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Возбудитель фурункулеза Aeromonas salmonicida широко распространен по всему миру и, как правило, 
поражает многих холодноводных рыб (форель), лососевых, реже рыб из других семейств. В настоящее время 
отсутствует схема индикации бактерии вида A. salmonicida из объектов внешней среды с использованием 
бактериофагов и сред накопления, что усложняет изучение ареала распространения упомянутого микроор-
ганизма и быструю индикацию возбудителя. По этой причине целью исследования стала разработка схемы 
индикации бактерий A. salmonicida с использованием бактериофагов. Для выявления полевых штаммов A. 
salmonicida нами были исследованы 56 образцов водных объектов г. Ульяновска и Ульяновской области. С ис-
пользованием среды накопления A.Sl.1 и диференциально-диагностической среды A.Sl.2. из 56 образцов выделе-
ны и типированы 7 штаммов A. salmonicida. Нами разработана схема индикации бактерий A. Salmonicida, ос-
нованная на модификации реакции нарастания титра фага (РНФ) с использованием среды накопления A.Sl.1. 
Данная схема позволяет в течение 24часов выявить A. salmonicida в количестве 103м.к./мл. Предлагаемая 
схема имеет потенциал к модифицированию и применению для целого спектра микроорганизмов, чувстви-
тельная и специфичная, позволяющая в короткий срок обнаружить бактерии в субстрате, при наличии по-
сторонней микрофлоры без выделения чистых культур.

Введение
Бактерии, вирусы и паразиты всегда были 

врагами аквакультуры, которые могли вызывать 
инфекционные заболевания и приносить огром-
ные экономические убытки во всем мире [1, 2, 3, 
4, 5]. Особенно в условиях современного водного 
культивирования рыба, выращиваемая с высо-
кой плотностью, обычно сталкивается с большим 
стрессом, чем рыба в дикой природе потому, что 
высокий выход часто сопровождается такими про-
блемами, как плохое качество воды и агрессивное 
взаимодействие. В состоянии стресса рыбы легче 
заражаются различными условно-патогенными 
микроорганизмами [1,2, 3, 4, 5]. Атлантический 
лосось (Salmo salar), выращиваемый в системе ре-
циркуляции аквакультуры (RAS), всегда находится 
под смертельной угрозой фурункулеза, который 
несколько лет ставит в тупик крупнейших произво-
дителей аквакультурны европейских и китайских 
хозяйств. Возбудитель фурункулеза Aeromonas 
salmonicida (A. salmonicida) широко распростра-
нен по всему миру и, как правило, поражает мно-
гих холодноводных рыб, включая лососевых [1,2, 
3, 4, 5]. 

В середине семидесятых годов прошлого 
столетия при обнаружении возбудителя фурунку-

леза Aeromonas salmonicida на все заводы и водо-
разделы рек Сахалинской области был наложен 
карантин, что в значительной степени осложнило 
работу рыбоводных предприятий [1, 2, 6]. 

Данное заболевание может протекать в ла-
тентной форме без проявления каких-либо клини-
ческих признаков, присутствие бактерионосите-
лей в популяции может привести к вспышке забо-
левания и передачи инфекции.

По нашим данным, в настоящее время от-
сутствует схема индикации бактерии вида A. 
salmonicida из объектов внешней среды, с исполь-
зованием бактериофагов и сред накопления, что 
усложняет изучение ареала распространения упо-
мянутого микроорганизма и быстрой индикации 
возбудителя [1, 2, 6].

Цель исследования: Разработать схему ин-
дикации бактерий Aeromonas salmonicida с ис-
пользованием бактериофагов.

Задачи:
1. Выделить полевые штаммы бактерий A. 

salmonicida.
2. Изучить биологические, морфологиче-

ские и тинкторальные свойства выделенных поле-
вых штаммов A. salmonicida в сравнении с рефе-
ренс культурой.
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3. Изучить свойства фагов AS№1 и AS№15 
(A.salmonicida), полученных из коллекции кафе-
дры после 3-х летнего хранения и отобрать наибо-
лее подходящий.

4. Разработать схему индикации бактерий 
A. salmonicida с использованием бактериофагов и 
среды накопления.

