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В статье представлены результаты исследований биохимических свойств референс-штаммов из му-

зея кафедры микробиологии, вирусологии, эпизоотологии и ВСЭ Ульяновского ГАУ: Flavobacterium pectinovorum 
VKMB-1171, Favobacterium aquatile VKPMB-8534, Flavobacterium johnsoniae VKMB-1426. Были проведены иссле-
дования по выявлению сахаролитической активности бактерий с использованием сред Гисса с глюкозой, 
лактозой, мальтозой, маннитом, сахарозой, дульцитом, сорбитом, крахмалом, декстрозой. Изучена ката-
лазная и оксидазная активность штаммов F.pectinovorum VKMB-1171, F. aqualite VKPMB-8534, F. johnsoniae 
VKMB-1426. Проведены исследования по определению протеолитического разжижения желатина, которые 
позволили выявить расхождения с имеющимися в литературе данными о положительной реакции на жела-
тиназу. Так, в ходе эксперимента нами было установлено, что изучаемые штаммы не разжижают желатин. 
В работе была использована тест-система для ускоренной биохимической идентификации энтеробакте-
рий «Рапид-энтеро 200 М» (ФБУН «НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера», Санкт-Петербург). 
Данная тест-система основана на микрообъемной технологии с использованием жидких дифференциальных 
сред. Установлено, что отличительной особенностью штамма F.johnsoniae VKMB-1426 от F.pectinovorum 
VKMB-1171 и F.aquatile VKPMB-8534 является отсутствие ферментации лактозы и сахарозы, в свою очередь 
F.pectinovorum VKMB-1171, в отличие от остальных, не ферментирует крахмал, а F.aquatile VKPMB-8534, 
единственный из изученных штаммов, не гидролизует казеин. Полученные в работе данные служат хорошей 
основой для дальнейших исследований, связанных с разработкой тест-системы по идентификации и диффе-
ренциации флавобактерий.

введение
Известно, что водная среда является ареа-

лом распространения и жизнедеятельности значи-
тельного количества бактерий, при этом видовой 
состав микрофлоры различается в зависимости от 
типа водоема (пресные и соленые, реки, озера, и т. 
п.). Патогенными, т. е. вызывающими заболевание 
рыб и человека, являются около 70 видов микро-
организмов. Бактерии рода Flavobacterium встре-
чаются во всех водных экосистемах мира, особен-
но в пресной воде, а также в почве [1]. Флавобак-
териальные заболевания были впервые описаны 
Дэвисом в 1922 году и с тех пор признаны серьез-
ной угрозой для рыбоводческих хозяйств, которая 
приводит к постоянным экономическим потерям 
[2]. Flavobacterium johnsoniae (ранее Cytophaga 
johnsonae) относится к большой, разнообразной 
группе аэробных грамотрицательных бактерий, 
известных как группа Cytophaga-Flavobacterium-
Bacteroides. F. johnsoniae обычно обнаруживают в 
почве, а также часто выделяют с внешних пораже-
ний некоторых видов рыб. Этот вид флавобактерий 
связан с несколькими вспышками заболеваний. 
Например, в Австралии смертность белого морско-
го окуня от данного вида флавобактерий достига-

ла более 5 % [3]. Совсем недавно ряд новых видов 
Flavobacterium spp. был изолирован от больных 
рыб в Южной Америке, Европе и Северной Амери-
ке [4]. В связи с бурным развитием в России рыбо-
водческих хозяйств, занимающихся разведением 
пресноводной рыбы, создаются благоприятные ус-
ловия для возникновения и распространения бак-
териальных болезней, которые вызывают флаво-
бактерии, поэтому необходимо более детальное 
изучение данных микроорганизмов [5].

Цель работы - изучить основные биохимиче-
ские свойства бактерий рода Favobacterium и, ис-
пользуя полученные результаты, разработать тест-
систему по идентификации и дифференциации 
флавобактерий.

Для выполнения поставленной цели необхо-
димо было решить следующие задачи: 

- провести эксперименты по изучению 
биохимической активности бактерий рода 
Favobacterium;

- выявить отличительные особенности раз-
ных видов флавобактерий.

