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В статье представлены результаты исследований, связанные с подбором оптимального состава 

питательной среды для выделения и идентификации бактерий рода Flavobacterium. В ходе проведенных 
исследований были выявлены отличительные особенности роста на разрабатываемой среде у штаммов 
бактерий вида: Flavobacterium aquatile, Flavobacterium pectinovorum, Flavobacterium johnsoniae, а также 
бактерий ассоциантов. Подобраны все составляющие питательной среды, а также определены оптимальные 
условия культивирования на данной среде изучаемых видов флавобактерий.

Введение 
В условиях активного развития аквакуль-

туры, и в частности осетроводства, широкое 
распространение приобрели бактериальные 
заболевания осетровых рыб, вызываемые окси-
дазоположительными аэромонадами, псевдо-
монадами, а также флавобактериями [1]. Бак-
териальные болезни, вызванные бактериями 
рода Flavobacterium, встречаются во всем мире 
[2] преимущественно у лососевых при искус-
ственном выращивании. Способность бактерий 
приобретать устойчивость к антибиотикам при-
водит к быстрому развитию резистентности к 
лечебным препаратам, а также к рецидивирую-
щим инфекциям [3]. Для того чтобы понять фак-
торы и механизм патогенеза флавобактериозов, 
необходимо более детальное изучение бакте-
рий данного рода [4].

Сложность бактериологической иденти-
фикации бактерий рода Flavobacterium состоит в 
том, что в научной практике нет селективной пи-
тательной среды, которая наилучшим образом 
позволила бы провести первичную дифферен-
циацию данного микроорганизма от бактерий-
ассоциантов. В практике сегодня используются 
среды: Enriched Anacker and Ordal medium, Hsu-
Shotts, МПА, Van Niel›s Yeast Agar, ВКПМ № 70. 
Основным недостатком перечисленных сред яв-
ляется наличие сходного культурального роста 
у бактерий рода Flavobacterium и Pseudomonas 
aeruginosa, Aeromonas hydrophila и отсутствие 

компонентов в составе сред, подавляющих рост 
бактерий-ассоциантов.

Цель и задачи исследований 
Цель работы – конструирование диффе-

ренциально-диагностической среды выделения 
и идентификации бактерий рода Flavobacterium.

Для выполнения поставленной цели необ-
ходимо было решить следующие задачи: 

- выбрать питательную основу для кон-
струируемой среды;

- провести исследования по изучению 
устойчивости изучаемых бактерий к различным 
красителям-ингибиторам;

- используя свои исследования по изуче-
нию биохимических свойств, провести работу 
по введению в подобранный состав питатель-
ной среды дополнительных составляющих ком-
понентов, которые позволили бы дифференци-
ровать флавобактерии от бактерий - ассоциан-
тов;

- подобрать оптимальные условия ре-
жимов культивирования бактерий рода 
Flavobacterium на данной среде.

Объекты и методы исследований
В качестве объектов исследований были 

использованы референс-штаммы бактерий 
рода Flavobacterium из музейной коллекции ка-
федры микробиологии, вирусологии, эпизоото-
логии и ВСЭ Ульяновской ГСХА: Flavobacterium 
pectinovorum VKMB-1171, Favobacterium aquatile 
VKPMB-8534, Flavobacterium johnsoniae VKMB-
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1426. В качестве микроорганизмов-ассоциан-
тов были использованы бактериальные куль-
туры Pseudomonas aeruginosa 13 и Aeromonas 
hydrophila 216.

Результаты исследований
Первый этап исследований заключался в 

подборе компонентов для питательной осно-
вы конструируемой среды. С этой целью были 
осуществлены посевы изучаемых штаммов на 
набор сред, широко используемых в лабора-
торной практике: Enriched Anacker and Ordal 
medium, МПА, ВКПМ № 70, Hsu-Shotts (компо-

Таблица 1 
Составы питательных сред для культивирования флавобактерий, рекомендованные различ-

