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АБСТРАКТ
Выделены и отобраны спорообразующие бактерии, обладающие гидролитической активностью и про-

являющие антагонистические свой ства в отношении возбудителей болезней карповых рыб; проведена их 
идентификация, исследовано лечебно- профилактическое действие. На основе консорциума из отобранных 
штаммов создан экспериментальный образец пробиотической кормовой добавки и установлена оптималь-
ная норма ее ввода в комбикорм.

Ключевые слова: пробиотики, бактерии рода Bacillus, кормовая добавка, аквакультура, карповые рыбы

ВВЕДЕНИЕ
Основным сегментом аквакультуры в Республике 

Беларусь является прудовое рыбоводство, ориенти-
рованное, в первую очередь, на выращивание карпа 
обыкновенного Cyprinus carpio L. как базового вида 
поликультуры. На долю карпа приходится до 85% от 
общего объема рыбопродукции, получаемой в Респу-
блике Беларусь [1], тогда как объемы производства 
прочих видов определяются степенью сопряженно-
сти с технологией его выращивания [2]. Так, в поли-
культуре с карпом разводят растительноядных рыб 
и ценных хищников со сходными условиями содер-
жания. Следовательно, повышение продуктивности 
рыбоводной отрасли в целом коррелирует с успешно-
стью разведения карповых рыб и сдерживается та-
кими факторами как потери вследствие инфекцион-
ных болезней и невысокие показатели роста ввиду 
неблагоприятных условий содержания и использо-
вания комбикормов с низким количеством биологи-
чески активных веществ в составе [3, 4].

Основными инфекционными заболеваниями 
карпа в аквакультуре являются аэромонозы и псев-
домонозы [5]. Для лечения и профилактики этих бо-
лезней чаще всего используются антибиотики, что 
приводит к селекции и последующей циркуляции 
в хозяйствах условно- патогенных антибиотикорези-
стентных микроорганизмов [6], а также к снижению 
иммунофизиологического статуса рыб и ухудшению 
качества получаемой продукции вследствие накопле-
ния остаточных количеств препаратов.

Увеличение производства рыбопродукции напря-
мую зависит от усвояемости питательных веществ 
комбикормов. В естественных условиях карп пита-
ется в основном зоопланктоном и зообентосом, т. е. 
живыми организмами, содержащими легкоусвояе-
мые белки, жиры и, в меньшей степени, углеводы. 
Однако при разведении рыб семейства Карповые 
в Республике Беларусь чаще всего используются гра-

нулированные комбикорма, в состав которых с целью 
удешевления продукции включают сырье раститель-
ного происхождения (зерно злаков, отходы перера-
ботки масличных культур), богатое сложными угле-
водами [7]. Наиболее доступной для карповых рыб 
частью комбикорма остаются белковые соединения 
(до 70–85%), в то время как углеводная часть усваива-
ется в меньшей степени (в среднем 35–55%). Перева-
риваемость основного полисахарида кормов — крах-
мала — составляет в среднем 30–50%, а клетчатки, 
гемицеллюлозы и пектина — только 10–35% [8]. Та-
ким образом, значительная часть рациона не усваи-
вается в организме рыб и проходит транзитом, что 
приводит к низким показателям роста, и, как след-
ствие, к увеличению себестоимости получаемой про-
дукции. Одним из способов повышения доступности 
трудногидролизуемых компонентов корма является 
применение в рационах гидробионтов кормовых до-
бавок с ферментами [9]. Однако их внесение в со-
став комбикормов не всегда эффективно, поскольку 
большинство разработанных ферментных комплек-
сов проявляет наиболее высокую активность в диапа-
зоне температур, характерных для теплокровных жи-
вотных, тогда как средняя температура воды в прудах 
в течение сезона составляет около 18 °C [10]. Альтер-
нативой экзогенным ферментам являются кормовые 
добавки на основе спорообразующих бактерий рода 
Bacillus, способных продуцировать внеклеточные 
гидролазы (амилазы, ксиланазы, целлюлазы) в ус-
ловиях низких температур, что позволяет повысить 
усвоение питательных веществ кормов, способствует 
уменьшению кормовых коэффициентов, обеспече-
нию высокой энергии роста и сокращению сроков 
выращивания рыб. Важной особенностью указанных 
культур наряду с ферментативной активностью яв-
ляется термоустойчивость и, как следствие, высокая 
сохранность в процессах гранулирования, экструзии 
и влаготепловой обработки при производстве ком-
бикорма [11–13]. Способность бактерий рода Bacillus 
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подавлять развитие возбудителей инфекционных бо-
лезней карпа (Aeromonas, Pseudomonas) и оказывать 
неспецифическое иммуностимулирующее действие 
обеспечивает повышение резистентности организма 
рыбы в целом и существенное улучшение эпизооти-
ческого и экологического состояния рыбоводческих 
водоемов [14–18].

