
Нормативно-правовое регулирование в ветеринарии / Legal regulation in veterinary medicine, № 3, 2023 г. 34 

Ключевые слова: сибирская язва, Bacillus anthracis, пенициллин, амоксициллин, идентификация, 
жемчужное ожерелье. 

УДК 621.785.9:577.152.54:661.746 
DOI: 10.52419/issn2782-6252.2023.3.34 

ПРИМЕНЕНИЕ АМОКСИЦИЛЛИНА В ПОСТАНОВКЕ ТЕСТА 
«ЖЕМЧУЖНОЕ ОЖЕРЕЛЬЕ» ПРИ ИДЕНТИФИКАЦИИ 

ВОЗБУДИТЕЛЯ СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ 

Родионов Александр Павлович, канд.ветеринар.наук 
Федеральный центр токсикологической, радиационной и биологической безопасности, Россия 

РЕФЕРАТ 
Идентификация возбудителя сибирской язвы является составной частью диагностики вызываемого 

им заболевания, которое ежегодно регистрируется на территории нашей страны среди животных и лю-
дей. Согласно методическим указаниям по диагностике возбудителя сибирской язвы, одним из иденти-
фикационных тестов является изучение чувствительности возбудителя к пенициллину с регистрацией 
феномена жемчужного ожерелья. В настоящее время соли пенициллина являются труднодоступным 
антибактериальным препаратом. Исходя из этого, нами был применен амоксициллин - антибиотик пе-
нициллинового ряда, обладающий аналогичным механизмом действия, что и явилось целью нашего 
исследования. Питательную среду с антибиотиком готовили по аналогии со средой с добавлением пе-
нициллина, согласно МУК 4.2.2413-08. В качестве антибактериального препарата использовали 
амоксициллин в форме амоксициллина тригидрата производства Hemofarm (Сербия). Для работы 
амоксициллин по аналогии с пенициллином разводили в 1 000 000 раз стерильным бульоном Хоттинге-
ра и вносили в подготовленную питательную среду. Петлю выросшей суточной культуры штамма К-
СТИ-79 B. anthracis засевали в 3 мл приготовленной среды и икубировали в течение 3-х часов при 37 °
С. В течение времени инкубации из клеток готовили мазки и окрашивали по Ребигеру. Мазки готовили 
через 15, 30 минут и через 1, 2 и 3 часа. В результате проведенной работы было установлено, что ис-
пользование амоксициллина при идентификации B. anthracis позволяет получить необходимые резуль-
таты c характерной картиной «жемчужного ожерелья». При этом была изучена динамика изменения 
морфологии клеток, подвергнутых инкубации в питательной среде, содержащей амоксициллин. Уста-
новлено, что изменение клеточной стенки и формы клетки можно наблюдать уже через 15 минут инку-
бации. Через 1 час клетки претерпевали значительную деформацию с появлением большого числа от-
дельных шарообразных клеточных форм. Через 2 часа инкубации цепочки B. anthracis начали приобре-
тать характерный вид жемчужного ожерелья, который прослеживался и спустя 3 часа.  
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ВВЕДЕНИЕ 
Идентификация микроорганизмов — это про-

цесс, в ходе которого проводится определение 
видовой принадлежности микроба [12]. Для этого 
врачами-бактериологами или научными сотруд-
никами используются различные тесты, основан-
ные на изучении наиболее важных фенотипиче-
ских признаков исследуемого возбудителя [1, 3, 
4, 7, 10, 11, 14]. Установление таксономической 

принадлежности выделенного микроба проводит-
ся согласно Международному определителю бак-
терий Берджи по совокупности основных призна-
ков, присущих данному виду бактерий [13]. 

Возбудитель сибирской язвы - Bacillus anthra-
cis это крупная палочковидная бактерия, вызыва-
ющая особо опасное заболевание, общее для жи-
вотных и человека [8, 9]. Своевременная иденти-
фикация данного микроорганизма является важ-
ной задачей для принятия соответствующих мер 
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терапии и профилактики сибирской язвы.  
Согласно актуальным методическим указани-

ям по диагностике возбудителя сибирской язвы 
[5], одним из идентификационных тестов являет-
ся изучение чувствительности возбудителя к пе-
нициллину с регистрацией феномена 
«жемчужного ожерелья». Препараты группы 
пенициллинов при проникновении в клетку-
мишень подавляют транспептидазную реакцию 
синтеза компонентов клеточной стенки, что при-
водит к невозможности синтеза пептидогликана - 
основного компонента клеточной стенки [2]. При 
инкубировании клеток возбудителя сибирской 
язвы в среде с содержанием пенициллина клеточ-
ная стенка бактерий разрушается, вследствие 
чего цепочки клеток приобретают форму, напо-
минающую «жемчужное ожерелье».  

