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Аннотация. целью работы было проанализировать причины гибели в прудах производителей карпа 
Cyprinus carpio и гибридов белого, Hypophthalmichthys molitrix, и пестрого, H. nobilis, толстолобиков, 
зарегистрированной в апреле 2015 г. Всего ихтиопатологическому исследованию (паразитологическо-
му, бактериологическому, гистопатологическому) подвергнуто 25 рыб, клинически здоровых (n = 10) и 
с признаками заболевания (n = 15). Отобраны пробы воды. Результаты гидрохимических исследований 
указывают на высокий уровень перманганатной окисляемости – 2,4–2,8 ПДК, нитритного азота – 1,5–
2 ПДК, нитратного азота – 1,4–1,5 ПДК. Концентрация кислорода в придонных слоях находилась в пре-
делах 2,0 мг/дм3. Паразитологическое исследование рыб выявило инвазию моногенеями (Dactylogyrus 
hypophtalmichthys, D. extensus), трематодами (Diplostomum spathaceum) и моллюсками (Unio pinctorum). 
В результате бактериологических исследований было выделено 62 изолята из воды (30) и рыбы (32). 
Определение бактерий проводили по морфологическим и ферментативным свойствам. Для дополни-
тельной идентификации бактерий использовали MALDI TOF масс-спектрометрию и ПцР. Обнару-
женные микроорганизмы принадлежали к родам Aeromonas и Yersinia. Наиболее высокие показатели 
микробной обсемененности были зарегистрированы у толстолобика для A. hydrophila (5 × 103 КОЕ/г) 
и у карпа для Y. ruckeri (2 × 103 КОЕ/г). Все штаммы A. hydrophila и Y. ruckeri, выделенные из рыб, оказа-
лись чувствительны к ципрофлоксацину, тетрациклину, левомицетину. К фуразолидону 90 % изолятов 
аэромонад и 100 % штаммов йерсиний были резистентны. В данном исследовании впервые для юга 
России описано заражение карпа Yersinia ruckeri.
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thE fiRSt iSOlatiON Of YERSINIA RUCKERI 
fROM CaRP CYPRINUS CARPIO iN PONdS Of SOuthERN RuSSia

a.V. Kazarnikova1, h.V. Shestakovskaya2, a.V. trishina3, 
M. Galeotti4, M. Manzano4

abstract. The objective of this study was to analyse the reasons of carp Cyprinus carpio, silver carp 
and bighead hybrids (Hypophthalmichthys molitrix × H. nobilis) mortality registred in ponds in April, 2015. 
A total of 25 fish samples without (n = 10) and with (n = 15) clinical signs of disease were collected along 
with water samples. The results of water quality analysis showed the high level of permanganate oxidation – 
2.4–2.8 times more than the normal ratio, of nitrite nitrogen – 1.5–2 times more, and of nitrite nitrogen – 1.4–
1.5 times more. The concentration of oxygen at the near bottom layer was in the range of 2.0 mg/dm3. As the 
result of parasitological investigations monogenea (Dactylogyrus hypophtalmichthys, D. extensus), trematoda 
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(Diplostomum spathaceum) and mollusk (Unio pinctorum) were detected. Sixty two different bacterial 
isolates were identified in water (30) and fish (32). Bacterial characterization was realized by morphological 
and enzymatic properties. For additional identification MALDI TOF mass-spectrometry and PCR were used. 
The detected microorganisms belonged to genera Aeromonas and Yersinia. The highest indexes of bacterial 
contamination were registered in bighead for A. hydrophila (5 × 103 CFU/g) and in carp – for Y. ruckeri 
(2 × 103 CFU/g). All fish strains of A. hydrophila and Y. ruckeri were sensitive to ciprofloxacin, tetracycline, 
and chloramphenicol. 90 % of aeromonas and 100 % of yersinia strains were resistant to furasolidone. The 
infection of carp by Yersinia ruckeri was detected and observed in Southern Russia for the first time.

Key words: aquaculture, disease, bacteria, Yersinia.

Йерсиниоз – септическое заболевание, воз-
будителем которого является бактерия Yersinia 
ruckeri – грамотрицательная палочка семейства 
Enterobacteriaceae с перитрихальным расположени-
ем жгутиков, очень подвижная в свежих культурах. 
Она зарегистрирована у многих видов рыб, имеет 
широкое географическое распространение и вызы-
вает значительные экономические потери в рыбной 
отрасли аквакультуры. 

Йерсиниоз  наиболее часто поражает лососе-
вых рыб, особенно радужную форель Onchorhyncus 
mykiss [1]. Возбудитель йерсиниоза был так-
же выделен у жирноголового гольяна Phoxinus 
phoxinus, амурского осетра Acipenser schrencki [2], 
сибирского осетра A. baerii [3], окуня Micropterus 
salmoides [4], пеляди Coregonus peled и муксуна 
C. muksun [5], налима Lota lota [6] и других рыб. 
болезнь вызывала гибель радужной форели [1], 
палии Salvelinus fontinalis [7], канального сомика 
Ictalurus punctatus [8], атлантической трески Gadus 
morhua [9]. Заболевание было также зарегистриро-
вано у семги Salmo salar [10], микижи Oncorhynchus 
mykiss, нерки O. nerka [11], горбуши O. gorbuscha, 
кижуча O. kisutch и чавычи O. tshawytscha [1]. 
Среди сеголетков и годовиков рыб оно протекает 
в острой и подострой, среди товарной форели – 
в хронической форме.