Материалы и методы исследований
Объекты исследования: референс-штамм 

A. salmonicida АТСС 33658, бактериофаги AS№1 и 
AS№15, полученные из коллекции кафедры МВЭ 
и ВСЭ ФГБОУ ВО Ульяновского ГАУ [4], а также 7 
«полевых» штаммов A.salmonicida, выделенных 
из водных объектов Ульяновской области. Для 
изучения биологических свойств бактериофагов 
использовали референс штаммы бактерий: A. hy-
drophila ATCC 37232, A. sobria ATCC 8041, A. caveae 
ATCC 13451, P. putida №12633, P. aeruginosa №421, 
P. fluorescens №13525, Y. ruckeri №4, Y. enterocoliti-
ca №8, P. mirabilis №623, B. bronchiseptica №12056, 
K. pneumonia №1452, E. coli №4, полученные из 
коллекции кафедры МВЭ и ВСЭ ФГБОУ ВО Улья-
новского ГАУ.

Материалы: ГРМ агар, мясопептонный бу-
льон, среды Хью-Лейфсона, жидкая среда нако-
пления A.Sl.1, дифференциально-диагностическая 
среда A.Sl.2, химические реактивы, набор окраски 
по Граму, тест наборы для изучения биологиче-
ских свойств.

Методы исследования: Проведение иссле-
дований осуществлялось, в основном, по методам, 
предложенным сотрудниками кафедры МВЭ и ВСЭ 
ФГБОУ ВО Ульяновского ГАУ [7, 8, 9, 10, 11, 12].

Идентификация и индикация изолирован-
ных штаммов бактерий с использованием стан-
дартных бактериологических методов (Bаcильев, 
Золотухин, и др., 2004; Лабинская, 2020) [13, 14]. 

Изучение биологических свойств (тинктори-
альных, морфологических, биохимических) штам-
мов A.salmonicida проводили в сопоставлении с 
тестами из справочника Берджи 2015 г [15].

Ферменты группы оксидаз выявляли, ви-
зуально применяя 1% раствор ди-N-диметил-
парафенилендиамин. Ферменты группы каталаз 
выявляли, визуально применяя перекись водо-
рода. Ферменты группы нитратредуктаз выявля-
ли с использованием среды с нитритом натрия. В 
работе использовали следующие стандарты: ГОСТ 
26669-85, ГОСТ Р 26670-91. Подготовленные к экс-
периментам среды стандартизировали в соответ-
ствии с МУК 4.2.2316-08 «Методы контроля бакте-
риологических питательных сред» [1, 2].

Литическую активность и специфичность 
бактериофагов AS№1 и AS№15 исследовали клас-
сически по Грациа и Аппельману [16, 17]. С целью 
индикации A. salmonicida в объектах внешней сре-

ды использовали модифицированную нами реак-
цию нарастания титра фага Д.М. Гольдфарба и В.Д. 
Тимакова, дополненную индикаторной средой. 
Работы с бактериофагами проводили по критери-
ям, разработанным С.Н. Золотухиным [11, 16, 17].

Результаты исследований
Выделение полевых штаммов бактерий A. 

salmonicida
С целью выявления полевых штаммов A. 

salmonicida нами были исследованы следующие 
56 образцов: 

- 17 образцов свежей рыбы (2-форель, 3-су-
дак, 6- карп, 6-лосось); 

-14 образцов мороженой рыбы непотроше-
ной (4-форель, 4-кета, 6-лосось) закупки проводи-
лись на рынке и в магазинах г. Ульяновска;

- 10 образцов воды из прудов д. Заводская 
Решетка, Барышского района Ульяновской области;

- 10 образцов воды из р. Свияга г. Ульяновск;
- 5 образцов воды из р. Волга г.Ульяновск.
Пробоподготовка проходила следующим 

образом: у каждого из образцов рыбы отбира-
лись: жабры, слизь с кожного покрова, почки и 
часть кишечника у анального отверстия. Образцы 
воды встряхивались перед внесением.