ными литературными источниками

Компонент среды

Среда
Enriched 

Anacker and 
Ordal medium

МПА ВКПМ № 70 Hsu-Shotts Van Niel’s Yeast 
Agar

триптон, г 5,0 - - 2,0 -
пептон, г - 1,0 15,0 -
Желатин, г - - - 3,0 -
дрожжевой экстракт, г 0,5 - 5,0 0,5 10,0
Na-acetate, г 0,2 - - - -
агар-агар, г 10,0 10,0 15,0 10,0 15,0
NaCl, г - 5,0 5,0 - -
CaCl2(2H2O) - - - 0,3 -
K2HPO4 - - - - 1,0
MgSO4 - - - - 0,5
дистиллированная 
вода 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml 1000ml

Рис. 1 - Рост на среде Enriched Anacker and Ordal medium (время культивирования 24 часа при 
25 ˚С): 1 - F. aquatile VKPMB-8534; 2 - F. pectinovorum VKMB-1171; 3 - F. johnsoniae VKMB-1426; 4 - A. 
hydrophila 216; 5 - Ps.aeruginosa 13
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нентный состав данных сред представлен в та-
блице 1).

Суточные культуры каждого из штаммов 
засевали на чашки Петри с представленными 
средами. Посевы культивировали при 25 ˚С в те-
чение 24-72 часов с фиксацией результатов каж-
дые 24 часа. В ходе предыдущих исследований 
было установлено, что данный температурный 
параметр является оптимальным для роста из-
учаемых видов бактерий рода Flavobacterium. 
Результаты проведенных исследований пред-
ставлены на рисунках 1-4. 

Характеристика роста штаммов на среде 
Enriched Anacker and Ordal medium: 1) F. aquatile 
VKPMB-8534: колонии мелких размеров, фор-
ма округлая, поверхность гладкая, выпуклая, 
блестящая, светло-желтого цвета, с ровны-
ми краями, консистенция пастообразная; 2) F. 
pectinovorum VKMB-1171: колонии мелких раз-
меров, форма округлая, поверхность гладкая, 
выпуклая, блестящая, тёмно-желтого цвета, с 
ровными краями, консистенция пастообразная; 
3) F. johnsoniae VKMB-1426: колонии средних 
размеров, форма округлая, поверхность глад-
кая, выпуклая, блестящая, тёмно-желтого цвета, 
с волнистыми краями, консистенция пастоо-

бразная; 4) Aeromonas hydrophila 216: колонии 
мелких размеров, форма округлая, поверхность 
гладкая, выпуклая, блестящая, белого цвета, с 
ровными краями, консистенция пастообразная; 
5) Pseudomonas aeruginosa 13: колонии мелких 
размеров, форма округлая, поверхность глад-
кая, выпуклая, блестящая, серого цвета, с ров-
ными краями, консистенция пастообразная.

Характеристика роста штаммов на среде 
МПА: 1) F. aquatile VKPMB-8534: колонии мел-
ких размеров, форма округлая, поверхность 
гладкая, выпуклая, блестящая, светло-желтого 
цвета, с ровными краями, консистенция пастоо-
бразная; 2) F. pectinovorum VKMB-1171: колонии 
мелких размеров, форма округлая, поверхность 
гладкая, выпуклая, блестящая, тёмно-желтого 
цвета, с ровными краями, консистенция пасто-
образная; 3) F. johnsoniae VKMB-1426: колонии 
мелких размеров, форма округлая, поверхность 
гладкая, выпуклая, блестящая, ярко-желтого 
цвета, с волнистыми краями, консистенция па-
стообразная; 4) Aeromonas hydrophila 216: ко-
лонии средних размеров, форма округлая, по-
верхность гладкая, выпуклая, блестящая, белого 
цвета, с ровными краями, консистенция пасто-
образная; 5) Pseudomonas aeruginosa 13: коло-

Рис. 2 - Рост на МПА (время культивирования 24 часа при 25 ˚С): 1 - F. aquatile VKPMB-8534; 2 - F. 
pectinovorum VKMB-1171; 3 - F. johnsoniae VKMB-1426; 4 - A. hydrophila 216; 5 - Ps.aeruginosa 13
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нии средних размеров, форма округлая, поверх-
ность гладкая, выпуклая, блестящая, серо-зеле-
ного цвета, с ровными краями, консистенция 
пастообразная.

