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В статье  описаны результаты исследований по оптимизации процесса идентифи-
кации бактерий Bacillus cereus, Bacillus mycoides в объектах санитарного надзора. Применяя 
предложенную нами схему выделения и идентификации бактерий Bacillus сereus и Bacillus 
mycoides, за пятилетний период работы было исследовано 536 пробы. Наибольшее количе-
ство штаммов бактерий Bacillus cereus и Bacillus mycoides выделено из проб почвы со слабо 
протекающими процессами минерализации органических веществ, для которых необходим 
органический азот.

введение
Бактерии Bacillus cereus и Bacillus my-

coides относятся к грамположительным фа-
культативно-анаэробным, подвижным, спо-
рообразующим, палочковидным микроор-
ганизмам, которые широко распространены 
в объектах санитарного надзора (продуктах 
животного и растительного происхождения 
и т.д.) и имеют фенотипические и генети-
ческие признаки, сходные с рядом других 
видов бактерий рода Bacillus [1]. В насто-
ящий момент на основании результатов 
исследования генома внутри рода Bacillus 
была сформирована близкородственная ас-
социация бацилл, получившая в литературе 
название «группа «Bacillus cereus» (Bacillus 
cereus, Bacillus mycoides, Bacillus anthracis, 
Bacillus thuringiensis, Bacillus pseudomycoi-
des, Bacillus cytotoxicus и Bacillus weihenste-
phanensis» [2]. 

Бактерии Bacillus mycoides, открытые 
Флюгге в 1886 году, почвенные микроорга-

низмы отдела Firmicutes, растущие на агаре 
как цепочки из клеток, связанных между со-
бой конец в конец, образующие радиаль-
ные нити, изогнутые по часовой или против 
часовой стрелки. И хотя данный вид бацилл 
современная микробиология относит к са-
профитам, его ближайшие «родственники» 
являются патогенными для человека (Bacil-
lus cereus, Bacillus anthracis), животных (Ba-
cillus anthracis) и насекомых (Bacillus thuri-
giensis). В то же время ряд авторов, основы-
ваясь на результатах молекулярно-генети-
ческих методов исследования, предупреж-
дает о широком распространении локусов 
патогенности, кодирующих энтеротоксины, 
среди штаммов, формально относящихся к 
Bacillus mycoides. Это относится к генам, ко-
дирующим цитотоксин К (cyt K), одному из 
трех компонентов энтеротоксина HBL (hblA) 
и двум компонентам NHE (nheA, nheC) вы-
зывающим проявления диарейного синдро-
ма при пищевой токсикоинфекции [3]. Веро-
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ятность пищевого отравления, вызываемого 
Bacillus mycoides, не исключается: вспышки 
токсикозов, вызванные этим видом бацилл, 
были зарегистрированы в Канаде и на Тай-
вани, сообщается также о случае эндогенно-
го офтальмита, вызванного Bacillus mycoides. 
Однако чаще всего этот вид контаминирует 
пищевые продукты, вызывает их порчу [4]. 

Этиологическая роль Bacillus cereus 
при пищевых отравлениях была изучена и 
описана Наugе в 1950 г. Первоначально вы-
деление Bacillus cereus из подозреваемого 
продукта происходило лишь из образцов, 
содержащих возбудителя в количестве, пре-
вышающем сотни тысяч в 1 г. Попытки выде-
лить данную бактерию из фекалий больных 
длительное время не имели успеха. Лишь 
после 1962 года, когда Никодемусом была 
предложена спиртово-желточная среда для 
выделения Bacillus cereus, его стали почти 
постоянно выделять из кишечного содер-
жимого людей в случаях пищевых отравле-
ний [5]. В настоящее время для выделения 
и идентификации Bacillus cereus действует 
ГОСТ 10888.4-88 «Продукты пищевые. Ме-
тоды определения Bacillus cereus», ранее, 
в 1982 году были разработаны «Методиче-
ские рекомендации по выделению и иден-
тификации бактерий рода Bacillus из орга-
низма человека и животных».