В 2010 г. йерсиниоз был выявлен в Российской 
Федерации, где в список карантинных заболеваний 
не входит [12], но за счет массовой гибели рыб и 
порчи товарного вида продукции наносит тяжелый 
урон рыбоводческим хозяйствам.

Факторы, способствующие возникновению и 
распространению заболевания, – наличие стрессов 
(хэндлинг и др.), неблагоприятные условия окружа-
ющей среды (дефицит кислорода, накопление орга-
нических веществ), что мы наблюдали и в нашем 
исследовании.

В данной работе впервые сообщается о зараже-
нии Yersinia ruckeri производителей карпа Cyprinus 
carpio и их гибели от смешанной бактериальной 
инфекции в прудах рыбоводного хозяйства, распо-
ложенного в нижнем течении р. Дон в Ростовской 
области. Следует отметить, что у содержащихся со-

вместно с карпом производителей гибридов белого, 
Hypophthalmichthys molitrix, и пестрого, H. nobilis, 
толстолобиков бактерия Y. ruckeri не была обнару-
жена. Всего из воды и рыбы было выделено 3 вида 
бактерий – Aeromonas salmonicida, A. hydrophila и 
Y. ruckeri.

целью данной работы было проанализировать 
причины, которые привели к гибели производите-
лей карпа и гибридов толстолобиков в прудах ры-
боводного хозяйства Ростовской области, а также 
изолировать и описать потенциального возбудителя 
йерсиниоза бактерию Y. ruckeri, выделенную впер-
вые от карпа в данном регионе. Кроме этого, была 
исследована чувствительность к антибиотикам вы-
деленных микроорганизмов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДы

Гибель производителей карпа и гибридов белого 
и пестрого толстолобиков была зарегистрирована в 
зимовальных прудах (глубина 1,6 м, площадь 1 га) 
в апреле 2015 г. после их пересадки из другого пру-
да данного хозяйства при температуре 15 °С. Плот-
ность посадки составила 8 т/га. Гибель рыб нача-
лась с середины марта и на момент исследования 
достигла 300 экз.

Каждую рыбу измеряли, взвешивали и осматри-
вали клинически, уделяя внимание повреждениям 
на поверхности тела. Внутренние органы исследо-
вали на наличие патологических изменений и за-
тем отбирали для бактериологических исследова-
ний. Соскобы с жабр и поверхности тела, а также 
внутренние органы и желудочно-кишечный тракт 
исследовали компрессионным методом под ми-
кроскопом. Всего ихтиопатологическому исследо-
ванию подвергнуто 25 рыб, клинически здоровых 
(n = 10) и с признаками заболевания (n = 15). 

Анализы воды проводили согласно руковод-
ству по химическому анализу поверхностных вод 
суши [13]. 

Воду для бактериологического исследования от-
бирали из поверхностных водоемов для определе-
ния общего микробного числа (ОМЧ), коли-титра 
и коли-индекса. Для отбора проб воды применяли 
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стерильные стеклянные прозрачные бутыли ем-
костью 1,5 л согласно ГОСТ 31861-2012 [14]. Ca-
нитapнo-микробиологические исследования проб 
воды проводили согласно МУК 4.2.1884-04 [15]. 
Определение родовой и видовой принадлежно-
сти условно-патогенных бактерий осуществляли 
по совокупным результатам биохимических те-
стов [16; 17]. Для быстрой выборочной идентифи-
кации микроорганизмов использовали программ-
но-аппаратный комплекс MALDI Biotyper.

Всего на бактериологический анализ взято 
15 рыб с признаками заболевания и 1 проба воды. 

бактериальные изоляты были выделены от есте-
ственно зараженных рыб, а затем идентифицирова-
ны по их морфологическим, биохимическим и мо-
лекулярно-генетическим свойствам [16–18]. 

Для бактериологического исследования извле-
кали паренхиматозные органы (печень, селезен-
ка, почки), иссекали их и эмульгировали в физио-
логическом растворе с последующим высевом 
на плотные питательные среды: Soyabean Casein 
Digest аgar, Blood agar, MacConkey аgar, Aeromonas 
Isolation Medium Base, Potato Dextrose аgar (HiMedia 
Laboratories Pvt. Limited, Индия). Посевы инку-
бировали при 25 °С в течение 36 часов. Общую 
бактериальную обсемененность рассчитывали по 
количеству выросших колоний и выражали в коло-
ниеобразующих единицах (КОЕ) на 1 г органа. Для 
выделения и накопления чистых культур несколько 
различных изолированных колоний с селективных 
сред пересевали в отдельные пробирки со скошен-
ным агаром. Для этого часть колонии снимали пет-
лей, не задевая соседние колонии. Идентификацию 
выделенных бактериальных культур проводили пу-
тем изучения морфологии бактерий, их культураль-
ных, биохимических и других признаков, присущих 
каждому виду. Для биохимических исследований 
использовали ручные системы идентификации ми-
кроорганизмов API20 NE, RapiD 20 E (bioMeieux, 
Франция). 