В связи с развитием фармацевтической про-
мышленности и разработкой новых поколений и 
классов антибиотиков в настоящее время соли 
пенициллина являются труднодоступным анти-
бактериальным средством. В качестве его замени-
теля некоторыми исследователями успешно пред-
принимались попытки использовать ампициллин 
[6], следующий по списку препарат пенициллино-
вого ряда, который также, в связи с развитием 
антибактериальных средств, снимается с широко-
го производства. Исходя из этого, нами была сде-
лана попытка применить с этой целью амоксицил-
лин - антибиотик пенициллинового ряда, облада-
ющий аналогичным механизмом действия.  

Таким образом, цель нашей работы - изучить 
возможность применения амоксициллина в по-
становке теста «жемчужное ожерелье» при иден-
тификации возбудителя сибирской язвы. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В работе использовали штамм B. anthracis К-СТИ-

79 возбудителя сибирской язвы. Для подтверждения 
принадлежности штамма к возбудителю сибирской 
язвы был проведен ряд идентификационных тестов 
согласно МУК «Лабораторная диагностика и обнару-
жение возбудителя сибирской язвы» [5].  

Для работы клетки выращивали на мясопеп-
тонном агаре (МПА) в течение 24 часов при 37 °
С. После инкубации из выросшей культуры гото-
вили мазок и окрашивали его по методу Ребиге-
ра. Приготовленный мазок использовали в каче-
стве контроля.  

Среду с амоксициллином готовили по анало-
гии со средой с пенициллином согласно МУК 
«Лабораторная диагностика и обнаружение возбу-
дителя сибирской язвы» [5]. В качестве антибак-
териального препарата использовали амоксицил-
лин в форме амоксициллина тригидрата в капсу-
лах по 500 мг производства Hemofarm (Сербия). 
Для работы амоксициллин разводили в 1 000 000 
раз стерильным бульоном Хоттингера и вносили в 
заранее подготовленную питательную среду. 

Постановку реакции проводили по модифи-
цированному методу согласно [5]. Петлю вырос-
шей культуры штамма засевали в 3 мл приготов-
ленной среды и инкубировали в течение 3-х ча-
сов при 37 °С. В течение времени инкубации из 
клеток готовили мазки и окрашивали по Ребиге-

ру. Мазки готовили через 15, 30 минут и через 1, 
2 и 3 часа. Микроскопию мазков проводили на 
микроскопе Микмед 5 при увеличении 10 х 100.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Первым этапом нашей работы было определе-

ние принадлежности используемого штамма к 
возбудителю сибирской язвы. Для этого был про-
веден ряд идентификационных тестов, характе-
ризующих биологические особенности использу-
емой культуры. Результаты исследований приве-
дены в таблице 1. 

Представленные в таблице 1 результаты сви-
детельствуют, что используемый штамм отно-
сится к виду B. anthracis.  

Для проведения дальнейших исследований 
клетки были посеяны на МПА и инкубированы 
при 37 °С в течение 24 часов. По прошествии 
времени инкубации, из выросшей культуры при-
готовили мазки и окрасили по Ребигеру (Рис. 1). 

Приготовленные мазки использовали в каче-
стве контроля для сравнения изменения динами-
ки морфологии опытных клеток. Из рисунка 1 
видно, что клетки B. anthracis имеют стройную 
вытянутую форму с обрубленными концами. 
Цепочки клеток напоминают вид «бамбуковой 
трости». После подготовки и микроскопии кон-
трольного мазка клеток петлю агаровой клеточ-
ной культуры посеяли в среду с антибиотиком и 
поставили на инкубацию при 37 °С. Для изуче-
ния динамики изменения морфологии клеток 
мазки из инкубируемой культуры делали через 
15, 30 минут и через 1, 2 и 3 часа. Ограничен-
ность времени инкубации тремя часами объясня-
ется тем фактом, что при использовании в тесте 
солей пенициллина инкубация клеток не должна 
превышать трех часов [5]. Поэтому в случае, ес-
ли при использовании амоксициллина, реакция 
займет большее время, то его применение, по 
нашему мнению, менее целесообразно. 