Идентификация Bacillus mycoides в бак-
териологических лабораториях на террито-
рии Российской Федерации основана на вы-
делении чистой культуры микроорганизма 
и изучении его биохимических свойств. Этот 
метод трудоемок и слабо эффективен из-за 
выраженного полиморфизма ферментатив-
ных свойств указанного вида бактерий [6]. 
За последние 5-7 лет в практике стали широ-
ко использовать молекулярно-генетические 
методы идентификации бацилл, в частности 
различные модификации ПЦР-анализа, но 
не всегда результативно [7]. 

Цель исследования - определить сте-
пень распространения бактерий Bacillus 
mycoides и Bacillus cereus в объектах сани-
тарного надзора.

Для достижения указанной цели реша-
лись следующие задачи:

- изучить на референс-штаммах суще-
ствующие схемы выделения и идентифика-
ции бактерий Bacillus cereus и Bacillus mycoi-
des, выявив их возможные недостатки;

- оптимизировать схему выделения 
и идентификации бактерий Bacillus cereus 
и Bacillus mycoides, вводя дополнительные 
биохимические тесты;

- с помощь оптимизированной схемы 
провести анализ распространения Bacillus 
cereus и Bacillus mycoides в объектах сани-
тарного надзора.

объекты и методы исследований
Штаммы бактерий: Bacillus mycoides 

537, Bacillus cereus 8035, Bacillus anthracis 
(вакцинный штамм СТИ), Bacillus mesen-
tericus (pumilus) 66, Bacillus megaterium 182, 
Bacillus subtilis 6633, Bacillus thuringiensis 
var. kurstaki, полученные из музея кафедры 
микробиологии, вирусологии, эпизоотоло-
гии и ВСЭ ФГБОУ ВПО «Ульяновская ГСХА им. 
П.А. Столыпина». Штаммы фагов: 57 изоля-
та бактериофагов Bacillus cereus; 8 изолятов 
бактериофагов Bacillus mycoides, выделен-
ные из проб почвы различного хозяйствен-
ного назначения Приволжского федераль-
ного округа, Южного федерального округа, 
Центрального федерального округа. 

В качестве материалов для исследо-
ваний использовали объекты санитарного 
надзора (табл. 4). 

Методики: ГОСТ 10888.4-88 «Продук-
ты пищевые. Методы определения Bacillus 
cereus» и схема типирования бактерий рода 
Bacillus [8,9,10,11].

результаты исследований
ГОСТ 10888.4-88 [12] предлагает сле-

дующую схему выделения бактерий рода 
Bacillus (рис. 1). 

При типировании бактерии рода Ba-
cillus по данной схеме возникает ряд труд-
ностей: во-первых, длительность данной 
работы по причине использования значи-
тельного количества биохимических тестов, 
существующих на момент появления ис-
пользуемого нормативно-технического до-
кумента, созданного четверть века назад 
(рис. 1), а во-вторых, рекомендуемые тесты 
дают спорный результат, обусловленный 
таксономическим родством микроорганиз-



70

ВЕ
СТ

НИ
К

 
Ул

ья
но

вс
ко

й 
го

су
да

рс
тв

ен
но

й 
 

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

мов группы «Bacillus cereus».
Результаты проведенных 

исследований свидетельству-
ют о том, что при использова-
нии методики ГОСТ 10888.4-
88 дифференциация бактерий 
Bacillus cereus не достаточно 
достоверна даже в пределах 
рода, не говоря уже о таксоно-
мической группе «Bacillus ce-
reus». Так, аналогичные свой-
ства характерны как для Bacil-
lus cereus, Bacillus mycoides и 
Bacillus thuringiensis, так и для 
Bacillus mesentericus (pumilus), 
Bacillus megaterium (табл. 1). 
Анализируя полученные дан-
ные, можно утверждать, что 
применение схемы выделе-
ния, согласно данному ГОСТу, 
позволяет достоверно опре-
делить в продукте только бак-
терии Bacillus subtilis, для ко-
торых характерно отсутствие 
лецитиназной активности и 
способности ферментировать 
маннит.

