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В работе представлены результаты исследований по разработке селективной бифазной среды для 
выделения и бактериальной идентификации микроорганизма Y. ruckeri. Селективная среда состоит из двух 
фаз: 1)жидкой, на основе мясо-пептонного бульона, азида натрия (NaN₃) и додецилсульфата натрия; 2) плот-
ной, включающей в себя агар, мальтозу, триптон и бромтимоловый синий. Установлено, что субстрат на 
основе азида натрия и додецилсульфата натрия допускает рост Y. ruckeri на плотной фазе только при ус-
ловии снижения концентрации NaN₃ с 0,08%, за счёт миграции его молекул в агар. При испытании на спец-
ифичность, сконструированная бифазная среда продемонстрировала наличие достаточной устойчивости 
микроорганизмов рода Yersinia к ингибирующим компонентам среды. Бактерии видов Y. ruckeri, Y. enterocolitica, 
Y. pseudotuberculosis показали хороший рост даже в небольших концентрациях, что не продемонстрировали 
используемые в опытах бактерии грамположительных и грамотрицательных групп, такие как Staphylococcus 
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Flavobacterium psychrophilum, Аeromonas hydrophila. Таким образом, ис-
пользование данной селективной среды вполне достаточно для первоначального проведения дифференци-
ации бактерий рода Yersinia от остальных грамположительных и грамотрицательных микроорганизмов 
встречающихся в ареале водного пространства рыб.

Для дальнейшей дифференциации Yersinia ruckeri достаточно культуры, полученной на эксперимен-
тальной среде прокультивировать на среде Гисса с арабинозой 48 часов при температуре 260С. Бактерия 
вида Y.ruckeri не ферментирует арабинозу в отличие от других бактерий рода Yersinia, что позволяет четко 
установить видовую принадлежность изучаемых культур. 

Введение 
Бактерия Y. ruckeri является достаточно 

новым для мировой практики рыбоводства ин-
фекционным агентом, поражающим широкий 
спектр рыб различных видов в различных ареа-
лах [1, 2, 3, 4]. В Российской Федерации данный 
микроорганизм как инфекционный агент зареги-
стрирован в 2010 году и до настоящего времени 
слабо изучен как биологический объект [4]. 

Целью данного исследования являлась 
разработка селективной среды для выделения и 
бактериальной идентификации микроорганизма 
Y.ruckeri.

Для выполнения цели наших исследова-
ний были сформулированы следующие задачи 
по конструированию двухфазной селективной 
среды:

− Составить прописи обеих фаз разрабаты-
ваемой среды. 

− Сконструировать среду как основу для 
последующего проведения индикации и иденти-

фикации бактерии Y.ruckeri.
− Провести проверку полученного ком-

плекса селективной среды по показателям её 
специфичности по отношению к симбиотической 
микрофлоре ареала распространения Y.ruckeri. 

Материалы и методы исследований
Работы выполнялись на кафедре микро-

биологии, вирусологии, эпизоотологии и ветери-
нарно-санитарной экспертизы Ульяновского ГАУ.

При разработке селективной среды в жид-
кую ее часть был введён такой субстрат как азид 
натрия в качестве ингибитора сопутствующей 
грамотрицательной микрофлоры [4, 5, 6, 7,8]. 
Также на основе работ Роджерса нами в жид-
кой фазе среды для дифференциации Y. Ruckeri 
был добавлен додецилсульфат натрия (SDS) в 
качестве ингибитора роста грамположительной 
микрофлоры [9, 10, 11, 12].

В конструкцию плотной части среды вве-
дены: мальтоза, триптон, агар-агар и бромтимо-
ловый синий в качестве индикатора изменения 
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pH.
Питательные среды: МПБ, стерильный 

физиологический раствор, МПА, эксперимен-
тально сконструированная среда.

Штаммы Yersinia ruckeri № 58639 и № 46-
123. 

Для инкубирования применялся термо-
стат ТС-1/20 производства СКТБ-СПУ настро-
енный на 260С градусов, микроскоп Carl ZEISS 
Primo Star, автоклав ТЗМОИ ВК-75.

Результаты исследований
Первоначально был использован скомпо-

нованный нами субстрат - жидкая фаза, содер-
жащая: МПБ, 0,08% азида натрия и 2% SDS. На 
разработанный субстрат была высеяна суточная 
культура исследуемых штаммов Y. ruckeri. Кон-
троль эффективности роста производился высе-
вом 1 мл среды жидкой фазы на среду плотной 
фазы - МПА методом рассеивания для получе-
ния роста газоном. Инкубирование проводи-
лось при температуре 26 0С в течение 72 часов 
[13, 14, 15].