Дополнительную идентификацию микроор-
ганизмов проводили с использованием MALDI 
TOF масс-спектрометрии. Для обработки и ана-
лиза масс-спектров использовали программное 
обеспечение фирмы «BrukerDaltonics» (Герма-
ния) flexControl 2.4 (Build 38), масс-спектры были 
обработаны с помощью программного пакета 
FlexAnalysis 2.4 (Build 11). Идентификацию белков 
проводили путем поиска совпадения значений экс-
периментальных масс c массами белков, аннотиро-
ванных в базах данных BrukerTaxonomy.

Для определения общего микробного числа 
делали посев не менее двух различных объемов 
воды, отобранных с таким расчетом, чтобы чис-

ло выросших колоний колебалось в пределах от 
30 до 300. Определение общих колиформных бак-
терий выполняли методом мембранной фильтра-
ции. Использовали ацетатцеллюлозные фильтры с 
диаметром пор не более 0,45 мкм. Посевной объ-
ем рассчитывали так, чтобы не менее чем на двух 
фильтрах выросли изолированные колонии. После 
окончания фильтрации фильтры укладывали на по-
верхность MacConkey аgar фильтрующей поверх-
ностью вверх.

Чувствительность выделенных микроорганиз-
мов к антимикробным препаратам определяли 
диско-диффузионным методом. При изучении ан-
тибиотикограмм использовали стандартные диски 
с различными антибактериальными субстанциями 
производства Hi Media Laboratories Pvt. Limited 
(Индия). Интерпретацию результатов проводили 
согласно международным стандартам NCCLS.

Для изготовления гистологических препара-
тов кусочки тканей (печень, селезенка, сердце) от 
5 рыб фиксировали в 4%-м нейтральном буферном 
формалине. После этого образцы выдерживали 
при комнатной температуре и помещали в автома-
тический гистопроцессор (TISBE гистопроцессор, 
Diapath). Подготовленные экземпляры заливали в 
парафин (ParaplastPlus, Diapath). С помощью ми-
кротома Reichert-Jung 2050 получали срезы толщи-
ной 5 мкм, которые затем окрашивали гематокси-
лин-эозином по Гимзе и Граму. Препараты иссле-
довали под световым микроскопом Leica DMRB и 
фотографировали с помощью системы Nicon. 

Микробиологические образцы, полученные от 
5 карпов, были помещены в пробирки с физиологи-
ческим раствором и хранились в холодильнике при 
температуре 4 °С до начала исследования. Затем 
был проведен пересев на бульон с сердечно-мозго-
вой вытяжкой (бСМ) производства Oxoid, (Милан, 
Италия) и инкубация при температуре 20 °С в те-
чение 48 часов. Выросшие культуры использовали 
для дальнейшей экстракции ДНК.

ДНК экстрагировали из чистых колоний, вы-
росших на бСМ, с помощью оборудования для 
генетической очистки ДНК (Promega, Милан, Ита-
лия) согласно существующему протоколу. Очист-
ку и концентрацию образцов ДНК контролирова-
ли с помощью спектрофотометра 2000с (Thermo 
Fisher Scientific, Уилмингтон, Делавэр, США). 
ДНК от Pseudomonas fluorescens (Dipartimento di 
Scienze e Tecnologie Alimentari e Microbiologiche 
(DISTAM), Милан, Италия), Escherichia coli 
(Dipartimento di Scienze AgroAlimentari, Ambientali 
e Animali, Удине, Италия), Vibrio ruber DSM 14379 
(Deutsche Sammlung von Mikroorganism und 
Zellkulturen GmbH, брауншвейг, Германия), Yersinia 
enterocolitica (DISTAM), Bacillus subtilis DSM 1092, 
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Kokuria christinae DSM 232, Enterobacter cloacae 
DSM 30054 использовали в качестве контроля в 
ПцР-анализе. Образцы ДНК стандартизировали до 
концентрации 250 нг/мкл, применяя стерильную 
дистиллированную воду, и затем приступали к мо-
лекулярно-биологическим исследованиям.

Для амплификации 575 базовых пар использовали 
два специфических праймера для Yersinia ruckeri – 
YER8F (5’-GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG-3’) и 
YER10 R (5’-GAAGGCACCAAGGCATCTCTG-3’) 
[17]. Амплификацию проводили в общем объеме 
50 мкл, содержащем 1,5 ммоль/л MgCl2, 1,25 ед. 