Бактериологическая схема выделения бак-
терий A.salmonicida включала в себя разработан-
ные сотрудниками кафедры жидкую среду нако-
пления A.Sl.1, имеющую следующий состав: вода 
дистиллированная – 1000 мл, ферментативный 
пептон – 5,0 г, декстроза – 5,0 г, MgSO4 – 0,2 г, K2H-
PO4 – 1,0г, NaCl - 5,0г, бромтимолсульфон фталеин 
– 0,03 г, BaCl – 2,0 г, pH готовой среды накопления 
= 7,1 и дифференциально-диагностическую среду 
A.Sl.2 имеющую следующий состав: вода дистил-
лированная – 1000 мл, агар – 15,0 г, ферментатив-
ный пептон – 5,0 г, декстроза – 5,0 г, экстракт пе-
карских дрожжей – 2,5г, индикатор конго-красный 
– 3,0 г, K2HPO4 – 1,0 г, MgSO4 – 0,2 г , а также биохи-
мические тесты [18]. 

Пробу объемом 1-3 г (для рыбы) и 5 мл 
(для воды) вносили в 50 мл жидкой среды нако-
пления A.Sl.1 и культивировали в термостате 19 ч 
при статической температуре 28°С. Рост бактерий 
Aeromonas на жидкой среде накопления характе-
ризовался положительной реакцией, проявляю-
щейся изменением цвета среды с первоначально-
го зеленого на желтый и помутнением с образова-
нием осадка. 

Затем производили высев из жидкой на-
копительной среды методом Дригальского на 
поверхность дифференциально-диагностической 
среды A.Sl.2 и инкубировали 18 ч при статической 
температуре 28°С. На среде A.Sl.2 бактерии A. 
salmonicida образовывали круглые колонии, диа-
метром 0,6-1,1 мм черного цвета, среда меняла 
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цвет колоний на черный [1, 2].
С использованием сред накопления и дифи-

ренциально-диагностической выделено 7 предпо-
лагаемых штаммов бактерий вида A. salmonicida 
из объектов водной среды (табл.1).

У 7 штаммов бактерий вида A.salmonicida 
,выделенных из объектов водной среды, в срав-
нении с референс штаммом A.salmonicida АТСС 
33658 были изучены морфологические, тинктори-
альные и биохимические свойства (табл.2).

Выросшие на селективной среде A.Sl.2 коло-
нии параллельно исследовали по тестам, с окра-
ской клеток и микрокопированием.

Микроскопия предполагаемых колоний 
A.salmonicida показала, что клетки бактерии пред-
ставляют собой грамотрицательные палочки с за-
кругленными концами (рис. 1). 

Подвижность бактерий определяли путем 
укола петлей в полужидкий агар, результаты учи-
тывали после термостатирования при 28ºС в те-
чение 19-20 часов. Выявлено, что A. salmonicida 
растут лишь по линии укола, что говорит о непод-
вижности бактерий.

Для изучения биохимических свойств A.sal-
monicida были использованы тесты: определение 
оксидазы, каталазы, желатиназы, ферментация 
и окисление декстрозы (тест Хью-Лейфсона), ни-
тратредуктазы, ферментация лактобиозы, способ-
ность к утилизации цитрата (табл.2). 

Кроме того, для изучения сахоролитических 

свойств использовали: мальтозу, маннозу, рамно-
зу, раффинозу, лактобиозу, дульцитол, ксилозу, 
маннит.

В результате проведенных исследований 
были подтверждены ряд биохимических свойств: 
каталаза, оксидаза, разжижение желатина, тест 
Хью-Лейфсона, нитратредуктаза реагирующих по-
ложительно. Тесты с лактобиозой, раффинозой, 
ксилозой, рамнозой дали отрицательную реак-
цию (табл.2).

Таким образом, все 7 штаммов выделенных 
и типированных можно отнести к виду Aeromonas 
salmonicida.

Изучение биологических свойств бакте-
риофагов AS№1 и AS№15 

Для разработки схемы индикации бактерий 
с использованием бактериофага необходим про-
изводственно-перспективный штамм фага с высо-
ким титром и широким спектром действия. 

Первым этапом исследований стала про-
верка литической активности фагов A.salmonicida 
AS№1 и AS№15 после 3 летнего хранения. 

