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ЛАБОРАТОРНЫЕ РАБОТЫ ПО ИХТИОПАТОЛОГИИ

Лабораторная работа № 1

Структура и материально-техническое обеспе​чение лаборатории ихтиопатологии, общие правила работы в лаборатории. Лабораторное оборудование, применяемое в ихтиопатологических исследованиях 
(4 часа)
Содержание. Ознакомление с основными подразделениями и раз​мещением лаборатории, проводящей исследование заразных и незаразных бо​лезней рыб. Ознакомление с принципами работы основных приборов и устройств, применяемых в лаборатории нхтиопатологии.
Материальное обеспечение. Микроскоп, бинокуляр, термостат, сушиль​ный шкаф, дистиллятор, водяная баня, автоклав, ртутно-кварцевый облучатель, центрифуга, рН-метр, мерные стаканы и цилиндры, градуированные пипетки, ручные дозаторы.

Организация и проведение работы. Особенностью организации работы лаборатории ихтиопатологии является изучение всех ос​новных групп заболеваний рыб – заразных (инфекций и инвазий) и незаразных болезней, что требует создания соответствующих подразделений. Подразделение инфекционной патологии включает бактериологическую, вирусологическую и микологическую группы. Изучение заболеваний различной природы требует освоения раз​ных методов исследования возбудителей. В современной ихтиопа​тологии все шире применяются гематологические, иммунологиче​ские и биохимические методы, позволяющие оценить состояние организма рыб и прогнозировать возникновение и течение заболе​ваний. Поэтому специалисты подразделений и групп, прошедшие общую подготовку по болезням рыб, должны специализироваться в отдельных областях ихтиопатологии.

При проведении ихтиопатологических исследований большое значение имеет оснащение лаборатории. Материально-техническая база лаборатории включает специальное лабораторное помещение, лабораторное оборудование, реактивы, лабораторную посуду.

Во время работы в лаборатории необходимо соблюдать пра​вила личной и коллективной безопасности.

Порядок проведения работы следующий.

Лаборатория ихтиопатологии состоит из нескольких помещений (кабинет, лаборантская и т.д.), отличающихся по целевому на​значению, оборудованию и режиму работы. В комнате кабинетного типа проводят анализ эпизоотологических данных, обработку результатов лабораторных работ и при необходимо​сти – некоторые лабораторные исследования, например микроскопию фиксированных препаратов. В комнате для лабораторных работ (лаборантской) исследуют рыбу (осмотр, вскрытие, взятие патологического материала), изучают патологический материал и выделенных возбудителей. Для проведения стерильных работ при изучении возбудителей инфекционных заболеваний в лаборант​ской оборудуют бокс. Воздух и поверхность предметов в боксе должны быть стерильными. С этой целью помещение бокса герме​тизируют, а бокс оборудуют бактерицидными облучателями.

В бокс входят через предбоксник, где надевают чистый халат. В предбокснике размещают шкаф для хранения стерильной посу​ды. В боксе имеются бактерицидная и осве​тительная лампы. В стенках бокса делают круглые отверстия и затягивают их манжетами, плотно охватывающими руки работаю​щего. Для предотвращения облучения персонала бокс при стери​лизации закрывают светонепроницаемым материалом. В торцевых стенках имеются дверцы, через которые до стерилизации вносят необходимые материалы.

Препараторская служит для приготовления питательных сред, стерилизации материалов, мытья посуды. Часть комнаты отделя​ется перегородкой для размещения автоклава и дистиллятора. Препараторскую оборудуют вытяжным шкафом.

Лабораторные помещения должны отвечать ряду общих тре​бований. Освещенность на рабочих местах должна быть не менее 60 лк. Стены бокса и лаборантской окрашивают светлой масляной краской для облегчения влажной уборки и дезинфекции. Лабораторные столы покрывают кислотоупорным пластиком или кафельной плиткой. Полы застилают линолеумом. В помещении лаборатории оборудуют приточно-вытяжную вентиляцию, водопровод и канализацию, кроме того, подводят электроэнергию и газ.

Аквариальная лаборатория ихтиопатологии служит для проведения различных исследований, связанных с изучением болезней
рыб: определением патогенности возбудителей, поиском эффектив-
ных лечебных и профилактических средств и т.д. Большое значение имеет качество поступающей в аквариумы воды. Аквариальная может снабжаться
водой из разных водоисточников: водопроводной сети, артезианских скважин, прудов и т.д. Вода из каждого источника имеет определенные свойства. Так, водопроводная вода в городах может содержать остаточный
хлор, а также примеси железа. Артезианская вода в ряде случаев имеет повышенную минерализацию, а в промышленных районах может содержать химические отходы производства. Качество поверхностных вод зависит в значительной степени от наличия промышленных и сельскохозяйственных предприятий на водосборной площади. Необходимо организовать периодический контроль за качеством поступающей в аквариальную воды и применять в зависимости от характера проводимых исследований определенный метод водоподготовки. 
Водоподготовка общего типа включает фильтрацию,
аэрацию и регулировку температуры. В ряде случаев необходима
дополнительная обработка воды: ультрафиолетовое облучение с
целью стерилизации, пропускание через сорбенты для извлечения
нежелательных примесей и др. Особенности работы аквариалыюй
лаборатории ихтиопатологии заключаются в том, что при изучении
заразных заболеваний следует принять меры для предупреждения
распространения возбудителя и заноса его в водоемы. Для этого
сбрасываемую из аквариумов воду обеззараживают дезинфектан-
тами, к которым чувствителен изучаемый возбудитель, а рыбу
после учета опыта уничтожают. 

В лаборантской и препараторской размещают основное оборудование лаборатории. Помимо оборудования лаборатория должна быть обеспечена необходимым набором реактивов. Реактивы выпускаются промышленностью в различном виде и разной степени чистоты. На каждой емкости с реактивом должна быть этикетка со следующими данными: название реактива и его формула, квалификация (чистый – ч., химически чистый – х.ч., чистый для анализа – ч.д.а., технический – техн.), номер ГОСТа, номер партии или серии, дата изготовления и срок год​ности. Абсолютно недопустимо хранение и использование реакти​вов без этикеток! При подборе пробки к емкости следует учиты​вать свойства реактивов. Органические растворители, кислоты и галогены (йод, бром) хранят в сосудах с притертой стеклянной пробкой. Щелочь содержат в емкости с резиновой пробкой, в ко​торую вставляют хлоркальциевую трубку с твердой натронной известью для поглощения углекислоты. Ядовитые вещества хра​нят в сейфе, и доступ к ним имеет только ответственное лицо. Все легковоспламеняющиеся вещества (например, эфиры, спирты) содержат отдельно от других реактивов в металлических ящиках с асбестовой прокладкой вдали от источников тепла и электро​энергии; эти вещества должны находиться на рабочих местах в ко​личестве, не превышающем суточной потребности. Следует осто​рожно обращаться с баллонами, содержащими газы в сжатом и жидком состоянии. Использованные в работе жидкости, содержа​щие сильные кислоты и щелочи, необходимо нейтрализовать перед сбросом в канализацию. Особенности работы с реактивами, при​меняемыми при отдельных методах исследования больных рыб, будут описаны в соответствующих разделах практикума.

Сотрудники лаборатории во время работы должны соблюдать ряд общих правил:

1 Содержать в чистоте помещение лаборатории, размещать ме​бель и оборудование с учетом максимального удобства в работе в соответствии с инструкциями по эксплуатации приборов и проти​вопожарной безопасности;

2 Правильно организовывать рабочие места, поместив вблизи ра​ботающего лишь те материалы, которые необходимы для прове​дения текущих исследований; хранить неиспользуемые аппаратуру и материалы в специально отведенных местах; поддерживать чистоту и порядок на рабочем месте; по окончании работы отклю​чать и зачехливать приборы, дезинфицировать зараженную посуду, патологический материал, поверхность стола и руки; не выносить из лаборатории патологический материал и культуры возбудите​лей без специального разрешения руководителя лаборатории; не выходить за пределы лаборатории в рабочих халатах; заражен​ный материал и возбудителей, подлежащих дальнейшему исследо​ванию, помещать в зависимости от характера исследования в со​ответствующий прибор или хранилище, а помещение опечатывать;

3 Не допускать нарушений личной и коллективной безопасности: эксплуатировать приборы в точном соответствии с инструкциями, не оставлять без присмотра работающие приборы, периодически проводить техосмотр оборудования; правильно хранить и исполь​зовать сильнодействующие вещества; содержать в порядке аптеч​ку первой помощи, в которой должны находиться следующие медикаменты: настойка йода, нашатырный спирт, борная кислота, перманганат калия, питьевая сода, лейкопластырь, бинты, вата, защитный крем для рук и вазелин; содержать в готовности средства пожаротушения: ящик с песком, асбестовый картой, кошму и огнетушитель;

4 Проводить инструктаж по правилам работы в лаборатории со вновь поступающими и периодически – с работающими сотрудни​ками; обучать персонал правилам пользования аптечкой первой помощи и средствами пожаротушения.

Структура, материально-техническое обеспечение и режим ра​боты лаборатории определяются задачами, которые стоят перед ней, и характером соответствующих исследований. Организация работы при отдельных видах исследования (бактериологических, вирусологических и др.) будет описана в соответствующих за​нятиях.

Организация и проведение работы. При проведении лаборатор​ных работ используют различное оборудование: приборы, приспо​собления для дозированного внесения жидкостей, инструменты и т.д. Приборы, применяемые в лаборатории нхтиопатологии, делят на группы общего и специального назначения. Специальные при​боры применяют при определенных методах исследования: бакте​риологических, вирусологических и др. Приборы общего назначе​ния используют при разных методах исследования; они включают микроскопическую технику, устройства для поддержания темпе​ратуры, аппаратуру для очистки воды, стерилизаторы, центрифу​ги, рН-метры, фотоэлектроколориметры, нефелометры и спектро​фотометры, приборы для взвешивания.

С рядом приборов (весами, фотоэлектроколоримстрами и др.) учащихся знакомят при прохождении других дисциплин. На дан​ном занятии будут рассмотрены лишь некоторые приборы, приспо​собления и инструменты, применяемые в нхтиопатологии.

Порядок проведения работы следующий.

Преподаватель вначале объясняет принципы работы приборов и устройств, а затем демонстрирует их в действии.

Микроскоп. Микроскопические исследования в ихтиопатологии включают изучение возбудителей и тканей рыб при воздействии на них лучей видимой части спектра, ультрафиолетовых лучей и с помощью электронной микроскопии. Для просмотра препаратов в лучах видимой части спектра применяют микроскопы разных марок, например, стереоскопические микроскопы МБС-1 и МБС-2, МБС-10 (рисунок 1), обеспечивающие прямое и объемное изображение предмета в проходящем и отраженном свете. Эти приборы удобны для изучения патологического материала и мелких возбудителей инвазионных болезней при увеличении в 3,5-88 раз. Микроскопы марок МБИ-2, МББ-1, МБ-6, Биомед-1 (рисунок 2) позволяют рассматривать объекты в проходящем свете при увеличении в 1350-3375 раз.
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Рисунок 1 – Микроскоп биологический стереоскопический МБС-10

[image: image2.jpg]>
I,





Рисунок 2 – Микроскоп Биомед-1, Вариант 5 А и Б

В современной ихтиопатологии все шире применяется особый метод световой микроскопии, названный люминесцентным. Принцип метода заключается в том, что при освещении исследуемого материала ультрафиолетовыми лучами длиной до 360 нм некоторые вещества начинают светиться, испуская лучи видимой части спектра. Первичное свечение материала связано со свечением его собственных компонентов (ядра клеток, цитоплазматические включения). Вторичное свечение возникает при обработке исследуемого материала специальными веществами – флуорохромами. Флуорохромы соединяются с компонентами материала, что позволяет выявить структуры, не видимые при первичном свечении. Для проведения люминесцентной микроскопии используют микроскопы МЛ-2, MЛ-3, МЛД-1 и др. Микроскоп позволяет рассмотреть объекты в отраженном свете при освещении сверху и в проходящем свете при освещении снизу. При отсутствии специального люминесцентного микроскопа используют обычные световые микроскопы в сочетании с особым источником света – люминесцентными осветителями ОСЛ-1. ОИ-18 и ОИ-28, а также устройством ОИ-17, монтируемым па микроскопе. Метод люминесцентной микроскопии позволяет детально изучить строение возбудителей и тканей рыб, получить цветное изображение объекта и исследовать непрозрачные объекты. В сочетании с иммунологическими методами люминесценция дает возможность более точно установить природу возбудителей при диагностике заболеваний.
Термостат. Для выращивания бактерий и грибов, культи​вирования вирусов, изучения иммунитета и гистологических иссле​дований необходимо выдерживать материал при постоянной тем​пературе. Приборы, которые автоматически поддерживают опреде​ленную температуру воздушной или водной среды в рабочей камере, называют термостатами. Стенкн прибора для улучшения теплоизолирующих свойств делают двухслойными. Между стенка​ми находятся воздух или вода. Термостат поддерживает температуру 28-55 °С. В верхней части корпуса прибора смонти​рован блок управления, в котором помещены все элементы терморегулирующего устройства. В камере имеется датчик температу​ры. В нижней части прибора расположены нагревательные элемен​ты. Для сушки и стерилизации лабораторной посуды применяют сушильные шкафы, например шкаф ШС-40М. Сушильный шкаф принципиально устроен так же, как термостаты на 25-60 °С, но приспособлен для создания более высоких температур (200 °С).