Схема дифференциации 
бактерий рода Bacillus вклю-

таблица 1 
типирование бацилл по Гост 10444.-88

Признаки

Виды бактерий

Bacillus 
cereus

Bacillus 
megaterium

Bacillus 
mesente

ricus

Bacillus 
mycoides

Bacillus 
anthracis

Bacillus 
subtilis

Bacillus 
thuringi-

ensis

Морфология колоний 
на МПА 

крупные шероховатые
колонии

морщи-
нистые

крупные 
шеро-

ховатые 
колонии

морщини-
стые

крупные 
шерохо-
ватыеко-

лонии
Окраска по Грамму + + + + + + +

Тест Фогес-Проскауера + ± + + + + +

Лецитиназа + - + ± + – +

Спорообразование + + + + + + +

Ферментация маннита ±  ±  ± ± ± + ±

Редукция нитратов +  ±  ± + + + +
Примечание –  « + » - положительный, 
   « - » - отрицательный, 
   « ± » - вариабельный признак.

 

Исследуемый образец 

серия разведений 

1. Селективный агар для выявления и идентификации B. cereus 
2. Желточный агар с NaCl с полимиксином и ТТХ 
3. Желточный агар с маннитом, полимиксином и феноловым красным 
4. Лецитин-агар для выделения B. cereus из консервированных 
продуктов 
5.  

Пересев на скошенный 
мясо-пептонный агар 

глюкозо-пептонная 
среда 

Ферментация 
глюкозы 

Ферментация 
маннита 

Микроскопия мазков, 
окраска по Граму, окраска 
спор, определение 
подвижности 

Редукция 
нитратов 

Образование 
ацетилметилкарбинола 

Выделенные штаммы продуируют лецитиназу, растут в присутствии 
NaCl, Гр+, подвижны, споры расположены центрально и 
субтерминально, маннит не ферментируют, резуцируют нитраты, 
образуют ацетилметилкарбинол. Данные свойства характерны B. 
cereus, B. mycoides, B.thuringiensis, B.mesentericus (pumilus), 
B.megaterium 

24
 ч

ас
а 

48
 ч

ас
ов

 
24

 ч
ас

а 

рис. 1 – схема выделения по Гост 1044.8-88 «Продукты 
пищевые. методы определения Bacillus cereus»
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чает в исследование большее количество 
признаков, чем вышеприведенная методи-
ка (табл.2). 

По результатам исследований можно 
сделать вывод, что бактерии рода Bacillus 
(на примере Bacillus cereus, Bacillus mycoides, 
Bacillus mesentericus (pumilus), Bacillus mega-
terium, Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis) 
имеют сходные биохимические свойства. 
Провести идентификацию Bacillus cereus, 
Bacillus mycoides на основании полученных 
в рамках данных тестов невозможно.

Таким образом, исследования по ме-
тодике ГОСТ 1044.8-88 «Продукты пищевые. 
Методы определения Bacillus cereus» зани-

мают до 5 суток, схема дифференциации 
бацилл первой морфологической группы  
только усложняет идентификацию, но не 
приводит к улучшению результатов.

Изучив биологические свойства рефе-
ренс-штаммов Bacillus cereus и Bacillus my-
coides, мы приступили к разработке опти-
мальной схемы их выделения из объектов 
санитарного надзора и идентификации. Мы 
попытались оптимизировать процесс иден-
тификации за счёт поиска отличительных 
признаков, исключая тесты, приводимые к 
сходным результатам, и дополнили мето-
дами фагоидентификации с применением 
выделенных и селекционированных спец-

талица 2 
определения свойств выделенных штаммов бактерий рода Bacillus (Gordon, 1973)

