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Методические укюания по лабораторной диагностике псецомоноаеа рыб

2 .2 .7 .  М е т о д и ч е с к и е  у к а з а н и я  п о  л а б о р а т о р н о й  д и а г н о с т и к е  

п с е ш ю м о н ю о в  о ы б

МИНИСТЕРСТВО 
СЕЛЬСКОГО ХОЗЯЙСТВА 

И ПРОДОВОЛЬСТВИЯ
РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ УТВЕРЖДАЮ

Ы1ИКУ

22.09ю95 г. № 13-4-2/1403

МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ
по лабораторной диатостике 

псевдомонозов рыб

1.1. Псевдомоноз -  инфекционная бодсзт» твдгаводцмх, холод- 
новодных и аквариумных рыб, встречающаяся в прудовых и индуст
риальных хозяйствах.

1.2. Возбудкгелями пссвдомоноз а являются вирулентные штам
мы бактерий рода Pseudomonas. Чаще всего встречаются* виды 
Ps.fltmresccns, Ps.putida, Ps.aurcofaciens, Ps.cypnniHcptiaiin, 
Fs.iriiestuialis, Ps. anguilliseptiea, Psxhlororaphis. Каждый m :»тих видов 
может'вызвать заболевание самостоятельно, в ассоциации друг с 
другом или другими микроорганизмами.

L.3. Для бактериологического исследования берут только жи
вую больную рыбу. В каждом случае исслсдутог не менее 5 экземпля
ров рыб с признаками болезни.

2.1. Высевы производят то асцитной жидкости, печени, почек, 
селезенки, из кроим (отдельно щ  каждой пробы) на чашки с МПА 
(ji И 7,2-7,4).

СПИКИ
нтшвстг-цинарии

J. Общие положения

2. Бактериологическое исследование
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Меюдические указания по лабораторной диагностике пссвдомоноаов рыб

2.2. Заболевание характеризуется септическим течением, поэто
му в посевах из крови и паренхиматозных органон, как правило, 
обильный рост культуры возбудителя.

2.3. Посев можно производить ииокуляцноинон истлей, погру
жая ос в обследу емый орган и поворачивая несколько раз, или пшь 
детом с изогнутыми брашпамн.

2.4. Посаш инкубируют при 25-26‘ С в течение 4К-72 часов. На 
МПА бактерии рода Pseudomonas образуют бесцветные пли серова
то-белые по.ту прозрачные, круглые выпуклые колонии с ровными 
краями. На 3-4-е сутки отмечают образование желт-зследо!‘о или 
оранжево-желт ого флюоресцируют^ о п и т а т ь  Ps .cyprinisepticum 
и некоторые штаммы Ps.lluorescens моду г образовывать слизистые 
колонии.

2.5. При обнаружении на агаре характерного роста подозри
тельные колонии пересевают ка среду Кдиглсра н через 18 часов 
культуры, давшие на этой среде щелочную реакцию (столбик и ско
шенная поверхность окрашивается в малиновый цвет), подвергают 
дальнейшему изучению. Для диффереш(нации возбудителей рода 
Pseudomonas от бактерий сходных <: ними родов (табл. 1) определя
ют оксидазную активность, способность расщеплять глюкозу в среде 
Хмо-Лейфсоиа (тест окисления-ферме! нации).

2.5.1. Для определения оксидазнон. активности на небольшой 
участок скошенной поверхности с культурой наносят кашпо смеси 
реактивов -  1%-гюго водного раствора днметил- 
парафсШ1лен диамина (шдрохлорида или оксалата) и 1%-ного рас
твора а-нафтола в 60* спирте-ректификате. Оксидазоположитепь- 
лыс колонии окрашиваются в синий цист через 30-60 секунд. Окси- 
дазоотршщтеяьные культуры дальше нс исследуются.

2.5.2. При проведении теста окислспия-ффмептации (О/Ф) ис
следуемую культуру заседают уколом до дна в пробирку с 6 мл среды 
Хыо-Лсифсона. Посевы инкубируют 96 часов при 25-26°С. Возбуди
тели псевдомоноэа окисляют глюкозу в аэробных условиях, поэтому 
среда в верхних слоях становится соломенно-желтой, пижиий слой 
остается без изменения -  ферментация нс происходит.

2.5.3. В случае сомнительного результата теста окисления- 
ферментации проводят дополнительные исследования декарбокси- 
лазнон акт ивности выделенных культур. Исследуемую культуру вы
севают в четыре пробирки со средой Меллера или Биргср- 
Крушинской, в три ш  которых добавлено по одной из аминокислот 
(аргинин, лизин, орнитин), четвертая -  контрольная. Затем на по- 
всрхность среды наслаивается стерильное вазелиновое масло 
(применю 1 мл). Посевы инкубируют 4 суток при 25-26*0. Возбуда-
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Методические указания гю лабораторной диагностике пссвдомонозов рыб

тсли пстдомонгоа обладают аргшшн-дегидродазой, но нс дек ар- 
бокешшруют лизип и ортоггин, в результате дето цвет среда Бнргср- 
Крушипасой и пробирке с арпишпом становится синим. Цвет среда 
Меллера изменяется до фиолетового, при слабой реакции етановит- 
ся голубовато-серым.

2.5.4. Для определения видовой принадлежности культур про
водят высевы на среды Гисса с маннитом, сахарозой, мальтозой, 
лактозой (см. табл. 2).

2.5.5. Подвижность культуры определяют при nocase на среду 
Хыю-Леифсона. Подвижные кулх,туры растут диффузно, вызывая 
помутнение всей среды, неподвижные -  строго по уколу 
(Ps. fluorescent f. capmlata).

