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Аннотация. Различные руководства по лабораторной диагностике бакте-
риальных инфекций, используемые в настоящее время, во многом устарели, 
не учитывают структуру условно патогенных бактерий, являющихся этиоло-
гическими агентами бактериальной геморрагической септицемии (БГС), что 
затрудняет процесс идентификации возбудителей и соответственно – пра-
вильную диагностику. Предлагаемая схема выделения и идентификации воз-
будителей на протяжении  многих лет используется в лаборатории ихтиопато-
логии ФГБНУ «ВНИИПРХ» и позволяет с достаточно высокой степенью до-
стоверности проводить диагностические исследования.
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Abstract. Different handbooks on laboratory diagnostics of bacterial infections 
used at present, became out of date, they do not take into account the structure  
of facultative-fishpathogenic bacteria being etiologically agents of the Bacterial 
Hemorragic Septicemia (BHS), what hampers the process of agents identification 
and accordingly the correct diagnostics. The offered schema for isolation and iden-
tification of agents has been using for many years in the ichtiopathological laborato-
ry of FSBSI “VNIIPRKh” and allows to carry out diagnostic investigations at the 
sufficiently high level of severity.
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Введение. До настоящего времени существует множество 
различных руководств, схем, наставлений, практикумов по ла-
бораторной диагностике и идентификации бактерий, относя-
щихся к разным группам, которыми на протяжении многих лет 
пользовались специалисты. Для многих видов были разработа-
ны схемы идентификации, ключевые признаки, которые облег-
чали процесс определения видовой принадлежности возбудителя. 
Однако многие схемы и тесты уже устарели, не учитывают струк-
туру условно патогенных микроорганизмов, этиологическая роль 
которых при возникновении заболеваний установлена, что в зна-
чительной степени затрудняет процесс идентификации возбуди-
телей и соответственно – правильную диагностику заболевания. 
В первую очередь это относится к бактериальной геморрагиче-
ской септицемии – заболеванию полиэтиологичной природы, при 
котором выделяется до 9–10 компонентов, идентифицировать 
которые по старым методикам не представляется возможным [6].

В лаборатории ихтиопатологии ВНИИПРХ целенаправлен-
ные исследования бактериальных болезней рыб показали, что  
с каждым годом количество выделяемых условно патогенных 
микроорганизмов становится все больше и больше [7]. Заболева-
ния, вызываемые каким-то одним возбудителем, сейчас практи-
чески не встречаются. Даже такие заболевания, как фурункулез, 
вибриоз, миксобактериоз, аэромоноз осложняются присутстви-
ем условно патогенных микроорганизмов. Все это очень ослож-
няет диагностику, установление причины заболевания, а самое 
главное – выбор средства лечения, так как у многочисленных 
членов микробиоценоза чувствительность к антибактериальным 
препаратам может весьма различаться, и подавляя рост одних 
представителей, мы создаем условия для более бурного развития 
других.

Материалы и методы. Для получения достоверных резуль-
татов исследования посев от рыбы с клиническими признаками 
проводится непосредственно в хозяйстве на плотные питатель-
ные среды. При массовых обследованиях посев производят из 
печени и почек стерильно вскрытой рыбы на мясо-пептонный 
агар (МПА) или эритритагар и среду Эндо, при подозрении на 
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миксобактериоз – на среду Анакера-Ордала или Сабуро, на кото-
рых миксобактерии вырастают в виде голубоватых расплывча-
тых колоний или с желтым центром («глазунья»). 

На МПА или эритритагаре отмечают уровень обсемененности, 
а по морфологическим признакам можно отметить предположи-
тельно наличие флавобактерий (по окраске колоний от желтого 
до оранжевого цвета), неферментирующих щелочеобразователей 
(НФЩ) – ацинетобактеров и моракселл (уплощенные колонии 
белого цвета), эпидермального стафилококка (выпуклые колонии 
белого цвета) или золотистого (колонии ярко-желтого цвета). 

На среде Эндо отмечают энтеробактерии различных родов: 
бактерии группы кишечной палочки – (БГКП) с различной интен-
сивностью окраски, в виде бледно-розовых колоний могут быть 
цитробактер, клебсиелла, энтеробактер, протей, аэромонады, НФЩ 
и БГКП с ослабленной ферментативной активностью. 

На среде Сабуро могут расти, кроме миксобактерий, дрож-
жеподобные и плесневые грибы. 

Если анамнестические данные неясные, производят допол-
нительный посев на энтерококкагар, на котором учитывают рост 
энтерококка. 