Признаки

Виды бактерий

Bacillus 
cereus

Bacillus 
megate-

rium

Bacillus 
mesente

ricus

Bacillus 
mycoides

Bacillus 
anthracis

Bacillus 
subtilis

Bacillus 
thuringien-

sis

Окраска по Граму + + + + + + +
Наличие глобул + + - + + - +
Споры эллипсовидные + + - + + + -
Раздувание 
спороганглий - - - - - - -

Образование кристаллов - - - - - - ±
Подвижность ± ± + - - + ±
Каталаза + + + + + + +
Анаэробный рост + - - + + - +
Реакция Фогес-
Проскауера + - + + + + +

Лецитиназа + - - + + - +
Устойчивость к лизоциму + - ± + + ± +
Рост при 7% NaCl + + + + + + +
Кислота из глюкозы + ± + + + + +
Кислота из арабинозы - ± + - - + -
Кислота из ксилозы - ± + - - + -
Кислота из маннита - + + - - + -
Гидролиз крахмал + + - + + + +
Утилизация цитрата + + + ± ± + +
Редукция нитратов + ± - + + + +
Гидролиз казеина + + + + + + +
Гидролиз тирозина + ± - ± - - +

Примечание –  « + » - положительны, 
   « - » - отрицательны, 
   « ± » - вариабельный признак.
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таблица 3 
Предлагаемая идентификационная таблица по наиболее важным видам Bacillus  

с обобщенными свойствами 

Признаки

Вид

Bacillus 
cereus

Bacillus 
megate-

rium

Bacillus 
mesen-
tericus 
(pumi-

lus)

Bacillus 
mycoi-

des

Bacillus 
anthra-

cis
Bacillus 
subtilis

Bacillus 
thuringi-

ensis

Лизиc при контакте со 
специфическими бакте-
риофагами

+ - - + - - -

Рост в присутствий лизо-
цима + - - + + ± +

Анаэробный рост + - - + + - +
Каталаза + + + + + + +
Фосфатаза + ± ± - - + +
Тест Фогес-Проскауера + - - ± + + +
Внутриклеточные кри-
сталлы - - - - - - +

Подвижность + ± + - - + +
Рост при тем. 45 0С + + + - - + +

Капсулообразование в ат-
мосфере с повышенным 
содержанием СО2

± ± - - ± - ±

Гемолиз + - ± + - - +
Лецитиназа + ± - - - - ±
Редукция нитратов до ни-
тритов + ± - + ± + +

Утилизация цитрата + + + ± ± + +
Расщепление тирозина + ± - ± + - ±
Казеина ± - + - + + +
Крахмал + + - + + + +
Мочевина ± - - - - + ±
Сероводород - - + - - + -
Арабиноза - + + + - + ±
Галактоза - + - - ± - -
Мальтоза + + ± + + - +
Манит - + + - - + -
Раффиноза - + - - - - -
Ксилоза - ± + - - + -
Галактоза - + - - ± - -
Эскулин ± - ± - - + ±
Салицин + - - + ± + +

Примечание – «+» - положительный; 
   «-» - отрицательный; 
   «±» - вариабельный признак. 
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ифических бактериофагов Bacillus cereus и 
Bacillus mycoides, входящих в состав биопре-
паратов. 

Первоначально оригинальную схему 
тестировали на искусственно контамини-
рованных объектах санитарного надзора 
для выявления оптимальных временных и 
температурных параметров. Разработанная 
схема выделения и идентификации бакте-
рий Bacillus cereus и Bacillus mycoides  вклю-
чает несколько этапов (рис. 2).

1 этап. Подготовка проб. Исследуемый 
материал делится на 2 группы в зависимо-
сти от того, в какой форме (споровой или 
вегетативной) находятся бактерии рода Ba-
cillus:

- первая группа - почва, продукты пита-
ния с явными признаками порчи, пищевые 
продукты с пониженным содержанием вла-
ги (содержат в основном споровую форму 
бактерий рода Bacillus);

- вторая группа – свежие пищевые про-
дукты, патологический материал, раневой 
экссудат, экскременты (содержат в основ-
ном вегетативную форму бактерий рода Ba-
cillus).