Таким образом, целью данной работы являлось 
создание консорциума штаммов бактерий с высокой 
антимикробной и ферментативной активностью — 
основы пробиотической кормовой добавки, оценка 
ее лечебно- профилактического действия на рыб се-
мейства Карповые и подбор нормы ввода в комби-
корм.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования служили вновь выделен-

ные культуры бактерий родов Bacillus и Peribacillus. 
В качестве контроля использован штамм B. subtilis 
БИМ В-845Д — основа ранее разработанного ком-
мерческого пробиотического препарата для рыбо-
водства «Эмилин». Изоляты спорообразующих бак-
терий получали из образцов внутренностей и чешуи 
карповых рыб, а также донных отложений рыбо-
водческих водоемов (СПУ «Изобелино» и рыбхоз 
«Волма» Минского района) после предварительного 
прогревания образцов (80 °C, 10 мин) [19].

Для определения антимикробной активности бак-
терий методом лунок [20] в качестве тест-культур ис-
пользовали штаммы родов Aeromonas и Pseudomonas, 
полученные из РУП «Институт рыбного хозяйства» 
и Белорусской коллекции непатогенных микроорга-
низмов. Все используемые в исследовании тест-объ-
екты были выделены из крови, пораженных покровов 
и внутренних органов рыб с клиническими призна-
ками бактериальной инфекции. Глубинное культиви-
рование спорообразующих бактерий осуществляли 
в колбах на модифицированной среде Мейнелла 
в течение 2 суток, тест-объектов — на мясопептон-
ном бульоне в течение 8–12 ч до значения оптиче-
ской плотности, соответствующей стандарту мутно-
сти Тарасевича.

Качественную оценку α-амилазной, ксиланазной, 
целлюлолитической и протеолитической активно-
стей изолятов проводили чашечным методом на ага-
ризованных средах со специфическими субстратами 
(картофельный крахмал, ксилан, Na- КМЦ и казеи-
нат кальция, соответственно). Об уровне продукции 
внеклеточных ферментов судили по величине зон ги-
дролиза субстрата вокруг колоний. Для визуализа-
ции результатов использовали раствор Люголя (α-а-
милазная активность) и конго красного (ксиланазная 
и целлюлазная активность). Сравнительную оценку 
ферментативной активности изолятов проводили пу-
тем сопоставления индексов, рассчитанных как от-
ношение зоны гидролиза субстрата к диаметру ко-
лонии [21].

Количественно активность α-амилазы, эн-
до-1,4-β-глюканазы и эндо-1,4-β-ксиланазы опреде-
ляли фотометрически с использованием хромоген-

ных субстратов. За единицу активности принимали 
количество фермента, катализирующего гидролиз 
субстрата с образованием 1 мкмоль окрашенных низ-
комолекулярных фрагментов за 1 мин [22, 23].

Количественно протеолитическую активность 
бактерий оценивали методом Ансона в модификации 
Петровой и Винцюнайте. За единицу протеолитиче-
ской активности принимали количество фермента, 
катализирующего высвобождение неосаждаемых 
трихлоруксусной кислотой продуктов гидролиза 
белкового субстрата в количестве, соответствующем 
приросту оптической плотности реакционной среды 
на 0,01 в течение 1 мин [24].

