Вид Штамм

Чувствительность/

эффективность 

(КОЕ/мл)

Бифидум-

среда

Среда 

Блаурокка

B. bifidum

1 10–7/8 × 108 10–7/1 × 109

ЛВА-3 10–7/3 × 108 10–8/3 × 108

791 10–8/4 × 108 10–8/2 × 109

АТСС 11863 10–7/1 × 108 10–7/1 × 108

B. longum

В 379 М 10–8/2 × 108 10–8/6 × 109

МС-42 10–7/2 × 108 10–8/2 × 108

АТСС 15708 10–7/1 × 108 10–7/2 × 108

B. adolescentis

ГО-13 10–8/4 × 108 10–8/7 × 108

Г 751 3 10–8/5 × 107 10–9/5 × 108

АТСС 15706 10–7/2 × 108 10–7/1 × 108

B. breve
79-119 10–8/2 × 109 10–8/3 × 109

АТСС 15701 10–7/3 × 108 10–7/2 × 108

B. infantis

73-15 10–7/3 × 108 10–6/5 × 108

79-43 10–8/1 × 108 10–6/5 × 108

АТСС 15702 10–7/2 × 108 10–7/2 × 108

ТАБЛИЦА 2. АКТИВНОСТЬ 

КИСЛОТООБРАЗОВАНИЯ ШТАММОВ 

БИФИДОБАКТЕРИЙ НА РАЗЛИЧНЫХ 

ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕДАХ, °Т

Штамм
Бифидум-

среда

Среда 

Блаурокка

Тиогликолевая 

среда

B. bifidum 
АТСС 11863

90±5 89±5 45±6

B. longum 
АТСС 15708

100±9 105±6 35±5

B. adolescentis 
АТСС 15706

100±8 102±13 38±4

B. breve 
АТСС 15701

106±12 108±9 53±9

B. infantis 
АТСС 15702

105±5 100±8 39±5
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«гвоздиков». В процессе роста P. vulgaris наблю-

дается диффузное помутнение среды. Штамм 

P. aeruginosa 27/99 растет на Бифидум-среде 

в виде диффузного помутнения в верхней части 

столбика среды (рис., II обложка). Поэтому ис-

пользование неселективных питательных сред, 

включая среду Блаурокка и Бифидум-среду, 

при анализе клинического материала преду-

сматривает проведение обязательной бакте-

риоскопии посевов. При просмотре мазков, 

окрашенных по Граму, учитывают разведение, 

при котором в мазке выявляются грамположи-

тельные палочки с типичной морфологией би-

фидобактерий.

Таким образом, проведенные исследова-

ния продемонстрировали, что Бифидум-среда 

может быть успешно применена и при изуче-

нии штаммов бифидобактерий, и при анали-

зе пробиотических препаратов, и при анализе 

фекалий. Причем, сравнение Бифидум-среды 

с широко используемой печеночной средой 

Блаурокка не только не выявило различий в ро-

стовых свойствах питательных сред, но и в ряде 

случаев обнаружило некоторые преимущества. 

Проведенные испытания показали возмож-

ность замены печеночной среды на коммерчес-

кую Бифидум-среду, которая выпускается в су-

хом виде и имеет длительный срок хранения.

ТАБЛИЦА 3. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОЕ И АКТИВНОСТИ КИСЛОТООБРАЗОВАНИЯ БИФИДУМБАКТЕРИНА 

НА РАЗЛИЧНЫХ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕДАХ

Называние препарата, форма, 

серия, срок годности

Фирма-

производитель

Бифидум-среда Среда Блаурокка

КОЕ

Активность 

кислото-

образования, °Т

КОЕ

Активность 

кислото-

образования, °Т

Бифидумбактерин, порошок, 
серия 272-31013, годен до 11.14

ЗАО «Партнер»
3 × 109/

5 доз
150

3 × 109/
5 доз

115

Бифидумбактерин порошок, 
серия 225-2091, годен до 10.14

ЗАО «Партнер»
2 × 109/

5 доз
145

3 × 109/
5 доз

120

Бифидумбактерин лиофилизат, 
серия 362, годен до 01.15

ЗАО «Экополис»
2 × 109/

5 доз
159

1 × 109/
5 доз

120

Бифидумбактерин 1000, таблетки, 
серия 11001, от 10.2013

ООО «Экко плюс»
2 × 105/

таблетка
59

2 × 105/
таблетка

60
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BIFIDUM-MEDIUM FOR ISOLATION AND CULTIVATION OF BIFIDOBACTERIA
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State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow Region, 

Russian Federation

Abstract. The comparative evaluation of Bifidum-medium quality (the nutrient medium for cultivation and selection 

bifidobacteria, dry) and Blaurock medium has been performed. It was shown that Bifidum-medium supports the typi-

cal growth of the main types of bifidobacteria: Bifidobacterium bifidum, B. breve, B. adolescentis, B. infantis, B. longum. 

The comparable results for the efficacy and the activity accumulation of acid were obtained in the study of probiotic «bifi-

dumbacterin» using both media. In studies of faecal material the medium concentration of bifidobacteria was found 8.15 lg 

CFU/g on Bifidum-medium and 6.68 lg CFU/g on Blaurock medium.
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Рисунок. Рост тест-штаммов (слева направо) Proteus vulgaris HX 19222, Enterobacter aerogenes NCTC 
10006, Pseudomonas aeruginosa 27/29, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus ATCC 11842, Staphylococcus aureus Wood-46, Bifidobacterium adolescentis АТСС 
15706 на Бифидум-среде через 24 ч инкубации при температуре (37±1)°С
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