Характеристика роста штаммов на среде 
ВКПМ № 70: 1) F. aquatile VKPMB-8534: колонии 
мелких размеров, форма округлая, поверхность 
гладкая, выпуклая, блестящая, светло-желтого 
цвета, с ровными краями, консистенция пастоо-
бразная; 2) F. pectinovorum VKMB-1171: колонии 
мелких размеров, форма округлая, поверхность 
гладкая, выпуклая, блестящая, тёмно-желтого 
цвета, с ровными краями, консистенция пасто-
образная; 3) F. johnsoniae VKMB-1426: колонии 
средних размеров, форма округлая, поверх-
ность гладкая, выпуклая, блестящая, ярко-жел-
того цвета, с волнистыми краями, консистенция 
пастообразная; 4) Aeromonas hydrophila 216: 
колонии мелких размеров, форма округлая, по-
верхность гладкая, выпуклая, блестящая, белого 
цвета, с ровными краями, консистенция пасто-
образная; 5) Pseudomonas aeruginosa 13: коло-
нии средних размеров, форма округлая, поверх-
ность гладкая, выпуклая, блестящая, серо-зеле-
ного цвета, с ровными краями, консистенция 
пастообразная.

Характеристика роста штаммов на среде 
Hsu-Shotts: 1) F. aquatile VKPMB-8534: колонии 
мелких размеров, форма округлая, поверхность 
гладкая, выпуклая, блестящая, светло-желтого 
цвета, с ровными краями, консистенция пастоо-
бразная; 2) F. pectinovorum VKMB-1171: колонии 
мелких размеров, форма округлая, поверхность 
гладкая, выпуклая, блестящая, тёмно-желтого 
цвета, с ровными краями, консистенция пасто-
образная; 3) F. johnsoniae VKMB-1426: колонии 
мелких размеров, форма округлая, поверхность 
гладкая, выпуклая, блестящая, ярко-желтого 
цвета, с волнистыми краями, консистенция па-
стообразная; 4) Aeromonas hydrophila 216: ко-
лонии мелких размеров, форма округлая, по-
верхность гладкая, выпуклая, блестящая, белого 
цвета, с ровными краями, консистенция пасто-
образная; 5) Pseudomonas aeruginosa 13: коло-
нии средних размеров, форма округлая, поверх-
ность гладкая, выпуклая, блестящая, серо-зеле-
ного цвета, с ровными краями, консистенция 
пастообразная.

По результатам исследований за основу 
среды был выбран состав Enriched Anacker and 
Ordal medium, т. к. спустя 24 часа на данной сре-
де количество и размер колоний флавобактерий 

Рис. 3 - Рост на ВКПМ № 70 (время культивирования 24 часа при 25 ̊ С): 1 - F. aquatile VKPMB-8534; 
2 - F. pectinovorum VKMB-1171; 3 - F. johnsoniae VKMB-1426; 4 - A. hydrophila 216; 5 - Ps.aeruginosa 13
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значительно превосходили по сравнению с дру-
гими средами, а также рост бактерий -  ассоци-
антов был не такой обильный по сравнению с 
другими составами питательных сред (при оди-
наковых условиях культивирования).

Второй этап - изучение устойчивости F. 
johnsoniae, F. pectinovorum, F. aquatile и возмож-
ных бактерий-ассоциантов к красителям: конго-
красный, сафранин, бромкрезоловый пурпур-
ный, Нильсона синий, Кристенсена фиолетовый, 
метиленовый оранжевый, метиленовый крас-
ный, метиленовый синий, метиленовый зеле-
ный. Исследования проводили путем добавле-
ния данных красителей к установленной пита-
тельной основе. Каждый из отобранных краси-
телей добавляли в основу среды и разливали на 
чашки Петри. Чашки подсушивали в термостате 
при 37 ˚С в течение 24 часов. После этого на 
каждую чашку со средой делали посевы штам-
мов: F. johnsoniae, F. pectinovorum, F. aquatile, 
Ps.aeruginosa и A. hydrophila. Инкубировали по-
севы в термостате при 25 ˚С, результат учитыва-
ли каждые 24 часа (до 72 часов). Результаты ис-
следований представлены на рисунках 5-12.

