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В статье представлены результаты исследований фенотипических свойств бактерий группы псевдо-
монадного комплекса, выделенных из микрофлоры 57 особей радужной форели Parasalmo mykiss Wal-
baum, 1792 в возрасте 1+ и 2+, отобранных для планового исследования из водоемов рыбохозяйственно-
го значения, расположенных на территории Карелии. Акцент на фенотипических свойствах выделенных 
микроорганизмов связан с возрастающей эпизоотической ролью вирулентных штаммов Pseudomonas au-
reofaciens, Ps. chlororaphis, Ps. fluorescens, Ps. putida и других в развитии инфекционных заболеваний ло-
сосевых видов рыб. Выделение, идентификацию и изучение фенотипических признаков выделенных 
культур псевдомонад выполняли согласно рекомендациям по лабораторной диагностике псевдомнозов 
рыб. Параллельно, для анализа степени инвазийности, оценивали гемолитическую активность (ГА), а 
также способность к биопленкообразованию (БПО) и антилизоцимную активность (АЛА) бактерий. Об-
наружено, что выделенные фенотипические варианты бактерий псевдомонадного комплекса обладают 
выраженной инвазийностью, которая в большей степени проявляется в виде гемолитической и антилизо-
цимной активности. 
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ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время, согласно парадигме 

изучения оппортунистических инфекций, сре-
ди ихтиопатологов все чаще возникает вопрос 
о причинах роста эпизоотического значения 
в распространении возбудителей бактериозов 
рыб, к которым относятся и представители ро-
да Pseudomonas spp. В соответствии с класси-
фикацией LPSN “List of Prokaryotic names with 
Standing in Nomenclature” псевдомонады 
включены в тип Proteobacteria, класс 
Gammaproteobacteria, отряд Pseudomonadales, 
семейство Pseudomonadaceae и являются гете-
рогенной группой прокариот, которая состоит 
как из сапрофитных, так и условно-патогенных 
и патогенных видов. Первоначально Pseudo-
monas sp. были описаны как этиологические 
агенты болезни красной пятнистости или 
“Sekiten-bio”, которая вызывала массовую ги-
бель японского угря, выращиваемого в прудах 
[Wakabayashi and Egusa, 1972]. Позже 
Ps. anguilliseptica [Wakabayashi, Egusa, 1972], 
Ps. chlororaphis [Hatai et al., 1975], Ps. putida 
[Altinok et al., 2006], Ps. luteola [Altinok et al., 
2007], Ps. alcaligenes и Ps. cichorii [Сидорова, 
Обухова, 2013 (Sidorova, Obuhova et al., 2013)] 
определены, как возбудители оппортунистиче-
ских инфекций у многих видов рыб. Отмечено 
распространение псевдомоноза у сеголеток, 
годовиков и двухлеток карпа, гибрида карпа 

с амурским сазаном, пестрого толстолобика, 
белого толстолобика, карася. В работе Басан-
киной В.М. [2020 (Basankina, 2020)] изучены 
псевдомонозы лососевых видов рыб, вызван-
ные Ps. fluorescens и Ps. chlororaphis. Как пра-
вило, при псевдомонозах заражение происхо-
дит контактным путем через поврежденную 
кожу и жабры. Эпизоотии возникают при на-
рушении ветеринарно-санитарных и биотех-
нических нормативов [Нижельская и др., 2019 
(Nizhelskaya et al., 2019); Басанкина, 2020 
(Basankina, 2020)]. Характерно, что у рыб 
псевдомонады могут вызвать инфекционное 
заболевание, как самостоятельно, так и в ассо-
циациях с другими видами микроорганизмов 
в пределах рода или с более отдаленными так-
сонами. В исследовании Жезмер В.Ю. с соав-
торами [1991 (Zhezmer et al., 1991)] и в работе 
Гинаятова Н.С. [2018 (Ginayatov, 2018)] 
Pseudomonas sp. обнаружены в составе услов-
но-патогенной микрофлоры воды и рыбы. 
В работе Сердюк А.В. [1989 (Serdyuk, 1989)] 
при изучении бактериоза лососей 
Ps. fluorescens, Ps. nonliquefaciens, Ps. putida 
были выделены в чистую культуру из ассоциа-
ции с Vibrio sp., A. hydrophila, Flexibacter sp., 
Flavobacter sp., Streptococcus sp. 