Водяные бани и погружные термостаты служат для поддер​жания определенной температуры водной среды. Во внутренней камере этих приборов находится жидкость, в которую помещают штатив с пробами. Регулировка температуры воды от 30 до 100 °С осуществляется автоматически с помощью контактного термомет​ра, соединенного с электронагревателями. На верхней крышке погружного термостата смонтирован двигатель, приводящий в движение мешалку и насос для перекачки подогретой воды в дру​гие емкости. Поддержание стабильной температуры в открытых емкостях от 25 до 85 °С может быть осуществлено также с по​мощью погруженного термостатирующего устройства УТП-1. Устройство состоит из двух разобщенных блоков: блока нагрева и перемешивания, и блока управления.

При отсутствии автоматических нагревающих приборов исполь​зуют электроплитку, на которую устанавливают металлическую емкость с водой. Пробирки с пробами и пробирку с термометром помещают в металлическую сетку или штатив и погружают в во​ду. Затем температуру в бане доводят до необходимой величины, следя за показаниями термометра. Температуру поддерживают на определенном уровне, включая или отключая плитку.
Для создания температуры 4-6 °C используют бытовые холодильники. Длительное замораживание материала осуществляют в морозильных камерах бытовых холодильников или в специальных морозильниках типа МШ (Минский завод холодильников), обеспечивающих температуру до -25 °С.

Дистиллятор. Для приготовления питательных сред и растворов реактивов необходимо пользоваться очищенной водой. Одним из
распространенных методов очистки воды является перегонка (дистилляция), которая осуществляется с помощью дистилляторов Д-1 производительностью 4-5 л/ч и Д-25 (модель 784) производительностью 25 л/ч. В камере испарения воду нагревают до кипения. Образовавшийся пар поступает в конденсатор, который охлаждается водопроводной водой, непрерывно протекающей между стенкой конденсатора и наружным стальным кожухом прибора. Сконденсированный пар в виде дистиллята вытекает через ниппель. В верхней части испарительной камеры находятся отражательные экраны, сепарирующие пар и обеспечивающие чистоту дистиллята. 
Автоклав. При проведении микробиологических исследований необходимо приготовить стерильные питательные среды, растворы реактивов, посуду и т.д. Широко распространенным методом стерилизации является автоклавирование. Стерилизации в автоклаве осуществляется с помощью нагретого пара под давлением. Материал в металлических биксах или сетках загружают в стерилизационную камеру, которая сообщается с водопаровой камерой. Обе камеры герметически изолированы от атмосферного воздуха при помощи крышки. В водопаровую камеру заливают дистиллированную воду, и после герметизации автоклава нагревают ее с помощью электронагревательных элементов. По достижении необходимого давления пара им заполняют стерилизационную камеру, вытесняя из нее воздух. По окончании продувки вентиль закрывают и давление повышают до требуемой величины, определяемой по манометру. По окончании стерилизации перекрывают сообщение между водопаровой и стерилизационными камерами, выпускают пар II конденсат и специальным приемом подсушивают материал под вакуумом. Затем давление в камере уравнивают с атмосферным и автоклав разгружают.

Шприцы и инструменты стерилизуют кипячением в электричекнх стерилизаторах (например, С-87), которые представляют собой оборудованные электрическим подогревом металлические ванны с крышкой.

Бактерицидный облучатель. Для стерилизации воздуха и поверхности предметов в помещениях лаборатории применяют стационарные и переносные облучатели. Стерилизацию (необратимые изменения микробных клеток, а затем их гибель) осуществляют с помощью ультрафиолетовых лучей (УФЛ), излучаемых бактерицидной лампой,
укрепленной в штативе и соединенной с электропитающим устройством. В стационарном бактерицидном облучателе ОБП, устанавливаемом на потолке или стене, используют лампы ДБ 30-1 (БУФ-30). Передвижной облучатель ОРК-21 позволяет устанавливать необходимое расстояние от лампы до объекта, так как лампа с рефлектором подвижно закреплена на вертикальной стойке.

Центрифуга. Для разделения частиц и отделения их от
растворителя при обработке патологического материала и культур возбудителей применяют центрифугирование. Принцип работы
центрифуги заключается в том, что при вращении пробирок с материалом возникает центробежная сила, отбрасывающая частицы с большей плотностью, чем жидкость, на дно пробирки. Существует большое количество типов и моделей центрифуг. В ихтиопатологии используют центрифуги с нерегулируемым температурным режимом, рефрижераторные
центрифуги и ультрацентрифуги. Все приборы имеют ряд общих элементов: вращающееся приспособление с гнездами для проб (ротор), электродвигатель, регулятор скорости вращения ротора и кожух с крышкой. Центрифуга снабжена двумя съемными роторами: крестообразным и угловым. При вращении крестообразного ротора свободно качающиеся стаканы принимают горизонтальное положение, и частицы в пробах под действием центробежной силы движутся по направлению к дну пробирки. Угловой ротор представляет собой усеченный металлический конус, в котором имеются открытые сверху каналы для помещения проб. Преимуществом такого ротора являются меньшие потери на трение и высокая скорость вращения при
небольших габаритах центрифуги. 
Поскольку пробы при центрифугировании нагреваются, то при
работе с неустойчивыми веществами и возбудителями применяют
охлаждение. Малогабаритные центрифуги могут быть помещены
непосредственно в холодильную камеру. Для осаждения больших
объемов материала используют рефрижераторные центрифуги
ЦЛР-1 и УВР-1, которые снабжены холодильной установкой, авто-
матически поддерживающей заданную температуру во внутренней
камере. Для осаждения вирусов и высокомолекулярных соедине-
ний применяют ультрацентрифуги, развивающие скорость свыше
25 000 об/мин в условиях пониженной температуры и вакуума.

рН-метр. Для точного измерения величины рН в растворах
реактивов и питательных средах в лабораторных условиях приме-
няют специальные приборы – рН-метры В корпусе прибора раз-
мещены элементы измерительного устройства и электронный уси-
литель. На лицевую панель корпуса выведены приспособления
для управления прибором и шкала милливольтметра, градуиро-
ванная в единицах рН. Корпус подключен к датчику, предназначенному для крепления электродов и установления сосуда с испы-
туемым раствором. При погружении стеклянного электрода в
исследуемую пробу между поверхностью электрода и раствором
происходит обмен ионами и возникает разность потенциалов Ех,
величина которой пропорциональна концентрации ионов водорода
в испытуемом растворе. Для измерения Ех создают электрическую
цепь, содержащую два электрода. Внутренний электрод находится в стеклянном электроде. Внешний (вспомогательный) электрод,
соединен с контролируемым раствором с помощью емкости и
трубки, заполненных раствором хлорида калия. Ионы калия через
пористую перегородку непрерывно просачиваются в испытуемый раствор. Возникающая в цепи электродвижущая сила измеряется с помощью вольтметра, находящегося в корпусе основного прибора.

Мерная лабораторная посуда. Необходимым услови​ем проведения лабораторного исследования является наличие спе​циальной посуды. Особое внимание следует уделить изучению правил работы с мерной посудой: градуированными пипетками, бюретками, мерными стаканами и колбами. При за​полнении посуды мениск жидкости устанавливают на уровне де​ления, от которого начинают отмеривание жидкости. Следует учитывать, что мениск имеет вид темного слоя, имеющего верх​нюю и нижнюю поверхности, поэтому различают соответственно верхний и нижний мениски. Для повышения точности и стандартизации жидкостей следует пользоваться нижним мениском, который совмещают с верхним краем необходимого деления шкалы мерного сосуда.
Вскрытие рыбы.

Одним из способов исследования рыб является их вскрытие, для проведения которого необходим набор инструментов и приспособления для фиксации тела рыбы. Из инструментов наиболее час​то используют пинцеты, ножницы, скальпели; их хранят в укладке из плотного материала, имеющей гнезда для каждого инструмента.
Фиксацию рыб длиной до 10 см проводят на прямоугольном куске пенопласта с помощью препаровальных игл. Рыб длиной бо​лее 10 см можно фиксировать в кювете, залитой парафином. Удоб​но пользоваться столиком (рисунок 3). Один зажим прикрепляют к голове рыбы, другой – к хвосту. Подвижную планку выдвигают вправо так, что​бы тело рыбы было слегка растянуто в горизонтальной плоскости, и закрепляют планку винтом. 
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Рисунок 3 – Столик для вскрытия рыбы:

1, 4 – зажимы; 2 – рыба; 5 – подвижная планка; 6 – винт, прижимающий планку

К верхнему бортику столика прикреп​лена линейка для измерения длины тела. Столик выполнен из ме​талла, что облегчает стерилизацию столика и тела рыбы при вы​делении возбудителей инфекционных заболеваний.
Контрольные вопросы.
1 Назовите подразделения лаборатории нхтиопатологии, проводящей ис​следования в полном объеме.

2 Какие элементы включает материально-техническая база лаборатории?

3 Дайте характеристику помещения лаборатории нхтиопатологии.

4 Каковы особенности работы в аквариальной лаборатории ихтиопатологин?

5 Назовите основные правила работы с реактивами.

6 Перечислите общие правила работы в лаборатории нхтиопатологии.

7 Назовите основные приборы общего назначения, применяемые при ихтиопатологических исследованиях.

8 Каковы принципы устройства термостатов?
9 Как устроен автоклав?
10 Опишите принцип работы центрифуги.
11 Как устроен рН-метр?
12 Каковы основные правила работы с градуированными пипетками?

Лабораторная работа № 2 
Методы эпизоотического обследования рыбоводных хозяйств и рыбопромысловых водоемов (4 часа)
Содержание. Порядок проведения эпизоотологического обследования, состав​ление акта обследования.

Материальное обеспечение. Занятие не требует специального материального обеспечения, так как проводится на рыбоводном хозяйстве с использованием местных документов и материалов.

Организация и проведение работы. Эпизоотологическое обсле​дование – один из основных методов эпизоотологии, позволяющих изучить течение заболевания, собрать анамнез, выяснить при​чину возникновения, динамику развития и пути его распростра​нения.

Для возникновения болезни в водоеме необходимо наличие ис​точника заразного начала, факторов передачи возбудителя и вос​приимчивых организмов. Источником заразного начала в водое​ме в большинстве случаев является больная рыба, выделяющая в воду возбудителей заболевания. Элементы внешней среды, которые способствуют передаче возбудителя от больной рыбы к здоровой, называются факторами передачи. К ним относятся рыба, икра, во​да и почва водоемов, птицы, беспозвоночные, а также рыбоводный инвентарь, орудия лова и т.д. Очень часто проявлению и распро​странению болезней способствуют и другие факторы, провоцирую​щие возникновение болезни или усиливающие его и называемые стрессорами, или стресс-факторами. К ним относятся резкое изме​нение температуры, нарушение гидрохимического режима, воздей​ствие на рыб токсикантов, переуплотненные посадки, плохое ка​чество корма, обловы рыбы и др.

Обязательным условием возникновения и развития заболевания является наличие в водоеме видов рыб, восприимчивых к данной болезни. 
В развитии эпизоотий различают отдельные стадии: 1 – меж​эпизоотическая стадия, для которой характерны спорадические случаи заболевания; 2 – предэпизоотическая стадия, для которой характерно быстрое увеличение числа заболевших рыб; 3 – ста​дия развития, при которой число больных рыб резко возрастает; 4 – стадия максимального подъема, для которой характерно наи​большее число рыб с типичными клиническими признаками; 5 – стадия угасания, при которой число больных рыб постепенно уменьшается.