Показатели, единицы измерения
Indexes, units

Фактическое
содержание, 
верхний слой

The actual content, 
upper layer

Фактическое 
содержание, 

придонный слой
The actual con-

tent, bottom layer

Нормативное
содержание 
в воде для 

рыбохозяйственных 
целей

Normative content for 
aquaculture

Перманганатная окисляемость, мгО2/дм3

Permanganate oxidation, mgО2/dm3 28,8 24,0 10,0

рН 8,13 7,95 7,0–8,0
Соотношение рН поверхность/дно
рН ratio upper/bottom layer 1,02 –

Аммонийный азот, мг/дм3

Ammonium nitrogen, mg/dm3 0,43 0,38 0,5

Нитритный азот, мг/дм3

Nitrite nitrogen, mg/dm3 0,05 0,03 0,02

Нитратный азот, мг/дм3

Nitrate nitrogen, mg/dm3 0,15 0,14 1,0

Суммарный азот, мг/дм3

Total nitrogen, mg/dm3 0,7 0,55 1,5

Фосфаты, мг/дм3

Phosphates, mg/dm3 0,03 0,028 0,2

Солевые компоненты / Salt components

Гидрокарбонаты, мг-экв./л= мг/дм3

Hydrocarbonate, mg-eqv./l = mg/dm3 4,2 4,6 4,0

Сульфаты, мг-экв./л = мг/дм3

Sulfates, mg-eqv./l = mg/dm3 4,1 = 203,0 4,2 = 209,0 100,0

хлориды, мг-экв./л = мг/дм3

Chloride, mg-eqv./l = mg/dm3 3,5 = 124,0 3,8 = 134,7 300,0

Общая жесткость, мг-экв./л = мг/дм3, нем. градус
Total hardness, mg-eqv./l = mg/dm3, German degree 8,4 7,4 2,0–8,0

Кальций, мг-экв./л = мг/дм3

Calcium, mg-eqv./l = mg/dm3 5,8 = 116,0
5,2 = 104,0

180,0

Магний, мг-экв./л = мг/дм3

Magnesium, mg-eqv./l = mg/dm3 2,6 = 34,0 2,2 = 23,0 40,0

Натрий, мг-экв./л = мг/дм3

Sodium, mg-eqv./l = mg/dm3 3,4 = 78,2 5,2 = 120,0 120,0

Суммарная минерализация, мг/дм3

Total mineralization, mg/dm3 811,0 870,0 до 1000,0
up to 1000.0

Расчетное количество диоксида углерода, мг/дм3

Approximate amount of carbon dioxide, mg/dm3 4,0 6,0 до 10,0
up to 10.0

Таблица 1. Гидрохимические показатели воды в пруду, апрель 2015 г.
table 1. Water quality parameters in pond, April 2015

ПЕРВОЕ ОбНАРУЖЕНИЕ YERSINIA RUCKERI...                                         105



НАУКА ЮГА РОССИИ     2017     Том 13     № 1

Taq-полимеразы (Promega, Милан, Италия), 1 мкл 
каждого праймера концентрации 10 ммоль/л, 1 мкл 
10 ммоль/л dNTPs mix, 1 мкл ДНК концентрации 
250 нг/мкл, в качестве отрицательного контроля ис-
пользовали дистиллированную воду. Используемые 
параметры: пред-денатурация в течение 5 мин при 
95 °C, затем 35 циклов по 1 мин при 95 °C, 1 мин 
при 61 °C, 1 мин при 72 °C и финальный этап при 
72 °C в течение 7 мин.

Продукты ПцР определяли на 1,5%-м агар-ге-
ле с помощью электрофореза, окрашиванием 
0,5 мкг/мл этидиум бромидом и визуализацией с 
помощью ультрафиолета. 

Очистку ампликонов проводили с помощью QIA 
quick® PCR Purification Kit (Qiagen, Милан, Ита-
лия), высушивали и отсылали для секвенирования 
в фирму Eurofins MWG GmbH (Мартинсрид, Герма-

ния), где для их идентификации была использована 
программа NCBI/BLAST. 

Сбор, фиксацию и дальнейшую обработку па-
разитов проводили по общепринятым в паразито-
логии методам [19; 20]. Видовую принадлежность 
паразитов устанавливали с помощью «Определите-
ля паразитов пресноводных рыб» [21; 22].

В тексте приняты следующие сокращения: P – 
вес, L – большая длина, l – малая длина.

РЕЗУЛьТАТы

Результаты гидрохимических исследований 
(табл. 1) указывают на неблагоприятные условия, 
сложившиеся при выращивании рыб. О высоком 
уровне органического загрязнения свидетельству-
ют показатели перманганатной окисляемости (2,4–

рис. 1. Патологические изменения у карпов: а – изменения в жабрах; б – эпителиомы оспы
fig. 1. Pathologies in carp: а – disorders in gills; б – smallpox epithelioma

Вид паразита 
Parasite species

хозяин 
Host

Локализация 
Localization

Экстенсивность 
инвазии, % 

Prevalence of 
invasion, %

Интенсивность 
инвазии, экз.

Intensity of invasion, 
specimens

Dactylogyrus hypophtalmichthys толстолобик 
bighead

жабры 
gills 50 20

Dactylogyrus extensus карп 
carp

жабры 
gills 100 12–40

Diplostomum spathaceum толстолобик 
bighead

хрусталик глаза 
eyes lens 35 2–12

Unio pinctorum
карп, 

толстолобик
 carp, bighead

жабры 
gills

40
50

2–4
4–8

Таблица 2. Зараженность рыб паразитами, апрель 2015 г.
table 2. Invasion of fish by parasites, April 2015
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2,8 ПДК), нитритного азота (1,5–2 ПДК), нитратно-
го азота (1,4–1,5 ПДК).