Для этого мы делали ряд последова-
тельных десятикратных разведений: 10-1, 
10-2, 10-3, 10-4. Пробы первой группы прогре-
вали на водяной бане для инактивации по-
сторонней вегетативной формы сопутствую-

щей микрофлоры. Исключения составляют 
пробы второй группы, так как в них бакте-
рии рода Bacillus содержатся в основном в 
искомой вегетативной форме. 

Далее отбирали по 0,2-1,0 см3 содер-
жимого из разведений 10-1 - 10-4 и перено-
сили по 0,2 см3 в чашки Петри с селективной 
средой (получение изолированных коло-
ний) и по 1 см3  в пробирки со средой обо-
гащения (выявление наличия). 

При высеве на чашки Петри опреде-
ляли количественный показатель бактери-
альной контаминации. Среду обогащения с 
продуктом инкубировали 24 часа при 37 °С, 
после чего петлей делали посевы на селек-
тивные среды для получения изолирован-
ных колоний. 

Для выделения бактерии Bacillus 
сereus и Bacillus mycoides в качестве селек-
тивной среды использовали желточно-со-
левой агар с добавлением триметоприма 
и полимексина (среда Никодемуса), также 
следующие среды: среда Мозеля (МYP-агар) 
и аналогичный ей селективный агар PEMBA 
– отличие лишь в использовании различных 
красителей: фенолового красного и бромти-
молового синего.

2 этап. Подсчет и пересев типичных ко-
лоний. Для видовой идентификации выде-
ленных колоний 5-7 типичных колоний пе-
ресевали на скошенный МПА и термостати-

таблица 4 
источники выделения штаммов бактерий Bacillus cereus

№
п/п Источники выделения Количество 

образцов

Количество 
выделенных 

штаммов рода 
Bacillus

Количество 
выделенных 

штаммов бак-
терий Bacillus 

cereus

Количество 
выделенных 

штаммов бак-
терий Bacillus 

mycoides
1 Почва 210 198 45 61

2 Вода рек, озера,
сточные воды 67 42 18 7

3 Продукты растительно-
го происхождения 46 24 8 4

4 Пряности и приправы 90 61 17 24
5 Молочная продукция 67 28 8 -
6 Мясная продукция 56 45 6 6

Итого: 536 398 102 100
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ровали 18-24 ч при (37±0,5)°С. Выделенные 
культуры типировались по биохимическим 
и культуральным свойствам (табл. 3-4).

3 этап. Идентификация. В результате 
анализа литературных данных, а также соб-
ственных исследований, нами была сфор-
мирована схема с идентификационными 
тестами, позволяющими с наибольшей до-

стоверностью идентифицировать бактерии 
до вида.

Для более полной видовой принад-
лежности все типичные колонии бактерий, 
выросшие на дифференциально-диагности-
ческих средах, пересевали на МПА и МПБ 
для дальнейшего дифференцирования по 
всем отобранным нами в ходе исследова-
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почва, продукты питания с 
явными признаками порчи, 

пищевые продукты с 
пониженным содержанием 

влаги 

Прогревание: 
- при 66-70°С – 30 мин. 
- при 80°С – 10 -15 мин. 

Жидкая среда 
обогащения для 

выделения Вacillus 
cereus (Claus, 1955) 

Определение видовой 
принадлежности 

культуры по 
биохимическим 

признакам (табл.4; 5) 

Посев на среду  
Мосселя или среду  

Донована 

ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ 

Bacillus cereus  
 

Другой вид 

свежие пищевые 
продукты, 

патологический 
материал, раневой 

экссудат, экскременты 

Выделение чистой культуры 

Фагоидентификация 
выделенной культуры с 

применением 
специфических фагов 

Bacillus  
cereus и Bacillus mycoides 

 

Bacillus mycoides 

рис. 2 – модифицированная схема выделения бактерий Bacillus cereus и Bacillus 
mycoides
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ний признакам (табл. 3).
Методика фаговой идентификации: на 

поверхность МПА в первой и второй чаш-
ках Петри пастеровской пипеткой наносили 
18-24 часовую бульонную культуру исследу-
емых микроорганизмов. Чашки термоста-
тировали в течение 15-20 минут для подсу-
шивания, а затем, предварительно поделив 
на 7 секторов первую чашку Петри, на по-
верхность засеянной среды пастеровской 
пипеткой в размеченные сектора вносили 
специфические фаги Вс УГСХА в виде капли. 
На вторую чашку наносили капельно бакте-
риофаги Bm УГСХА [13, 14, 15].