Таксономическое положение отобранных бакте-
риальных культур устанавливали по морфологиче-
ским, культуральным, физиолого- биохимическим 
[25–27] и  молекулярно- генетическим признакам. 
Молекулярно- генетическую идентификацию про-
водили посредством сравнительного анализа ну-
клеотидных последовательностей гена 16S рРНК, 
полученных с использованием универсальных эубак-
териальных праймеров 8f и 1492r, с нуклеотидными 
последовательностями в базах GenBank и EzBioCloud. 
Секвенирование и анализ нуклеотидных последо-
вательностей гена 16S рРНК отобранных штаммов 
бактерий выполнены лабораторией «Коллекция ми-
кроорганизмов» Института микробиологии НАН Бе-
ларуси.

Исследование патогенности, токсичности и ток-
сигенности штаммов проводили в Институте экспе-
риментальной ветеринарии им. Вышелесского по 
стандартным методикам. Для проверки токсичности 
бактериальных штаммов на карповых рыбах в РУП 
«Институт рыбного хозяйства» проводили пороговые 
тесты с различными концентрациями культуральной 
жидкости (КЖ), выживаемость рыб регистрирова-
лась на 24-й, 48-й, 72-й и 96-й час [28–30].

Для определения лечебно- профилактического 
действия спорообразующих бактерий их КЖ в коли-
честве 5, 10 и 15% вносили в комбикорм и в течение 
7 сут скармливали разновозрастному карпу (из рас-
чета 5% комбикорма от веса рыбы в аквариуме), по-
сле чего рыбам вводили внутрибрюшинно по 0,2–0,3 
мл суточной бактериальной суспензии патогенного 
штамма A. hydrophila 51, выживаемость рыб регистри-
ровалась на 8 суток после инъекции.

При статистической обработке результатов экс-
периментов проводили определение средних ариф-
метических и их доверительных интервалов [31, 32].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Из образцов донных отложений рыбоводческих 

водоемов, внутренностей и чешуи карповых рыб 
было выделено 98 изолятов спорообразующих бак-
терий. Оценку их ферментативной активности про-
водили в сравнении со штаммом из пробиотического 
препарата «Эмилин» на агаризованных средах со 
специфическими субстратами. Установлено, что 21% 
изолятов обладает полиферментной активностью. 
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Относительно высоким уровнем продукции амилаз, 
протеаз, ксиланаз и целлюлаз, превосходящим пока-
затели референтного штамма B. subtilis БИМ В-845Д, 
характеризуется 9% изолятов (1, 5, 6, 16, Р3, Р4, Ри6, 
Ри7, Ри9) (таблица 1).

На следующем этапе скрининга для изолятов 
с наиболее высокими показателями ферментатив-
ных активностей была проведена количественная 
оценка уровня продукции эндо-1,4-β-глюканазы, 
эндо-1,4- β-ксиланазы, α-амилазы, протеаз, а также 
исследована антимикробная активность в отноше-
нии тест-культур A. hydrophila 51 и P. fluorescens 1 (та-
блица 2).

Таблица 2. Ростовые характеристики, антагони-
стическая и ферментативная активность отобран-
ных изолятов

Согласно исследованиям in vitro все отобран-
ные культуры (за исключением изолята 5) ингиби-
руют рост возбудителя аэромоноза. Антимикробная 
активность к обоим патогенам выявлена у 5 изоля-
тов (1, 15, Р3, Р4 и Ри6). Максимальной активностью 
в отношении A. hydrophila 51 характеризуются изо-
ляты 16 и Ри6, в отношении P. fluorescens 1 — Р3 и Ри6. 

Наиболее высоким уровнем α-амилазной и протео-
литической активности обладают изоляты 6 и 16, 
эндо-1,4-ß-глюканазной — 16 и Р3, эндо-1,4-β-ксила-
назной — Р3 и Ри6.

Для дальнейших исследований были выбраны 
изоляты 6, 16, Р3 и Ри6 с наиболее высокими пока-
зателями антимикробной и ферментативной актив-
ности.

