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А с гепатопротектором», по сравнению с по-
росятами их других опытных групп.

Таким образом, в результате прове-
денных исследований костей конечностей 
выявлено увеличение прочности костей по-
росят, получавших препараты витамина А и 
бета-каротина. При одновременном росте 
массивности этих костей это можно рассма-
тривать как фактор, повышающий надеж-
ность костяка в целом. 
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В статье описаны способы диагностики картофельной болезни хлеба, вызываемой 
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бактериями видов Bacillus subtilis и Bacillus mesentericus. Описан способ индикации возбуди-
теля картофельной болезни хлеба – бактерий вида Bacillus subtilis с помощью специфиче-
ских бактериофагов методом «стекающая капля».

В большинстве стран мира зерно и про-
дукты его переработки являются основным 
источником питания для человека и кормом 
для сельскохозяйственных животных. По-
этому проблема микробиологического за-
грязнения зерна является одним из главен-
ствующих факторов, определяющих здоро-
вье населения и сохранения его генофонда. 
В связи с этим одной из важных проблем в 
хлебопекарной промышленности является 
оценка микробиологической зараженности 
зернового сырья, а также предупреждение 
картофельной болезни пшеничного хлеба 
[1].

В зерне сконцентрированы различные 
питательные вещества, и потому оно явля-
ется благоприятным субстратом для разви-
тия микроорганизмов. Только один грамм 
зерновой массы содержит от нескольких со-
тен до нескольких тысяч микроорганизмов 
[5]. Развитие этих микроорганизмов явля-
ется одной из возможных причин снижения 
качества зерна пшеницы и других зерновых 
культур при хранении. В зависимости от ус-
ловий хранения зерновой массы изменения 
в численном и видовом составе ее микро-
флоры могут носить различный характер [9].

При нарушении санитарно-техниче-
ского режима хранения зерна, муки, выпеч-
ки и реализации хлеба создаются условия 
для размножения картофельной палочки. 
Болезнь вызывают штаммы бактерий ви-
дов Bacillus subtilis и Bacillus mesentericus, 
обладающие высокой протеолитической и 
амилолитической активностью. Их основная 
масса начинает накапливаться в зерне еще 
во время уборки, попадая в него с пылью, 
частицами почвы и из других источников, 
развивается в процессе приготовления хле-
ба и вызывает его порчу. Под действием вы-
сокоактивных ферментов – амилаз в хлебе 
увеличивается количество декстринов, при-
дающих мякишу хлеба излишнюю липкость. 
Продукты распада белков, образующиеся в 
результате действия протеолитических фер-
ментов, обладают резким специфическим 

запахом. Внешне картофельная болезнь 
хлеба характеризуется очаговым, влажным 
ослизнением мякиша с желтовато-корич-
невым цветом и гнилостным запахом. При 
разламывании хлеба видны тонкие тягучие 
нити. Употребление такого хлеба может 
привести к пищевому отравлению. Болезнь 
обнаруживается обыкновенно не раньше, 
чем через двое суток после выпечки хле-
ба. Бактерии видов Bacillus subtilis и Bacillus 
mesentericus, являющиеся причиной этого 
заболевания хлеба, в огромном большин-
стве контаминируют тесто через заражен-
ную муки; в других, более редких случаях 
они могут попадать в тесто из загрязненной 
и зараженной ею хлебопекарной посуды [2, 
18]. 

Для развития бактерий необходимы 
следующие условия: 

- достаточная влажность хлеба, 
- длительность его хранения не менее 

2 суток;
- достаточно высокая t° при хранении 

(не ниже 15°) [3]. 
Споровые бактерии, попадая в орга-

низм человека, способны вызывать очень 
серьезные нарушения функционирования 
иммунной системы, желудочно-кишечного 
тракта, печени, органов дыхания, нервной 
системы. Поэтому, даже если споровые бак-
терии не вызывают картофельной болезни 
хлеба, все же их наличие в готовых изделиях 
нежелательно [10].

До настоящего времени для зерна и 
муки не разработаны критерии качества по 
микробиологическим показателям. Однако 
из литературных источников известно, что 
качество муки можно считать хорошим, если 
в ней содержание спорообразующих аэроб-
ных бактерий (САБ) B. subtilis – возбудителя 
картофельной болезни хлеба не более 200 
КОЕ/г (КОЕ – колониеобразующих единиц). 
Известно также, что мука, содержащая до 10 
КОЕ/г САБ, считается слабо заражённой, до 
100 КОЕ/г умеренно, более 1000 КОЕ/г силь-
но заражённой [17].
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В настоящее время известные методы 
определения контаминированности зерна 
видов Bacillus subtilis и Bacillus mesentericus 
имеют известные недостатки. Метод проб-
ной лабораторной выпечки трудоемок, и в 
случае заражения штаммами, имеющими 
низкую амилолитическую активность, даже 
при значительных концентрациях не дает 
положительных результатов [8, 13, 19].