Показатель соотношения рН у поверхности воды 
и у дна характеризует кислородный режим водо-
ема. Соотношение, равное 1,02 (табл. 1), указывает 
на то, что концентрация кислорода (по Шессерину 
[13]) в придонных слоях находилась в пределах 
0,0–2,0 мг/дм3.

Превышение ПДК сульфатов в 2 раза (табл. 1), 
скорее всего, характеризует природный фон и соот-
ветствует норме для данного района [23].

больные рыбы держались у поверхности воды. 
При клиническом осмотре карпов (P = 2,96 ± 0,33 кг, 
L = 64,0 ± 3,27 см, l = 53,1 ± 3,07 см) у 53,3 % рыб 
были обнаружены изменения в жабрах. У осно-
вания жаберных лепестков отмечен белый налет 
(рис. 1а). Жабры были отечны, анемичны, обильно 
покрыты слизью и водорослями. У некоторых эк-
земпляров на поверхности тела был отмечен белый 
ватообразный налет, вызванный паразитированием 
грибов порядка Saprolegniales. На брюшной сторо-
не тела зафиксированы точечные геморрагии.

На поверхности тела 60 % осмотренных произ-
водителей карпа были отмечены плоские эпители-
альные опухоли мягкой, вяжущей консистенции и 
с гладкой блестящей поверхностью (рис. 1б). На 
основании симптомов и эпизоотологических дан-
ных было сделано заключение о заболевании рыб 
оспой. 

У 100 % осмотренных гибридов толстоло-
биков (P = 9,2 ± 0,18 кг, L = 112,0 ± 1,05 см, l =  
= 98,0 ± 0,39 см) была отмечена геморрагия кожных 
покровов, кровоизлияния на жаберных крышках и 
в основании грудных плавников. У 40 % экземпля-
ров отмечали помутнение хрусталиков глаз.

Патологоанатомическое вскрытие карпов и ги-
бридов толстолобиков не показало отклонения со-
стояния печени и селезенки от нормы. Почки были 
отечными. Отмечены кровоизлияния на серозной 
оболочке брюшной полости и на плавательном пу-
зыре. Задний отдел кишечника был гиперемирован 
с многочисленными кровоизлияниями.

Паразитологическое исследование выращи-
ваемых рыб выявило их заражение 4 видами па-
разитов (табл. 2) – моногенеями (Dactylogyrus 
hypophtalmichthys, D. extensus), трематодами 
(Diplostomum spathaceum) и моллюсками (Unio 
pinctorum). Наибольшая экстенсивность (100 %) и 
интенсивность (12–40 экз.) инвазии была зареги-
стрирована для Dactylogyrus extensus у карпов. 

В результате бактериологического исследо-
вания было выделено 62 изолятов (30 из воды и 
32 из рыб), относящихся к 2 родам – Aeromonas и 

Yersinia. ОМЧ воды в обследованных садках со-
ставило 3 × 105 КОЕ/мл, коли-индекс – 900; ко-
ли-титр – 1,11, что позволяет отнести данный водо-
ем ко второй категории загрязненности. В количе-
ственном отношении среди бактерий в воде доми-
нировали аэромонады. В структуре рода Aeromonas 
были выделены два вида: Aeromonas salmonicida и 
A. hydrophila – 1 × 105 КОЕ/мл. более высокие по-
казатели микробной обсемененности паренхима-

рис. 2. Электрофореграмма результата ПцР-идентифи-
кации Yersinia ruckeri c использованием праймера 16S рРНК 
(575bp): 1 – маркер молекулярного веса 100 bp (Sigma, Ми-
лан, Италия); 2 – определяемое ДНК; 3 – Yersinia enterocolitica 
DISTAM; 4 – Pseudomonas fluorescens DISTAM; 5 – Enterobacter 
cloacae DSM 30054; 6 – Vibrio ruber DSM 14379; 7 – отрицатель-
ный контроль. DSM – Немецкая коллекция микроорганизмов 
и клеточных культур (брауншвейг, Германия); DISTAM – Де-
партамент пищевой микробиологии, науки и техники (Милан, 
Италия)

fig. 2. Amplicons obtained using the specific primers  for 
Yersinia ruckeri YER8F  and YER10: 1 – Molecular Weight 
Marker 100 bp (Sigma, Milan, Italy); 2 – DNA from isolate; 3 – 
Yersinia enterocolitica DISTAM; 4 – Pseudomonas fluorescens 
DISTAM; 5 – Enterobacter cloacae DSM 30054; 6 – Vibrio ruber 
DSM 14379; 7 – negative control. DSM – Deutsche Sammlung 
von Mikroorganism und Zellkulturen GmbH (Braunschweigh, 
Germany); DISTAM – Dipartimento di Scienze e Tecnologie 
Alimentari e Microbiologiche (Milan, Italy)
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тозных органов рыб были зарегистрированы для 
A. hydrophila у толстолобика и для Y. ruckeri у карпа.

бактериальная контаминация паренхиматозных 
органов обнаружена у всех обследованных рыб. Ка-
чественный состав микрофлоры был представлен 
грамнегативными оксидазоотрицательными бакте-
риями, идентифицированными как Yersinia ruckeri 
(карп) и оксидазоположительными бактериями 
Aeromonas hydrophila (карп, толстолобик). 