Оценка полученных результатов позво-
лила выявить отличия роста исследуемых ви-
дов микроорганизмов на питательной среде 
Enriched Anacker and Ordal medium с добавле-
нием в неё различных красителей. Так как до-
бавлением в основу среды этих красителей мы 
выявили существенные морфологические раз-
личия колоний изучаемых микроорганизмов, 
то для дальнейшей работы был выбран индика-
тор бромкрезоловый пурпурный. При внесении 
данного индикатора в состав среды наблюда-
лось подавление роста бактерий Ps.aeruginosa 
13, а у изучаемых видов флавобактерий наблю-
дался обильный рост колоний спустя 24 часа 
при температуре 25 ˚С, в то время как остальные 
индикаторы либо были неэффективны в отно-
шении возможных бактерий-ассоциантов, либо 
подавляли рост флавобактерий.

Следующим этапом было внесение по от-
дельности (из расчета 1 г на 1000 мл) в получив-
шиеся составы питательных сред сахаров: дуль-
цита, арабинозы, галактозы, глюкозы, сахарозы 
и рамнозы. Выбор данных сахаров был связан с 
результатами проведенных исследований по из-
учению биохимических свойств флавобактерий. 

Рис. 4 - Рост на Hsu-Shotts (время культивирования 24 часа при 25 ˚С): 1 - F. aquatile VKPMB-8534; 
2 - F. pectinovorum VKMB-1171; 3 - F. johnsoniae VKMB-1426; 4 - A. hydrophila 216; 5 - Ps.aeruginosa 13
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Рис. 5 - Рост изучаемых бактерий на 
среде Enriched Anacker and Ordal medium с 
добавлением красителя - конго красный (24 
часа при 25 ˚С): 1 - F. pectinovorum VKMB-1171; 
2 - F. johnsoniae VKMB-1426; 3 - F. aquatile VK-
PMB-8534; 4 - A. hydrophila 216; 5 - Ps.aeruginosa 
13

Рис. 6 - Рост изучаемых бактерий на 
среде Enriched Anacker and Ordal medium с 
добавлением красителя - метиленовый крас-
ный (24 часа при 25 ˚С): 1 - F. pectinovorum 
VKMB-1171; 2 - F. johnsoniae VKMB-1426; 3 - F. 
aquatile VKPMB-8534; 4 - A. hydrophila 216; 5 - 
Ps.aeruginosa 13

Рис. 7 - Рост изучаемых бактерий на 
среде Enriched Anacker and Ordal medium с 
добавлением красителя - сафранин (24 часа 
при 25 ˚С): 1 - F. pectinovorum VKMB-1171; 2 
- F. johnsoniae VKMB-1426; 3 - F. aquatile VK-
PMB-8534; 4 - A. hydrophila 216; 5 - Ps.aeruginosa 
13

Рис. 8 - Рост изучаемых бактерий на 
среде Enriched Anacker and Ordal medium 
с добавлением красителя - Кристенсена 
фиолетовый (24 часа при 25 ˚С): 1 - F. 
pectinovorum VKMB-1171; 2 - F. johnsoniae VKMB-
1426; 3 - F. aquatile VKPMB-8534; 4 - A. hydrophila 
216; 5 - Ps.aeruginosa 13
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Рис. 9 - Рост изучаемых бактерий на 
среде Enriched Anacker and Ordal medium с 
добавлением красителя – бромкрезоловый 
пурпурный (24 часа при 25 ̊ С): 1 - F. pectinovorum 
VKMB-1171; 2 - F. johnsoniae VKMB-1426; 3 - F. 
aquatile VKPMB-8534; 4 - A. hydrophila 216; 5 - 
Ps.aeruginosa 13

Рис. 10 - Рост изучаемых бактерий на 
среде Enriched Anacker and Ordal medium с 
добавлением красителя – Нильсона синий (24 
часа при 25 ˚С): 1 - F. pectinovorum VKMB-1171; 
2 - F. johnsoniae VKMB-1426; 3 - F. aquatile VK-
PMB-8534; 4 - A. hydrophila 216; 5 - Ps.aeruginosa 
13

Рис. 11 - Рост изучаемых бактерий на 
среде Enriched Anacker and Ordal medium с 
добавлением красителя – метиленовый оран-
жевый (24 часа при 25 ˚С): 1 - F. pectinovorum 
VKMB-1171; 2 - F. johnsoniae VKMB-1426; 3 - F. 
aquatile VKPMB-8534; 4 - A. hydrophila 216; 5 - 
Ps.aeruginosa 13