Известен экспресс-метод диагностики 
картофельной болезни по активности спо-
ровых бактерий в хлебопекарном сырье и 
готовой продукции, результаты которого 
свидетельствуют о качественных показате-
лях бактерий в протеолитическом отноше-
нии, не являются информативными в плане 
количественной оценки зараженности и так-
же часто представляют искаженную картину 
о реальной степени зараженности сырья [6].

Для количественной оценки степени 
зараженности зерна пшеницы использовал-
ся хорошо зарекомендовавший себя метод 
мембранной фильтрации микроорганизмов 
на оборудовании фирмы Sartorius. Микро-
биологический контроль методом мем-
бранной фильтрации в настоящее время 
широко применяется в пищевой промыш-
ленности для мониторинга микробиоло-
гической обсемененности безалкогольных 
напитков и пива. Данный метод позволяет 
избегать предварительной сложной и тру-
доемкой подготовки, связанной с варкой 
питательных сред, сложной обработкой об-
разцов, длительным культивированием, что 
позволяет сократить длительность анализа, 
проводить селективный анализ микроорга-
низмов, применять для широкого спектра 
хлебобулочных изделий. Метод стандарти-
зирован в соответствии с международными 
требованиями, на его использование имеет-
ся разрешение Минздрава РФ (№2000/373 
от 04.08.2000 г.) [7].

Подготовка сырья для исследования 
на наличие бактерий вида B. subtilis и B. 
mesentericus проводилась по ГОСТ 26669-85 
«Подготовка проб для микробиологическо-
го анализа» [17]. Количество спорообразу-
ющих бактерий учитывают из смывов, про-
гретых на водяной бане в течение 10 минут 
при 80 °С для исключения роста неспоровой 

микрофлоры. При приготовлении смывов 
руководствуются ГОСТ Р 51426-99 «Общее 
руководство по приготовлению разведений 
для микробиологических исследований» 
[16]. Смывы из исследуемых образцов зер-
на пшеницы высеваются на питательные 
картонные подложки (ПКП) фирмы Sartorius 
со средой Standard-TCC, эта среду использу-
ют как селективно-дифференциальную для 
бактерий видов B. subtilis и B. mesentericus, 
позволяя получать их высококонтрастные 
колонии. ПКП являются готовыми к исполь-
зованию питательными средами, разрабо-
танными специально для использования 
совместно с системой мембранной филь-
трации. Посевы культивируют при 37°С в 
течение 48 часов. Для документирования 
результатов мембранные фильтры высуши-
вают при комнатной температуре, после 
чего их облучают бактерицидной лампой в 
течение 10 минут с целью уничтожения ве-
гетативных форм микроорганизмов [8].

В настоящее время индикация и иден-
тификация бактерий вида B. subtilis и B. 
mesentericus на предприятиях, занимающих-
ся производством хлеба и хлебобулочных 
изделий, проводятся бактериологическими 
методами. Задача изыскания простого и 
доступного метода индикации и идентифи-
кации названных микроорганизмов – акту-

Рис. 1. Негативные колонии фага Bs-13 
УГСХА
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альная тема для исследований, результаты 
которых позволят повысить эффективность 
применения микробиологического контро-
ля и контрольных мер по системе ХАССП на 
перерабатывающих предприятиях, а также 
сделать данный этап исследований значи-
тельно дешевле.

Применение тест-системы для инди-
кации и идентификации бактерий вида B. 
subtilis и B. mesentericus на основе бакте-

риофагов позволит контролировать чисто-
ту зерна и муки при приемке на пекарнях и 
хлебокомбинатах [2]. 

Бактериофаг – вирус, способный ин-
фицировать бактериальную клетку, репро-
дуцировать в ней, образуя многочисленное 
потомство, и вызывать ее лизис, сопрово-
ждающийся выходом фаговых части в среду 
обитания бактерий [4]. 

Используя строгую родовую и видовую 
специфичность селекци-
онированных бактерио-
фагов, мы разработали 
схему выделения и уско-
ренной идентификации 
вышеуказанных микро-
организмов. Подготовку 
и посев проб кормов и 
пищевых продуктов, под-
лежащих исследованию, 
проводили в соответствии 
ГОСТ Р 51592-2000 «Вода. 
Общие требования к от-
бору проб» [14] и ГОСТ 
26669-85 «Продукты пи-
щевые и вкусовые. Под-
готовка проб для микро-
биологических анализов» 
[15].