Считается, что одна из причин широкого 
распространения псевдомонад в составе мик-
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рофлоры воды естественных и искусственных 
водоемов кроется в их биологических особен-
ностях: способности усваивать многообразные 
питательные субстраты в качестве источников 
углерода и энергии [Rojo, 2010; Palleroni, 
2010], быстро адаптироваться к изменению 
абиотических и биотических факторов окру-
жающей среды за счет синтеза большого спек-
тра вторичных метаболитов [Puchalka et al., 
2008; Spiers et al., 2000], образовывать био-
пленки, синтезировать антибиотикоподобные 
соединения и формировать полирезистент-
ность к широкому перечню антибиотиков. 
Особенно важным является обнаруженная 
у Pseudomonas sp. возможность переноса де-
терминант резистентности к бактериям, оби-
тающим в кишечнике человека. Гены устойчи-
вости к антибиотикам, выявленные у рыб, ока-
зались общими с выявленными у человека па-
тогенами [Finck-Barbancon et al., 1997; Rhodes 
et al., 2000; Sorum, 2006; Furushita et al., 2003]. 
Согласно большинству выполненных исследо-

ваний, посвященных биологическим свойст-
вам бактерий рода Pseudomonas, включая фак-
торы вирулентности, последние изучены не-
достаточно и на сегодняшний день нет одно-
значной информации по эпизоотической си-
туации по псевдомонозу, что свидетельствует 
об актуальности всестороннего исследования 
фенотипического разнообразия бактерий псев-
домонадного комплекса. Цель выполненной 
работы заключалась в изучении фенотипиче-
ского разнообразия псевдомонад, выделенных 
из организма радужной форели, по факторам 
инвазивности. Для реализации поставленной 
цели выдвинуты задачи: 1) из клинического 
материала выделить и идентифицировать 
представителей рода Pseudomonas spp.; 2) оце-
нить особенности инвазийности выделенных 
культур по гемолитической активности; 
3) изучить способность выделенных культур 
к биопленкообразованию и антилизоцимной 
активности.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Все исследования по выделению, иден-

тификации и изучению биологических свойств 
псевдомонад проводили на базе лаборатории 
микробиологии НИЦ по аквакультуре Инсти-
тута биологии, экологии и агротехнологий 
Петрозаводского госуниверситета с привлече-
нием ресурсов малого предприятия инноваци-
онного сектора Петрозаводского госуниверси-
тета “Микробиом”. Методологический прин-
цип исследовательской работы заключался 
в комплексном подходе по оценке распростра-
нения, структуры, особенностей культивиро-
вания и идентификации псевдомонад, выде-
ленных из клинического материала 57 особей 
Рarasalmo mykiss в возрасте 1+ и 2+, отобран-
ных из водоемов, расположенных на террито-
рии Карелии. Для исследования брали только 
живую больную рыбу, не менее 5 экз. с при-
знаками болезни. Накопительные культуры 
бактерий получали из пораженных участков 
кожи, асцитной жидкости внутренних органов 
(печени, почек, селезенки) и крови при выра-
женном сепсисе. Идентификацию выполняли 
до рода по комплексу морфологических, тинк-
ториальных, культуральных и биохимических 
признаков, регламентированных в Определи-
теле бактерий Берджи (1997) и в соответствии 
с действующими Методическими указаниями 
по лабораторной диагностике псевдомонозов 
рыб [1998 (Metodicheskie ukazaniya…, 1998)].  

К маркерам фенотипического полимор-
физма относили факторы инвазийности, харак-
теризующие гемолитическую активность, а 
также способность к биопленкообразованию и 