 более высокие показатели микробной обсеме-
ненности паренхиматозных органов рыб были заре-
гистрированы для A. hydrophila у толстолобиков – 
5 × 103 КОЕ/г. У карпов для Y. ruckeri они составили 
2 × 103 КОЕ/г, а для A. hydrophila – 2 × 102 КОЕ/г.

Идентификация выделенных штаммов Yersinia 
ruckeri была проведена по их морфологическим и 
ферментативным свойствам [16]. Показано, что на 
мясо-пептонном агаре (МПА) бактерии формируют 
круглые беловатые сливающиеся колонии, на среде 
Эндо – выпуклые, округлые, с ровным краем, диа-
метром 0,1–0,2 мм. В мазках – грамотрицательные 
палочки. По результатам 30 тестов было выявлено, 
что культура оксидазоотрицательная, каталаза-от-
рицательная, сбраживает глюкозу до кислоты, без 
газа. Индол и сероводород не образует, MR+, VP–. 
Не ферментирует лактозу, сахарозу, рафинозу, ара-
бинозу, рамнозу, дульцит, сорбит, инозит, салицин, 
разжижает желатин, редуцирует нитраты в нитри-
ты, декарбоксилирует орнитин и лизин, не обладает 
аргининдегидролазой и фенилаланиндезаминазой, 
проявляет сильную липолитическую активность 
(табл. 3).

Исследование клинических образцов и резуль-
таты идентификации методом MALDI-TOF масс- 
спектрометрии (2,238) полностью совпали с ре-
зультатами лабораторных исследований (табл. 4).

При использовании протокола индикации иссле-
дуемого образца праймерами YER8F и YER10R, 
разработанного А. Гибелло с соавторами [17], с по-
следующим анализом фрагмента 16S рРНК (рис. 2) 
было установлено, что исследуемые культуры со-
ответствуют общему профилю штамма Yersinia 
ruckeri под номерами JQ657818.1, CP011078.1, 
KJ606914.1, CP009539.1, LN681231.1, KM220889.1, 
KM220888.1 (совпадение 99 %) в существующей 
базе данных (GenBank database).

Чувствительность к антибиотикам разных видов 
микроорганизмов, выделенных в данном иссле-
довании, представлена в таблице 5. Все штаммы 
A. hydrophila и Y. ruckeri, выделенные из паренхи-
матозных органов рыб, оказались чувствительны 
к ципрофлоксацину, тетрациклину, левомицетину. 
К фуразолидону 90 % изолятов аэромонад и 100 % 
штаммов йерсиний были резистентны. 

Размер, мкм / Cell size, µm 1–3

Тинкториальные свойства 
Tinctorial properties

Гр–  
Gram-

negative
Уреаза / Urease –
Рамноза / Rhamnose –
Мелибиоза / Melibiose –
Сахароза / Sucrose –
Глюкоза / Glucose +(К)
Лактоза / Lactose –
Раффиноза / Raffinose –
Арабиноза / Arabinose –
Сорбит / Sorbitol –
Дульцит / Dulcitol –
Инозит / Inositol –
Салицин / Salicin –
Гидролиз эскулина 
Esculin hydrolysis –

Ксилоза / Xylose –
Мальтоза / Maltose +
Сорбоза / Sorbose –
Орнитиндекарбоксилаза 
Orinthine  decarboxylase +

Лизиндекарбоксилаза 
Lysine decarboxylase +

Аргининдигидролаза 
Arginin dihydrlase –

Индол / Indole –
Реакция Фогеса – Проскауэра при 25 °С 
Voges-Proskauer,  25 °С –

Реакция с метил-рот / Methyl  red +
Подвижность при 25° С 
Motility  at  25° С +

Продукция индофенолоксидазы 
Indophenoloxydase production –

Каталаза / Catalase –
Желатиназа / Gelatinase +
Денитрификация / Nitrite reduction +
Продукция Н2S / Н2S production –
Фенилаланиндезаминаза 
Phenilalanin  deaminase –

Таблица 3. Дифференцирующие признаки Yersinia ruckeri, 
на основании которых была произведена  идентификация вы-
деленных штаммов (n = 10)

table 3. Differentiating features of Yersinia ruckeri, on the ba-
sis of which the isolated strains were identified (n = 10)

Примечание. «+» – положительная реакция; «–» – отрица-
тельная реакция

Note.  «+» – positive; «–» – negative
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При исследовании гистологических препаратов 
паренхиматозных органов у обследованных рыб не 
было выявлено патологических изменений.

В селезенке обследованных рыб наблюда-
ли скопления лимфоцитов небольшой плотности 
(рис. 3а). В печени всех обследованных карпов не-
большие скопления лейкоцитов располагались во-
круг сосудов (рис. 3б). В сердце подобные скопле-
ния регистрировали вокруг миофибрилл (рис. 3в). 
В почках (рис. 3г) не зарегистрировано никаких 
изменений ни в гемопоэтической, ни в выделитель-
ной частях. В исследуемых органах бактерий обна-
ружено не было. 