Оценка титра по Грациа показала заметное 
снижение титра фагов AS№1 - 1,3х105 и AS№15 - 
1,5х105 от заявленных 1,5х109 и 2х1010 БОЕ/мл. 

Для дальнейшей работы необходимо было 
повысить литическую активность путем последо-
вательных 5-6-кратных пассажей на чувствитель-
ной культуре. 

Так же необходимо было изучить биологи-

Таблица 1
Результаты исследования образцов рыбы 

и воды

№ 
п/п

Название объекта водной среды и 
количество проб

Количество 
выделенных 

штаммов
1. Свежая рыба (17 проб рыбы) 3 штамма
2. Мороженная рыба (14 проб рыбы) 2 штамма

3.
Ульяновская область, Барышский 
район, д. Заводская Решетка 3 пруда 
(10 проб воды)

1 штамм

4. г.Ульяновск, р.Свияга (10 проб воды) 1 штамм
5. г.Ульяновск, р.Волга (5 проб воды) нет

Рис. 1 – Микроскопия окрашенного по 
Граму мазка из штамма Aeromonas salmonicida 
АТСС 33658

Таблица 2
Исследования биологических свойств поле-

вых штаммов A.salmonicida

№ 
п/п
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1
АТСС 

33658
- - + + + + + - - + + - - - + -

2 1 asl - - + + + + + - - + + - - - + -
3 2 asl - - + + + + + - - + + - - - + -
4 7 asl - - + + + + + - - + + - - - + -
5 9 asl - - + + + + + - - + + - - + + -
6 10 asl - - + + + + + - - + + - - - + -
7 11 asl - - + + + + + - - - + - - - + -
8 13 asl - - + + + + + - - + + - - - + -

Таблица 3 
Литическая активность фагов A. salmonicida 

по Грация и Аппельману
№ 
п/п

Название 
фага

Литическая актив-
ность по Грациа

Литическая актив-
ность по Аппельману

1. AS№1 1,1х1010±0,1х1010 10-9

2. AS№15 1,2х109±0,2х109 10-8
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ческие свойства фагов AS№1 и AS№15 
после хранения: внешний вид (мор-
фологию) колоний, литическую актив-
ность, спектр, специфичность, устойчи-
вость к высокой температуре, устойчи-
вость к трихлорметану [17; 19]. 

Морфологию негативных коло-
ний бактериофагов изучали методом 
двухслойного агара [8;16]. Установили, 
что негативные колонии бактериофага 
AS№1- округлой формы диаметром 0,6–1,3 мм 
без зоны вторичного лизиса, полностью прозрач-
ные. Негативные колонии бактериофага AS№15 – 
круглой формы, имеют диаметр 1-2 мм без зоны 
вторичного лизиса, полупрозрачные. 

Литическую активность бактериофага про-
веряли по его способности лизировать индикатор-
ную культуру A.salmonicida на плотных или жидких 
средах, результат учитывался по наивысшему раз-
ведению, в котором наблюдали лизис культуры. 
Результаты оценки литической активность бакте-
риофагов по методу Грация и Аппельмана пред-
ставлены в таблице 3.

Для изучения спектра литической активно-
сти бактериофагов применяли метод нанесения 
фага на газон с бактериальной культурой [17; 19].

Спектр литической активности определяли 
на 8 культурах (1 референс-штамм A.salmonicida 
ATCC 33658 и 7 полевых штаммов A. Salmonicida).

Результаты показали, что изучаемые фаги 
имеют одинаковый спектр литической активности 
(табл. 4). 

Для изучения специфичности исследуемых 
бактериофагов были отобраны следующие штам-
мы бактерий: A. hydrophila ATCC 37232, A. sobria 
ATCC 8041, A. caveae ATCC 13451, P. putida №12633, 
P. aeruginosa №421, P. fluorescens №13525, Y. ruck-
eri №4, Y. enterocolitica №8, P. mirabilis №623, B. 
bronchiseptica №12056, K. pneumonia №1452, E. 
coli №4.