Рис. 12 - Рост изучаемых бактерий на 
среде Enriched Anacker and Ordal medium с 
добавлением красителя – метиленовый зе-
леный (24 часа при 25 ˚С): 1 - F. pectinovorum 
VKMB-1171; 2 - F. johnsoniae VKMB-1426; 3 - F. 
aquatile VKPMB-8534; 4 - A. hydrophila 216; 5 - 
Ps.aeruginosa 13
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В ходе исследований в качестве дополнитель-
ной составляющей разрабатываемой среды и 
составляющей индикаторной рН-системы (вме-
сте с красителем) нами была отобрана глюкоза. 
При использовании данного сахара и индика-
тора бромкрезоловый пурпурный установили, 
что возможные ассоцианты на среде, такие как 
Ps.aeruginosa 13, не имеют роста, A. hydrophila 
216 изменяет цвет среды с фиолетового на ярко-
желтый, колонии мелкие по сравнению с изуча-
емыми видами флавобактерий, у которых на-
блюдался обильный рост колоний на сконструи-
рованной среде, и цвет среды они не изменяли 
(рисунок 13). 

Выводы 
Принцип действия дифференциально-ди-

агностической среды определяется взаимодей-
ствием изучаемых видов флавобактерий с вве-
дённым в выбранный нами состав среды инди-
катора бромкрезоловый пурпурный и моноса-
харида глюкозы. В результате этого взаимодей-
ствия происходит обильный рост колоний бак-
терий F. johnsoniae, F. Pectinovorum, F. Aquatile. 
Одновременно данная среда ингибирует рост 
возможных ассоциантов Ps.aeruginosa, а также 
A. hydrophila изменяет цвет среды с фиолетово-
го на ярко-желтый. Полученные данные свиде-
тельствуют о том, что сконструированная нами 
дифференциально-диагностическая питатель-

ная среда обладает специфичностью в отно-
шении F. johnsoniae, F. Pectinovorum, F. Aquatile 
и значительно облегчает их идентификацию. В 
России до настоящего времени подобные диа-
гностические питательные среды в отношении 
Flavobacterium не производили, и поэтому раз-
работка их является актуальной и значимой для 
практической микробиологии.
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CONSTRUCTION OF DIFFERENTIAL AND DIAGNOSTIC MEDIUM FOR IDENTIFICATION AND PRIMARY 
DIFFERENTIATION OF FLAVOBACTERIUM BACTERIA

Semanin A.G., Vasilyev D.A., Zolotukhin S.N.
FSBEI HE Ulyanovsk SAU

432017, Ulyanovsk, Noviy Venets, Bld., 1;
8 (8422) 55-95-47; e-mail: anton-vet@mail.ru

Key words: indicator, reference strain, yeast extract, safranin, medium.
The article describes results of studies related to the selection of the appropriate composition of differential and diagnostic nutrient medium for isolation 

and identification of Flavobacterium genus bacteria. Reference strains of the museum of the Department of Microbiology, Virology, Epizootology and VSE 
of USAU were used during the experiment: Flavobacterium pectinovorum VKMB-1171, Favobacterium aquatile VKPMB-8534, Flavobacterium johnsoniae 
VKMB-1426, Pseudomonas aeruginosa № 13 and Aeromonas hydrophila № 216. Studies were carried out on the selection of components for the nutrient 
base of the medium to be constructed. For this purpose, the cultures of the studied strains were inoculated to a set of media widely used in laboratory practice: 
Enriched Anacker and Ordal medium, MPA, VKPM № 70, Hsu-Shotts. Studies on the stability of F. johnsoniae, F. pectinovorum, F. aquatile and possible bacteria-
associates to various indicators: Congo-red, safranin, bromocresol purple, Nilsson blue, Christensen violet, methylene orange, methylene red, methylene blue, 
methylene green were carried out. The obtained data indicate that the differential and diagnostic nutrient medium we have developed has specificity for F. 
johnsoniae, F. Pectinovorum, F. Aquatile and greatly simplifies their identification. Such diagnostic nutrient media have not been produced for Flavobacterium, 
and therefore their development is relevant for practical microbiology in Russia.
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