
126

ве
ст

ни
к

 
ул

ья
но

вс
ко

й 
го

су
да

рс
тв

ен
но

й 
 

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии
06.02.00 ветеринария и зоотехния

06.02.01 – диагностика болезней и тераПия животных, Патология, онкология  
и морфология животных (биологические науки)

УДК: 639.3+664    DOI 10.18286/1816-4501-2019-2-126-131

ролЬ ПатоГенной и условно-ПатоГенной микроБиоты  
в Формировании структуры микроБиоценоЗа икры 

аФриканскоГо клариевоГо сома
мухитова минзифа Эминовна, кандидат биологических наук, доцент кафедры «Биология, 

ветеринарная генетика, паразитология и экология» 
романова елена михайловна, доктор биологических наук, профессор кафедры «Биология, ве-

теринарная генетика, паразитология и экология» 
романов василий васильевич, кандидат технических наук, доцент кафедры «Информатика»
ФГБОУ ВО Ульяновский ГАУ
432017, г. Ульяновск, бульвар Новый Венец, 1, тел.: 8(8422) 55-95-38, 
E-mail: vvr-emr@yandex.ru 

ключевые слова: африканский клариевый сом, адаптогены, пробиотики, микробиоценоз, икра, семен-
ники, личинки

При инкубации оплодотворенной икры африканских клариевых сомов определенная доля эмбрионов 
через несколько часов после оплодотворения останавливается в развитии. Погибшая икра или оболочки икры 
подвергаются процессам разложения. Патогенные бактерии, заселяя оболочку других эмбрионов, в после-
дующем колонизируют кишечник личинок. У личинок в кишечнике нарушается структура естественного 
микробиоценоза за счет смещения в сторону патогенной и условно-патогенной микробиоты. На этом фоне 
у личинок рыб, начиная с раннего постэмбрионального онтогенеза, развиваются инфекционные заболева-
ния. Выявление причин массовой гибели оплодотворенной икры в ходе ее инкубации относится к числу акту-
альных рыбоводных проблем, требующих решения. Наша работа посвящена исследованию микробиоценоза 
оплодотворенной икры и роли патогенной и условно-патогенной микробиоты в формировании его структу-
ры. Результаты бактериологических исследований выявили в микробиоценозе оплодотворенной икры самок 
клариевого сома условно-патогенных бактерий Сitrobacter freundii и Enterococcus faecalis, входящих в семей-
ство Enterobacteriaceae. При посеве с половых клеток на питательных средах наблюдали их сливной рост 
(до 108 клеток). Чтобы сформировать кишечный нормоценоз, повысить иммунитет и, в конечном счете, 
добиться повышения жизнеспособности и сохранности рыбы в процессе выращивания, используют биологи-
чески активные вещества. Для повышения сохранности эмбрионов и личинок африканского клариевого сома 
при инкубации оплодотворенной икры использовали адаптоген трекрезан - производное феноксиуксусной 
кислоты, синтетический аналог природных адаптогенов (женьшеня, родиолы розовой). Также использовали 
пробиотик нового поколения - споротермин как альтернативу антибиотикам. Использование пробиотика 
споротермина и адаптогена трекрезана значительно снизило бакобсемененность икры и существенно по-
высило выход и выживаемость личинок. Исследования выполнялись по гранту РФФИ № 18-016-00127. 

введение
Развитие индустриальной аквакультуры 

африканского клариевого сома предполагает 
разработку новых, более совершенных подходов 
в выращивании рыбы, основанных на экологиче-
ски чистых технологиях. Для этого необходимы 
микробиологические исследования, направлен-
ные на исследование микробного пейзажа сре-
ды обитания рыб, закономерностей формирова-
ния микробиоценозов и механизмов их функци-
онирования. 

Основными факторами передачи инфек-

ции в аквакультуре является вода, контамини-
рованный инвентарь, корма, но главным источ-
ником является сама рыба, которая выделяет 
продукты своего метаболизма в водную среду, 
формируя высокий уровень органического за-
грязнения, способствующего развитию патоген-
ной и условно-патогеннной микробиоты [1, 2] . 

При инкубации оплодотворенной икры 
африканских клариевых сомов определенная 
доля эмбрионов через несколько часов после 
оплодотворения останавливается в развитии. По-
гибшая икра или оболочки икры подвергаются 
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процессам разложения. Патогенные бактерии, 
заселяя оболочку эмбриона, в последующем 
колонизируют кишечник личинок. У личинок в 
кишечнике нарушается структура естественного 
микробиоценоза за счет смещения в сторону па-
тогенной и условно-патогенной микробиоты. На 
этом фоне у личинок рыб, начиная с раннего по-
стэмбрионального онтогенеза, развиваются ин-
фекционные заболевания. Чтобы сформировать 
кишечный нормоценоз, повысить иммунитет и, в 
конечном счете, добиться повышения жизнеспо-
собности и сохранности рыбы в процессе выра-
щивания, используют пробиотики и адаптогены 
[3, 4, 5, 6, 7, 8, 9].