Отобранные культуры представляют собой грам-
положительные подвижные палочки с эллипсовид-
ными эндоспорами. Изоляты 6 и 16 образуют на мя-
со-пептонном агаре (МПА) прозрачные колонии 
неправильной формы, среднего (2–5 мм) и крупного 
(более 6 мм) размера, плотной консистенции, с ло-
пастным контуром края, шероховатой поверхностью 
и бугристым рельефом. Изоляты Р3 и Ри6 образуют 
на МПА прозрачные округлые колонии среднего раз-
мера (2–5 мм), вязкой консистенции, с ровным краем, 
гладким контуром, матовой поверхностью, каплевид-
ным рельефом. По итогам сравнительного анализа 
секвенированных нуклеотидных последовательно-
стей гена 16S рРНК с референтными нуклеотидными 
последовательностями типовых штаммов из баз дан-

Таблица 1. Ферментативная активность штаммов

Штаммы Источник выделения Ксиланазная 
активность

Целлюлазная 
активность

Протеазная 
активность

Амилазная 
активность

1 чешуя карпа 7,2±0,3 6,5±0,3 4,6±0,1 5,3±0,2

2 чешуя карпа 6,3±0,2 7,5±0,2 2,7±0,2 2,4±0,3

3 чешуя карпа 1,0±0,4 1,0±0,2 1,7±0,3 3,8±0,3

5 чешуя карпа 7,3±0,3 6,5±0,1 4,3±0,2 4,7±0,2

6 чешуя карпа 6,8±0,2 6,7±0,3 5,0±0,1 5,0±0,1

16 чешуя карпа 5,6±0,2 4,8±0,3 5,7±0,1 3,3±0,3

Р1 чешуя карпа 2,2±0,3 1,5±0,4 1,6±0,2 1,7±0,4

Р3 чешуя карпа 7,2±0,1 6,1±0,3 5,4±0,2 3,5±0,1

Р4 чешуя карпа 6,9±0,2 5,0±0,2 5,2±0,3 5,5±0,2

Ри4 внутренности карпа 5,0±0,4 3,6±0,1 2,3±0,4 1,3±0,2

Ри6 внутренности карпа 6,7±0,3 4,9±0,3 4,8±0,2 5,0±0,4

Ри7 внутренности карпа 5,7±0,1 1,8±0,3 3,4±0,3 3,3±0,3

Ри9 внутренности карпа 7,1±0,2 6,2±0,2 3,5±0,2 3,1±0,3

П1 донные отложения 1,5±0,4 1,7±0,2 1,2±0,1 1,1±0,2

П3 донные отложения 2,0±0,4 1,7±0,4 2,0±0,3 1,2±0,4

П4 донные отложения 1,8±0,3 1,5±0,3 3,4±0,2 1,3±0,4

П5 донные отложения 1,0±0,1 2,0±0,4 2,1±0,4 5,1±0,1

П6 донные отложения 1,8±0,2 1,0±0,1 2,2±0,3 1,3±0,3

П7 донные отложения 2,0±0,3 2,0±0,3 3,7±0,2 1,2±0,1

П8 донные отложения 2,0±0,3 1,5±0,2 1,0±0,3 1,3±0,2

B. subtilis БИМ 
В-845Д препарат «Эмилин» 6,7±0,1 5,0±0,3 3,8±0,2 3,7±0,4

Примечание. Ферментативная активность выражена в индексах, рассчитанных как отношение зоны гидролиза суб-
страта к диаметру колонии
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ных GenBank и EzBioCloud установлена принадлеж-
ность изолята 6 к виду Peribacillus butanolivorans (сте-
пень сходства 99,04%), изолята 16 — к виду Bacillus 
subtilis (99,04%), изолятов Р3 и Ри6 — к виду Bacillus 
amyloliquefaciens (99,31% и 99,59%, соответственно).

По данным ветеринарно- токсикологического ис-
следования отобранные культуры спорообразующих 
бактерий непатогенны и безвредны для лаборатор-
ных животных, не обладают токсичностью, аллерген-
ностью и токсигенными свой ствами.

Были проведены испытания токсичности раз-
личных концентраций КЖ отобранных штаммов (25, 
50, 100, 200, 400 мл/л) на организм разновозрастного 
карпа. Изменений в поведении рыбы (повышение 
или снижение двигательной активности, нарушение 
равновесия, стремительные плавательные движения, 
судороги, тремор) отмечено не было, что позволяет 
классифицировать исследуемые культуры как нео-
пасные и нетоксичные для гидробионтов.