После просмотра чашек отобранные колонии (прежде всего 
те, которые в большинстве) пересевают на первично-дифферен-
цирующую среду Клиглера, по характеру роста на которой по 
результатам микроскопирования после проведения теста на ка-
талазу, цитохромоксидазу, проводят предварительную иденти-
фикацию выросшей культуры до рода, а после посева на среду 
Хью-Лейфсона (проверка О/Ф теста) уточняют родовую принад-
лежность выделенной культуры (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1. Первично-дифференцирующие признаки  
для грамнегативных бактерий (по cowan, 1974)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Форма к кп п п п п п п п п п п п п
Подвижность – – – + + – + – + D – – + –
Аэробный рост + + + + + + + + + + + *1 *2 +
Анаэробный рост – – – – – – + + + + + + – +
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Каталаза + + + + + + + + + + D – D –
Оксидаза + – + + + + + + + – – + + –
Глюкоза (к-та) + + – + – + + + + + D – – +
Углеводы (О/Ф) О О – О – О О Ф Ф Ф ? – – Ф
Neisseria +
Acinetobacter +
Moraxella +
Chromobacterium lividum +
Alcaligenes +
Flavobacterium +
Pseudomonas +
Actinobacillus +
Pasteurella +
Necromonas +
Chromobacterium violaceum +
Beneckea +
Vibrio +
Plesiomonas +
Aeromonas +
Enterobacteria +
Haemophilus +
Eikenella +
Campylobacter +
Streptobacillus +

Условные обозначения: *1 – растет в воздушной среде + СО2;  
*2 – растет  

в 5–6 % О2; к – кокки; п –палочки; «–» – отрицательная реакция; «+» – поло-
жительная реакция; D – различные реакции разных видов внутри рода;  
О/Ф – окисление/ферментация; ? – не исследуется обычными методами

Определение каталазной и цитохромоксидазной активности 
проводят по общепринятой методике, а для проведения О/Ф тести-
рования разливают среду Хью-Лейфсона в пробирки по 9–10 мл 
и культуру засевают уколом до дна. Таким образом, использу- 

Окончание табл. 1
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ется одна пробирка, а не две и не нужно вазелиновое масло,  
что облегчает процесс мытья посуды. При таком методе посева 
ферментация начинается снизу, а окисление сверху. На этой же 
среде определяется и подвижность культуры: неподвижная куль-
тура растет строго по уколу, слабо подвижная – в виде корня  
с отростками, подвижная – вызывает помутнение всей среды. 
Дифференциацию аэромонад проводят в соответствии с призна-
ками, приведенными в табл. 2.

Т а б л и ц а  2. Дифференциально-диагностические признаки  
подвижных аэромонад

Вид, биовар
Тесты

Глюкоза Салицин L-арабиноза Эскулин

A. hydrophila HH2SЫ((+++(+) кг + + +
A. eucrenophila H2S (–) кг + + +
A. sobria кг – – –
A. caviae к + + +
A. media к d + d
A.sp. кг + – –
A.sp. 1 кг – + +
A.sp. 2 кг – – +
A.sp. 3 кг – + –
A.sp. 4 (A. veronii) кг + – +
A.sp. 5 (A. schubertii) к – – –
A.sp. 6 к + – –
A.sp. 7 к – + +
A.sp. 8 к – – +
A.sp. 9 к – + –
A.sp. 10 к + + –
A.sp. 11 к + – +
A.sp.12 кг + + –
А.sp.13  (H2S ++++) кг – – –

Условные обозначения: К – кислотообразование; КГ – кислото- и газо-
образование; + – положительная реакция; – – отрицательная реакция; d – раз-
личные варианты.
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Т а б л и ц а  3. Частота выделения высоковирулентных  
из рыбы и воды (% от всех выделенных)

Вид, биовар аэромонад Выделены из рыбы Выделены из воды

A.sp.6 71,4 58,2
A.sp.1 60,7 63,6
A.sobria 58,2 57,2
A.hydrophila 57,2 56,1
A.sp.2 51,5 50,0
A.sp. 50,0 63,5
A.caviae 47,1 51,6
A.eucrenophila 46,6 39,6
A.sp.4 (veronii) 46,1 42,7
A.sp.5 (shubertii) 45,6 44,5
A.sp.9 42,1 48,2
A.sp.3 37,2 43,2
A.sp.11 36,2 33,3
A.sp.8 31,9 25,5
A.sp.12 25,0 30.7
A.sp.7 15,9 22,4
A.sp.10 0 0

Идентифицированные энтеробактерии и аэромонады засева-
ют на среду с ДНК для определения их вирулентности [3]. Эти 
же и остальные отобранные культуры засевают на чашки с МПА 
или эритритагаром для изучения антибиограмм методом инди-
каторных дисков [2].

Таким же способом можно проверять вирулентность и у энте-
робактерий [1]. После анализа всех полученных данных выдают 
заключение и рекомендации. 