В результате после впитывания субстрата 
в плотную фазу – МПА наблюдался рост, зави-
сящий от концентрации азида натрия и доде-
цилсульфата натрия. Результаты представлены 
в таблице 1. 

Исходя из полученных результатов, суб-
страт на основе азида натрия и додецилсуль-
фата натрия допускает рост микроорганизма на 
твёрдой фазе конструкции селективной среды 
только при условии, что концентрация азида на-
трия с 0,08%, за счет впитывания в агар посте-
пенно снижается, что позволяет и обеспечива-
ет применение бифазной среды для заданной 
цели. Концентрация додецилсульфата натрия в 
величине не более 2% не повлияла на рост из-
учаемого микроорганизма. 

Особенностью двухфазных сред является 
использование двух субстратов разной плотно-
сти: один жидкий, содержащий МПБ, и второй 

полужидкий на основе агара при наслоении од-
ного субстрата на другой происходит активный 
переход молекул азида натрия и додецилсуль-
фата натрия из жидкой части вплотную. А по 
прошествии суток жидкая фаза полностью впи-
тывается в агар. Как следует из выше представ-
ленного, можно компоновать жидкую фазу на 
основе субстрата, используемого в предыдущем 
эксперименте, а плотную фазу требуется разра-
батывать отдельно.

 В плотную фазу вошли мальтоза в каче-
стве источника углеводов, триптон как источник 
аминокислот, так же в среду вошли натрия хло-
рид 0.9%, бромтимоловый синий 0,004% и агар 
1,5 %. 

Чтобы определить оптимальную концен-
трацию углевода был произведён ряд экспери-
ментов с различными концентрациями мальто-
зы (0,5 % 1% 1,5% и 2 %). Поскольку при концен-
трациях углевода в 2% наблюдался устойчивый 
рост, то была взята данная концентрация.

Испытание конструкции полученной 
двухфазной селективной среды на специфич-
ность

Плотная фаза разливалась в чашки Петри 
в асептических условиях. Жидкая фаза, содер-
жащая азид натрия 0,08%, SDS 2% и МПБ, раз-
ливалась по пробиркам в объеме 4 мл, затем 
засевалась суточными культурами различных 
микроорганизмов в объеме 1 мл и выдержи-
валась в течение 1 часа, а затем наслаивалась 
в количестве 1 мл на чашку, которые инкубиро-
вали при температуре 26 С0, поскольку в чашках 
содержался жидкий компонент, то они инкуби-
ровались крышками в верх в течение 72 часов. В 
точке перехода фаз из жидкой в плотную проис-
ходит снижение концентрации ингибиторов за 
счёт их диффузии в агар, в связи с этим при до-
стижении определённой концентрации бакте-
рии, находившиеся в жидкой фазе в состоянии 
бактериостатики, переходят в фазу роста [16, 17, 

Таблица 1
Результаты эксперимента по изучению влияния субстрата жидкой фазы с добавлением азида 

натрия и додецилсульфата натрия на рост различных концентраций бактерий Y. ruckeri

Время № штамма
Степень разведения бактериальной суспензии в титре 1:10.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1

Сутки
58639 Г Г К К М М - - -
46-123 Г Г К К М М - - -

3 сутки
58639 Г Г К К М М - - -
46-123 Г Г Г К М М - - -

7
Сутки

58639 Г Г Г К К М - - -
46-123 Г Г Г К К М - - -

 Примечание: «г»- газонный рост, «к» - количество колоний больше 10, «м» - количество колоний мень-
ше 10, «-»-роста нет.
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18]. После впитывания жидкой фазы в плотную 
через сутки наблюдали на поверхности среды 
небольшие колонии желтоватого цвета на по-
верхности агара. 

Далее был проведен эксперимент на чув-
ствительность разработанной селективной сре-
ды. В ходе опыта суточные культуры бактерий 
титровали в физиологическом растворе. Затем 
1 мл полученной суспензии добавлялся в 4 мл 
жидкой фазы разработанной эксперименталь-
ной среды. После перемешивания 1 мл смеси 
наслаивался на плотную фазу. Посевы инкуби-
ровали в течение трех суток. Показатели резуль-
татов по наличию или отсутствию роста фикси-
ровали каждые сутки. Сконструированная се-
лективная среда продемонстрировала наличие 
достаточной устойчивости микроорганизмов 
изучаемого рода Yersinia к ингибирующим фак-
торам. Бактерии видов Yersinia ruckeri, Yersinia 
enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis пока-
зали хороший рост даже в небольших концен-
трациях, что не продемонстрировали исполь-
зуемые в опытах бактерии грамположительных 
и грамотрицательных групп (Staphylococcus 
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Flavobac-

terium psychrophilum, Аeromonas hydrophila) 
(табл. 2) [19, 20].