объекты и методы исследований
Объекты исследований - референс-штаммы 

из музейной коллекции кафедры микробиологии, 
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вирусологии, эпизоотологии и ВСЭ Ульяновско-
го ГАУ: Flavobacterium pectinovorum VKMB-1171, 
Favobacterium aquatile VKPMB-8534, Flavobacterium 
johnsoniae VKMB-1426.

Изучение биохимических свойств изучае-
мых штаммов бактерий проводили с использова-
нием методик, апробированных сотрудниками 
кафедры микробиологии, вирусологии, эпизоото-
логии и ВСЭ ФГБОУ ВО Ульяновского ГАУ в ходе соб-
ственных многолетних исследований.

Для определения сахаролитических свойств 
использовали среды Гисса с глюкозой (ФБУН-
ГНЦПМиБ, г. Оболенск), лактозой (ФБУНГНЦПМиБ, 
г. Оболенск), мальтозой (ФБУНГНЦПМиБ, г. Обо-
ленск), маннитом (ФБУНГНЦПМиБ, г. Оболенск), 
сахарозой (ФБУНГНЦПМиБ, г. Оболенск), дуль-
цитом (ФБУНГНЦПМиБ, г. Оболенск), сорбитом 
(ФБУНГНЦПМиБ, г. Оболенск), крахмалом (ООО 
«ХайМедиаСейлз», Индия), декстрозой (ООО 
«ХайМедиаСейлз», Индия). Приготовленные по 
прописи среды разливали в стерильные пробирки 
по 4 мл и автоклавировали в течение 30 минут при 
112 ˚С. Исследуемые культуры штаммов засевали 
в пробирки со средой уколом петли. Культивиро-
вали в течение 7 суток с ежедневным просмотром 
результатов при 25 ˚С.

Для определения протеолитического раз-
жижения желатина использовали питательный 
бульон, содержащий 12 % пищевого желатина. В 
мясопептонный бульон вносили желатин и остав-
ляли до набухания на 30 минут. Затем полученную 
смесь прогревали в водяной бане при 45 ˚С до 
полного расплавления желатина. Устанавливали 
рН-7,2. Полученную среду разливали в стерильные 
пробирки по 8 мл и автоклавировали в течение 
30 минут при 110 ˚С. Посев суточной культуры ис-
следуемых штаммов проводили уколом в столбик 
среды. В качестве контроля была пробирка с неза-
сеянной средой. Пробирки культивировали в те-
чение 48 часов при 25 ˚С. После культивирования 
опытную и контрольную (незасеянную) пробирки 
охлаждали в холодильнике в течение 30 минут и 
по «текучести» желатина делали заключение о на-
личии фермента. 

Также в работе была использована согласно 
инструкции тест-система для ускоренной биохими-
ческой идентификации энтеробактерий «Рапид-
энтеро 200 М» (ФБУН «НИИ эпидемиологии и ми-
кробиологии имени Пастера», Санкт-Петербург). 
Данный набор позволяет поставить тесты на сле-
дующие показатели: эскулин, индол, уреазу, ман-
нозу, арабинозу, лизиндекарбоксилазу, орнитин-
декарбоксилазу, адонит, триптофанаминедазу, 
маннит и нитратредуктазу. 

Тест на каталазную активность проводили с 
применением 3%-го раствора перекиси водорода. 
Положительным результатом служило образова-

ние пузырьков газа. Оксидазный тест проводили с 
применением 1%-го раствора N-N-диметил-пара-
фенилендиамина. Данный раствор капали на от-
дельно стоящую колонию и наблюдали за измене-
нием цвета колонии в течение 10-60 сек.

Наличие фермента уреазы определяли, 
используя агар Кристенсена с мочевиной (ООО 
«БиоКомпас-С», г. Углич). Среду готовили по про-
писи, разливали в стерильные пробирки по 4 мл 
и стерилизовали текучим паром в течение 30 мин. 
Исследуемые культуры штаммов засевали в про-
бирки со средой уколом петли. Культивировали в 
течение 48 часов с ежедневным просмотром ре-
зультатов при 25 ˚С.