Результаты исследований и обсуждение. Исследования, про-
веденные с 1980 г. в лаборатории ихтиопатологии ВНИИПРХ, 
показали, что в 1980–1989 гг. аэромонады составляли 80,6 %,  
а эпизоотически значимые условно патогенные микроорганиз- 
мы – 9,6 %, в 1990–1999 – 63,5 % и 21,6 %, в 2000–2014 гг. – 66,1 %  
и 42,0 % соответственно. В связи с этим и была предложена ука-
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занная схема проведения исследований для работников ихтиопа-
тологических лабораторий. Следует учитывать, что многие мор-
фологические признаки, указываемые в руководствах, отмеча-
ются, если культура типичная. 

На практике приходится наблюдать феномен «роения» (пол
зучий рост, присущий ранее только протею) у бактерий группы 
кишечной палочки (БГКП), аэромонад, моракселл, ацинетобак-
теров. При этом одна колония может расползтись по всей по-
верхности среды. Кроме этого, многие бактерии вырабатывают 
капсулу, которая служит защитой от воздействия неблагопри-
ятных факторов окружающей среды, и размеры этой капсулы 
иногда такие, что тяжи с поверхности колоний стекают на 
крышку чашки Петри. Прежде всего это Pseudomonas fluores
cens var. capsulata [5], а также могут быть аэромонады, БГКП, 
НФЩ и некоторые энтеробактерии. У выделенных аэромонад  
в обязательном порядке необходимо проверять вирулентность. 
Давно известно, что аэромонады являются важной составляю-
щей водного микробиоценоза и принимают активное участие  
в процессах самоочищения водоема. Однако в условиях усиле-
ния агрессивности среды, когда возникает опасность гибели 
бактериальной клетки, она активизирует свои защитные свой-
ства, ферментные системы, в результате чего повышается и ви-
рулентность. Это свойство проверяется на ДНК-агаре. Опреде-
ление у 2608 штаммов аэромонад, выделенных из рыбы, и 2816, 
выделенных из воды, ДНКазной активности позволило устано-
вить по степени вирулентности их эпизоотическую значимость 
(табл. 3).

Видовую принадлежность выделенных культур определяют 
путем посева на «пестрый» ряд Гисса (табл. 4–7) [4]. 
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Т а б л и ц а  5. Дифференцирующие признаки видов рода  
Moraxella подрода Moraxella

Признак M.  
atlantae

M.  
bovis

M.  
lacunata

M. nonli- 
quefaciens

M. oslo-
ensis

M. phenyl- 
pyrivica

Гемолиз – [+] – – – –
Гидролиз желатина – [+] – – –
Рост в присутствии 6% NaCl – – – – – [+]
Уреаза – – – – [–] d
Восстановление NO3– – [–] + + d [+]

Условные обозначения: [+] – большинство штаммов положительные; [–] – 
большинство штаммов отрицательные.

Т а б л и ц а  6. Дифференциация видов рода Acinetobacter

Признак A.bau-
mannii

A.calco-
aceticus

A.haemo-
lyticus A. johnsonii A. junii A. lwoffii

Рост при
44 °С
37 °С

+
+

–
+

–
+

–
–

–
+

–
+

Гидролиз желатина – – 96 – – –
Гемолиз – – + – – –
Цитрат Na (Симмонса) + + 91 + 82 –
К-та из глюкозы 95 + 52 – – 6

Условные обозначения: числа – процент положительных штаммов.

Т а б л и ц а 7. Дифференцирующие признаки видов рода Flavobacterium

Признак F. 
aquatile

F. balu- 
stinum

F. bran- 
chiophila

F. 
breve

F. 
gleum

F. 
indolo-
genes

F. menin 
gosepti

cum

F. odora-
tum

F. thalpo- 
philum

Образование 
кислоты из:
Глюкозы
Арабинозы

+ + + D + + d – +
– – – – D – – – +

Лактозы + – – – – – d – +
Мальтозы + – + d + + + – +
Сахарозы + – + – – – – – +
Эскулин – + – – + + + – +
Индол – + – + + + d –
Уреаза – – – d – d + +
Желатиназа – + + + + + + d
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Т а б л и ц а  8. Схема выделения и идентификации рыбопатогенных 
бактерий



Заключение. Многолетние наблюдения показали, что исполь-
зование такой методики с применением табличных материалов 
при проведении диагностических исследований позволяет бы-
стрее, легче, доступнее для работников практических лаборато-
рий и достовернее установить причину заболевания и определить 
тактику дальнейшего поведения: назначать курс лечения антибак-
териальными препаратами или кормления пробиотиками для 
повышения резистентности рыб. 

Для облегчения работы специалистов при проведении диагно-
стики заболевания и идентификации возбудителя приводим алго-
ритм исследования в форме блок-схемы (табл. 8).
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