Таким образом, правильно и тщательно собранные данные эпи​зоотологического обследования помогут быстро и объективно оце​нить причину возникновения заболевания, выяснить пути его рас​пространения, определить факторы, способствующие развитию бо​лезни, и наметить эффективные меры борьбы.

Порядок проведения работы следующий.

1 Эпизоотологическое обследование хозяйства. В неблагопо​лучном по какому-либо заболеванию хозяйстве, прежде всего, собирают анамнез, т. е. проводят опрос ихтиопатологов, рыбоводов, прудовых рабочих и других очевидцев для выяснения эпизоотичес​кой ситуации. При этом также знакомятся с имеющейся в хозяй​стве документацией: ихтиопатологическим журналом, журналом эпизоотического состояния, ветеринарными свидетельствами (фор​ма 1), выданными органами Госветслужбы на ввозимую в хозяй​ство рыбу и икру.

Осматривают неблагополучные пруды, проводят клиническое обследование больной рыбы. В лаборатории про​водят патологоанатомическое и паразитологическое обследование рыбы.
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По лабораторному журналу выясняют гидрохимический и гид​робиологический режимы прудов, в которых отмечено данное за​болевание. Уточняют вид и возраст выращиваемой там рыбы, плот​ность посадки, количество и качество вносимого корма, его поедаемость, наличие естественной кормовой базы. Собранный материал обобщают в виде акта эпизоотологического обследования.

2. Составление акта эпизоотологического обследования хозяй​ства. Акт эпизоотологического обследования составляет группа спе​циалистов в составе не менее трех человек, включая кого-либо из руководителей обследуемого хозяйства. Акт составляют в произ​вольной форме, однако с соблюдением последовательности изло​жения.

АКТ

эпизоотологическое обследование______________________________
                                                     (название хозяйства и его адрес)

Общие данные

1 Время проведения обследования.

2 Должность, место работы, фамилии, имена и отчества обследующих.

3 Характеристика хозяйства (карповое, форелевое, тепловодное, полносис​темное, нагульное и т.д.).

4 Когда впервые отмечено заболевание.

5 Имеется ли вблизи неблагополучный по этому заболеванию водоем, хо​зяйство и когда там наложен карантин, ограничение.

Санитарно-эпизоотическая характеристика обследуемого хозяйства

6 Дата организации хозяйства.

7 Характеристика прудов хозяйства. Количество и площадь прудов по ка​тегориям. Наличие новых площадей. Особенности водоснабжения. Место рас​положения неблагополучного пруда, его связь с водоисточником, подробная ха​рактеристика (выростной, нагульный и т. д., площадь, какой год эксплуати​руется).

8 Какая, когда и откуда поступала в хозяйство рыба. Что записано в со​провождающем ветеринарном свидетельстве.

9 Подвергалась ли эта рыба обследованию (где, какому).

10 Какой профилактической обработке была подвергнута.

11 Где содержаласп рыба после завоза (наличие карантинных прудов и их состояние).

12 Как часто и когда проводилось ихтиопатологическое обследование рыбы: в хозяйстве.

13 Гидрохимическая, гидробиологическая и гидрологическая характеристики пруда, в котором имеется больная рыба.

14 Рыбоводная характеристика прудов. Виды рыб, возраст, плотность по​садки.

15 Количество и качество даваемого рыбе корма. Его поедаемость. Условия хранения корма.

16 Санитарное состояние водоисточника.

17 Характеристика возникшего заболевания: а) восприимчивость рыб раз​ного вида и возраста к данному заболеванию; б) основные особенности течения болезни; в) клинические и патологоанатомические изменения; г) результаты паразитологического вскрытия.

Заключение

В заключении излагают соображения об этиологии болезни, возможных источниках и носителях заболевания, путях и способе его распространения, на​мечаются основные меры профилактики и борьбы с данным заболеванием.

Контрольные вопросы

1 Какова основная цель эпизоотологического обследования?

2 Что такое анамнез?

3 Какие документы изучаются при эпизоотологическом обследовании?

4 Кто составляет акт эпизоотологического обследования?

5 По какой форме составляется акт?

6 Что дается в заключении акта эпизоотологического обследования?

Лабораторная работа № 3
Проведение клинического и патологоанатомического обследования рыб. Ознакомление с внутренним строением рыбы (4 часа)
Содержание. Ознакомление с порядком проведения клинического осмотра, ходом патологоаиатомического вскрытия.

Материальное обеспечение. Аквариум, сачок, ведро, столик для фиксации рыбы, ножницы, скальпель, пинцет, препаровальные иглы, чашки Петри, глазная пипетка, дистиллированная вода, рабочая тетрадь.

Организация и проведение работы.   Данные   по клиническому осмотру и  патологоанатомическому  вскрытию  рыбы   необходимы при составлении акта эпизоотологического обследования.  Клини​ческий осмотр начинают с наблюдения за поведением рыб в водо​еме. В зависимости от проявления заболевания и его особенностей рыбы могут плавать у поверхности воды или уходить в глубину, со​бираться на притоке или держаться у берегов, совершать несвой​ственные им движения. Так, например, при  миксозомозе форели рыба плавает по кругу. После длительного движения она ложится на дно, а затем снова начинает совершать круговые движения. При хилоденеллозе рыбы выскакивают из воды и плашмя падают обрат​но в воду. При бранхиомикозе,  ихтиофтириозе,  дактилогирозе к других заболеваниях рыба перестает брать корм, собирается у при​тока. Изменение поведения рыбы является важным симптомом, указывающим на необходимость проведения диагнос​тических и других исследований.

Порядок проведения работы следующий.

1 Клинический осмотр рыбы. Его проводят выборочно непо​средственно при ее вылове из водоема. При этом рекомендуют про​сматривать не менее 100 рыб каждого вида и возраста, имеющих​ся в водоеме. При необходимости рыб переносят в аквариум и в нем наблюдают за их поведением, координацией движений, часто​той дыхательных движений, реакцией на внешние раздражители (шум, удары, попытку поймать и др.). Определяют вид рыбы, ее среднюю массу, размер, возраст. Осмотр ведут в хорошо освещен​ном месте, вынимая из воды рыбу по одной. Осматривают кожные покровы и плавники, обращая внимание на количество слизи, пигментацию,  наличие опухолей,  цист,  некротических участков,  язв, рубцов, состояние чешуйчатого покрова.

Приподнимая жаберные крышки, осматривают жабры. Обра​щают внимание на форму и структуру жаберных лепестков, их ок​раску и степень ослизнения. Осматривают ротовую полость на на​личие язв, новообразований, слизи, изменение окраски. При осмот​ре глаз обращают внимание на их форму, наличие кровоизлияний, цвет хрусталика и роговицы.

Рыб с выраженными клиническими признаками заболевания отсаживают в ведро, подсчитывают процент пораженных рыб. От​саженную рыбу переносят в лабораторию, где проводят патологоанатомическое вскрытие и другие специальные лабораторные анализы для окончательной постановки диагноза. Порядок рабо​ты по проведению бактериологических, вирусологических и паразитологических исследований рыб приводится по лабораторному практикуму.

2 Патологоанатомическое вскрытие рыбы. Вскрывают рыб на пробковых, деревянных или из другого материала досках, предварительно протертых денатурированным спиртом или 3-5 %-ным фенолом. Рыбу кладут на правый бок брюшной стороной к вскры​вающему и фиксируют препаровальной иглой на доске в области головы и хвоста. Туловище с левой стороны освобождают от слизи и чешуи, удаляют грудной и брюшной плавники, бок и брюшко протирают ватным тампоном, смоченным спиртом. 

Вскрытие осуществляют в лаборатории, используя живую или только что уснувшую рыбу. Живую рыбу обязательно обездвиживают. Обездвиживание мож​но проводить несколькими способами. Выбор способа зависит от размера рыбы. Особей длиной более 30 см обездвиживают ударом по голове. Небольших рыб обездвиживают при помощи препаро​вальной иглы, которую вводят сверху через черепную коробку, разрушая продолговатый отдел мозга, или ножницами делают затылочный разрез, в результате чего головной мозг отделяется от спинного, укладывают на доску с линейкой и приступают к вскрытию.

Брюшную полость рыбы вскрывают при помощи трех разре​зов. Сначала скальпелем прокалывают стенку брюш​ной полости несколько выше и впереди анального отверстия. В прокол вставляют тупой конец ножниц и делают первый разрез, который проходит вдоль брюшка параллельно его средней линии и кончается за основанием грудных плавников. Вторым по​лукруглым разрезом отсекают стенку брюшной полости, обнажая внутренние органы. С помощью третьего разреза вдоль головы отделяют стенку брюшной полости и убирают ее в сторону. Раз​резы делают осторожно, чтобы не повредить внутренние органы.

Патологоанатомический осмотр начинают с брюшной полости, обращая внимание на ее содержимое, наличие жид​кости (ее количество, цвет и консистенцию) или газа, запаха, крупных полостных паразитов. Затем изучают внеш​ний вид внутренних органов: наличие кровоизлияний, отеков, но​вообразований. После осмотра извлекают комплекс внутренних органов и осторожно отделяют их друг от друга. По внешним признакам: размеру, цвету, структуре, кровенаполнению и дру​гим — определяют их состояние.

Выделение и осмотр внутренних органов рыбы проводят в сле​дующем порядке:   1)   желчный пузырь,    2)   печень,    3)   селезенка, 4) желудочно-кишечный тракт, 5) половые железы, 6) плаватель​ный пузырь, 7) почки, 8) мочевой пузырь, 9) сердце, 10) голов​ной мозг, 11) мускулатура. Органы раскладывают по чашкам Петри и смачивают дистиллированной водой.

Желчный пузырь. Определяют степень его наполнения и размер. Разрезают стенки пузыря и осматривают желчь, ее цвет, прозрачность и консистенцию.

Печень. Устанавливают ее форму, окраску, консистенцию, а также наличие кровоизлияний, светлых участков и цист.

Селезенка. Отмечают размеры, цвет, структуру, наличие кровоизлияний, рубцов, цист.

Желудочно-кишечный тракт. Осторожно расправля​ют его, освобождая от жировой ткани, и ножницами делают раз​рез вдоль кишечника. При наличии пищи ее осторожно убирают, обращая внимание на степень ее переваренности, цвет, запах, присутствие крупных гельминтов. Кишечник промывают в воде и по отделам просматривают слизистую оболочку. Отмечают ее цвет, общее состояние, т.е. наличие кровоизлияний, язв, отечно​сти, истончений, рубцов и т.д.

Половые железы. Обращают внимание на размер, ста​дию зрелости, цвет, кровоизлияния и другие аномалии.

Плавательный пузырь. Определяют форму, величину, состояние оболочек, их толщину, прозрачность, наличие кровоиз​лияний, жидкости и других признаков воспаления.

Почки. Просматривают все три отдела почек: головной, ту​ловищный и хвостовой, обращая внимание на их форму, окраску, консистенцию, степень кровенаполнения.

Мочевой пузырь.   Его обычно выделяют вместе с мочеточ​никами. Для этого скальпелем отделяют  мочеточники от других тканей, отсекают их от почек и, поднимая осторожно    пинцетом, подходят к мочевому пузырю.   Его освобождают от близлежащих тка​ней и пинцетом переносят в чашку Петри.  Отмечают состояние оболо​чек  мочеточников  и   мочевого     пу​зыря, их    утолщение,    кровоизлия​ния,  а также цвет    и прозрачность мочи.

Сердце. Ножницами разреза​ют соединительнотканную перего​родку сердечной полости и отсека​ют сердце. Описывают его размер, форму и степень наполнения по​лостей. Разрезают предсердие и желудочек и отмечают особенность крови,   наличие   сгустков.

Головной мозг. Вскрывают черепную коробку с помощью 4 разрезов ножницами или скальпелем. Первый попереч​ный разрез проходит по заднему краю затылочной кости. Два про​дольных разреза идут с боковых сторон к соответствующей носо​вой ямке. Четвертым разрезом вырезанные кости убирают и осто​рожно удаляют ткань, покрывающую головной мозг. Сначала головной мозг осматривают, не вынимая из черепной коробки, а затем вынимают и, разрезая на доли, характеризуют состояние мозговых оболочек, вещества мозга, кровенаполнение сосудов.