Р е з у л ь т а т ы  и с с л е д о в а н и я  л е ч е б н о - 
профилактического действия бактериальных куль-
тур в составе кормов на карповых рыб показали, что 
все образцы в дозировках 0,5%, 1,0% и 2,0% повы-
шают сохранность рыбы по сравнению с контроль-
ной группой. Наилучшими лечебными свой ствами 
обладают штаммы B. amyloliquefaciens Ри6 и B. subtilis 
16, которые во всех испытанных концентрациях обе-
спечивают 100% выживаемость рыбы. Бактерии B. 
amyloliquefaciens Р3 и P. butanolivorans 6 также положи-
тельно влияют на сохранность карпа, но 100% выжи-
ваемость отмечена только при дозировке ввода КЖ 
1,0% и 0,5%, соответственно.

Методом лунок в опытах in vitro оценена био-
совместимость исследуемых бактерий с целью соз-
дания консорциумов на их основе. Показано, что 
штамм P. butanolivorans 6, не проявляя антагонизма 
в отношении других культур, незначительно ингиби-

руется культурами B. subtilis 16 и B. amyloliquefaciens Р3 
и в значительной степени подавляется культурой B. 
amyloliquefaciens Ри6 (зона подавления роста — 30 мм). 
Таким образом, ввиду проявления всеми культурами 
антагонистических свой ств по отношению к штамму 
бактерий P. butanolivorans 6, его использование в со-
ставах консорциума с остальными бактериями не-
целесообразно.

С целью изучения возможности включения штам-
мов B. amyloliquefaciens Ри6, B. amyloliquefaciens Р3 и B. 
subtilis 16 в состав консорциума, проводили сравни-
тельную оценку их ферментативной и антимикроб-
ной активности при температурах 30 ºС (оптималь-
ной для роста бактерий и продукции метаболитов) 
и 18 ºС (средней температуре рыбоводческих водое-
мов). Установлено (таблицы 3, 4), что все исследуемые 
культуры способны гидролизовать полисахаридные 
субстраты и проявлять антагонистическую актив-
ность в отношении патогенных видов рода Aeromonas 
как при оптимальной, так и при пониженной темпе-
ратуре, причем наибольшую толерантность к пере-
паду температур проявляли штаммы B. subtilis 16 и B. 
amyloliquefaciens Ри6.

У этих культур были отмечены более высокие по-
казатели ферментативной и антагонистической ак-
тивностей в условиях пониженных температур, что 
явилось основой для включения их в состав пробио-
тической кормовой добавки. Отобранные штаммы 
депонированы в Белорусской коллекции непатоген-
ных микроорганизмов под номерами B. subtilis В-1878 
Г и B. amyloliquefaciens В-1879 Г, соответственно.

На основе консорциума бактерий B. subtilis В-1878 
Г и B. amyloliquefaciens В-1879 Г получен эксперимен-
тальный образец кормовой добавки в сухой форме, 
характеризующийся высоким титром КОЕ (1,5х109/г) 
и спор (1,3х109/г).

При изучении влияния различных норм ввода 

Таблица 2. Ростовые характеристики, антагонистическая и ферментативная активность отобранных изо-
лятов

Изоляты
Титр, n/мл Диаметр зон ингибирования роста 

патогенов, мм ЦА, 
ед./мл

КА, 
ед./мл

АА, 
ед./мл

ПА, 
ед./мл

КОЕ Спор A.hydrophila 51 P.fluorescens 1

1 1,8x109 1,5x109 35,0 ± 0,6 15,0 ± 0,4* 0,81 2,91 0,46 7,9

5 4,0x108 4,0x108 - - 1,07 2,93 0,26 7,7

6 9,6x108 5,2x108 37,0 ±0,9 - 0,53 2,89 0,69 8,7

16 8,3x108 4,0x108 40,0 ± 0,8 14,0 ± 0,4* 1,14 1,37 0,65 8,5

Р3 1,0x109 7,7x108 34,0 ± 0,7 21,0 ± 0,5* 1,16 3,16 0,55 8,1

Р4 2,6x109 1,6x108 37,0 ± 0,5 10,0 ± 0,5* 1,10 3,05 0,62 8,0

Ри6 1,8x109 1,3x109 40,0 ± 0,8 19,0 ± 0,6* 0,67 3,27 0,49 7,6

Ри7 9,0x108 8,2x108 34,0 ± 0,7 - 0,89 2,69 0,52 7,0

Ри9 1,1x109 5,5x108 37,0 ± 0,6 - 0,78 2,52 0,43 7,2

Примечание. * – зоны ослабления роста патогена; в остальных случаях приведенные значения соответствуют ди-
аметрам зон лизиса тест-объекта; ЦА – целлюлазная (эндо-1,4-β-глюканазная) активность, КА – ксиланазная (эн-