ОбСУЖДЕНИЕ

Cовокупность неблагоприятных абиотических 
факторов оказывает влияние на способность ор-
ганизма рыб адаптироваться к окружающей сре-
де. Нередко низкое содержание кислорода в воде 

и неблагоприятные температуры вызывали гибель 
рыб от бактериальных заболеваний [24]. pH являет-
ся одним из важнейших факторов, регулирующих 
большинство биохимических процессов. Известно, 
что уровень рН, содержание CO2 и органическое 
загрязнение являются стресс-факторами для рыб 
и влияют на их выживание более, чем отдельно 
взятое низкое содержание растворенного кислоро-
да [25]. Проведенные исследования указывают на 
негативное воздействие на организм рыб комплек-
са абиотических факторов – низкой концентрации 
кислорода в придонных слоях и высокого уровня 
органического загрязнения. 

Обнаружение на поверхности тела рыб грибов 
порядка Saprolegniales и эпителиом оспы свиде-
тельствует об ослаблении организмов рыб и небла-
гополучном санитарном состоянии прудов.

Инкубационный период йерсиниоза при тем-
пературе воды 13–15 °С составляет 5–10 дней. бо-
лезнь может протекать в молниеносной, острой, 
подострой и хронической форме.

рис. 3. Ткани внутренних органов карпа (окрашивание гемотоксилином и эозином): а – селезенка; б – печень; в – сердце; г – 
почки

fig. 3. Tissues of inner organs in carps (haematoxylin and eosin coloration): а – spleen of carp; б – liver; в – heart; г – kidneys
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кислорода и смешанная бактериальная инфекция. 
До этого в прудах, в которых была зафиксирова-
на гибель карпа, содержалась радужная форель, 
завезенная из Краснодарского края. Скорее всего, 
последующее заражение карпа Y. ruckeri прои-
зошло от форели, у которой данный возбудитель 
регистрируется достаточно часто. Известно, что 
Y. ruckeri может долгое время выживать в пресной и 
морской воде [31]. Таким образом, возбудитель мог 
оставаться в пруду данного рыбоводного хозяйства 
уже после реализации радужной форели.

Однако случай заболевания карпа не классиче-
ский, так как отсутствовали клинические признаки 
болезни – воспаление и эрозия во рту («красный 
рот»), на жаберных крышках, у основания лучей 
плавников. По литературным данным [32] извест-
но, что йерсиниоз может развиваться молниеносно, 
когда клинические признаки не успевают проявить-
ся. В описываемом случае такой сценарий может 
быть обусловлен отсутствием резистентности кар-
па к данному возбудителю и развитием смешанной 
бактериальной инфекции, отягощенной Aeromonas 
hydrophila.

В настоящей работе патологоанатомическое и 
гистологическое исследование не выявило измене-
ний в структуре внутренних органов, за исключени-
ем скоплений лейкоцитов небольшой плотности во 
многих органах и среднюю инфильтрацию лейко-
цитов в печени рыб. Эти наблюдения идут вразрез 
с данными бактериологического и ПцР-анализа, 
которые определили наличие во всех исследуемых 
карпах Y. ruckeri. Нам не удалось выявить типич-
ные для йерсиниоза гистологические изменения: 
гиперемию с воспалительным процессом во всех 

Микроорганизм может быть легко выделен из 
внутренних органов с использованием различных 
культуральных сред. бактерии растут в широком 
диапазоне рабочих температур с оптимумом 28–
29 °С [26]. В нашем исследовании были использо-
ваны питательные среды МПА и Эндо.

Штаммы Y. ruckeri подразделяются на два био-
типа. Штаммы биотипа 1 являются положительны-
ми для моторики и секреции липазы, в то время как 
штаммы биотипа 2 являются отрицательными для 
обоих тестов.

Наиболее часто в Европе при лечении йерсини-
оза лососевых используют окситетрациклин [27]. 
Однако бактерия Y. ruckeri способна формировать 
биопленки, что влияет на развитие эпизоотий в 
рыбоводных хозяйствах [28]. биопленки показали 
высокую устойчивость к оксолиновой кислоте, ан-
тибиотику, часто используемому при лечении йер-
синиоза [29]. Во Франции [30] наиболее хорошие 
результаты зарегистрированы для триметоприма/
сульфаметаксозола. Кроме этого, при лечении йер-
синиоза используют энрофлоксацин и доксици-
клин [30]. Исследование чувствительности к анти-
биотикам выделенных микроорганизмов в нашей 
работе показало реагирование Y. ruckeri на дей-
ствие ципрофлоксацина, тетрациклина, левомице-
тина и устойчивость к фуразолидону.

Заражение карпа Y. ruckeri на юге России было 
впервые зарегистрировано в данном исследовании. 
У толстолобиков, выращивающихся совместно с 
карпами в одном пруду, бактерии данного вида об-
наружены не были. Гибели рыб способствовали не-
благоприятные условия выращивания – хэндлинг, 
высокая плотность посадки, низкое содержание 

Показатель
Characteristic

Анализируемый
номер 

Analized ID

Организм
(наилучший показатель) 