Для определения способности утилизиро-
вать цитрат натрия использовали агар Симмонса 
(ООО «БиоКомпас-С», г. Углич). Среду, приготов-
ленную по прописи, разливали в стерильные про-
бирки по 4 мл. Стерилизовали автоклавированием 
при 1,1 атм (121 °С) в течение 15 мин. Для выявле-
ния утилизации ацетата использовали ацетатный 
агар (ООО «БиоКомпас-С», г. Углич), приготовлен-
ный по прописи и разлитый по стерильным про-
биркам, автоклавировали при 1,1 атм (121 °С) в 
течение 15 мин. Референс-штаммы флавобакте-
рий засевали уколом бактериологической петли. 
Культивировали в течение 48 часов с ежедневным 
просмотром результатов при 25 ˚С.

Для определения гидролиза казеина ис-
пользовали среду Skim milk acetate medium. Дан-
ную среду готовили по прописи и стерилизовали 
автоклавированием при 1,1 атм (121 °С) в течение 
15 мин. После чего разливали на стерильные чаш-
ки Петри. Исследуемые штаммы засевали штри-
хом и культивировали 48 часов при 25 ˚С. Положи-
тельным результатом являлось просветление сре-
ды вокруг колоний.

Среду Клиглера (ООО «БиоКомпас-С», г. 
Углич) готовили по прописи и разливали в стериль-
ные пробирки. После посева штаммов уколом в 
пробирку культивировали их 48 часов при 25 ˚С. 
Учитывали образование сероводорода по почер-
нению столбика среды в пробирке. Отрицатель-
ным результатом считали отсутствие изменения 
цвета среды. 

результаты исследований 
Результаты проведенных исследований 

представлены в таблице 1 и на рисунках 1-3. 
Результаты исследований, представленные 

в таблице 1, свидетельствуют о проявлении са-
харолитической активности штаммом F.aquatile 
VKPMB-8534. Так, данный вид микроорганизма че-
рез 48 часов ферментирует глюкозу, лактозу, маль-
тозу, сахарозу, декстрозу, крахмал; не ферменти-
рует дульцит, сорбит, маннит. Штамм F.johnsoniae 
VKMB-1426 ферментирует крахмал (через 96 ча-
сов), глюкозу (72 часа), мальтозу и декстрозу (48 
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часов); не ферментирует лактозу, саха-
розу, маннит, дульцит, сорбит. Штамм 
F.pectinovorum VKMB-1171 ферментирует 
крахмал (через 96 часов), глюкозу и дек-
строзу (48 часов), мальтозу и сахарозу (че-
рез 86 часов); не ферментирует маннит, 
дульцит, лактозу, сорбит (рис. 1).

Эффективность использования 
тест-системы «Рапид-энтеро 200 М» учи-
тывали через 4, 6 и 12 часов. В ходе иссле-
дования у всех трех штаммов изучаемого 
микроорганизма была отмечена способ-
ность образовывать индол и гидролизи-
ровать эскулин. Не отмечена активность в 
отношении уреазы, маннозы, арабинозы, 
лизиндекарбоксилазы, орнитиндекар-
боксилазы, адонита, триптофанаминеда-
зы, маннита и нитратредуктазы. Результа-
ты исследований приготовленных сред в 
пробирках и тест-системы не расходятся. 

Отрицательный результат теста на 
желатиназу – отсутствие текучести жела-
тина после охлаждения пробирок с изуча-
емыми штаммами (рис. 2). Отметим, что 
полученные нами результаты расходятся 
с имеющимися в литературе данными 
(Nicky B. Buller «Bacteria from Fish and 
Other Aquatic Animals»).

Положительный результат на ги-
дролиз казеина (просветление среды 
вокруг колоний) отмечен у штаммов 
F.johnsoniae VKMB-1426, F.pectinovorum 
VKMB-1171 (рис. 3).

выводы
Изучение сахаролитических и про-

теолитических свойств штаммов бакте-
рий рода Favobacterium позволило нам 
отметить особенности биохимической 
активности у разных видов данного рода. 