Мускулатура. При осмотре скелетной мускулатуры обра​щают внимание на ее цвет, консистенцию, наличие кровоизлияний, отеков, опухолей, цист, а также на степень прикрепления к кос​тям. Все отклонения, отмеченные при вскрытии, записывают в ра​бочую тетрадь, а затем отмечают в акте эпизоотологического обследования. Органы, имеющие патологические отклонения, допол​нительно обследуют паразитологическими, бактериологическими, вирусологическими методами.
Контрольные вопросы.
1 Как проводят клинический осмотр рыбы?
2 Какое количество рыбы подвергают клиническому осмотру?
3 На какие признаки обращают внимание при клиническом осмотре?
4 Как обездвижить рыбу?
5 Назовите порядок патологоанатомического вскрытия.
6 На какие признаки обращают внимание при патологоанатомическом вскрытии?
Лабораторная работа № 4
Правила взятия и пересылки больных рыб и патологического материала для лабораторных исследований (4 часа)
Содержание. Ознакомление студентов с правилами асептического вскрытия рыбы, взятием, посевом и транспортировкой патологического материала.

Материальное обеспечение. Микроскоп МББ, иммерсионное масло, предмет​ные стекла, стекло со шлифованным краем, смесь Никифорова, метиленовый синий Леффлера или фуксин Пфейфера, ножницы, пинцет, скальпель, инструмен​тарий для вскрытия в стерилизаторе, бактериологическая петля, банка со спир​том для инструментов, 70°-ный спирт для протирания рук, ватные тампоны ил», марлевые салфетки, смоченные водой для протирания инструментов, стерильные пастеровские пипетки, шпадели, цилиндр и банка с дезинфицирующим раствором, стерильные влажные тампоны в чашке Петри, эмалированная кювета с пара​фином и препаровальные иглы для фиксирования рыбы, рыба, чашки Петри, с МПА, карандаш по стеклу.

Больных или подозрительных по заболеванию рыб доставляют в ветери​нарную лабораторию живыми. Для исследования берут 10-15 рыб (стар​шего возраста – 5) на различных стадиях болезни с явно выраженными клиническими признаками.

Рыб перевозят в молочных бидонах или других емкостях, заполненных на 3/4 объема водой из того же водоема, откуда взята проба, или водой из артезианской скважины.

Летом при длительной транспортировке воду с рыбой постепенно охлаж​дают до температуры 12-15 °С, добавляя мелкие кусочки льда. Чтобы не вызвать у рыб температурного шока, нельзя допускать перепад температуры воды исходного водоема и транспортной емкости более 5-7 °С.

Если доставить в лабораторию живую рыбу невозможно, для бактериологического исследования берут кусочки органов и тканей рыб, помешают их в стерильную стеклянную посуду с 40 %-ным водным раствором глице​рина, закрывают пробкой, заливают парафином и отвозят в лабораторию. Кровь, экссудат и другой жидкий патологический материал доставляют в стерильных запаянных пастеровских пипетках, Для микроскопического ис​следования эти же материалы посылают в лабораторию в виде мазков и препаратов-отпечатков  (кляч-препаратов).

Для обнаружения бактерий исследуют выделения, органы и ткани рыб, а также кровь, экссудат, содержимое абсцессов, опухолей, инфильтратов, выделения из язв, паренхиматозные органы, содержимое кишечника, слизь с жабр и поверхности тела.

Летом бактериологические исследования патологического материала про​водят не позднее чем через 2 ч после взятия. В исключительных случаях в лаборатории рыбоводного хозяйства делают бактериологические посевы на мясопептонный бульон и мясопептонный агар.

Для вирусологического исследования берут кусочки пораженных органов и тканей массой не более 3-5 г, замораживают или консервируют в 50 %-ном растворе химически чистого глицерина (рН 7,2-7,4) в соотношении 1 : 5-1 : 10, помешают в стерильные флаконы, закрывают пробкой и зали​вают парафином.

Материал для гистологических исследований берут от погибших и вы​нужденно убитых рыб. Мелких рыб (мальков и сеголеток) после вскрытия брюшной полости фиксируют целиком, а от крупных берут органы или кусочки органов размером 2×3 см и толщиной 0,5-1,0 см. Кусочки из по​раженных органов и тканей вырезают так, чтобы были захвачены нормаль​ные и измененные участки. Независимо от степени поражения берут кусочки кожи с подлежащей мускулатурой, жабр, печени, почек, селезенки, сердца, кишечника, плавательного пузыря, головного мозга. Кишечник перед фикса​цией осторожно вскрывают или делают на нем несколько надрезов, чтобы фиксирующая жидкость проникла в его полость. Головной мозг осторожно извлекают   после   вскрытия   черепной   коробки.   
Подлежащий   исследованию материал помещают в широкогорлую стеклянную банку и фиксируют 10 %-ным формалином в объеме, в 10 раз превышающем объем взятого материала.

Для гистохимических исследований патологического материала в каче​стве фиксатора используют жидкость Карнуа (спирт абсолютный – 60 мл, хлороформ – 30 мл и ледяная уксусная кислота – 10 мл) или жидкость Буэна (насыщенный раствор пикриновой кислоты – 75 мл, концентрирован​ный формалин – 25 мл, ледяная уксусная кислота – 5 мл). Так как выбор фиксатора зависит от цели дальнейшей обработки материала, на этикетке указывают фиксирующий раствор.

Кровь для исследования берут из сердца или из хвостовой артерии. Чешую на месте взятия крови снимают скальпелем, вытирают слизь, кожу дезинфицируют 70%-ным спиртом. Кровь набирают в пастеровскую пипетку, переносят на часовое стекло и быстро берут необходимое количество для гематологических исследований. Мазки крови для исследования на крове-паразитов, выведения лейкоцитарной формулы готовят обычным способом, высушивают, нумеруют, завертывают каждый в чистую бумагу и направляют в лабораторию.

Для биохимических исследований берут цельную кровь в пробирки, до​бавляют к ней лимоннокислый или щавелевокислый натрий (на 1 мл 2 мг), раствор гепарина (1000 ЕД/мл), наклеивают этикетку и направляют в вете​ринарную лабораторию.

Сыворотку крови для биохимических и серологических исследований получают следующим образом. Кровь собирают в небольшие пробирки и оставляют при комнатной температуре для свертывания. Отделившуюся от кровяного сгустка сыворотку отсасывают стерильной пастеровской пипеткой и отправляют в лабораторию в запаянных ампулах. Сыворотку, предназна​ченную для серологических исследований, консервируют 2%-ной борной кислотой или 0,05 %-ным фенолом (1-2 капли 5 %-ного фенола на 1 мл сыворотки), или тиомерсалом 1:10 000. Цельную кровь и сыворотку транс​портируют в термосе со льдом. Материал должен быть доставлен в течение суток после взятия.

У крупных рыб извлекают пораженные паразитами органы (жабры, кишечник, печень и другие ткани) и помещают в банки с консервирующей жидкостью (70%-ный этиловый спирт или 4 %-ный раствор формалина). Паразитических организмов, а также кусочки органов и тканей, где обнару​жены паразиты, помещают в пробирки или флаконы с консервирующей жидкостью. При подозрении на протозойные болезни из исследуемого мате​риала делают мазок и сразу опускают его на 15-20 мин в жидкость Шаудина (50 мл насыщенного раствора сулемы и 25 мл абсолютного спирта). Маленькие кусочки тканей и органов, пораженных паразитическими простей​шими, фиксируют в указанной смеси 30-120 мин. Затем стекла промывают водой и спиртами возрастающей крепости (50-60-70 %) и сохраняют в 70 %-ном спирте до исследования. Влажные мазки, кусочки органов и тканей с паразитами можно фиксировать также в жидкости Буэна. Фиксация мазков 1-20 мин, кусочков ​– 1-12 ч.

Перед консервированием гельминтов тщательно промывают в физиологическом растворе и выдерживают в нем до гибели паразитов.

Моногенетических сосальщиков (дактилогирусы, гиродактилюсы и др.) консервируют в 4 %-ном растворе формалина или глицерин-желатине (под покровным стеклом). Трематод и мелких цестод кладут на предметные стек​ла, накрывают покровным стеклом и помещают на несколько часов в бак​териологическую чашку с 70 %-ным спиртом. Затем при помощи кисточки гельминтов перекладывают в пробирку с 70 %-ным спиртом.

Нематод и личиночные стадии цестод консервируют в жидкости Барбагалло (3 %-ный раствор формалина на изотоническом растворе поваренной соли:  30  мл  формалина,  9  г  поваренной   соли,   1000  мл  дистиллированной воды). Для изготовления постоянных препаратов в канадском бальзаме живых нематод лучше консервировать в 70 %-ном горячем спирте.

Крупных ленточных гельминтов после умерщвления в физиологическом растворе помещают в 70 %-ный спирт.

При консервировании скребней в 70 %-ном спирте осторожно выдавли​вают хоботок из влагалища путем слабого прессования переднего конца скребней под покровным стеклом.

Паразитических рачков консервируют в 3 %-ном растворе формалина и сразу же переносят для хранения в 70 %-ный спирт.

Пиявок фиксируют в 4 %-ном растворе формалина. При этом у них сохраняется пигментация, что облегчает диагностику вида.

Патологический материал, предназначенный для бактериологического, паразитологического и других исследований, снабжают этикеткой, где указы​вают вид и возраст рыбы, название органа, из которого взят материал. Если в одну посуду помещают несколько объектов исследования, этикетку при​крепляют к каждой рыбе (мальку, сеголетку) или органу или отдельные кусочки органа завязывают вместе с этикеткой в марлю. Этикетки надписы​вают простым карандашом и опускают в посуду с материалом таким обра​зом, чтобы можно было легко прочесть надпись.

Планктон собирают в водоеме планктонной сеткой, исследуют его в жи​вом виде или консервируют в жидкости Барбагалло. Грунт для исследования берут со дна водоема дночерпателем в количестве 2 кг.

Контрольные вопросы.
1. Как проводят клинический осмотр рыбы?

2. Какое количество рыбы подвергают клиническому осмотру?

3. На какие признаки обращают внимание при клиническом осмотре?

4. Как обездвижить рыбу?

5. Назовите порядок патологоанатомического вскрытия?
6. На какие признаки обращают внимание при патологоанатомическом вскрытии?
Лабораторная работа № 5
Бактериологическое исследование (4 часа)
Содержание. Изучение морфологии и физиологии бактерий, методов их вы​деления и идентификации.

Материальное обеспечение. Микроскоп МББ; МБС, иммерсионное масло, предметные и покровные стекла, предметное стекло с луночкой, вазелин, стекло со шлифованным краем, стерильные пипетки, бактериологическая петля, набор реактивов для окраски по Граму, фильтровальная бумага, кювета, чашка и «мостик» для предметных стекол, бутыль с водой, пинцет, спиртовка, спички и карандаш по стеклу. 
Для бактериологического исследования берут только живую рыбу, так как у погибшей быстро развивающаяся микрофлора затрудняет выделение возбудителей болезней. При взятии материала соблюдают правила асептики.

Посуду для взятия проб (банки, колбы, пробирки, чашки Петри и др.) предварительно стерилизуют в автоклаве (при 1 атм 20-30 мин) или в сушильном шкафу (при 160-170 °С 1-1,5 ч). Ведра, кастрюли, бидоны тща​тельно промывают теплой водой с мылом, ополаскивают кипяченой водой. Перед взятием живой рыбы посуду заполняют водой из водоема, откуда берут рыбу, или из артезианской скважины. Руки тщательно моют и проти​рают тампоном, смоченным спиртом.

Морфология бактерий. Микроорганизмы можно изучать в живом и фиксированном, окра​шенном состоянии с помощью микроскопа (бактериоскопически), а также при выделении чистых культур на питательных средах (бактериологически).

Бактериоскопически изучают морфологию бактериальной клет​ки – ее форму, размеры, структуру, различные включения.

Бактерии – одноклеточные организмы, размножающиеся про​стым делением.