Primary indicator

Величина 
показателя
Score value

Организм
(второй показатель) 
Secondary indicator

Величина 
показателя
Score value

E19 
(++) (A) 1 Yersinia ruckeri 2,238 Yersinia 

pseudotuberculosis 1,782

E21
(+) (B) 2 Aeromonas hydrophila 1,779 Aeromonas media 1,752

E22
(+) (B) 2 Aeromonas media 1,751 Aeromonas 

eucrenophila 1,715

F1
(+) (B) 4 Aeromonas sp. 1,963 Aeromonas popoffii 1,929

F2 
(++) (A) 4 Aeromonas bestiarum 2,02 Aeromonas salmonicida 1,927

Таблица 4. Результаты исследования клинических образцов методом MALDI-TOF масс-спектрометрии (Bruker Daltonik 
MALDI Biotyper Classification Results), n = 30

table 4. The results of investigations of clinical isolates by MALDI-TOF mass – spectrometry method  (Bruker Daltonik MALDI 
Biotyper Classification Results), n = 30
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тканях, с колониями бактерий в почках, селезенке, 
сердце, печени и жабрах. Результаты бактериологи-
ческого исследования и ПцР-анализа не позволяют 
считать Y. ruckeri возбудителем заболевания и при-
чиной гибели рыб, и рассматривать данный случай 
следует как бактерионосительство.

В доступной литературе нами обнаружено толь-
ко 3 статьи, авторы которых использовали ПцР 
для работы с Y. ruckeri. В работах Т.Л. Джеффри с 
коллегами [33] и А. церро с соавторами [34] пред-
ставлены праймеры, разработанные на основе гена 
16S рРНК. Это, несомненно, консервативный уча-
сток гена, однако современными исследованиями 
показано, что использование праймеров, сконстру-
ированных на основе рибосомальных генов, часто 
дает ложноположительные результаты. То есть 
было обосновано, что праймеры, комплементарные 
последовательностям гена 16S рРНК, определяют 
не только Y. ruckeri, но и ДНК других представите-
лей семейства Enterobacteriaceae, что недопустимо 
при дифференциальной диагностике. Поэтому вы-
шеуказанные авторы рекомендуют дополнительно 
использовать секвенирование для подтверждения 
специфичности синтезируемых в реакции ампли-
конов. 

В работе М. Котетишвили с соавторами [35] ис-
пользованы праймеры на основе фрагментов генов 
рибосомальной РНК, глютаминсинтетазы А, гира-
зы б, рекомбинантного белка А для мультилокус-
ного секвенирования и изучения филогенетиче-
ских взаимоотношений йерсиний разных видов, а 
именно Yersinia aldovae, Y. bercovieri, Y. intermedia, 
Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. rohdei, Y. ruckeri, 
Y. enterocolitica, Y. frederiksenii, Y. kristensenii, 
Y. molaretii. В ходе исследования было установле-

но, что Y. ruckeri является наиболее генетически 
однородной и наиболее отдаленной группой вну-
три рода, однако вопросы о достоверных межвидо-
вых отличиях от других представителей семейства 
Enterobacteriaceae не изучались.

Внеклеточные токсины Y. ruckeri, Yrp1 и YhlA.
Yrp1 протеазы, способствуют вирулентности бак-
терий и участвуют в колонизации и во вторжении 
в различные ткани. Действительно, Yrp1 протеаза 
расщепляет внеклеточный матрикс и мышечные 
белки, что может привести к мембранным измене-
ниям и, как следствие, к утечке крови из сосудов. 
Гемолизин YhlA способен лизировать эритроциты. 
Подобно Yrp1 оперону, экспрессия YhlA значитель-
но выше при температуре 18 °С, чем при 28 °С [36]. 
По-видимому, существуют и другие, еще не вы-
явленные, механизмы патогенного воздействия 
йерсиний. Нет сомнений, что по мере открытия 
новых детерминант патогенности у Yersinia spp. 
сложность и многообразие взаимодействия этого 
патогена и макроорганизма будут возрастать, как и 
механизмы влияния на регуляцию смерти эукарио-
тических клеток.

Случай, описанный в данной работе, еще раз 
служит тому подтверждением. Привезенная из 
Краснодарского края радужная форель, скорее все-
го, была носителем бактерий Yersinia ruckeri. При 
переходе на карпа, не имеющего к ним иммуните-
та, бактерии способствовали снижению резистент-
ности организма рыб к неблагоприятным факторам 
окружающей среды и при комплексном воздей-
ствии с A. hydrophila – последующей гибели карпа. 
Следовательно, ни один новый объект не должен 
быть вселен в существующее сообщество без уве-
ренности в том, что он безопасен. 

Антибактериальный 
препарат 
Antibiotic

Содержание препарата в 
диске, мкг 

Disk antibiotic content, µg

Количество чувствительных 
штаммов

Aeromonas hydrophila (%)
Number of sensitive strains 

of Aeromonas hydrophila (%)

Количество 
чувствительных штаммов

Yersinia ruckeri (%)
Number of sensitive strains 

of Yersinia ruckeri (%)
Фуразолидон 
Furazolidone 300 10 0

ципрофлоксацин 
Ciprofloxacin 5 100 100

Тетрациклин 
Tetracycline 30 100 100

Левомицетин
(хлорамфеникол) 
Chloramphenicol

30 100 100

Таблица 5. Исследование чувствительности/устойчивости (%) к разным антибактериальным препаратам выделенных  микроорганизмов
table 5. Sensivity (%) of detected microorganisms against different antibiotics
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