Так, отличительной особенностью штамма 
F.johnsoniae VKMB-1426 от F.pectinovorum 
VKMB-1171 и F.aquatile VKPMB-8534 явля-
ется отсутствие ферментации лактозы и 
сахарозы аналогично данным моногра-
фии «Bacteria from Fish and Other Aquatic 
Animals» (Nicky B., 2004). Все полученные 
результаты совпадают с данными, пред-
ставленными в справочнике Берджи (J. 
Brenner, 2005), за исключением результа-
тов протеолитического разжижения же-
латина у всех изучаемых штаммов. Кроме 
того, F.pectinovorum VKMB-1171, в отличие 
от остальных, не ферментирует крахмал, 
а F.aquatile VKPMB-8534, единственный 
из изученных штаммов, не гидролизует 
казеин; эти данные также не совпадают с 
данными, указанными в справочнике Бер-

таблица 1
изучение биохимических свойств бактерий рода 

Favobacterium

Тест
Изучаемый штамм

F. johnso-
niaeVKM 
B-1426

F. pectinovo-
rumVKM 
B-1171

F. aqua-
tileVKPM 
B-8534

глюкоза + + +
лактоза - + +
мальтоза + + +
сахароза - + +
маннит - - -
дульцит - - -
сорбит - - -
декстроза + + +
каталаза + + +
оксидаза - - -
казеин + + -
индол + + +
эскулин + + +
уреаза - - -
манноза - - -
арабиноза - - -
лизиндекарбоксилаза - - -
орнитиндекарбоксилаза - - -
адонит - - -
триптофанаминедаза - - -
нитратредуктаза - - -
желатиназа - - -
крахмал + - +
H2S(сероводород) - - -
утилизация ацетата - - -
утилизация цитрата - - -
Примечание: «+» положительная реакция; «-» отрицательная 
реакция

рис. 1 – сахаролитические свойства F.pectinovorum 
VKmb-117 (через 96 часов) на средах Гисса с лактозой, глю-
козой, декстрозой, сахарозой, маннитом, дульцитом, сор-
битом, крахмалом
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джи (J. Brenner, 2005). Полученные в ходе работы 
результаты служат хорошей основой для дальней-
ших исследований, связанных с разработкой тест-
системы по идентификации и дифференциации 
флавобактерий.
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study of diffErEntial tEsts basEd  
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432017, Ulyanovsk, Novyy Venets bld., 1;
8 (8422) 55-95-47 E-mail: anton-vet@mail.ru

Key words: bacterium, reference strain, gelatin, test system, medium, starch.
The article presents results of the research on the biochemical properties of the reference strains of the museum, which belongs to Department of 

Microbiology, virology, epizootiology and VSE of Ulyanovsk State Agricultural Academy: Flavobacterium pectinovorum VKMB-1171, Favobacterium aquatile 
VKPMB-8534, Flavobacterium johnsoniae VKMB-1426. Studies have been conducted to identify saccharolytic activity of bacteria using Hiss medium with 
glucose, lactose, maltose, mannitol, sucrose, dulcitol, sorbitol, starch, dextrose. Catalase and oxidase activity of such strains as, F.pectinovorum VKMB-1171, 
F. aqualite VKPMB-8534, F. johnsoniae VKMB-1426 was studied. We conducted a research to determine proteolytic gelatin deliquation, which revealed 
discrepancies with the published data on the positive response to gelatinase, so in the course of our experiment it was found that the studied strains do not 
deliquefy gelatin. Test system for rapid biochemical identification of enterobacteria “Rapid-entero 200 M” (FBSI “Institute of Epidemiology and Microbiology 
named after Pasteur”, St. Petersburg) was used. This test system is based on technology which applies microvolume fluid differential media. It is stated that 
peculiar feature of F.johnsoniae VKMB-1426 strain from F.pectinovorum VKMB-1171 and F.aquatile VKPMB-8534 is the deficiency of lactose and sucrose 
fermentation, whereas, F.pectinovorum VKMB-1171 unlike the rest does not ferment starch, and F.aquatile VKPMB-8534 is the only one of the strains 
studied that does not hydrolyze casein. The data obtained in this work provide a good basis for further research related to development of a test system for 
identification and differentiation of flavobacteria.
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