антилизоцимную активность бактерий. Гемо-
литическую активность (ГА) изучали на кро-
вяном агаре следующего состава: МПА – 
100 мл, раствор глюкозы 200 г/дм3 – 10 мл, 
стерильная дефибринированная кровь – 5 мл. 
Результат учитывали через 48 ч по появлению 
зон гемолиза вокруг колоний. Количественно, 
гемолитическую активность оценивали с ис-
пользованием коэффициента “К”, который 
рассчитывали, как отношение диаметра зоны 
гемолиза к диаметру колонии исследуемого 
штамма. Интенсивность биоплёнкообразова-
ния (БПО) оценивали с использованием мето-
да культивирования статистических биопленок 
в многолуночном полистероловом планшете 
“microtiter plate test” [Марданова и др., 2016 
(Mardanova et al., 2016)] c последующим окра-
шиванием биопленок генцианом фиолетовым 
(crystal violet) [O'Toole and Kolter, 1998]. Для 
анализа активности формирования биопленки 
и стимуляции развития внеклеточного матрик-
са исследуемые штаммы предварительно засе-
вали на питательный агар с 1% глюкозой и 
термостатировали при 37±0.5С в течение 24 ч. 
Результат оценивали спектрофотометрически 
в соответствии с изменением оптической 
плотности (OD) окрашенного растворителя 
[Stepanovic et al., 2007]. Антилизоцимную ак-
тивность (АЛА) выделенных штаммов изучали 
по методу Бухарина О.В. с соавторами [1984 
(Buharin, 1984)]. Для определения АЛА ис-
пользовали спектрофотометическое измерение 
реакционной смеси в диапазоне концентрации 
лизоцима от 1 до 10 мкг/мл. В качестве тест-



Труды Института биологии внутренних вод им. И.Д. Папанина РАН, вып. 97(100), 2022 г. 

52 

культуры использовали типовой штамм Micro-
coccus lysodeikticus (штамм N 2665 ГИСК им. 
Л.А. Тарасевича), обработанный трилоном Б 
[Комкова и др., 2016 (Komkova et al., 2016)]. 

Статистическую обработку данных вы-
полняли c использованием программы 
Microsoft Excel 2020 для работы с электронны-
ми таблицами, визуализации и анализа данных.  

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
В результате выполненного исследова-

ния в чистую культуру из организма иссле-
дуемых экземпляров радужной  по типовым 
признакам (таблица) выделено 102 штамма 
Pseudomonas spр., в том числе из язвенных по-
ражений кожи  55 штаммов, из паренхима-
тозных органов – 21 штамм и из крови  
26 штаммов. Выделенные культуры обладали 

оксидазной активностью. На среде Хью-
Лейфсона при проведении теста окисления-
ферментации (О/Ф) бактерии вызывали окис-
ление глюкозы в аэробных условиях без фер-
ментации, а на среде Меллера с аминокисло-
тами лизином, орнитином и аргинином  де-
карбоксилировали только аргинин. 

Типовые признаки рода Pseudomonas spp. и сходных с ними родов бактерий [Сб. инструкций по борьбе с бо-
лезнями рыб, 1998]  

Type characters of the genus Pseudomonas spp. and similar genera of bacteria [Sb. instrukcij po bor'be s boleznyami 
ryb, 1998] 

Признак / Sign Pseudomonas Vibrio Aeromonas Plesiomonas 
Оксидаза / Oxidase + + + + 
Расщепление глюкозы на среде Хью-
Лейфсона 
Glucose digestion in Hugh-Leifson me-
dium 

О/ О/Ф О/Ф /Ф 

Лизин-декарбоксилаза 
Lysine decarboxylase 

 +  + 

Орнитин-декарбоксилаза 
Ornithine decarboxylase 

 +  + 

Аргинин-декарбоксилаза 
Arginine decarboxylase 

+   + 

 

Поскольку псевдомонозы рыб часто ха-
рактеризуется септическим течением, то в по-
севах из крови и паренхиматозных органов 
обнаруживали обильный рост возбудителя. 
На агаризованных средах выделенные культу-
ры Pseudomonas spр. имели выраженный внут-
риклональный диморфизм. Изоляты первично-
го мукоидного типа формировали вторичную 
немукоидную форму. Из выделенных культур, 
наибольшее количество штаммов (53.9%) было 
изолировано из некротических очагов с по-
верхности кожи, местами переходящих в яз-
венные поражения. Для данных изолятов доля 
штаммов с гемолитической активностью со-
ставила 40.2%, с биопленкообазующей актив-
ностью – 23.6% и с антилизоцимной активно-
стью  43.6%. Доля штаммов Pseudomonas 
spp., выделенных из паренхиматозных органов 
составила 20.5%, из них на штаммы с гемоли-
тической активностью пришлось 85.7%, а 
на штаммы с антилизоцимной активностью  
76.2%. Pseudomonas spp., изолированные 
из паренхиматозных органов, биопленкообра-
зующей активностью не обладали. Доля 
штаммов певдомонад, выделенных из крови 
радужной форели составила 25.5%, из них 
на штаммы с антилизоцимной активностью 

пришлось 73.1%, на штаммы с биопленкообра-
зующей активностью – 61.5%, с гемолитиче-
ской активностью – 80.8% общего числа выде-
ленных бактерий псевдомонадного комплекса.  