3. Биолюгачоское исследование
3.1. Биологическую пробу ставят на 6-10 клинически здоровых 

рыбах того же вида и возраста, от которых выделена культура воз
будителя, завезенных ш  хозяйства, благополучного по данному за- 
болеваншо.

3.2. Двухсуточную бульонную культуру вводят 4-6 рыбам внут
римышечно и 4-6 рыбам внутрибрюшинно в дозе 0,3 мл. Рыбам мас
сой более 150 г вводят но 0,5 мл культуры. Температура воды в ак
вариуме, где содержится зараженная рыба, должна быть в пределах 
15-25* С.

3.3. Одновременно ставят контроль на 6-10 рыбах, которым
вводят стерильный МПБ в тех. же дозах. Срок наблюдения -• 16 су-
ток,

3.4. В случае проявления заболевания или гибели рыб провода! 
б актерио л огическ о е исследование,

3.5. Биологическую пробу считают положительной, если все за
раженные рыбы заболевают и нс менее 50% го них погибает с при 
знаками нсевдоминоза, а из крови и Miyipenuux органом! реизопи- 
руют исходную культуру.

3-6. Лабораторный диагноз па посадом о поз считают установ
ленным при выделении культуры со свойствами, характерными для 
возбудителей болезни, я  патогенной для подопытных рыб.

С  утверждением настоящих Методических указаний утрачивают силу 
«Методические указания па лабораторной диагностике псеедомонозое рыб», утвержден* 
нш ГУВ Госаеропрома СССР 12.06.19861
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Методические указания по лабораторной диагностике псеидомонтое рыб

Приложение J

Таблица I
Дифференциация бактерий рода Pseudomonas 

от бактерий сходных с ними родов
Основные при 

знаки
Pseudomonas Vibrio Аегопшпак Flaiuiiiwuns

Оксидаза * + + +
Расщсплоиис 
глюкозы на среде 
Хыо -Л ейфсщ ш

О/- О/Ф О/Ф -/Ф

Лизин*
декарбоксилаза

+

Орнитии-
дскарбокоилаза

” ' 4* -

Аргинин - 
декарбоксилаза

+ • -

Таблица 2
Дифференциация представители! рода Pseudomonas

Основные : 
признаки ;

j PsJluo-
j rescens

Ps.puti-
da

Psintes
-tinalis

Ps.der-
moalba

Ps,aure-
ofscims

Ps.cyp-
rinisep-
itcum

, Ps-dilo- 
roraphis

Наличие 
капсулы в 
мазках '

! + '

Маннит * - К К К •
Мальтоза - Ж К к - ! - •
Лшсгоза > ж ' - ж к * -
Сахароза к/~ -/к : К к к - J€
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Методические указания по лабораторной диагнос!ике псевдомонозое рыб

Приложение 2

Рецепты специальных сред

1. Среда ХъньЛейфсона, Состав: пептона -2.0 г, хлорида натрия - 
5.0 г,, калия фосфорнокислого даудаамещшного {К2 НРО4) - 0.3 г. 
бромтимоловиго сшито - 0,03 г, агар-агара -3.0 г днегшиигропашиш 
воды - 1000 мл. Компоненты смсшгаают, расплавляют arnp, pi I сме
си доводах до 7.1-7.2. Среду кшшгат, разливают в пробирки по 3 мл 
и стерилизуют в автоклаве при 1 атм (120°С) 20 мин. После охлаж
дения смеси До 45-50°С в каждую пробирку стерильно вносит то
0.3 мл 10%-иого стерильного раствора хзиокозы. Готовая среда тра- 
вяинсто-зеленого цвета.

2. Среда Меллера, Состав: пептона -5.0 г, мясной вода («ода и 
мясо берется н соотношении 1:1) - 300.0 мл, бромкрезолоиыц крас
ный 1.6%-ный раствор - 0.625 мл, крезоловый красный 0.2%-ный 
водный раствор - 2.5 мл, D -глюкозы - 0.5 г, пиридокеаля (можно ви
тамина Вб) - 5.0 г дистишшровпшюй воды - 1000 мл. Компоненты 
смешивают, pH смеси доводят до 6.0 или 6.5. Затем сред,у делиг па 4 
части, в три ш  которых, добавляют по 1% одной из аминокислот - I- 
арпшыня, 1-лшина, 1-оршшша, (DL-формы - 2%). Четвертая часть 
среды (без аминокислоты) -контрольная. В пробирках с оршггином 
pH среды устанавливают после добавления аминокислоты, перед 
стерилизацией. Среду разливают в пробирки по 2 шс и стерилизуют 
в автоклаве при 1 атм (120°С) 20 мни.

3. Среда Биргер-Крушинской. Состав: гидролизата казеина 
(пептона) -5.0 г, дрожжевого экстракт'» - 3.0 мл, глюкозы - КО г, ин
дикатора бромтимолового синего - 45.0 мл (0.1%-ного раствора л 
20%-ном спирте), дистидлированной воды - 1000 мл. Компоненты 
смешивают, устанавливают pH смеси 6.0-6.2. Среду делят на 4 части, 
в три то которых, добавляют по 1% одной из аминокислот - 1- 
аргинииа, 1-лизина, 1-орш тш а, (DL-формьг - 2%). Четвертая часть 
среды (без аминокислоты) - контрольная. В пробирках с арши нном 
pH среды устанавливают после добавления аминокислоты, перед 
стерилизацией. Среду разливают в пробирки по 2-4 мд и стерилизу
ют текучим паром 3 дня или в автоклаве при 0.5 атм 15 мин.
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