Цель работы: исследовать структуру микро-
биоценоза половых клеток и оценить перспекти-
вы использования пробиотика споротермина и 
адаптогена трекрезана для повышения выжива-
емости личинок африканского клариевого сома.

объекты и методы исследований
 Исследования проводились на базе Лабо-

ратории экспериментальной биологии и аква-
культуры Ульяновского ГАУ. Объектом исследо-
вания являлись половые продукты, полученные 
от половозрелых самок и самцов африканского 
клариевого сома весом 1,2-1,7 кг, которые со-
держатся в условиях бассейновой аквакультуры. 
У экспериментальных самцов и самок, подверг-
шихся гормональной стимуляции сурфагоном из 
расчета 1,0.-1,5 мл/кг веса, были получены поло-
вые продукты. Сурфагон - синтетический аналог 
люлиберина, гормональный регулятор, стимули-
рующий секрецию гипофизарных гонадотропи-
нов лютеинизирующего гормона (ЛГ) и фолли-
кулостимулирующего гормона [10]. Через 11-12 
часов после введения сурфагона самки были го-
товы к отдаче икры. Икру сдаивали в стерильную 
посуду и орошали смешанной спермой двух сам-
цов из расчета 4 мл спермы на 200-250 г икры; 
перемешивали в течение одной минуты, после 
чего добавляли 200-250 мл стерильной воды и 
перемешивали в течение пяти минут. Сразу по-
сле оплодотворения для устранения патогенной 
и условно-патогенной микробиоты и повышения 
неспецифической резистентности будущих личи-
нок оплодотворенную икру промывали в течение 
получаса растворами, содержащими адаптоген 
трекрезан в дозе 1 мг/л и пробиотик споротер-
мин в дозе 40 мг/л, при температуре 280С. Инку-
бацию оплодотворенной икры клариевых сомов 
проводили в аппарате Вейса при температуре 
воды 280С. Среда инкубации также содержала 
адаптоген трекрезан в дозе 1 мг/л и пробиотик 
споротермин в дозе 40 мг/л. Содержание кисло-
рода не опускалось ниже 90% [10, 11]. 

Качество оплодотворения оценивалась как 

соотношение в общей массе икры нормально 
развивающейся, не развивающейся или ложно 
развивающейся. Морфологический анализ опло-
дотворенных ооцитов и эмбрионов проводили 
под бинокуляром Микромед-2 при увеличении: 
10х, 20х. Учет выживаемости личинок проводили 
в первую неделю после выклева [11]. 

Пробиотик споротермин - это препарат, 
который создан на основе спорообразующих 
бактерий Bacillus subtilis и Bacillus licheniformis, 
число которых не менее 3-5x109 КОЕ/г. Он при-
меняется для повышения иммунитета, снижения 
отрицательного воздействия стресс-факторов, 
профилактики и лечения инфекционных заболе-
ваний, для нормализации микробного баланса 
в пищеварительном тракте у рыб. Споротермин 
является антагонистом патогенов и позициони-
руется как современная альтернатива антибио-
тикам. Этот препарат обладает иммунномоду-
лирующим действием. Споротермин разработан 
производственным объединения ВетСельхоз (г. 
Москва), представляет собой однородный мел-
кодисперсный порошок от белого до кремового 
цвета со слабовыраженным молочным запахом 
[12].

Трекрезан является универсальным адап-
тогеном широкого спектра действия, повышает 
устойчивость рыбы на всех стадиях развития к 
длительному действию различных неблагопри-
ятных факторов. Действующим веществом адап-
тогена трекрезан является производное фенок-
сиуксусной кислоты, синтетический аналог при-
родных адаптогенов (женьшеня, аралии, элеуте-
рококка, родиолы розовой). Продукт безопасен, 
не вызывает нежелательных побочных эффектов, 
не накапливается в организме и получаемой про-
дукции, обладает высокой иммунотропной ак-
тивностью [7, 13]. Трекрезан выпускается в виде 
порошка, расфасованного в полиэтиленовые за-
паянные пакеты по 0,1, 0,5 и 1,0 кг.