По морфологическим признакам бактерий делят на 3 основные формы: сферическую (шаровидную) – кокки, цилиндрическую (па​лочковидные) – бактерии, бациллы (аэробы), клостридии (анаэ​робы) и извитую – вибрионы, спириллы, лептоспиры, спирохеты. Среди кокков в зависимости от характера деления различают микро-, дипло-, стрепто-, тетра-, стафилококки и сардины.
Для бактерий характерна сложная структура, обеспечивающая многообразие их функциональной деятельности. Бактериальная клетка имеет клеточную стенку, цитоплазматическую мембрану, нуклеоид, цитоплазму с различными включениями. Некоторые бак​терии в организме или на искусственных питательных средах спо​собны образовывать капсулу – слизистый слой, защищающий клет​ку от высыхания и других неблагоприятных воздействий внешней среды. Бациллы и клостридии образуют споры, располагающиеся терминально, субтерминально или центрально. У бактерий, способ​ных активно двигаться, есть жгутики, количество и расположение которых являются важным диагностическим признаком. Жгутики могут располагаться полярно (монотрихи – один жгутик, лофотрихи – пучок жгутиков) или по всей поверхности клетки (перитрихи). Однако не все бактерии, не имеющие жгутиков, явля​ются неподвижными. Безжгутиковые миксобактерии, выделяя огромное количество слизи, обладают способностью к скользящему движению.

В лаборатории вначале делают первичные посевы на питательные среды (мясо-пептонный бульон МПБ и мясо-пептонный агар МПА).

Прежде всего, исследуют материал, взятый из пораженных участков (язвы, абсцессы и т.п.). Перед взятием соскоба язвы промывают стериль​ным физиологическим раствором. Содержимое абсцессов набирают пастеров​ской пипеткой после прижигания шпателем места взятия. Кровь для посевов берут из сердца или хвостовой артерии. Первую каплю крови удаляют, а по​следующие 2-3 высевают на питательную среду.

Непосредственно перед вскрытием инструменты (скальпель, ножницы, пинцеты и др.) кипятят в течение 30 мин. Перед взятием материала для бактериологического исследования их дополнительно смачивают денатуриро​ванным спиртом и обжигают на пламени горелки.

Для бактериологического исследования высев на питательные среды делают из сердца, селезенки, почек и других органов. Перед взятием место прокола предварительно обеззараживают нагретым металлическим шпателем. Для взятия крови из сердца органы брюшной полости отодвигают в сторону, освобождают перегородку сердечной полости и оттянутым концом пастеров​ской пипетки прокалывают сердечную мышцу.

Для идентификации возбудителей бактериальных болезней изучают их морфологию, подвижность, культуральные, биохимические свойства.

Микроорганизмы можно изучать в живом, фиксированном состоянии, при выделении чистых культур на питательных средах.

Определяют форму, размеры, структуру, подвижность бактерий. 

Подвижность живых бактерий можно изучать на полужидком агаре (неподвижные бактерии растут строго по уколу, подвиж​ные – по всей среде, вызывая ее помутнение) или по методу «вися​чей» и «раздавленной» капли

Метод «висячей» капли. Края чистого покровного стекла сма​зывают вазелином, в центр наносят каплю суточной бактериаль​ной культуры (лучше бульонной) и накрывают предметным стеклом с луночкой так, чтобы капля находилась в центре лунки. Затем препарат быстро переворачивают покровным стеклом вверх так, чтобы капля провисла над лункой, не касаясь дна и краев. При малом увеличении находят край капли, устанавливают большое увеличение, микроскопируют при слегка опущенном конденсоре.

Метод «раздавленной» капли. На поверхность чистого предмет​ного стекла наносят каплю суточной бульонной культуры и осто​рожно накрывают покровным стеклом, чтобы не было пузырьков воздуха и капля не выходила за края покровного стекла. Микро​скопируют при большом увеличении и опущенном конденсоре.

Для изучения морфологии бактерий из них готовят фиксиро​ванные мазки и окрашивают.

Различают простые и сложные методы окраски. При простых методах окраски используют один краситель, чаще всего метиле​новый синий или основной фуксин, когда нужно убедиться в чисто​те бактериальной культуры или изучить морфологию клетки Сложные методы окраски, включающие несколько этапов с исполь​зованием различных красителей, позволяют изучить структуру бактериальной клетки.

1 Приготовление фиксированных препаратов. На чистое обез​жиренное предметное стекло наносят каплю воды или физиологи​ческого раствора, в которую петлей вносят исследуемый материал и осторожно круговыми движениями равномерно тонким слоем распределяют по поверхности стекла, чтобы получился мазок диа​метром 1-1,5 см. Бульонную культуру наносят и равномерно распределяют по стеклу с помощью пастеровской пипетки.

При исследовании крови, взятой из сердца или хвостовой вены, первую каплю стряхивают, а вторую наносят на поверхность пред​метного стекла ближе к правому краю. Затем стеклом со шлифо​ванным краем под углом 45° прикасаются к капле крови, чтобы она растекалась по внутреннему краю стекла, и движением шлифо​ванного стекла влево растирают каплю. Получается тонкий равно​мерный мазок крови.
Для получения мазков-отпечатков из паренхиматозных органов отрезанный кусочек органа, который держат пинцетом, проводят сквозь пламя спиртовки, чтобы запеклась «корочка». Затем стериль​ным скальпелем рассекают кусочек и свежесрезанной поверхностью несколько раз прикасаются к предметному стеклу. На одном стекле можно получить до 8 мазков-отпечатков.

Мазок высушивают на воздухе, затем фиксируют над пламенем горелки или в спирт-эфире (этиловый спирт + эфир 1:1) 20 мин, спирте с формали​ном (5 мл 40 %-ного формалина, 9,5 мл 96  %-ного этилового спирта) – 15 мин, ацетоне – 5 мин, хлороформе – несколько секунд.

2 Окраска мазков. Высушенные и зафиксированные мазки окрашивают по Граму, Цилю-Нильсену, Романовскому-Гимза, Михину или другими методами. При вы​боре метода выделения и культивирования возбудителя учитывают анамне​стические и эпизоотологические данные, результаты клинического исследова​ния. Так, при наличии большого количества слизи на жабрах, спине, хвосто​вом плавнике проводят исследования на миксобактериоз. В этом случае делают высев на чашки Петри с цитофагаагаром. Большинство возбудителей болезней рыб хорошо растут на обычных мясо-пептонных средах.

При выделении анаэробных культур из питательных сред удаляют растворенный кислород. Анаэробные условия создаются в средах, налитых вы​соким столбиком, покрытых слоем растительного масла толщиной 6–8 см (печеночный бульон, Среда Кита-Тароцци и др.). Для удаления растворен​ного кислорода жидкие питательные среды перед посевами кипятят в про​бирках на водяной бане в течение 10 мин. 
Окраска по Граму. На фиксированный препарат кладут кусочек фильтровальной бумаги и на 1-2 мин наносят избыток раствора генцианвиолета или кристаллвиолета. Снимают фильтро​вальную бумагу, сливают краску и, не промывая, наливают раст​вор Люголя до полного почернения препарата. Сливают раствор Люголя, пинцетом берут препарат за край стекла и погружают в стаканчик со спиртом, затем поднимают и опускают стекло до прекращения появления струек краски. Мазок тщательно промы​вают водой. В течение 2-3 мин докрашивают мазок фуксином Пфейфера. Сливают краску, мазок тщательно промывают водой, высушивают и микроскопируют с иммерсией.

Грамположительные микробы, содержащие в цитоплазме боль​ше РНК и белков, при обработке генцианвиолетом и раствором Люголя образуют с белками цитоплазмы прочное содинение краси​теля и йода, не обесцвечивающееся спиртом. Поэтому грамположи​тельные микробы окрашиваются в темно-фиолетовый цвет, а грам​отрицательные микробы, обесцвечивающиеся спиртом, докраши​ваются фуксином в розово-красный цвет.
Физиология бактерий. По типу питания патогенные для рыб бактерии относятся к гетеротрофам – микроорганизмам, исполь​зующим в качестве источника углерода только готовые для усвое​ния органические соединения. Гетеротрофы могут быть сапрофитами, живущими и развивающимися на мертвых органических суб​стратах, и паразитами, живущими и размножающимися в живых организмах. В зависимости от условий существования одни и те же микроорганизмы могут быть то сапрофитами, то паразитами, по​этому четкой границы между ними провести нельзя.
По характеру дыхания все микробы делятся на аэробы и ана​эробы.

У аэробов процесс дыхания протекает по типу окислительной реакции, для чего необходим кислород.

Анаэробы необходимую для жизнедеятельности энергию полу​чают при расщеплении органических и неорганических соединений, входящих в состав питательной среды.

Существуют облигатные (строгие) аэробы (возбудитель холе​ры) и анаэробы (возбудитель газовой гангрены), которые могут развиваться только в аэробных или анаэробных условиях, и фа​культативные анаэробы, которые в зависимости от условий обита​ния могут менять аэробный тип дыхания на анаэробный. К этой группе относится большинство возбудителей болезней рыб.

Выделение и идентификация бактерий. Выбор метода куль​тивирования бактерий зависит от типа питания и дыхания. Для определения видовой принадлежности возбудителя недостаточно одного микроскопирования: необходимо выделить и провести иден​тификацию чистой культуры.

Микроорганизмы, выращенные из одной колонии на плотной или жидкой питательной среде, называют чистой культурой. Изо​лированное скопление бактерий одного вида на плотной питатель​ной среде, образовавшееся при размножении нескольких клеток, называют колонией. Культуры микробов одного вида, выделенные из одного или разных источников, называют штаммами. Совокуп​ность микроорганизмов, имеющих единые происхождение и гено​тип, сходных по морфологическим и функциональным признакам, называют видом. Внутри одного вида могут быть разновидности микроорганизмов, отличающиеся друг от друга по некоторым при​знакам: типы, подвиды или варианты.

Систематическое положение бактериальной культуры устанав​ливают, изучая ее таксономические свойства: морфологические, тинкториальные, культуральные, ферментативные, антигенные и др.

Морфологические и тинкториальные свойства бактерий изучают при микроскопии мазков, окрашенных различными методами.

Культуральные свойства характеризуют по росту бактерий на различных плотных и жидких питательных средах. Колонии микро​организмов, вырастающие на плотных питательных средах, харак​теризуют по величине (крупные, средние, мелкие, росинчатые), форме (круглые, неправильной формы, многолопастные), прозрач​ности (прозрачные, полупрозрачные), цвету (матовые, с пигмен​том), влажности (сухие, влажные, слизистые), поверхности (плос​кие, вогнутые, выпуклые, плосковыпуклые, гладкие, морщинистые, исчерченные), структуре и консистенции (аморфная, зернистая, во​локнистая, плотная, мягкая) и др.

На скошенном питательном агаре рост может быть влажным, ползучим, сухим, морщинистым, слизистым, пигментированным; на МПБ – диффузным, придонным, пристеночным, с образованием пленки (тонкой, морщинистой, с «тяжами», спадающей вниз), осад​ка (в виде комочка ваты, аморфного).

Ферментативные свойства (в основном сахаролитические и про- теолитические) изучают на различных дифференциально-диагно​стических средах (среды Гисса, МПЖ – мясопептонный желатин, лакмусовое молоко и др.).

В лабораторной практике для производства посевов на пита​тельные среды чаще всего используют бактериологическую петлю из платиновой или нихромовой проволоки длиной 6-8 см, один конец которой загнут в виде небольшой (1,5-2 мм) петли, другой зажат в специальном петледержателе. Бактериологической петлей можно делать посевы как на плотные, так и на жидкие среды в чашках Петри и пробирках. Кроме петли посев на плотные среды в чашках Петри можно осуществлять с помощью стеклянного и металлического шпаделей, на жидкие среды – с помощью пасте​ровских или градуированных пипеток.

Выделение чистых культур микробов. Берут стерильную жидкость (бульон, физиологический раствор и т.п.) и готовят слегка опалесцируюшую микробную взвесь, которую высевают на твердую питательную среду (МПА рН 7,2-7,6). Каплю посевного материала наносят на поверхность агара в чашке и распределяют стеклянным шпателем.

Можно применить дробный высев. Делают это так: на поверхность агара первой чашки наносят каплю агаровой взвеси, а затем петлей или шпа​телем (без добавления культуры) материал последовательно распределяют по нескольким чашкам. Засеянные чашки с агаром помещают на 24-48 ч в термостат, а чашки с желатиной оставляют при комнатной температуре. Выросшие в чашках отдельные колонии просматривают под лупой или ма​лом увеличении микроскопа, нужные отмечают и пересевают на питательные среды в пробирки. Чтобы убедиться в чистоте культуры, материал с одной колонии разбавляют в стерильной жидкости и вновь высевают на чашки с агаром.