Обсуждение
Исходя из полученных в ходе эксперимен-

та данных, можно сделать вывод, что использо-
вание данной двухфазной среды вполне доста-
точно для первоначального проведения диф-
ференциации бактерий рода Yersinia от грампо-
ложительных и грамотрицательных бактерий, 
встречающихся в ареале водного пространства 
рыб. Данная среда позволяет выделять бакте-
рии рода из объектов внешней среды в течение 
3-х суток. Также из-за особенностей разработан-
ной конструкции селективной среды возможно 
использование уже её готовых компонентов в 
нестерильных условиях, поскольку из-за осо-
бенностей состава и механизма подавления 
бактериального роста в среде прорастают толь-
ко бактерии рода Yersinia.

Однако указанная конструкция селектив-
ной среды не позволяет обеспечить проведе-
ние видовой дифференциации Yersinia ruckeri. 
Чтобы в дальнейшем проводить видовую диф-
ференциацию, культуры, полученные на экспе-
риментальной среде, высеиваются на среду Гис-

Таблица 2
Результаты специфичности сконструированной двухфазной селективной среды для выделе-

ния и идентификации Yersinia ruckeri
Время Микроорганизм Степень разведения.

1
Сутки

Staphylococcus aureus 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Bacillus cereus - - - - - - - - -
Escherichia coli - - - - - - - - -
Flavobacterium psychrophilum - - - - - - - - -
Аeromonas hydrophila - - - - - - - - -
Yersinia pseudotuberculosis Г Г Г К М - - - -
Yersinia enterocolitica Г Г К К М - - - -
Yersinia ruckeri Г Г Г К К М - - -

2 
Сутки

Staphylococcus aureus - - - - - - - - -
Bacillus cereus - - - - - - - - -
Escherichia coli - - - - - - - - -
Flavobacterium psychrophilum - - - - - - - - -
Аeromonas hydrophila - - - - - - - - -
Yersinia pseudotuberculosis Г Г Г К М - - - -
Yersinia enterocolitica Г Г К К М - - - -
Yersinia ruckeri Г Г Г К К М - - -

3
Сутки

Staphylococcus aureus - - - - - - - - -
Bacillus cereus - - - - - - - - -
Escherichia coli - - - - - - - - -
Flavobacterium psychrophilum - - - - - - - - -
Аeromonas hydrophila - - - - - - - - -
Yersinia pseudotuberculosis Г Г К К М - - - -
Yersinia enterocolitica Г Г Г К М - - - -
Yersinia ruckeri Г Г Г К М - - - -
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са с арабинозой в следующих режимах: время 
культивирования 48 часов, температура 260С. 
Бактерия вида Y.ruckeri не ферментирует араби-
нозу, в отличие от других бактерий рода Yersinia, 
соответственно не происходит изменения pH в 
кислую сторону, исходя из этого отсутствует из-
менение цвета [6]. 

Заключение
Обобщая всё вышеизложенное, можно 

заключить, что разработанная среда позволяет 
проводить быструю первичную индикацию бак-
терий рода Yersinia в образцах, ингибируя лю-
бую сопутствующую микрофлору. 
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DEVELOPMENT OF SELECTIVE MEDIUM FOR BACTERIA Y.RUCKERI
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In this work the research results on development of selective biphase medium for detachment and bacterial identification of microorganism Y. ruckeri are 

shown. The selective medium consists of 2 phases: 1)liquid, on the basis of meat-peptone broth, sodium azide (NaN₃) and sodium dodecyl sulphate; 2) dense, 
including agar, maltose, trypton and bromthymol blue. It was established that substrate on the basis of sodium azide and dodecyl sulphate admit growth of Y. 
ruckeri on dense phase only under condition of weakening NaN₃ with 0,08%, based on its molecule migration into agar. During the test on specificity, engineered 
biphase medium showed presence of adequate stability of microorganisms of Yersinia species to inhibitory environmental components. Bacteria Y. ruckeri , Y. 
enterocolitica, Y. pseudotuberculosis species showed good growth even in weak concentrations, but it was not showed by used I experiments bacteria of gram-
positive and gram-negative groups, such as Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Flavobacterium psychrophilum, Аeromonas hydrophila. 
So the use of this selective medium is entirely sufficient for primary differentiation carrying out of bacteria Yersinia species from other gram-positive and 
gram-negative microorganisms found in fish water area. For further differentiation of Yersinia ruckeri, cultures it is enough to cultivate cultures, obtained on 
experimental medium, on Giss medium with arabinose 48 hours at the temperature of 260С. Bacteria Y. species doesn’t ferment arabinose, in contrast to other 
bacteria Yersinia , which allows to make clear specific belonging of studied cultures.
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