Для микробиологических исследований 
пробы икры и сперматозоидов отбирались у 
пяти самок и пяти самцов в стерильные емкости 
стерильными инструментами. Определение чис-
ленности и выделение патогенных и условно-па-
тогенных бактерий проводили в течение первых 
двух часов после отбора проб. 

Для оценки морфологических, культураль-
ных и биохимических свойств бактерий были 
проведены посевы на плотные питательные сре-
ды общего назначения (МПА). Посевы выполня-
лись в трехкратной повторности. Для селектив-
ного выделения грибов была использована сре-
да Сабуро. Для выделения и дифференциации 
энтеробактерий использовали элективную среду 
Эндо. Для выделения патогенной микрофлоры 
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использовали среду Плоскирева. Идентифика-
цию микроорганизмов производили при помо-
щи определителя Берджи. При бактериологиче-
ском исследовании устанавливали численность 
микроорганизмов в поле зрения микроскопа 
методом бактериоскопии и общее количество 
микрофлоры в 1 г икры. Выделяли следующие 
градации роста микроорганизмов: сливной рост 
- 108 клеток в 1 г материала, массивный рост - 107 

клеток, умеренный рост - 105 клеток, скудный 
рост - 104 клеток [1, 14]. 

результаты исследований 
При инкубации оплодотворенной икры 

через нестерильную поверхность происходит 
обсеменение эмбрионов условно-патогенной 

и патогенной микрофлорой. Обработка икры 
бактерицидными химическими препаратами, 
предотвращающими обсеменение, в том числе 
антибиотиками, способствует снижению есте-
ственной резистентности будущих личинок [4]. 

На первом этапе работы мы исследовали 
микробный пейзаж свежеполученных интактных 
половых клеток самок и самцов.

Результаты бактериологических иссле-
дований показали присутствие в микробиоце-
нозе свежеполученной интактной икры самок 
клариевого сома условно-патогенных бактерий 
Сitrobacter freundii и Enterococcus faecalis, входя-
щих в семейство Enterobacteriaceae. На питатель-
ных средах наблюдали сливной рост бактерий 
(до 108 клеток) (рис. 1). 

Вирулентные формы бактерий рода 
Citrobacter - возбудители гастроэнтеритов и пи-
щевых токсикоинфекций у рыб обычно вызывают 
заболевания в ассоциации с другими бактерия-
ми. C. freundii - грамотрицательные факультатив-
ные анаэробы, характеризующиеся прямыми па-
лочковидными формами, обладают достаточной 
подвижностью, и спор не образуют [1, 14]. 

Энтерококки принято считать показателя-
ми свежего «фекального загрязнения». E. faecalis 
морфологически характеризуются как округлые, 
немного вытянутые с заостренными концами 
кокки. Как правило, они располагаются попарно 
или в коротких цепочках [1, 14]. 

В норме для микробиоценоза икры рыб 
бактерии группы кишечной палочки не характер-
ны. В биотехнологии искусственного размноже-
ния африканского клариевого сома в условиях 
бассейновой аквакультуры икру от самок получа-
ют путем сцеживания. По нашему мнению, обсе-
менение происходит именно на этом этапе [11]. 

При микробиологической оценке зрелых 
спермиев, необработанных пробиотическим 
препаратом и адаптогеном, также была выделе-
на E. faecalis. На питательных средах наблюдали 
сливной рост бактерий (108 клеток), как и при по-
севе с икры. Очевидно обсеменение семенников 
бактериями E. faecalis происходит на этапе их из-
влечения из брюшной полости. 

В икре и в сперме, обработанных пробио-
тиком и адаптогеном, а также в воде, в которой 
проходила инкубация икры на фоне пробиотиков 
и адаптогенов, также были обнаружены бакте-
рии вида E. faecalis, но их количество было значи-
тельно ниже. На питательных средах наблюдали 
скудный рост бактерий (104 клеток) (рис. 2). 

В двух параллельно проведенных экспери-
ментах: при обработке половых продуктов адап-
тогеном и пробиотическим препаратом и без их 
использования оплодотворение икры клариевых 

рис. 1 – Посев с интактной икры 
(сливной рост бактерий 108 клеток)

рис. 2 – Посев из воды при инкубации 
икры на фоне пробиотиков и адаптогенов 
(скудный рост бактерий 104 клеток)
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сомов прошло успешно. 
Исследование качества оплодотворения 

на фоне обработки препаратами показало, что 
показатель выклева предличинок был высокий 
и составил 75%. При оценке качества оплодотво-
рения икры без использования адаптогена и про-
биотика наблюдали, что значительная часть раз-
вивающейся икры уже после 8 часов инкубации 
гибла и выглядела побелевшей. В конечном ито-
ге показатель выклева предличинок в контроле 
был достоверно ниже на 30-40% по сравнению с 
оплодотворенной икрой, для инкубации которой 
использовали и пробиотик , и адаптоген.