Значения -гемолитической активности 
штаммов псевдомонад, выделенных с поверх-
ности кожи, селезенки и крови радужной фо-
рели отображены на нормированной линейча-
той диаграмме (рис. 1). Рассчитанные значения 
гемолитической активности или коэффициента 
“K”, как отношения диаметра зоны гемолиза 
к диаметру колонии исследуемого штамма по-
зволили выделить высокоактивные штаммы, 
у которых величина “K” соответствовала 3 см 
и , штаммы со средней активностью, для ко-
торых величина “K”  находилась в диапазоне 
2–3 см и штаммы с низкой гемолитической 
активностью и величиной “K” ≥2 см. 
Из 22 штаммов псевдомонад с -гемолитической 
активностью, выделенных из кожи, проявляли 
среднюю -гемолитическую активность 
5 (22.72%) штаммов и низкую -
гемолитическую активностью 17 (77.28%) 
штаммов. Среди 18 гемолитически активных 
штаммов Pseudomonas spp., которые были выде-
лены из селезенки, 2 (11.1%) проявляли высокую 
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-гемолитическую активность, 4
среднюю и 12 (66.68%) – 
гемолитическую активность. Из 21 штамм
молитически активных псевдомонад, выделе

 

Рис. 1. Гемолитическая активность выделенных штаммов псевдомонад

Fig. 1. Hemolytic activity of isolated Pseudomonas 

Активность выделенных штаммов псе
домонад в отношении способности формир
вать биопленки отображена на рис
зателю БПО, если оптическая плотность 
культурального раствора соответствовала ди
пазону 0.600–0.900 е.о.п. и   штаммы счит
лись высокоактивными, при OD
е.о.п – псевдомонады относились к группе 
штаммов со средней активностью и при 
0.100–0.300 е.о.п. – штаммы считались низко 
активными в отношении биопленкообразов

 

 

Рис. 2. Биопленкообразующая активность выделенных штаммов псеводомонад

Fig. 2. Biofilm-forming activity of isolated
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, 4 (22.22%) – 
 низкую -

. Из 21 штамма ге-
молитически активных псевдомонад, выделен-

ных из крови, было обнаружено 7 (33.33%) 
сокоактивных штаммов, 
со средней активностью и
с низкой -гемолитической активностью

 
Гемолитическая активность выделенных штаммов псевдомонад, %. 

Pseudomonas spp. strains, %. 

штаммов псев-
в отношении способности формиро-

отображена на рис. 2. По пока-
если оптическая плотность (OD) 

культурального раствора соответствовала диа-
штаммы счита-

OD 0.300–0.600 
псевдомонады относились к группе 

в со средней активностью и при OD 
считались низко 

в отношении биопленкообразова-

ния. Из 13 штаммов псевдомонад с 
кообразующей активностью, выделенных 
из кожи, высокую 
1 (7.69%) штамм, среднюю
ли у 7 (53.84%) штаммов
– у 5 (38.46%) штаммов
domonas spp. с БПО, выделенных из к
высокую активность проявил
штаммов, среднюю активность 
штаммов и низкую активность 
штамм. 

Биопленкообразующая активность выделенных штаммов псеводомонад, %.  

isolated Pseudomonas spp. strains, %. 
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обнаружено 7 (33.33%) вы-
сокоактивных штаммов, 13 (61.91%) штаммов 

средней активностью и один штамм (4.77%) 
гемолитической активностью.  

 

штаммов псевдомонад с биоплен-
активностью, выделенных 

 активность проявил 
среднюю активность выяви-

мов и низкую активность 
5 (38.46%) штаммов. Из 16 штаммов Pseu-

, выделенных из крови, 
высокую активность проявило 10 (62.5%) 

, среднюю активность  5 (31.25%) 
штаммов и низкую активность – 1 (6.25%) 

 

4,77

100%
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Показатели антилизоцимной активности 
Pseudomonas spp., выделенные из организма 
радужной форели, отображены на диаграмме 
(рис. 3). По показателю АЛА при оптической 
плотности (OD) культурального раствора 
в диапазоне 0.300–0.450 е.о.п.  штаммы при-
равнивались к высокоактивным, при 
OD 0.150–0.300 е.о.п – к группе штаммов со 
средней активностью и при OD ≥0.150 – 
штаммы считались принадлежащие к группе 
с низкой антилизоцимной активностью. 
Из 24 штаммов псевдомонад с антилизоцим-
ной активностью, выделенных из кожи, высо-