В исследованиях ис-
пользовали муку пшенич-
ную высшего и первого 
сортов, зерно пшеницы 
3-х производителей (Улья-

 Пробы крови 

Двухфазная среда 
или 1% глюкозный 
бульон 

Окраска по Граму 

Среда Кларка       
(24 ч, 37о С) 

1%ный глюкозный 
агар (24 ч, 37о С) 

Картофельный агар 
(24 ч, 37о С) 

МПБ с яичным 
желтком(24 ч, 37о 

С) 

МПБ (4-5 ч, 37о С) 
Мясо-пептонная 
желатина (24 ч, 37о 

С) 

Бульон с 
нитратами в 
анаэростате 

Бульон с 
мочевиной (24 ч, 
37о С) 

Каталазная 
активность 

Подвижность 

Элективная среда 
ИВМ 

Среда Гаузе №2 

Среда Громыко 

МПА 

(24 ч, 37о С) 

Рис. 2. Схема выделения и дифференциации бактерий вида 
Bacillus subtilis

Таблица 1
Результаты исследований объектов санитарного надзора на наличие бактерий вида 

Bacillus subtilis на среде Гаузе № 2

Объекты
Количество микробных 
клеток в 1гр (мл), проба 

№1

Количество микробных 
клеток в 1гр (мл), проба 

№2

Количество микробных 
клеток в 1гр (мл), проба 

№3
101 102 103 104 101 102 103 104 101 102 103 104

Мука высшего 
сорта - - - + - - - + - - - +

Мука первого 
сорта - - - + - - - + - - - +

Зерно - - - + - - - + - - - +
Примечание:
“+” - положительный результат,
“-” - отрицательный результат.
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новская область), 
которые контаминировали бактериями 
вида Bacillus subtilis в концентрации 105, 104, 
103, 102, 101 м.к. в 1 мл. Для этого пробы муки 
и зерна весом 10 г вносили в стерильные 
колбы объемом 100 мл, заливали стериль-
ным МПБ из расчета 10 мл бульона на 1 г 
исследуемой пробы. В колбы вносили инди-
каторные культуры в концентрации 105;104; 
103; 102; 101  м.к./мл (г). Полученные смеси 
встряхивали в шуттель-аппарате в течение 
15 минут и ставили в термостат на 24 часа 
при 370С. Затем надосадочную жидкость ис-
следовали в соответствии со схемой, пред-
ставленной на рис. 2. Первоначально про-
изводили посев на МПА по методу Дригаль-

ского для выделения 
чистой культуры Ba-
cillus subtilis, а затем 
производили посевы 
на элективную среду 
ИВМ, затем на среду 
Гаузе № 2 и среду Гро-
мыко. Инкубировали 
посевы в условиях 
термостата в течение 
24 часов при 370С. 
Затем выросшие ко-
лонии пересевали на 
МПБ и инкубировали 
в условиях термоста-
та в течение 18 часов 
при 370С. Следующим 
этапом наших иссле-
дований было изуче-
ние биологических 
свойств выделенных 
культур по тестам, от-
раженным на рис. 1. 
Результаты исследо-
ваний представлены 
в таблицах 1-2.

В основу приве-
денной ниже схемы 
оценки диагностиче-
ских признаков выде-
ленных бацилл поло-
жены принципы, из-
ложенные в работах 
R. Gordon – автора 

систематики рода Bacillus в последних изда-
ниях определителя бактерий Bergey [11, 12].

Бульонные культуры, полученные по-
сле пересева колоний с вышеперечислен-
ных сред на МПБ, микроскопии (окраска по 
Граму) и при наличии в мазках грамположи-
тельных палочек с закругленными концами, 
располагающихся одиночно и попарно, под-
вергали фагоидентификации.