Учет выживаемости предличинок (рис.3-4) 
проводили в первую неделю после выклева. Вы-
живаемость предличинок клариевых сомов, об-
работанных пробиотиком и адаптогеном, была 
высокой, на уровне 90 % от числа вылупившихся. 
Выживаемость личинок, полученных без исполь-
зования пробиотика и адаптогена, была ниже на 
30%.

выводы
Пробиотики в современной аквакульту-

ре являются альтернативой антибиотикам. Но, в 
отличие от антибиотиков, они не оказывают не-
гативного влияния на организм рыб на всех эта-
пах их онтогенеза. В наших исследованиях при-
менение адаптогена трекрезана и пробиотика 
споротермина повысило выклев предличинок и 
выживаемость личинок. Применение пробиоти-
ка споротермина и адаптогена трекрезана оказа-
ло оздоравливающее действие на организм рыб, 
повысив их неспецифическую резистентность на 
этапах эмбрионального и раннего постэмбрио-
нального онтогенеза. 

В икре, сперме, а также в воде, в которой 
проходила инкубация икры, после использова-
ния пробиотика спортермина количество бакте-
рий вида E. faecalis существенно снизилось. На 
питательных средах отмечался их скудный рост 
-104 клеток. Таким образом, использование про-
биотика споротермина  снизило уровень пато-
генной и условно-патогенной микробиоты на че-
тыре порядка. Полученные нами результаты сви-
детельствовали, что использование пробиотика 
споротермина изменило структуру микробио-
ценоза среды обитания рыб, снизив в нем долю 
патогенной и условно-патогенной микробиоты. 

Использование адаптогена трекрезана 
оказало иммуномодулирующий эффект, что вы-
разилось в повышении выживаемости предличи-
нок и личинок клариевого сома. Очевидно, свой 
вклад в повышение выживаемости личинок внес 
и споротермин, который в соответствии со своим 
прямым назначением оптимизировал структуру 
кишечного микробиоценоза.

Полученные результаты позволяют заклю-
чить, что применение споротермина и трекреза-
на дает позитивные результаты в условиях инду-
стриальной аквакультуры. 
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thE rolE of potEntially pathoGEnic microbiota, probiotics and adaptoGEns in formation of 
microbiocoEnosis structurE of african catfish roE

Mukhitova M.E., Romanova E.M., Romanov V.V.,
FSBEI HE Ulyanovsk SAU

432017, Ulyanovsk, Novyi Venets Boulevard, 1, tel .: 8 (8422) 55-95-38, e-mail: vvr-emr@yandex.ru

Key words: African catfish, adaptogens, probiotics, microbiocenosis, roe, testicles, larvae
When incubating the fertilized eggs of the African catfish, a certain proportion of embryos stops in development several hours after fertilization. Dead 

roe or roe shells undergo decomposition processes. Potentially pathogenic bacteria, colonizing the membrane of other embryos, subsequently colonize the 
intestines of the larvae. The structure of the natural microbiocenosis in the intestine of the larvae is disrupted. Consequently, infectious diseases develop 
in fish larvae, starting from early postembryonic ontogenesis. Identifying the causes of the mass death of fertilized eggs during its incubation is one of the 
most pressing fish problems that need to be solved. Our work is devoted to the study of the microbiocenosis of fertilized eggs and the role of potentially 
pathogenic microbiota in the formation of its structure. The results of bacteriological studies revealed potentially pathogenic bacteria Сitrobacter freundii 
(Enterobacteriaceae family) and Enterococcus faecalis (Enterococcaceae family) in the microbiocenosis of fertilized eggs of female catfish. When seeding from 
germ cells on nutrient media, their growth was revealed (up to 108 cells). In order to form intestinal normocenosis, to increase immunity and, ultimately, to 
achieve an increase in the viability and survivability of fish in the process of growing, biologically active substances are used. To enhance the survivability of 
embryos and larvae of the African catfish, Trecresan adaptogen, a derivative of phenoxyacetic acid, a synthetic analogue of natural adaptogens (ginseng, 
Rhodiola rosea) was used when incubating fertilized eggs. Also, new generation probiotic - sporothermin as an alternative to antibiotics was used. The use of 
probiotic sporothermin and the adaptogen Trecresan significantly reduced the bacterial content of roe and significantly increased the yield and survivability 
of the larvae.
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