
Вестник Ульяновской государственной сельскохозяйственной академии 1 (65) январь – март 2024 г 

117 

4.2.3. Инфекционные болезни и иммунология животных (биологические науки) 

doi:10.18286/1816-4501-2024-1-117-124 

УДК 579.62 

Разработка и апробация схемы выделения и бактериологической 
идентификации Aeromonas hydrophila 

А. А. Ломакин, ассистент кафедры «Микробиология, вирусология, эпизоотологии и ветеринарно-
санитарной экспертизы»  

Н. А. Феоктистова, кандидат биологических наук, доцент кафедры «Микробиология, вирусология, 
эпизоотологии и ветеринарно-санитарной экспертизы»  

Е. В. Сульдина, старший преподаватель кафедры «Микробиология, вирусология, эпизоотологии и 
ветеринарно-санитарной экспертизы»  

А. А. Нафеев, доктор медицинских наук, профессор кафедры «Микробиология, вирусология, эпи-
зоотологии и ветеринарно-санитарной экспертизы», заведующий отделением особо опасных инфек-
ций ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Ульяновской области» 

ФГБОУ ВО Ульяновский ГАУ 
432017, г. Ульяновск, бульвар Новый Венец, дом 1, 
feokna@yandex.ru 

Elabora�on and tes�ng of a scheme for isola�on and bacteriological iden�fica�on 
of Aeromonas hydrophila 

A. A. Lomakin, N. A. Feok�stova, E. V. Suldina, A. A. Nafeev 
Ulyanovsk State Agrarian University 
432017, Ulyanovsk, Novyi Venets boulevard, building 1, 
feokna@yandex.ru 



4.2.3. Инфекционные болезни и иммунология животных (биологические науки) 

118 

Исследования проводятся в соответствии с тематическим планом научно-исследовательских работ, 
выполняемых по заданию МСХ РФ в 2023 году.  

Введение 
Индустрия аквакультуры имеет важное значе-

ние для поддержания жизни более 1 миллиарда че-
ловек во всем мире, для которых рыба является ос-
новным источником белка [1, 2]. Мезофильные 
виды Aeromonas, в первую очередь A. hydrophila, 
связаны с массовой гибелью рыбы по всему миру за 
последние два десятилетия, что привело к огром-
ным экономическим потерям [3, 4]. В число этих вы-
мираний вошли более 25 000 карпов в реке Св. Лав-
рентия в 2001 г. [5], 820 тонн золотых рыбок в Индо-
незии в 2002 году, что привело к убыткам в размере 
37,5 миллионов долларов США, вымирание сома в 
Миннесоте и Северной Дакоте в 2007 году [6]. Во 
многих из этих случаев представители рода 
Aeromonas, и A. hydrophila в частности, были един-
ственными патогенами, вызывающими инвазивные 
вторичные инфекции у рыб с ослабленным иммуни-
тетом из-за нереста или факторов окружающей 
среды, например, таких, как высокие температуры 
или низкий уровень воды [7]. Обнаружение ранних 
поведенческих изменений у рыбы, связанных с этим 
заболеванием, может помочь в прогнозировании 
начала лечения, увеличивая вероятность успеха. Но 
исследований в данной области чрезвычайно мало 
[8].  

Согласно Ghenghesh K., et al. идентификация 
аэромонад на уровне рода может быть проведена с 
использованием рутинного теста, используемого 
при идентификации других кишечных бактерий. 
Коммерческие наборы, такие как система Microbact 
24E использовали его группой для типирования 
представители рода Aeromonas. В результате они 
смогли идентифицировать более 95 % аэромонад на 
уровне рода по сравнению с данными, получен-
ными методом ПЦР [8]. 

Есть острая необходимость в создании коллек-
ции эталонных штаммов, представляющих все из-
вестные клинически значимые виды Aeromonas, с 

определенными генотипами и фенотипами, чтобы 
помочь исследователям в разработке лучших ком-
мерческих продуктов, с помощью которых можно 
идентифицировать эту группу микроорганизмов на 
уровне рода и вида [6, 9].  

Цель исследований – разработка и апробация 
ускоренной схемы выделения и бактериологиче-
ской идентификации Aeromonas hydrophila. 