Через 15 минут инкубации был приготовлен 
первый мазок культуры (Рис. 2). 

Из рисунка 2 видно, что уже через 15 минут 
амоксициллин начал нарушать целостность кле-
точной оболочки, вследствие чего клетки стали 
приобретать более округлую форму.  

Через 30 минут инкубации в среде с антибио-
тиком уже большее число клеток стало приобре-
тать округлую форму, однако все еще значитель-
ное число из них представляли из себя типичные 
цепочки сибиреязвенных бацилл (Рис. 3). 

Из рисунка 3 видно, что цепочки, состоящие 
из клеток B. anthracis, приобретают совсем иную 
морфологию в сравнении с контрольным мазком. 
Большая часть клеточной массы приобрела вид 
овальных или шарообразных образований. Одна-
ко в цепочках все еще встречаются клетки, пред-
ставляющие из себя вытянутые бациллы. При 
этом клетки, которые не приобрели шарообраз-
ную форму, стали заметно более толстыми чем в 
контроле, что также свидетельствует о начале 
изменения их морфологии. 

По прошествии 1 часа инкубации наблюдали 
значительную деформацию клеточных цепочек - 
они начали приобретать вид «ожерелья» с не-
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большими вкраплениями вегетативных форм B. 
anthracis (Рис. 4). 

Рисунок 4 демонстрирует приобретение це-

почками клеток B. anthracis вида, напоминающе-
го ожерелье. Подавляющее большинство клеток, 
при микроскопии мазков через 1 час инкубации, 

Таблица 1. 
Биологические свойства штамма К-СТИ-79 B. anthracis 

№ п/п Исследуемы признак Фенотипическое проявление 

1 Характер роста на МПА Крупные матово-серые шероховатые R-формы колонии 

2 Характер роста на МПБ Рост в виде “комочка ваты” на дне прозрачной среды 

3 Окраска по Граму Гр + 

4 Капсулообразование - 

5 Подвижность - 

6 Спорообразование + 

7 Серологические свойства Положительная реакция преципитации 

8 Гемолитическая активность - 

9 Лецитиназная активность - 

10 Образование индола - 

11 Рост в 12 %-м желатине 
Наблюдали характерный рост штамма в виде 
“перевернутой елочки” с разжижением поверхности 
среды на 5-е сутки 

12 Рост в обезжиренном молоке Свертывает и пептонизирует молоко 

13 Ферментация сахарозы + 

14 Ферментация лактозы - 

15 Ферментация мальтозы + 

16 Ферментация маннита - 

17 Ферментация глюкозы + 

Примечание: “+/-” - наличие / отсутствие признака 

Рисунок 1. Вегетативные клетки штамма К-
СТИ-79 B. anthracis, окрашенные по Ребигеру 
(контроль). 

Рисунок 2. Мазок клеток штамма К-СТИ-79 
B. anthracis, окрашенных по Ребигеру, через 15 
минут инкубации в среде с амоксициллином. 
Красными стрелочками показаны клетки, приоб-
ретающие округлую форму. 

Рисунок 3. Мазок клеток штамма К-СТИ-79 
B. anthracis, окрашенных по Ребигеру, через 30 
минут инкубации в среде с амоксициллином. 
Красными стрелочками показаны клетки, приоб-
ретающие округлую форму. 

Рисунок 4. Мазок клеток штамма К-СТИ-79 
B. anthracis, окрашенных по Ребигеру, через 1 
час инкубации в среде с амоксициллином. Крас-
ной стрелочкой показаны клетки, приобретаю-
щие форму ожерелья. 
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образовали шарообразные формы. Это свиде-
тельствует о том, что прошедшего времени инку-
бации достаточно для того, чтобы основная кле-
точная масса провзаимодействовала с препара-
том. Можно предположить, что одного часа ин-
кубации чистой культуры B. anthracis в среде с 
амоксициллином достаточно для постановки те-
ста «жемчужное ожерелье».  