кий уровень АЛА был выявлен у 13 (54.16%) 
штаммов, средние значения АЛА обнаружены 
у 6 (25.01%) штаммов и низкие – у 5 (20.83%) 
штаммов. Среди Pseudomonas spp. с АЛА, вы-
деленных из селезенки, обнаружено 2 (14.29%) 
штамма со средней активностью и 14 (85.71%) 
штаммов с низкой антилизоцимной активно-
стью. Из 19 штаммов псевдомонад с АЛА, вы-
деленных из крови, выявлено 12 (63.16%) вы-
сокоактивных штаммов, 6 (31.58%) штаммов 
со средней активностью и один штамм (5.26%) 
с низкой антилизоцимной активностью. 

 

 
 

Рис. 3. Антилизоцимная активность выделенных штаммов псеводомонад, %. 

Fig. 3. Antilysozyme activity of isolated Pseudomonas spp. strains, %. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате выполненного исследова-

ния проведена комплексная оценка разнообра-
зия фенотипов Pseudomonas spр., обнаружен-
ных в составе контаминирующей микрофлоры 
Parasalmo mykiss. Установлено, что выделен-
ные фенотипические варианты бактерий псев-
домонадного комплекса обладают выраженной 
инвазийностью, которая в большей степени 
проявляется в виде антилизоцимной и гемоли-
тической активности. Необходимо отметить 
высокую долю бактерий, способных формиро-
вать биопленки. У биопленкообразующих 
форм, по сравнению с планктонными, развива-
ется целый пул специфических физиологиче-
ских процессов, как ответ на изменение усло-
вий окружающей среды. Это обеспечивает фи-
зиологическую и функциональную пластич-

ность многим бактериальным патогенам, вы-
живание, а также устойчивости к широкому 
спектру антибактериальных препаратов, что 
может сильно препятствовать рациональной 
антибиотикотерапии псевдомонозов рыб. Вы-
деленные фенотипы псевдомонад, в основном, 
поражают кожу и за счет местной инвазии 
проникают в кровь и вызывают сепсис. 
При вскрытии зараженной рыбы регистриру-
ется бледная, увеличенная печень с участками 
кровоизлияний и сильно увеличенная селезен-
ка тёмно-красного цвета. Полученные данные 
могут быть использованы для мониторинга 
возбудителей инфекций бактериальной этио-
логии у радужной форели, а также для разра-
ботки эффективных способов их индикации и 
диагностики. 
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PHENOTYPIC DIVERSITY OF BACTERIA OF THE PSEUDOMONAS COMPLEX, 
ISOLATED FROM PARASALMO MYKISS Walb., ACCORDING TO THE FACTORS 

OF INVASIVENESS 

A. I. Savushkin, N. A. Sidorova 
Petrozavodsk State University 

185910 Petrozavodsk, Republic of Karelia, Russia, e-mail: fagafon@yandex.ru 

The article presents the results of studies of the phenotypic properties of bacteria of the pseudomonas com-
plex group isolated from the microflora of 57 individuals of rainbow trout Parasalmo mykiss Walbaum, 1792, 
aged 1+ and 2+, selected for a planned study from reservoirs of fishery importance located in Karelia. The em-
phasis on the phenotypic properties of isolated microorganisms is associated with the increasing epizootic role of 
virulent strains of Pseudomonas aureofaciens, Ps. chlororaphis, Ps. fluorescens, Ps. putida and others in the de-
velopment of infectious diseases of salmon fish species. Isolation, identification and study of phenotypic features 
of isolated pseudomonas cultures were performed according to the recommendations for laboratory diagnostics 
of Pseudomonas for fish. In parallel, to analyze the degree of invasiveness, the hemolytic activity (HA), as well 
as the ability to biofilm formation (BPO) and the antilysozyme activity (ALA) of bacteria were evaluated. It was 
found that the isolated phenotypic variants of pseudomonas bacteria have a pronounced invasiveness, which is 
more manifested in the form of hemolytic and anti-lysozyme activity. 

Keywords: pseudomonads, phenotypic diversity, invasiveness, rainbow trout microflora 