Чистую культуру после макро- и микроскопической проверки изучают. Для этого исследуют ее морфологические, тинкториальные, культуральные, биохимические, серологические и биохимические свойства по схеме:

1) морфология (микроскопия окрашенных микробов);

2) подвижность (микроскопия микробов в живом состоянии методом
висячей или раздавленной капли);

3) форма и расположение жгутиков  (окраска препаратов);
4) отношение к окраске по Граму (грамположительные или грамотрицательные);
5) реакция на цитохромоксидазу;
6) споры  (окраска препарата);
7) капсулы  (окраска препарата);
8) бульон (прозрачность или мутность, пленка, осадок, цвет среды, запах);
9) скошенный агар (мощность роста – отсутствует, слабая, умеренная;
характер роста – нитевидный, волнистый, мелкозубчатый, лопастной, ворсистый; блеск – влажный, жирный, тусклый; поверхность – гладкая, шероховатая, зернистая, складчатая, сухая, влажная; рельеф – плоский, выпуклый; прозрачность – непросвечивающнйся, просвечивающийся, опалесцирующий; консистенция – маслянистая, тягучая, крошковатая; цвет посевной, черты – пигментация;  окраска  среды – зеленая, сине-зеленая и   т. д.);

10)  колонии на агаре в бактериологических чашках (рост – скудный, умеренный, обильный; величина – крупные, мелкие, точечные; форма – круг​лая, эллипсовидная, корневидная; структура – волокнистая, хлопьевидная; характер края – волнистый, ровный, изрезанный, бахромчатый, локонообразный и т.д.; цвет колонии – пигментация; окраска среды; запах – отсутст​вует, резкий, что напоминает);
11)  желатина в бактериологических чашках (разжижена или нет; харак​тер разжижения; дальнейшее описание морфологии колонии ведут как на агаре);
12)  желатина, посев уколом (характер роста по уколу – в виде ленты, нити, гвоздя с головкой, равномерный, прерывистый, только поверхностный; разжижение ​– в виде чашечки, воронки, цилиндра, кратера, поверхностное, пузырчатое – в глубине; скорость разжижения – быстро, медленно; окраска среды – зеленая, синяя и т.д.);
13)  лакмусовое молоко (реакция – кислая, щелочная, без изменений; свертывание; сгущение; пептонизация);
14)  картофель   (интенсивность  и  характер  роста, цвет пигмента);
15)  ферментация углеводов (быстрота и степень кислото- и газообразо​вания при росте на средах Гисса и Хью-Лейфсона);
16)  образование ацетилметилкарбинола (к 1 мл 2-3-суточной культуры на среде Кларка прибавляют 0,5 мл 6%-ного спиртового раствора альфа-нафтола и 1 мл 16 %-ного водного раствора NaOH. При положительной реакции через 3-5 мин среда приобретает вишневый цвет);
17)  образование индола (экстрагирование индола, путем прибавления 1-2 мл эфира к 3–5 мл 3–5-суточной культуры на мясо-пептонном бульоне или бульоне Хоттингера, затем прибавляют реактив Эрлиха-Боме, который в присутствии индола окрашивает вытяжку эфира  в  красный цвет);
18)  образование сероводорода (фильтровальная бумага, смоченная рас​твором уксуснокислого свинца и фиксированная в пробирке с мясо-пептонным бульоном, сразу же после засева в присутствии сероводорода чернеет или буреет);
19)  образование аммиака (фильтровальная бумага, заранее обработан​ная реактивом Несслера или Крупа и фиксированная в пробирке с только что засеянной средой, обычно уже через сутки инкубирования посевов в при​сутствии аммиака буреет или краснеет);
20)  редукция нитратов (при редукции нитратов в нитриты получается темно-синее окрашивание   2-3-суточной  бульонной   культуры  с  0,2 %   калийной селитры в результате прибавления к культуре 10%-ного водного рас​твора крахмала с йодистым калием и 10 %-ного водного раствора химически чистой серной кислоты);

21)  гидролиз крахмала (на поверхность 0,2 %-ного крахмального агара б бактериологических чашках с 2-3-суточной культурой наливают насыщен​ный и профильтрованный раствор кристаллического йода в 50 %-ном спирте; при рассмотрении чашки в проходящем свете вокруг колоний бактерий, расщепляющих крахмал, можно обнаружить светлые зоны);
22)  редуцирующая способность (посев уколом в агар с метиленовой синькой и другими красками);
23)  отношение к кислороду (выдерживают посевы в аэробных и анаэроб​ных условиях);
24)  гемолизируюшие свойства (посев на мясо-пептонный агар с 5-10 % дефибрннированной крови барана, кролика или лошади);
25) температурный оптимум (определяют быстроту и интенсивность
роста микробов, выдерживая посевы при различной температуре).

Определение чувствительности бактерий к антибиотикам. Чувствитель​ность микроорганизмов к антибиотикам определяют методом диффузии в агар с применением стандартных бумажных дисков на плотных пита​тельных средах (МПА и кровяном агаре). Стандартные диски диаметром 5 мм готовят на специальной фильтровальной бумаге, пропитанной анти​биотиками и окрашенной в контрастные цвета.
В стеклянные чашки Петри наливают 2 % МПА или кровяной агар толщиной 4-5 мм. Чашки слегка подсушивают в термостате. В зависимости от интенсивности роста исследуемой культуры ее используют после 1-3-суточного инкубирования при оптимальной температуре на МПА или МПБ. Из агаровых культур с помощью физиологического раствора готовят 10-8 бактериальную взвесь.

На поверхность подсушенной среды наносят несколько миллилитров ис​следуемой культуры, равномерно распределяют по поверхности среды, избы​ток культуры отсасывают пастеровской пипеткой. Через 30-40 мин на по​верхность среды стерильным остроконечным пинцетом накладывают диски с антибиотиками, слегка придавливая к агару. Диски располагают на рас​стоянии 2-2,5 см один от другого и от края чашки. Чашки переворачивают вверх дном и помещают в термостат на 1-2 сут при температуре инкуби​рования, оптимальной для данного микроба.

Диффундируя в агар, антибиотик образует вокруг диска зону угнетения роста чувствительных к нему бактерий. Зоны угнетения измеряют полоской миллиметровой бумаги. Учитывают диаметр зоны, проходящей через центр диска: при диаметре зоны угнетения роста менее 11 мм – бактерии рези​стентные или слабочувствительные, 11-20 мм – чувствительные и более 20 мм – высокочувствительные.

Контрольные вопросы.
1 Методы изучения микроорганизмов.
2 Что такое бактерии?
3 Строение бактерий.
4 Каким образом осуществляется движение бактерий?
5 Каковы методы окраски бактерий?
6 Как изучить подвижность бактерий?
7 Как приготовить микроскопический препарат?
8 Характер питания патогенных для рыб бактерий.
9 Типы дыхания бактерий.
10 Дать характеристику вида, штамма, чистой культуры, колонии.
11 Методика посева на плотные и жидкие питательные среды.
12 Каковы этапы бактериологического исследования?
13 Методика получения изолированных колоний.
Лабораторная работа № 6
Вирусологическое исследование (4 часа)
Содержание. Отработка приемов взятия и обработки патологического ма​териала.

Материальное обеспечение. Рыба с клиническими признаками вирусного забо​левания, раствор Хенкса или Эрла, растворы пенициллина и стрептомицина, спирт этиловый, пробирки со стерильным МПБ, чашки Петри с МПА, столик для вскрытия рыбы, стерилизатор со стерильными инструментами (ножницами, анатомическими и хирургическими пинцетами), скальпель, стерильная фарфоро​вая ступка с пестиком, стерильный кварцевый песок, спиртовки или газовые го​релки, стерильная посуда (пипетки, центрифужные пробирки, флаконы для пато- логического материала), стерильный фильтровальный аппарат с мембранным фильтром с диаметром пор 0,45 мкм, вата, резиновая груша со шлангом, ваку​умный насос (электрический или водоструйный), рефрижераторная центрифуга, термостат.

Организация и проведение работы. Патологический материал для вирусологических исследований берут от живых или только что погибших рыб с выраженными клиническими признаками за​болевания в его начальной стадии или в разгаре. При сборе па​тологического материала необходимо учитывать способность виру​са размножаться и накапливаться в тех или иных органах и тка​нях рыбы (тропизм вируса) и отбирать в первую очередь те органы и ткани, в которых вирус накапливается в наибольших ко​личествах. При заболеваниях невыясненной этиологии исследуют в основном наиболее пораженные органы и ткани. Рыбу младших возрастных групп берут в количестве 30–40 шт. из одного пруда, объединяя по 10 шт. в одну пробу. Рыбу старших возрастных групп берут по 5-10 шт. из пруда, объединяя по 5 рыб в пробу.

Отбор патологического материала и последующую его обработ​ку проводят в асептических условиях. Патологический материал, используемый для проведения вирусологических исследований, ос​вобождают от бактериальной и другой микрофлоры.

Основными методами, используемыми в диагностике вирусных болезней, являются культивирование и идентификация вирусов.

Для доказательства вирусной этиологии болезни необходимо: выделение вируса из организма больной рыбы, пассирование его на культуре клеток или чувствительных рыбах, воспроизведение болезни у здоровых рыб того же или родственного вида, повторное выделение того же вируса от экспери​ментальных животных.

Для идентификации вирусов используют несколько взаимодополняющих методов: электронная микроскопия вируса, изучение его физико-химических свойств,   обнаружение   характерных   морфологических   изменений   в   зараженных  клетках и симптомов   у  зараженных  животных, различные  иммунологи​ческие методы.

Вирусы выделяют в основном на однослойных первичных или переви​ваемых клеточных культурах, подбирая в каждом случае культуры, чувстви​тельные к данному вирусу. Для получения первичных культур клеток рыб наиболее часто используют гонады самок карпа или карася. Гонады должны быть II или   II-III стадии зрелости  по  шкале Киселевича. Такие гонады не содержат икринок, различимых невооруженным глазом. В противном случае содержимое икринок будет отрицательно влиять на рост клеток. Культуры клеток из гонад карпа и карася готовят по утвержденной  методике.

В качестве перевиваемых культур наиболее широко используют следую​щие клеточные линии: FHM – из тканей хвостового стебля жирноголового гольяна; RTG – из гонад радужной форели; ЕРС – из оспенных разростов на коже карпа.   Названные   линии   поддерживаются   в   специализированных лабораториях по изучению болезней рыб ветеринарных и рыбохозяиственных научно-исследовательских   институтов,   где   их   можно   заказать   и   получить.

При диагностике хорошо изученных вирусных болезней исследуют органы и ткани, где концентрируется возбудитель.

При болезнях рыб, сведения о которых недостаточны, вирусологическому исследованию подвергают наиболее пораженные органы. Соскобы с кожи и жабр, кусочки этих органов вместе со слизью помещают в стерильные фла​коны с 2–3 мл стерильного физиологического или буферного раствора. Пробы из внутренних органов берут в строго асептических условиях.

В тех случаях, когда быстро исследовать материал невозможно, его сохраняют не более суток в холодильнике при температуре не выше 5 °С. Материал в замороженном состоянии можно сохранять более длительное время.

Предназначенный для исследования патологический материал измель​чают в гомогенизаторе или растирают в фарфоровой ступке с кварцевым песком. Из измельченных тканей готовят 10 %-ную суспензию на растворах Хенкса, Эрла, буферном или физиологическом растворе и центрифугируют 10-15 мин при 2000-3000 об/мин, надосадочную жидкость отсасывают пипеткой и помещают в стерильные флаконы. Если суспензия не стерильна, подготовленные материалы фильтруют через мембранные фильтры с диамет​ром пор 0,2-0,45 мкм или обрабатывают антибиотиками (пенициллин 1000 ЕД/мл и стрептомицин 1000 мкг/мл).

Из кишечного содержимого готовят 20 %-ную взвесь в стерильной дистиллированной воде и центрифугируют 10-15 мин при 2000 об/мин. Надосадочную жидкость центрифугируют повторно при 4000-5000 об/мин в течение 30 мин. Затем ее отсасывают в стерильный флакон и обрабатывают антибиотиками. На 1 мл добавляют 1000 мкг/мл стрептомицина и 1000 ЕД/мл пенициллина. Смесь выдерживают 2-3 ч при комнатной температуре. Все материалы проверяют на бактериальную сте​рильность путем посева на мясо-пептонный бульон (МПБ) и мясо-пептонный агар (МПА). Приготовленные материалы сразу используют для работы или, в крайнем случае, сохраняют в замороженном состоянии  (при температуре минус 20 °С).