В мазке, приготовленном через 2 часа инку-
бирования, наблюдали феномен «жемчужного 
ожерелья» с характерными цепочками шарооб-
разных форм клеток (Рис. 5). Через 3 часа инку-
бации микрокартина не изменилась. 

Рисунок 5 демонстрирует типичную картину 
«жемчужного ожерелья», которая является од-
ним из дифференциальных признаков клеток 
сибирской язвы, позволяющая отличить возбуди-
теля в том числе и от близкородственных видов 
спорообразующих сапрофитов [5]. 

Таким образом можно констатировать, что 
амоксициллин подходит в качестве альтернатив-
ного пенициллину антибиотика и может быть 
использован в постановке теста «жемчужное 
ожерелье» при идентификации возбудителя си-
бирской язвы. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате проведенной работы было уста-

новлено, что использование амоксициллина при 
идентификации B. anthracis позволяет получить 
необходимые результаты в реакции «жемчужное 
ожерелье». При этом была изучена динамика 
изменения морфологии клеток, подвергнутых 
инкубации в питательной среде, содержащей 
амоксициллин. Установлено, что изменение кле-
точной стенки и формы клетки можно наблюдать 
уже через 15 минут инкубации. Через 1 час клет-
ки претерпевали значительную деформацию с 
появлением большого числа отдельных шарооб-
разных клеточных форм. Через 2 часа инкубации 
цепочки B. anthracis начали приобретать харак-
терный вид «жемчужного ожерелья», который 
прослеживался и спустя 3 часа.  

Таким образом результаты проделанной рабо-
ты свидетельствуют о возможности использования 
амоксициллина в качестве альтернативного пени-

циллину антибактериального средства при поста-
новке идентификационного теста «жемчужное 
ожерелье» для диагностики возбудителя сибир-
ской язвы.  
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Рисунок 5. Мазок клеток штамма К-СТИ-79 
B. anthracis, окрашенных по Ребигеру, после ин-
кубации в среде с амоксициллином через 3 часа 
инкубации. 
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APPLICATION OF AMOXICILLIN IN THE PEARL NECKLACE TEST IN THE IDENTIFICATION 
OF THE ANTHRAXIC CAUSE 

Alexandr P. Rodionov, PhD of Veterinary Sciences 
Federal Center for Toxicological, Radiation and Biological Safety, Russia 

Identification of the causative agent of anthrax is an integral part of the diagnosis of the disease caused by it, which is 
registered annually on the territory of our country among animals and people. According to the guidelines for the diagnosis 
of the causative agent of anthrax, one of the identification tests is to study the sensitivity of the pathogen to penicillin with 
the registration of the phenomenon of the pearl necklace. Currently, penicillin salts are a hard-to-reach antibacterial drug. 
Based on this, we used amoxicillin, a penicillin-type antibiotic with a similar mechanism of action, which was the purpose 
of our study. A nutrient medium with an antibiotic was prepared by analogy with a medium with the addition of penicillin, 
according to MUC 4.2.2413-08. Amoxicillin in the form of amoxicillin trihydrate produced by Hemofarm (Serbia) was 
used as an antibacterial drug. To work, amoxicillin, by analogy with penicillin, was diluted 1,000,000 times with sterile 
Hottinger broth and introduced into a prepared nutrient medium. The loop of the grown daily culture of the strain K-STI-79 
B. anthracis was seeded in 3 ml of the prepared medium and incubated for 3 hours at 37 ° C. During the incubation time, 
smears were prepared from the cells and stained according to the Rebiger. The smears were prepared after 15, 30 minutes 
and after 1, 2 and 3 hours. As a result of the work carried out, it was found that the use of amoxicillin in the identification 
of B. anthracis allows us to obtain the necessary results with a characteristic picture of a "pearl necklace". At the same 
time, the dynamics of changes in the morphology of cells subjected to incubation in a nutrient medium containing amoxi-
cillin was studied. It was found that changes in the cell wall and cell shape can be observed after 15 minutes of incubation. 
After 1 hour, the cells underwent significant deformation with the appearance of a large number of separate spherical cell 
forms. After 2 hours of incubation, the chains of B. anthracis began to acquire the characteristic appearance of a pearl 
necklace, which was traced after 3 hours. 
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