Материалы и методы 
Объекты исследований: полевые изоляты 

Aeromonas, выделенные из объектов внешней 
среды: Aeromonas hydrophila 11 (пруд Сюткюль, 
Моргаушский муниципальный округ, Чувашская об-
ласть), Aeromonas hydrophila 12 (озеро Большое, 
Чердаклинский район, Ульяновская область), 
Aeromonas hydrophila 13 (Красная река, Старомайн-
ский район, Ульяновская область), Aeromonas 
hydrophila 14 (пруд, д. Малая Андреевка, Чувашская 
Республика), Aeromonas hydrophila 15 (Михайлов-
ские пруды, Кинельский район, Самарская область), 
Aeromonas hydrophila 16 (пруд Кортик, Цивильский 
мунициальный округ, п. Молодежный, Республика 
Чувашия), Aeromonas hydrophila 17 (пруд, Пестрав-
ский район Самарской области, недалеко от села 
Тростянь), Aeromonas hydrophila 18 (пруд, Волжский 
район, Самарская область, недалеко от c. Сухая Вя-
зовка). Референс-штамм A.hydrophila ATCC 49140 из 
коллекции бактериальных штаммов кафедры МВЭ и 
ВСЭ ФГБОУ ВО Ульяновский ГАУ. 

В работе применяли ГРМ – агар (ФБУН ГНЦ 
ПМБ, РФ), пептон основной сухой (Микроген, РФ), 
Aeromonas selec�ve agar (BSIBG) (Himedia, Индия), 
агар бактериологический (Испания), питательный 
бульон для культивирования микроорганизмов су-
хой (Оболенск), BD Aeromonas Yersinia агар (Becton 
Dickinson GmbH, Гермния), Agar Base Aeromonas 
(RYAN) (Conda, Испания), среду Симмонса (ФБУН ГНЦ 
ПМБ, Оболенск), уреазную среду Кристенсена 
(Himedia, Индия), основу колумбийского агара 
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(TMedia, Индия), гемоглобин сухой (Tmmedia, Ин-
дия); бульон с лизином / орнитином / аргинином 
(Himedia, Индия), агар для определения ДНКазы 
(Conda, Испания), среду Кларка (глюкозофосфатный 
бульон) (НПЦ «Биокомпас-С», РФ), среды Гисса (Био-
техновация, РФ), питательную среду № 15 ГРМ для 
контроля микробной загрязненности (для опреде-
ления индола) (ФБУН ГНЦ ПМБ, РФ), нитратный бу-
льон, N, N-диметил-п-фенилендиамин (Aldrich, 
США), набор д/опр. ацетоина в реакции Фогес-Про-
скауэра (НИЦФ, РФ), реактив Эрлиха (НИЦФ), раствор 
сульфаниловой кислоты (Himedia, Индия), альфа-
нафтиламиновый реактив (Himedia, Индия), реак-
тивы для окраски по Граму (НИЦФ), гидролизат казе-
ина (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск), глюконат натрия 
(Aldrich-Sigma, Германия), сукцинат натрия (Aldrich-
Sigma, Германия), глутамат натрия (Aldrich-Sigma, 
Германия), дигидрофосфат калия 
(PanReacAppliChem, Германия), натрия хлорид 
(PanReacAppliChem, Германия), бромтимоловый си-
ний (Ленреактив, РФ), хлорид бария (НеваРеактив, 
РФ), хлорид аммония (НеваРеактив, РФ), нитрат ка-
лия (ЛенРеактив, РФ), сульфат магния семиводный 
(ЛенРеактив, РФ), карбонат кальция (ЛенРеактив, 
РФ), глюкозу (Диаэм, РФ), сульфат аммония (ЛенРе-
актив, РФ), нитрат калия (ЛенРеактив, РФ), раствор 
теллурита калия 1% (Aldrich, США), пролин -L (Sigma-
Aldrich, Германия), β- аланин (Sigma-Aldrich, Герма-
ния), тирозин -L (Scharlab, Испания) и L-метионин 
(Servicebio, Китай), мальтозу-D (+) моногидрат 
(NeoFroxx, Германия), хлорид аммония (Прохим-А, 
РФ), сульфат магния (Химический завод имени Л.Я. 
Карпова, РФ), К2HPO4 (РЕАТЭКС, РФ), NH4H2PO4 (Дон-
спецплав, РФ), додецилсульфат натрия (Реахим, РФ), 
ксилозу (Интерхим, РФ). 

Для оценки оптимальных температурных усло-
вий роста бактериальные культуры выращивали при 
температурных диапазонах 19…20, 30…31, 36…37, 
41…42ºС на бульоне LB по Lennox (Диаэм, РФ).  

Для биохимической идентификации использо-
вали набор НЕФЕРМтест 24 (Erba Lachema, Чехия).  