Ход опыта по изучению специфичности бак-
териофагов следующий: на поверхность чашки 
Петри со стерильным ГРМ агаром наносили суточ-
ную культуру изучаемого микроорганизма, подсу-
шивали в суховоздушном термостате не более 30 
минут. После чего делали условную маркировку 
на дне засеянной чашки, деля ее на 2 сектора, по-
сле чего на размеченные сектора наносились бак-
териофаги AS№1 и AS№15 и термостатировали 
при температуре 28°С в течение 18-24 часов.

По результатам опыта выявлено, что из-
учаемые фаги строго специфичны по отношению 
к A.salmonicida и не лизировали бактерии других 
видов и родов (табл. 5).

На основании изучения биологических 
свойств бактериофагов AS№1 и AS№15 для раз-

работки схемы индикации бактерий A. salmonicida 
был выбран бактериофаг AS№1.

Разработка схемы индикации бактерий 
A.salmonicida с использованием бактериофагов

В основе схемы индикации бактерий 
A.salmonicida нами предложена модификация ре-
акции нарастания титра фага (РНФ) с использовани-
ем среды накопления A.Sl.1 [1;2]. С целью подбора 
оптимальных параметров схемы индикации бакте-
рий A.salmonicida нами воспроизведена реакция 
нарастания титра фага с контролем титра выбран-
ного бактериофага и учета индикаторных свойств 
среды накопления (рис. 2) [10, 11, 12, 15, 16]. 

В качестве пробы использовали «полевые» 
штаммы A.salmonicida , выделенные нами ранее 
с показателем КОЕ 1*103. Одновременно готови-
ли разведения с использованием индикаторного 
штамма A.salmonicida и бактериофага AS№1 в ти-
тре 104 БОЕ/мл.

Данные варианты культивировали в течение 
12 часов при температуре 28°С. После указанного 
времени визуально учитывали изменение цвета 
среды и количество бляшкообразующих единиц 
методом агаровых слоев по Грациа. 

В случае если цвет среды менялся на жел-
тый, а результат подсчета титра фага составлял 

Таблица 4 
Спектр литической активности фагов по отношению к 

штаммам A. salmonicida

№ 
п/п

Назва-
ние фага

Количество из-
учаемых культур 

A.salmonicida

Количество лизи-
руемых культур 

A.salmonicida

Процент лизи-
руемых культур 
A.salmonicida, %

1. AS№1 8 8 100
2. AS№15 8 8 100

Таблица 5 
Специфичность изучаемых бактериофа-

гов
№ 
п/п Вид бактерий AS№1 AS№15

1. A. salmonicida АТСС 33658 + +
2. A. hydrophila АТСС 37232 - -
3. A. sobria АТСС 8041 - -
4. A. caviae АТСС 13451 - -
5. P. aeruginosa №421 - -
6. P. putida №12633 - -
7. P. fluorescens №13525 - -
8. P. mirabilis №623 - -
9. B. bronchiseptica№22067 - -

10. Y. ruckeri №4 - -
11. Y. enterocolitica №8 - -
12. K. pneumonia №1452 - -
13 E. coli №4 - -

Примечание: «-» - отсутствие лизиса, «+» - 
наличие лизиса.
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не менее 108 БОЕ/мл, что говорило о присутствии 
бактерий A. salmonicida, то реакцию считали поло-
жительной.

Обсуждение
Данные эксперименты позволили уста-

новить, что для индикации бактерий вида 
A.salmonicida целесообразно использовать среду 
накопления A.Sl.1 и бактериофаг AS№1 в титре 104 

БОЕ/мл в 1мл [1]. 
Проведенные исследования позволяют 

наиболее полно охарактеризовать успешное со-
четание реакции нарастания титра фага и диагно-
стической среды [2]. Предложенная схема уско-

ренной индикации A.salmonicida 
с использованием бактериофагов 
ничуть не уступает альтернатив-
ным методам идентификации [20] 
и может выполняться с использо-
ванием рутинных микробиоло-
гических методов в классической 
лаборатории с традиционным 
оснащением, персоналом, име-
ющим базовые допуски к работе 
с микроорганизмами минималь-
ных групп патогенности. Основная 
задача разработанной нами схе-
мы индикации A.salmonicida за-
ключается в том, что она повыша-
ет чувствительность обнаружения 
указанных бактерий с визуализа-
цией процесса индикации. В про-
цессе индикации искомые штам-
мы изменяют цвет среды, а так же 
увеличивается титр индикаторно-
го бактериофага. Аналогов разра-
ботанной нами схемы индикации 
A.salmonicida не обнаружено. 