Заражение культуры клеток. Для заражения используют пробирки с хорошим клеточным монослоем или зоной роста вокруг эксплантата. Питательную среду отсасывают и в каждую пробирку вносят по 0,2-0,3 мл исследуемой суспензии. Одновременно в пробирки добавляют по 0,8-0,9 мл питательной среды с 2-3 % сыворотки.

Материалом, приготовленным из каждой пробы, заражают культуру тканей в 4-6 пробирках. Из каждой серии исследований столько же про​бирок оставляют в качестве контроля, добавляя в них по 1 мл питательной среды. Пробирки оставляют при комнатной температуре на 1-2 ч для ад​сорбции вируса на клетках, затем отсасывают пипеткой надосадочную жид​кость и вносят поддерживающую питательную среду до первоначального объема.

Зараженные и контрольные культуры клеток инкубируют при темпера​туре 22-26 °С и ежедневно просматривают под малым увеличением микро​скопа для обнаружения появившихся морфологических изменений в клетках. При выраженной дегенерации клеток культуральную жидкость отсасывают и делают пассажи, а при отсутствии цитопатогенного действия (ЦПД) про​водят два последовательных пассажа. Для этого используют культуральную жидкость вместе с клеточной фракцией, разрушенной путем повторного за​мораживания и оттаивания. Для заражения свежих культур используют надосадочную жидкость центрифугированной клеточной массы. ЦПД после третьего  пассажа  учитывают  как специфическое действие  вирусного  агента.

Степень поражения клеточного монослоя оценивается по 4-крестовой системе; «+» – поражение до 25 %, «+ +» – до 50 %, «+ + +» – до 75 % и 
«+ + + +» – до 100 % монослоя.

При некоторых вирусных заболеваниях рыб в клетках (цитоплазме и  ядре)   различных органов  и тканей  появляются тельца-включения.

Материалом для исследования вирусных включений служат инфициро​ванные культуры тканей, соскобы и мазки-отпечатки из органов и тканей. Указанные материалы перед окраской фиксируют по общепринятым методам, используя жидкости Дюбоск-Бразил-Буэна, Буэна, Карнуа или 10 %-ный раствор нейтрального формалина.

Вирусные включения окрашивают различными методами: по Муромцеву, Трубиной, Манну, Селлексу, Клисенко, Романовскому-Гимзе, Май-Грюнвальду -Гимзе и др.

Титрование вируса – количественное определение вирусной активности. Титр вируса выражается количеством инфекционных единиц, содержащихся в единице объема суспензии вируса. За инфекционную единицу вируса при​нимается такая его доза, которая вызывает инфекцию у 50 % зараженных ею чувствительных объектов. Такая доза вируса называется инфекционной и обозначается ИД50.
В качестве чувствительных объектов при титровании вирусов рыб ис​пользуют главным образом культуры клеток. Титрование на культуре кле​ток осуществляют по цитопатогенному действию вирусов. В этом случае ИД50 называют тканевой цитопатогенной дозой (ТЦД50), а титр вируса выражают количеством ТЦД50 в 1 мл вирусной суспензии. Титр вируса при этом определяют методом конечных разведений. Согласно этому методу в чувствительные культуры клеток вводят определенный объем суспензии вируса в последовательно возрастающих разведениях и, учитывая результат каждого введения как положительный (если есть ЦПД) или отрицательный (если ЦПД отсутствует), рассчитывают конечную точку титрования – 1 ТЦД50.

Для титрования вирусов, дающих ярко выраженное ЦПД, используют также метод бляшек. При этом зараженный вирусом монослой клеток зали​вают смесью питательной среды с агаром, чтобы предотвратить перенос вируса на другие клетки, значительно удаленные от первично инфицирован​ных, и иметь возможность инфицировать первоначальные очаги заражения (бляшки).

Каждая бляшка возникает из одной инфекционной единицы, которую обозначают БОЕ (бляшкообразующая единица), а титр вируса выражают количеством БОЕ в единице объема суспензии.

Реакция нейтрализации (РН) на культуре клеток. В основе реакции лежит связывание антигена антителами гомологичной антисыворотки. Реакцию используют для идентификации возбудителей при диаг​ностике заболеваний вирусной этиологии. Она позволяет определять по из​вестным антителам неизвестный вирусный антиген или по заведомо извест​ному (стандартному) антигену – неизвестные антитела в сыворотках больных или переболевших рыб.

Определение выделенного вируса в реакции нейтрализации проводят, применяя набор диагностических гипериммунных антисывороток (антител) и гомологичных к ним антигенов (вирусов).

Гипериммунные антисыворотки получают при заражении лабораторных животных (например, кроликов) известными штаммами вирусов – возбуди​телей болезней рыб. У полученных антисывороток определяют титры специ​фических антител. Для работы берут антисыворотки, содержащие антитела в высоких титрах.

Порядок проведения реакции.
1 Инактивирование нормальной и гипериммунной сыворотки прогрева​нием при 56 °С в течение 30 мин.
2 Приготовление разведений ингредиентов реакции. Питательной средой без сыворотки и антибиотиков разводят антиген и сыворотки, начиная с 1:5, 1:50, 1:500 и до получения разведения содержанием менее 1  ТЦД50/0,2 мл. Гипериммунную сыворотку разводят 1 : 2 или 1 : 5. При малом    титре    сыворотку    используют    неразведенной.    Нормальную   сыворотку разводят так же, как и гипериммунную.
3 Постановка реакции. В штативе размещают три ряда стерильных пробирок.

В первый ряд разливают разведенную гипериммунную сыворотку, во вто​рой – разведенную нормальную сыворотку, в третий – питательную среду. Каждый ингредиент вносят в объеме 0,5 мл.

Приготовленные разведения вируса переносят по 0,5 мл в соответствую​щие пробирки каждого из трех рядов, причем вирус каждого разведения переносят отдельной пипеткой, начиная с наибольшего разведения. Таким образом, в каждом ряду пробирок получают последовательные 10-кратные разведения вируса: 10-1, 10-2 и т.д.

Для контроля токсичности сывороток в отдельную пробирку вносят 0,5 мл приготовленного разведения гипериммунной сыворотки, а затем при​бавляют равное количество питательной среды. То же проделывают с нор​мальной сывороткой.

Пробирки со смесями тщательно встряхивают и выдерживают при ком​натной температуре в течение 1 часа. Затем заражают культуру клеток каждым разведением вируса (0,2 мл на каждую пробирку) с гипериммун​ной нормальной сыворотками и питательной средой по 4 пробирки культуры клеток. Параллельно ставят контроли на токсичность используемых клеток и контрольные пробы культуры клеток.

Пробирки с культурой клеток инкубируют в термостате при оптималь​ной для размножения данного вируса температуре, ежедневно просматри​вают под малым увеличением микроскопа для обнаружения ЦПД вируса. Результаты заносят в таблицу.
Титр вируса выражается количеством инфекционных единиц, содержа​щихся в единице объема суспензии вируса. Находят индекс нейтрализации (IN). Он соответствует максимальному количеству ИД50, которое может быть нейтрализовано гипериммунной сывороткой. Расчет IN ведут по фор​муле: lgIN = lgT1 –lgT2, где Т1 — титр вируса в присутствии нормальной сыворотки; Т2 — титр вируса в присутствии гипериммунной сыворотки. Зна​чение IN находят по таблице антилогарифмов. Принято считать значение IN до 10 отрицательным, от 10 до 49 – сомнительным, 50 и более – поло​жительным результатом.

Результаты реакции можно считать достоверными только в том случае, если гипериммунная сыворотка проверена на специфическую нейтрализую​щую активность. Для этого предварительно определяют титр нейтрализую​щих антител в этой сыворотке или ее индекс нейтрализации в реакции с гомо​логичным вирусом.

Выделение рабдовирусов методом бляшек. Данный метод специфический, применяют его для выделения, предварительного типирования и селекции рабдовирусов карпа, форели при наличии специфических иммунных сыворо​ток для идентификации вируса.

Округлые колонии (бляшки) образуются в клеточных культурах под агаровым покрытием при наличии вируса в исследуемом материале.

В асептических условиях пастеровской пипеткой набирают ткань почек, печени, селезенки и жидкость из брюшной полости, переносят во флакон со средой, содержащей по 500 ME (мкг)/мл антибиотиков в соотношении 1 : 10, выдерживают 60-90 мин при температуре 18-22 °С, затем центрифугируют при 2-3 тыс. об/мин в течение 10 мин. Надосадочную жидкость разводят питательной средой 1 : 10 (разведение 1 : 100). Для заражения клеточных культур используют надосадочные жидкости обоих разведений.

Для исследования отбирают 3-суточную перевиваемую культуру клеток, выращенную в матрацах с хорошо выраженным монослоем, из расчета 2 мат​раца на каждое разведение патологического материала и по 2 матраца для контроля. Из флаконов удаляют питательную среду и вносят по 2 мл среды без  эмбриональной   сыворотки.   Затем   вносят  по   0,2   мл   исследуемого   патматериала и оставляют для адсорбции вируса на 60 мин при температуре оптимальной для вирусов, поражающих рыб (для вирусов карпа – 24-26 °С и для вирусов форели – 16-18 °С).

Контроль ставят в 2 матрацах с клеточными культурами по 0,2 мл, содержащих по 100 ТЦД50/мл известного вируса, а в 2 – по 0,2 мл пита​тельной среды без вируса.

Через 60 мин жидкость из флаконов удаляют. По стенке, противополож​ной монослою, вносят во флакон емкостью 50 мл 5 мл агарового покрытия, нагретого до 40-42 °С (при выделении вируса ВГС – не более 38 °С). Матрацы поворачивают монослоем вниз, покрывают черной бумагой. Через 15-20 мин матрацы переносят для инкубации при оптимальной для изучае​мых вирусов температуре. Матрацы кладут агаровым покрытием вверх. При неизвестном вирусе культуры содержат при двух температурных режимах – 14-18 и 22-24 °С.

Зараженные клеточные культуры просматривают на белом фоне. При наличии в изучаемом материале вируса в клеточной культуре вначале появ​ляются прозрачные точки на розово-матовом фоне культуры. В дальнейшем они увеличиваются в размере, образуя круглые прозрачные колонии – бляш​ки, наличие которых свидетельствует о наличии в патматериале рабдовирусов.

Пастеровской пипеткой набирают кусочек бляшки на границе поражен​ной и непораженной части с таким расчетом, чтобы попал не только агаро​вый, но и клеточный слой. Отобранный кусочек помещают в пробирку с 1 мл ростовой среды, замораживают при минус 20 °С и выдерживают 60 мин. В случае большого количества бляшек (весь клеточный слой прозрачный) исследования повторяют в разведениях 10-3 и 10-4.

Бляшки диаметром 3-8 мм рабдовируса карпа на перевиваемой куль​туре ЕРС и FHM, инкубируемой при температуре 24-26 °С, проявляются на 4-7-й день.

При отсутствии бляшек и наличии ЦПД в клеточных культурах прово​дят дополнительные исследования вируссодержащей культуральной жидкости в разведениях 10-2-10-3 (2-3 пассажа). В качестве дополнительных мето​дов идентификации вирусов используют: метод флуоресцирующих антител; определение чувствительности вируса к хлороформу, эфиру, величине рН, нагреванию;  электронно-микроскопическое исследование морфологии вирусов.

Окончательным доказательством этиологической роли выделенного ви​руса является положительная биопроба.

Контрольные вопросы.

Что такое тропизм вируса?
1 Почему нельзя брать патологический материал от давно погибшей рыбы?
2 В какой период заболевания вероятность выделения вируса наибольшая и почему?
3 Как осуществляется сбор патологического материала и что при этом необходимо учитывать?
4 Каким образом экстрагируют вирус?
5 Какие методы и средства используют для деконтаминации патологиче​ского материала от бактериальной микрофлоры?
6 Почему обработанный патологический материал предпочтительно сразу использовать для исследований?
7 Как хранят обработанный патологический материал?
8 Чем определяется чувствительность культуры клеток к вирусу?

9 Что такое цитопатогенное действие (ЦПД) вируса и как оно проявля​ется?

10 Как оценивается ЦПД?
11 Какие культуры клеток используют для выделения вируса?
12 Что означает понятие «слепые пассажи» и для чего они проводятся?
13 С какой целью прогревают сыворотку, используемую для приготовления питательной среды?
14 Что такое пассирование вируса на культуре клеток?
15 Из каких этапов складывается проведение каждого пассажа вируса?
16 Для чего проводят замораживание и оттаивание патологических мате​риалов перед следующим пассажем?
17 Почему перед заражением культуры клеток монослой ее необходимо отмывать?