Фагоидентификации бактерий вида 
Bacillus subtilis 

методом «стекающая капля»
На поверхность МПА в чашках Петри 

пастеровской пипеткой наносили 3-4 капли 
бульонной 18-часовой культуры исследуе-
мых микроорганизмов. Нанесённую куль-

 Подготовка исследуемого 
материала в соответствии 
с НТД 
 

Прогревание в течение 45 
минут при 70 0 С 

Подращивание в условиях 
термостата в течение 6 
часов при 370 С  

Посев на чашки с МПА 
газоном  

Фагоиденфикация сенной 
палочки при помощи 
бактериофагов С-13 и С-16 
серии УГСХА 

Подготовка исследуемого 
материала в соответствии с 
НТД 

Среда Гаузе № 2, среда 
Громыко 

Выделение чистой культуры 
по методу Дригальского 

Пересев на МПБ 

Среда Кларка, 1% 
глюкозный агар, 
картофельный агар, МПБ 
с мочевиной, 
мясо-пептонный желатин, 
МПБ с яичным желтком, 
МПБ с нитратами в 
анаэростате 
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20
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Рис. 2. Схема ускоренной идентификации бактерий вида Bacil-

lus subtilis с помощью селекционированных нами бактериофагов (I) 
в сравнении со схемой выделения и дифференциации бацилл пер-
вой морфологической группы [11], изложенной в «Определителе 
бактерий» [12]
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туру равномерно распределяли по поверх-
ности среды стерильным шпателем. Чашки 
ставили в термостат для подсушивания на 
15-20 минут.

Чашку делили бактериологическим 
карандашом на три сектора. На поверхность 
засеянной среды, в зоне первого сектора, 
пастеровской пипеткой легким прикосно-
вением капли наносили фаг Bs-13 УГСХА, на 
второй сектор аналогично наносили фаг Bs-
16 УГСХА, на третий сектор в качестве кон-
троля наносили стерильный МПБ. Накло-
няли чашку, чтобы капли стекли в виде до-
рожки. Чашки оставляли для подсушивания 
в боксе на 15-20 минут и затем помещали в 
термостат на 18 часов при 37 0С. 

Результат исследований считали поло-
жительным, если на месте нанесения фагов 
на газоне сплошного роста культуры образо-
вывалась прозрачная зона лизиса с вторич-
ным ростом фагорезистентных микроорга-
низмов или без него, а также рост негатив-
ных колоний фага. Отрицательным считали 
результат: отсутствие лизиса на газоне роста 
исследуемой культуры микроорганизмов 
и отсутствие лизиса в контроле. При поло-
жительном результате культуру относили 
к виду Bacillus subtilis. Результаты опытов 
представлены в таблице 3.

Таким образом, фагоидентификация 
бактерий вида Bacillus subtilis бактериофа-
гами Bs-13 и Bs-16 серии УГСХА дала поло-
жительные результаты: из всех искусствен-
но контаминированных бактериями вида 

Bacillus subtilis проб муки пшеничной выс-
шего и первого сортов (по 3 пробы каждо-
го сорта) и зерна пшеницы были выделены 
культуры, которые при взаимодействии с 
вышеуказанными фагами были лизированы 
ими.

При получении отрицательных ре-
зультатов фагоидентификации необходимо 
было бы проведение детального изучения 
ферментативных, серологических и патоген-
ных свойств выделенных микроорганизмов

На рисунке 2 изображена схема фа-
гоидентификации бактерий вида Bacillus 
subtilis. Она представлена в сравнении с 
традиционной схемой выделения и диффе-
ренциации бацилл первой морфологиче-
ской группы (Gordon, 1973), изложенной в 
«Определителе бактерий» [12]. 

Доказано, что время исследований в 
соответствии с разработанной нами схемой 
короче на 71 час с меньшими затратами по-
суды и реактивов.

Применяя фаговые биопрепараты в 
различных методиках (реакция нарастания 
титра фага, реакция адсорбции фагов, фаго-
тетразоловый метод, пробирочный метод, 
метод «стекающей капли») можно осущест-
влять контроль параметров технологическо-
го процесса хлебопечения, анализировать 
качественный и количественный состав 
выделенных из сырья бацилл, являющихся 
причиной картофельной болезни хлеба и 
разрабатывать контрольные меры. Вышеу-
казанные методики, в отличие от бактери-

Таблица 2
Результаты исследований объектов санитарного надзора на наличие бактерий вида 

Bacillus subtilis на среде Громыко

Объекты
Количество микробных 
клеток в 1гр (мл), проба 
№1

Количество микробных 
клеток в 1гр (мл), проба 
№2

Количество микробных 
клеток в 1гр (мл), проба 

№3
101 102 103 104 101 102 103 104 101 102 103 104

Мука высшего 
сорта - - - + - - - + - - - +

Мука первого 
сорта - - - + - - - + - - - +

Зерно - - - + - - - + - - - +
Примечание:
 “+” - положительный результат,
 “-” - отрицательный результат. 
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ологических, занимают значительно мень-
ше времени (до 25 часов), что чрезвычайно 
важно для исключения рисков возникнове-
ния картофельной болезни хлеба на пред-
приятии или уменьшения их возможности 
до приемлемого уровня.
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