Оборудование: микроскоп ZEISS Primo Star (Гер-
мания), тринокуляр с видеосистемой; термостат ТС-
80М-2, термостат TCO-1/80 СКТБ, автоклав ГК-100–3, 
шкаф сушильно-стерилизационный ШСС-80п УХЛ 
424, установка бактерицидная УГД-2, лабораторная 
посуда общего назначения, мерная лабораторная 
посуда.  

Алгоритм исследований по определению фе-
нотипических признаков полевых бактериальных 
штаммов Aeromonas hydrophila (морфологических, 
культуральных и биохимических) осуществляли, 
применяя классические бактериологические ме-
тоды идентификации микроорганизмов [10, 11, 12], 
опираясь на алгоритм, разработанный для типиро-
вания аэромонад (Сборник инструкций по борьбе с 
болезнями рыб: часть 1. Инструкция о мероприя-
тиях по борьбе с аэромонозом карповых рыб. 
Москва, Отдел маркетинга АМБ-агро, 1998. С. 142-

150. Сборник инструкций по борьбе с болезнями 
рыб: часть 1. Методические указания по определе-
нию патогенности аэромонад по степени ДНКаз-
ной активности. Москва, Отдел маркетинга АМБ-
агро, 1998. С. 150-152 

Подвижность определяли при помощи посева 
в 0,3 % мясо-пептонный агар. Гемолитическую ак-
тивность исследовали на кровяном колумбийском 
агаре с добавлением 5 % крови барана, также ис-
пользуя гемоглобин в концентрации 2 %.  

Изучение способности бактерий использовать 
в качестве единственного источника углерода про-
водилось на глутамате натрия, сукцинате натрия, 
пролине - L, β - аланине, тирозине - L и L-метионине. 
В качестве солевой основы был использован следу-
ющий солевой состав: хлорид аммония – 0,08 г/л, 
сульфат магния – 0,002 г/л, хлорид натрия – 4 г/л. 
Культивирование проводили в течение 48 ч. при 
30 0С.  

Штаммы тестировали на способность исполь-
зования DL-лактата в качестве источника углерода, 
на скошенной среде, приготовленной по следующей 
формуле, на литр: DL-молочная кислота (80% 
мас./об.) – 2,5 мл, NaCl – 5 г, NH4H2PO4 – 1 г, К2HPO4 – 
1 г, MgSO4⋅7H2O – 0,2 г, МПА – 15 г, 0,2 % бромтимо-
лового синего – 40 мл, доведенного до pH 6,8. Затем 
среду автоклавировали, разливали в пробирки по 5 
мл, формировали скос под углом 30…35° и подсуши-
вали в термостате. Среду засевали 18…24-часовой 
бульонной культурой. Инкубацию проводили при 
30°C в течение 5 дней. Положительным результатом 
служил рост и изменение цвета среды на синий, ко-
торый начинает проявляться с вершины скошенного 
столбика. 

Результаты 
Для выделения штаммов бактерий рода Aer-

omonas была разработана ускоренная схема выде-
ления и идентификации на референсном штамме 
A.hydrophila ATCC 49140, представленная на ри-
сунке 1.  

В качестве среды накопления и первичной 
идентификации была использована среда A.v.1-
УГАУ, имеющая следующий состав на 1000 мл ди-
стиллированной воды: мальтоза-D (+) моногидрат – 
3,0 г, фосфат калия двухосновной – 1,0 г, натрия хло-
рид – 5,0 г, пептон сухой ферментативный – 1,0 г, 
хлорид бария – 1,0 г, додецилсульфат натрия – 5,0 г, 
бромтимоловый синий – 1,0 г.  

В качестве дифференциально – диагностиче-
ской среды был использован агар с желчными со-
лями и иргасановым бриллиантовым зеленым 
(BSIBG agar). После инкубирования изолятов в тече-
ние 48 ч. при температуре 300С, производили даль-
нейшее типизацию только тех бактерий, которые 
имели характерную для представителей рода Aer-
omonas морфологию колоний.  

Проведенные исследования свидетельствуют о 
том, что все выделенные штаммы A. hydrophila спо-
собны к росту на дифференциально- 
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диагностической среде BSIBG-агаре, в отличие от 
бактерий Aeromonas caviae и Aeromonas veronii.  

Для бактериологической идентификации и по-
лучения чистой культуры использовали ГРМ-агар с 
добавлением 1 % ксилозы и 0,08 % бромтимолового 
синего. Посевы рекомендуется инкубировать в тече-
ние 24 ч. при температуре 30 0С.  