Заключение
Ускоренная индикация 

A.salmonicida крайне важна для 
быстрого и точного обнаружения 
данных бактерий в объектах вете-
ринарно-санитарного надзора. 

Разработанная схема по-
зволяет в течение 12 часов экспо-
зиции и 12 часов учета результатов 
выявить A.salmonicida в количе-
стве 103м.к./мл в (общее время ис-
следований 24 часа).

Предлагаемая схема имеет 
потенциал к модифицированию 
для целей усовершенствования 
схем целого спектра бактериаль-
ных видов и родов, чувствитель-
ная и специфичная, позволяющая 
в короткий срок обнаружить бакте-

рии в субстрате при наличии посторонней микро-
флоры без выделения чистых культур. Кроме того, 
данную схему индикации можно модифициро-
вать и совместить с современными молекулярно-
генетическими методами исследования, напри-
мер c технологией LAMP, для выявления штаммов 
A.salmonicida ,устойчивых к бактериофагу. Таким 
образом, будет учтена ферментативная актив-
ность in vitro, рецептор клеточной стенки к бак-
териофагу и специфичный видовой праймер. Как 
следствие , индикация составит точность 100% с 
учетом всех современных методов исследования. 
Это является целью нашей дальнейшей работы. 

Рис. 2 – Схема индикации бактерий A.salmonicida с исполь-
зованием бактериофага
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Дополнительно, в случае успешного поиска новых 
штаммов вирулентных бактериофагов A.salmonici-
da и изучения их биологических свойств, появится 
возможность менять индикаторный бактериофаг 
AS№1 на более перспективные штаммы фагов, 
тем самым обеспечивая формирование базы дан-
ных фаготипов вида A.salmonicida. Быстрая и точ-
ная индикация с помощью разработанной схемы 
будет иметь огромное значение для эпизоотоло-
гии, эпидемиологии и, в целом, формирования 
представления о циркуляции штаммов A.salmoni-
cida в различных экологических нишах. 
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DEVELOPMENT OF AN INDICATION SCHEME FOR AEROMONAS SALMONICIDA BACTERIA USING 
BACTERIOPHAGES

Molofeeva N. I., Kaldyrkaev А.I., Shestakov А.G.
FSBEI HE Ulyanovsk SAU

432017, Ulyanovsk, Novy Venets boulevard, 1; 8(8422)55-95-47
e-mail: nadezhda.molofeeva.67@mail.ru

Key words: Аeromonas salmonicida, indication scheme, biological properties, furunculosis, bacteriophages, RSF.

The causative agent of furunculosis Aeromonas salmonicida is widely spread around the world and usually affects many cold-water fish (trout), salmon, and 
less often fish from other families. Currently, there is no scheme for indicating the bacterium of the species A. salmonicida from objects of the external environment, 
using bacteriophages and accumulation media, which complicates the study of the distribution area of the mentioned microorganism and rapid indication of the 
pathogen. For this reason, the aim of the study was to develop a scheme for the indication of A. salmonicida bacteria using bacteriophages. To identify field strains 
of A. salmonicida, we examined 56 samples of water objects in Ulyanovsk and the Ulyanovsk region. Using the environment of accumulation of A. Sl.1 and the 
differential diagnostic environment A.Sl.2.7 A. salmonicida strains were isolated and typed from 56 samples. We have developed a scheme for the indication of A. 
salmonicida bacteria based on the modification of the phage titer increase reaction (RSF) using the accumulation medium A.Sl.1. This scheme allows detecting A. 
salmonicida in the amount of 103m.K./ml within 24 hours. The proposed scheme has the potential to be modified and applied to a whole range of microorganisms, 
sensitive and specific, allowing to detect bacteria in the substrate in a short time, in the presence of foreign microflora without isolation of pure cultures.
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