Применяя предложенную нами схему 
выделения и идентификации бактерий Ba-
cillus сereus и Bacillus mycoides, включающую 
30 биохимических тестов и метод фагоиден-
тификации, характеристику по культураль-
ным свойствам, мы за пятилетний период 
работы исследовали 536 проб объектов са-
нитарного надзора, полученных в Приволж-
ском и Южном федеральном округах Рос-
сийской Федерации.

В результате нами было выделено 
398 штаммов бактерий рода Bacillus: 210 
штаммов из почвы; 67 – из воды рек, озер, 
сточных вод; 46 – из сена и остатков расти-
тельного происхождения; 90 – из пряностей 
и приправ; 67 – из молочной продукции; 56 
– из мясной. Из них 102 идентифицировано 
как Bacillus cereus и 100 - Bacillus mycoides.

выводы
Анализируя полученные данные, не-

обходимо отметить, что наибольшее коли-
чество штаммов бактерий Bacillus cereus и 
Bacillus mycoides выделено из проб почвы со 
слабо протекающими процессами минера-
лизации органических веществ, для которых 
необходим органический азот. В этом про-
является коррелирующая связь физиологии 
микроорганизмов со свойствами среды их 
обитания.

Используя систему биохимических 
тестов, предложенных для типирования в 
ГОСТ 1044.8-88 и схеме дифференциации 
бактерий рода Bacillus, мы столкнулись с ря-
дом недостатков: во-первых, с проблемой 
вариабельности биохимических признаков 
бактерий Bacillus cereus и Bacillus mycoides 
и, соответственно, с высокой вероятностью 

недостоверного результата; во-вторых, с не-
значительным количеством тестов в иден-
тификационном алгоритме, максимально 
раскрывающем биологические свойства 
выделенных штаммов (результаты по пред-
ложенным тестам не дают равнозначного 
результата, так как схожие свойства имеют 
близкородственные виды). Нами была раз-
работана оригинальная схема выделения и 
идентификации бактерий Bacillus cereus и 
Bacillus mycoides, делящая объекты исследо-
вания на 2 группы в зависимости от формы, 
в которой находится возбудитель (вегета-
тивной или споровой). В данную методику 
дополнительно были включены среда нако-
пления и ряд тестов на определение биохи-
мических свойств (табл. 3, рис. 2) в соответ-
ствии с результатами, полученными в ходе 
собственных экспериментов.

Чрезвычайное фенотипическое и ге-
нетическое сходство бацилл из группы 
«Bacillus cereus» все еще предполагает по-
иск надежного метода индикации и иденти-
фикации названных микроорганизмов [15, 
16]. В этой связи вызывает интерес практи-
ческое применение бактериофагов в про-
цедуре санитарного биологического контро-
ля продуктов питания. Это подразумевает 
использование бактериофагов не только в 
качестве средства профилактики инфекци-
онного процесса животных и сельскохозяй-
ственных культур или деконтаминационной 
обработке пищевого сырья и оборудования 
пищевых производств, но и для целей мо-
ниторинга бактерий, вызывающих порчу пи-
щевого сырья и токсикоинфекций [17, 18]. 
Создание отсутствующих на сегодняшний 
день в Российской Федерации диагности-
кумов, Bacillus mycoides и Bacillus cereus, на 
базе специфических бактериофагов, позво-
лит в сжатые сроки проводить надежную 
идентификацию и индикацию данного вида 
бактерий в объектах санитарно-эпидемио-
логического надзора [19].
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