Заключительным этапом разработанной схемы 
бактериологической идентификации является изу-
чение способности штаммов продуцировать арги-
нингидролазу, орнитиндекарбоксилазу и лизинде-
карбоксилазу, постановка реакции Фогеса-Проскау-
эра, определение способности изолятов к утилиза-
ции DL-лактата, продукции желатиназы и уреазы, 
ферментации углеводов, в частности, глюкозы, саха-
розы, маннита, мальтозы, сорбита и ксилозы, гемо-
литической активности. 

В результате апробации разработанной бакте-
риологической схемы выделения и идентификации 
бактерий вида A. hydrophila было изолировано 8 
штаммов из объектов ветеринарно-санитарного 
надзора.  

 

Далее для подтверждения эффективности раз-
работанной схемы был сформирован пул физио-
биологических свойств, основанный на анализе ли-
тературных данных для получения расширенной ин-
формации о выделенных штаммах [9-12].  

Все выделенные штаммы Aeromonas 
hydrophila, как и референсный штамм A.hydrophila 
ATCC 49140, – это грамотрицательные, подвижные 
оксидазоположительные палочки, ферментирую-
щие лизин- и аргининдекарбоксилазу, растущие в 
широком температурном диапазоне (t +20…420C). 
Штаммы (100 %) были положительны в реакции Фо-
геса-Проскауэра, росли при 3 % NaCl, продуциро-
вали нитраты и 2-кетоглюконат, утилизировали сук-
цинат и глутамат натрия, пролин-L, β-аланин, тиро-
зин-L и L-метионин. Была отмечена положительная 
реакция у всех 8 изолятов на желатиназу и β-гемо-
лиз, при ферментации глюкозы, мальтозы, манни-
тола, сахарозы. Положительный тест на ДНКазу. Из 8 
штаммов ни один штамм не давал положительную 
реакцию на цитратном агаре Кристенсена и на среде 
Симмонса. 25 % штаммов были способны к фермен-
тации лактозы и 100 % - арабинозы. 100 % выделен-
ных изолятов продуцировали фенилаланин.  

 
Рис. 1. Схема выделения, индикации и идентификации A.hydrophila 
 
В результате экспериментов было установлено, 

что 100 % штаммов положительны на β-галактози-
дазу, 0 % – на α- галактозидазу, 100 % – способны 

продуцировать β-аланин, 100 % γ-глутамилтрансфе-
разу, 100 % штаммов продуцировали фосфатазу 
(табл. 1). 
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Таблица 1. Результаты изучения физиолого-биологических свойств выделенных штаммов бактерий Aer-
omonas hydrophila 
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1.  Окраска по Граму  − − − − − − − − 0 
2. 1 Подвижность  + + + + + + + + 100 
3.  Оксидаза  + + + + + + + + 100 
4.  Фогеса-Проскауэра + + + + + + + + 100 
5.  Рост при 3% NaCl + + + + + + + + 100 
6.  Рост при 5% NaCl − − − − − − − − 0 
7.  Продукция нитратов  + + + + + + + + 100 
8.  Образование пигмента  − − − − − − − − 0 
9.  Ацетат  − − − − − − − − 0 

10.  Индол − − − − − − − − 0 
11.  Среда Симмонса на цитрат  − − − − − − − − 0 
12.  Среда Кристенсена на цитрат  − − − − − − − − 0 
13.  Уреазный агар Кристесена  − − − − − − − − 0 
14.  ДНКаза  + + + + + + + + 100 
15.  Окраска по Граму  − − − − − − − − - 
16.  Желатиназа  + + + + + + + + 100 
17.  O/F глюкозы  − − − − − − − − 0 
18.  Лактоза  + − + − − − − − 25 
19.  Мальтоза  + + + + + + + + 100 
20.  Маннит + + + + + + + + 100 
21.  Рамноза − − − − − − − − 0 
22.  Сорбит − − − − − − − − 0 
23.  Салицин − − − − − − − − 0 
24.  Ксилоза  − − − − − − − − 0 
25.  Сахароза  + + + + + + + + 100 
26.  Арабиноза  + + + + + + + + 100 
27.  Лизиндекарбоксилаза + + + + + + + + 100 
28.  Аргениндекарбоксилаза + + + + + + + + 100 
29. Орнитиндекабоксилаза − − − − − − − − 0 
30. 20°С + + + + + + + + 100 
31. 30°С + + + + + + + + 100 
32. 35°С + + + + + + + + 100 
33. β-гемолиз + + + + + + + + 100 
34. DL-лактат + + + + + + + + 100 
35. 2-кетоглюконат + + + + + + + + 100 
36. фенилаланин + + + + + + + + 100 
37. Ацетамид − − − − − − − − 0 
38. β-глюкозидаза + + + + + + + + 100 
39. N - ацетил - β- D- глюкозаминидаза + + + + + + + + 100 
40. Трегалоза + + + + + + + + 100 
41. α- галактозидаза − − − − − − − − 0 
42. β- галактозидаза + + + + + + + + 100 
43. Малонат − − − − − − − − 0 
44. Галакатоза + + + + + + + + 100 
45. Целлобиоза + + + + + + + + 100 
46. γ-глутамилтрансфераза + + + + + + + + 100 
47. Фосфатаза + + + + + + + + 100 
48. Эскулин + + + + + + + + 100 
49. Сукцинат натрия + + + + + + + + 100 
50. Глутамат натрия + + + + + + + + 100 
51. Пролин -L + + + + + + + + 100 
52. β- Аланин + + + + + + + + 100 
53. L-метионин + + + + + + + + 100 
54. LB-агар с 320 мг/л теллурита калия  − − − − − − − − 0 