до-1,4-β-ксиланазная) активность, АА – амилолитическая (α-амилазная) активность, ПА – протеолитическая активность
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пробиотической кормовой добавки на эффектив-
ность комбикорма и его перевариваемость разно-
возрастным карпом установлено, что наилучшие 
показатели достигаются при введении кормовой до-
бавки в количестве 0,5% к массе комбикорма (при-
рост карпа — 2,86±0,14 г, кормовой коэффициент — 
2,6 ед.).

ВЫВОДЫ
В результате скрининга из 98 изолятов споро-

образующих бактерий отобраны штаммы, харак-
теризующиеся высокой гидролитической активно-
стью и способностью ингибировать рост патогенов 
рыб в температурных условиях рыбоводческих во-
доемов. Отобранные культуры непатогенны и не-
токсичны для лабораторных животных и  рыб 
и способны в дозировке 0,5, 1,0 и 2,0% оказывать 
лечебно- профилактический эффект на разновоз-
растного карпа. Установлено, что эксперименталь-
ный образец кормовой добавки, созданный на ос-
нове консорциума штаммов B. subtilis В-1878 Г и B. 
amyloliquefaciens В-1879 Г, в количестве 0,5% в составе 
комбикорма способен снижать кормовой коэффици-
ент при выращивании рыбы до 2,6 ед. и повышать от-
носительный прирост до 38%.
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Антагонистическая активность при 30 ºС

B. amyloliquefaciens Р3 26±0,5 26±0,6 23±0,4 21±0,8 27±0,5 25±0,6 33±0,5
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Антагонистическая активность при 18 ºС

B. amyloliquefaciens Р3 27±0,6 25±0,6 24±0,7 23±0,6 27±0,4 26±0,8 30±0,7

B. amyloliquefaciens Ри6 28±0,6 28±0,5 25±0,4 23±0,6 27±0,7 26±0,6 37±0,7

B. subtilis 16 25±0,4 24±0,6 20±0,4 20±0,7 24±0,6 23±0,5 34±0,4
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COMPOSING BACTERIAL CONSORTIUM AS A BASIS OF PROBIOTIC FEED ADDITIVE FOR CARP 
FISH SPECIES AND EVALUATION OF ITS PROPHYLACTING
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ABSTRACT

Isolation and screening of sporulating bacteria possessing hydrolytic activity and displaying antagonistic prop-
erties toward carp fish pathogens was carried out; identification of isolates was performed and their preventive- 
curative action was investigated. Microbial consortium formed by the selective strains laid the basis for test spec-
imen of probiotic feed additive; the optimal dosage of its supplying into composite feed rations was calculated.

Keywords: probiotics, bacteria of the genus Bacillus, feed additive, aquaculture, carp fish
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ТІК АЗЫҚ ҚОСПАСЫНЫҢ НЕГІЗІ ЖӘНЕ ОНЫҢ ЕМДІК-ПРОФИЛАКТИКАЛЫҚ ӘСЕРІН БАҒА-
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ТҮЙІН

Гидролитикалық белсенділігі бар және тұқы тұқымдасына жататын балық қоздырғыштарына қарсы ан-
тагонистік қасиет көрсететін спора түзуші бактериялар бөлініп, іріктелді; оларға идентификация жүргізілді 
және олардың емдік- профилактикалық әсері зерттелді. Таңдалған штаммдардың консорциумы негізінде 
пробиотикалық азық қоспасының тәжірибелік үлгісі құрылып, оларды аралас жемге енгізудің оңтайлы нор-
масы белгіленді.

Түйінді сөздер: пробиотиктер, Bacillus тектес бактериялар, азық қоспасы, аквамәдениет, тұқы балығы