Выделенные штаммы бактерий были способны 
к росту на LB-бульоне по Lennox, росли в присут-
ствии 3 % хлорида натрия при температуре 300С, че-
рез 24 часа культивирования при вышеназванных 
условиях на среде с 5 % хлорида натрия рост изоля-
тов зафиксирован не был.  

Обсуждение 
Род Aeromonas рассматривается не только как 

важный возбудитель болезней рыб и других 

холоднокровных видов, но и как этиологический 
агент, ответственный за различные инфекционные 
осложнения как у иммунокомпетентных, так и у лиц 
с ослабленным иммунитетом [6, 13]. 

Идентификация Aeromonas на видовом уровне 
может быть очень сложной, а идентификация штам-
мов из объектов внешней среды может оказаться 
экономически неэффективной. Немногие лаборато-
рии смогут идентифицировать клинически 
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значимые виды этого рода за пределами комплек-
сов или групп (например, комплекс A. hydrophila или 
комплекс A. caviae). Дифференциация A. veronii bv. 
sobria от A. hydrophila с помощью обычных биохими-
ческих тестов относительно длительна, так как ре-
зультаты по некоторым свойствам вариабельны в 
пределах вида. Для практических целей в настоящее 
время применяются методы генотипирования [14-
16].  

Среди тестов, доступных в коммерческих систе-
мах, ферментация L -арабинозы и гидролиз эску-
лина являются двумя наиболее полезными для диф-
ференциации A. hydrophila от A. veronii bv. sobria 
[17]. Выделенные изоляты также давали положи-
тельный результат при анализе этих характеристик. 

Проведено исследование с целью определения 
фенотипических признаков изолятов Aeromonas от 
пресноводных рыб, реализуемых в Нигерии, с ис-
пользованием традиционного биохимического ме-
тода идентификации и подтверждения с помощью 
системы идентификации Microbact TM GNB 24E. Из 
400 образцов, отобранных от разных рыб (257 – от 
Tilapia zillii, 77 – от Clarias gariepinus, 58 – от Lates 
niloticus и 8 – от Alestes Nursery), культуральное и 

биохимическое исследование показало, что 40 изо-
лятов принадлежали к виду Aeromonas, а все изо-
ляты (100 %) были положительны к оксидазе, ката-
лазе, сероводороду, тестам Фогеса-Проскауэра. 
Набор Microbact TM GNB 24E также показал, что 15 
из 40 изолятов были идентифицированы Aeromonas 
hydrophila. Статистический анализ данных показал, 
что общий уровень распространенности составляет 
3,75 %, Aeromonas hydrophila была выделена от всех 
видов рыб в районе исследований [18]. 

Полученные авторами данные подтвержда-
ются результатами исследований по способности 
выделенных изолятов к продукции каталазы, окси-
дазы, нитратов, ДНКазы, желатиназы и индола, спо-
собности к росту в температурном диапазоне с +20 
до +420С и в присутствии в составе питательной 
среды 3 % NaCl [7, 19-20]. 

Заключение 
Разработанная и апробированная ускоренная 

схема выделения и бактериологической идентифи-
кации Aeromonas hydrophila позволяет изолировать 
из объектов внешней среды 8 штаммов бактерий, 
характеризующихся типовыми физиолого-биологи-
ческими свойствами. 
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