Лабораторная работа № 7
Микологическое исследование (4 часа)
Содержание. Ознакомление с порядком и правилами проведения микологи​ческих исследований. Освоение некоторых методов исследования.

Материальное обеспечение. Микроскопы, предметные и покровные стекла, пипетки, препаровальные иглы, микологические крючки, лезвия безопасной брит​вы, пинцеты, скальпели, спиртовки, тампонницы с ватно-спиртовыми тампонами,, флаконы с 1 %-ным водным раствором метиленового синего, 0,9 %-ным раствором хлористого натрия, глицерином, содержащим 10 % едкого кали, стерильным раствором пенициллина и стрептомицина по 500 ЕД на 1 мл, фильтровальная бумага, спички, столики для вскрытия рыбы, пробирки со скошенным агаром Чапека, чашки Петри с агаром Чапека, зрелые культуры Phoma herbarum, Pe​nicillium sp. и др., зараженная патогенными грибами рыба.

Организация и проведение работы. Пробы для микологического исследования берут от только что погибших или больных рыб. В замороженном виде их можно хранить до 3 сут, а кон​сервировать до 2 сут в растворе антибиотиков (пенициллин и стрептомицин по 100 ЕД на 1 мл раствора).

В лаборатории патологический материал исследуют под микроскопом, выделяют чистую культуру возбудителя, определяют его патогенность.

Микроскопируют мазки из различных очагов поражения. Исследуют без окрашивания в капле 0,9 %-ного раствора хлористого натрия или 50 %-ного водного раствора глицерина. Для установления видовой принад​лежности гриба делают посевы (не менее 5) на питательные среды. Первич​ные посевы проводят на плотные агаровые среды. Предположительно (по клиническим признакам) определяют вид возбудителя, выбирают состав среды, так как некоторые возбудители микозов растут на средах с опреде​ленными ингредиентами.

В исследуемом материале могут присутствовать различные бактерии, плесени. Для получения чистых культур применяют методы разделения. Так, добавление 0,5 мг/мл 2 %-ного раствора актидиона задерживает рост плес​невых грибов и практически не мешает развитию патогенных грибов. Сниже​ние рН питательной среды до 3-4 не прекращает роста грибов, в то время как бактерии, особенно сапрофиты, могут развиваться только при рН 7,0-8,5. При температуре 5-10 °С большинство бактерий в отличие от грибов не растет.

При посеве на плотные питательные среды можно обнаружить отдельные колонии. Интересующую колонию осторожно переносят на новую питатель​ную среду и получают рост одного вида микроорганизма.

При посевах для выделения возбудителя рыбу вскрывают, отдельными ножницами вырезают маленькие кусочки ткани из очага поражения, перено​сят   во   флаконы   со   стерильным   раствором   стрептомицина   и   пенициллина (по 500 ЕД в 1 мл) на 15-20 мин. Затем кусочки материала переносят на агар Чапека в чашки или пробирки.

Микроскопические исследования патологического материала проводят в капле 0,9 %-ного раствора хлористого натрия, накрытой покровным стек​лом, при опущенном конденсоре или с прикрытой диафрагмой.

Хорошо сформировавшиеся колонии гриба на агаре пересевают на ско​шенный агар в пробирки:
инокулюм – погруженный мицелий; микологическим крючком вырезают маленький кусочек агара в непосредственной близости от края колонии и переносят на скошенный агар;

инокулюм – воздушные гифы; очень осторожно, чтобы не по​вредить гифы, захватывают кусочек мицелия и переносят на по​верхность питательной среды;

инокулюм – конидии гриба; острием крючка касаются конидиеносцев, а затем поверхности агаровой среды.

По имеющейся колонии гриба описывают его культуральные признаки. Обращают внимание на размеры колонии, форму, строение края и центра, характер поверхности (гладкая, войлоч​ная, бархатистая, паутинистая, хлопьевидная и т.д.), цвет коло​нии, мицелия, репродуктивных органов, окраску обратной сторо​ны колонии и среды. Затем ставят чашку под микроскоп и при среднем увеличении изучают мицелий и его видоизменения, харак​тер ветвления конидиеносцев и расположение спор. Для деталь​ного изучения элементов гриба готовят нативный препарат. С этой целью осторожно лезвием безопасной бритвы вырезают радиально тонкий диаметром до 1 мм ломтик колонии, кладут его на стекло в каплю воды, ждут, пока мицелий смочится, и накрывают по​кровным стеклом. Рассматривают под большим увеличением, из​меряют и зарисовывают характерные видоизменения мицелия, репродуктивные органы, споры. Описывают их форму, строение и окраску.
Контрольные вопросы.

1. Какова последовательность работ при микологических исследованиях?

2. Какими способами проводят микроскопические исследования?

3. В чем сущность метода разделения и на каких принципах он основан?

4. Когда и как применяют метод выделения?

5. Какими способами проводят пересевы грибов?

6. С помощью каких признаков описывают морфологию колонии гриба?

7. Что нужно знать при определении грибов?

Лабораторная работа № 8

Гематологическое исследование (2 часа)
Содержание. Определение показателей красной крови (гемоглобина, гемато- крита, числа эритроцитов), изготовление и окраска мазка, оценка эритроцитар- ной картины крови рыб.

Материальное обеспечение. Микроскоп ММБ с набором объективов Х8, Х40, Х90, кюветы для окраски мазков крови, камера Горяева, фотоэлектроколори- метр или гемометр Сали, аппарат Панченкова, гематокритная центрифуга, обез​жиренные предметные стекла. Стеклянная посуда и необходимые реактивы описаны ниже при характеристике методик определения конкретных показателей.

По изменениям, происходящим в крови, можно судить о патологических процессах, протекающих в организме рыб. Результаты исследований крови с учетом клинических, эпизоотологичсских и патологоанатомических данных позволяют уточнить диагноз болезни.

Кровь для исследования берут пастеровской пипеткой из сосудов гемального канала хвостового стебля. Место взятия обрабатывают 70 %-ным спир​том, просушивают ватным тампоном.

Определение количества эритроцитов и лейкоцитов. Кровь набирают в смеситель меланжера, используемого для подсчета эритроцитов млеко​питающих, до метки 0,5 или 1 и насасывают жидкость для окрашивания и разведения крови до метки 101 (раствор А: нейтральрот – 25 мг; натрий хлористый – 0,6 г, вода дистиллированная ​– 100 мл; раствор Б: крнсталл-виолет – 12 мг, натрий лимоннокислый – 3,8 мг, формалин – 0,4 мл, вода дистиллированная – 100 мл). Раствор А набирают до половины расширения смесителя, раствор Б – до метки 101. (Готовят эти растворы непосредственно перед исследованием, хранить можно в холодильнике не более недели.) Под действием растворов ядра лейкоцитов окрашиваются в фиолетово-красный цвет, а цитоплазма – в розовый. В эритроцитах ядра окрашиваются в синий цвет.

После наполнения снимают резиновую трубку со смесителя, захватывают его между большим и средним пальцами и сильно встряхивают 2-5 мин, после чего выпускают из капилляра 3 капли жидкости, а 4-й каплей заря​жают счетную камеру.

Принцип метода сводится к подсчету форменных элементов (эритроци​тов, лейкоцитов) в камере Горяева. Сначала под малым увеличением микро​скопа находят сетку и устанавливают равномерность распределения клеток, а затем подсчитывают их. Эритроциты считают в 5 квадратах (80 малых), расположенных по диагонали камеры Горяева. В каждом малом квадрате учитывают эритроциты, находящиеся внутри него, и те, которые касаются или лежат на его верхней и левой линиях.

Количество эритроцитов определяют по формуле:
Х = m × 4000 × y
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где: 
m – общее количество клеток в 80 квадратах; 
у – степень разведения крови; 
X – число эритроцитов в 1 мкл.

Лейкоциты подсчитывают в 25 больших квадратах, разделенных на ма​лые (400 малых), и определяют по формуле:
Х = m × 4000 × у
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где:

m – общее количество лейкоцитов; 
у – степень разведения крови; 
X – число   лейкоцитов   в   1   мкл;   
400 – число   просмотренных   малых  квадратов.

Выведение лейкоцитарной формулы. У рыб различают следующие виды лейкоцитов: лимфоциты, моноциты, базофилы, нейтрофилы, эозинофилы. Некоторые авторы выделяют группу полиморфноядерных лейкоцитов.

Лимфоциты – небольшие клетки, немного меньше эритроцитов. Почти вся клетка заполнена ядром, цитоплазма видна в виде узкого ободка вокруг ядра. По Романовскому ядро окрашивается в фиолетово-розоватый цвет, цитоплазма – в голубоватый.

Моноциты – самые крупные клетки, ядро бобовидное, расположено эксцентрично, цитоплазма вакуолизирована, зернистость отсутствует.

Нейтрофилы – круглые клетки, имеют овальное, палочковидное или сегментированное ядро, расположенное у края клетки. В зависимости от воз​раста и формы ядра клетки разделяют на миелоциты, юные, палочкоядерные и сегментоядерные. Зернистость в цитоплазме окрашивается по Романов​скому-Гимзе в фиолетово-розовый цвет.

Эозинофилы – по морфологии сходны с нейтрофилами. В цитоплазме находятся крупные многочисленные зернышки розового цвета.

Базофилы отличаются наличием в цитоплазме зерен  фиолетового цвета.

Высушенный и фиксированный метанолом или спирт-эфиром (1 : 1) мазок крови окрашивают краской Романовского – Гимза. Раствор краски предварительно разводят нейтральной дистиллированной водой (1–2 кайли на 1 мл воды). Разведенную краску подслаивают под предметное стекло, положенное мазком вниз, или красят мазки в контейнерах. В зависимости от температуры воздуха и качества краски мазок окрашивают 30-60 мин. После окраски препарат быстро ополаскивают водой, высушивают на воз​духе, просматривают под микроскопом с иммерсионным объективом. Обычно просчитывают 200 лейкоцитов общепринятым методом.

Определение содержания гемоглобина.
Метод Сали. В градуированную пробирку гемометра Сали до метки 2 пипеткой наливают децинормальный раствор соляной кислоты. Капиллярной пипеткой набирают кровь до метки 20 мкл и вносят в пробирку с соляной кислотой. Затем перемешивают стеклянной палочкой и оставляют на 5 мин. После чего в пробирку по каплям доливают дистиллированную воду, пере​мешивают и подбирают цвет рабочего раствора до совпадения с цветом жидкости в стандартных пробирках.

Количество гемоглобина крови отсчитывают по нижнему мениску на градуированной пробирке. Выражают в г%.

Фотометрический метод. Мерной пипеткой в пробирку осторожно нали​вают 5 мл трансформирующего раствора (бикарбонат натрия – 1 г, красная кровяная соль – 0,2, цианистый калий или натрий – 0,05 г, дистиллирован​ная вода – до 1 л). Пипеткой от гемометра Сали добавляют 20 мкл крови, промывая ее раствором путем попеременного вдувания и выдувания. Содер​жимое пробирки перемешивают и оставляют на 20 мин в холодильнике. Затем раствор из пробирки наливают в кюветы ФЭК и, используя зеленый светофильтр, проводят измерения. Расчет гемоглобина (г/л) производят по формуле X = D540 × 367,1 г/л, где D540 – показания ФЭК; 367,1 – коэффициент перерасчета.

Контрольные вопросы.

1. Какие показатели характеризуют картину красной и белой крови?

2. Каковы качественные и количественные изменения в картине крови?

3. Назовите стадии последовательного созревания эритроцитов и пх мор​фологические особенности.

4. Перечислите основные методы взятия крови у рыб.

5. Какой способ окраски мазков крови используют в ихтиопатологии?

6. В каком аппарате определяют скорость оседания эритроцитов?

Лабораторная работа № 9
Паразитологическое исследование (4 часа)
Содержание. Освоение общих положений и порядка полного паразитологического вскрытия рыб.

Материальное обеспечение. Микроскоп * с объективами ×8-9, ×40, ×90, окулярами ×7, ×10, ×15, фазово-контрастное устройство, бинокулярный стереоскопический микроскоп типа МБС с окулярами ×6, ×8, ×12,5 или препаровальная лупа с окулярами ×l0, ×20, стекла для вскрытия размером 6×9 и 9×12 см, предметные и покровные стекла со шлифовальным краем для изготовления мазков крови, препаровальные иглы разной толщины и заточки
(2-3), пинцеты с толстыми и тонкими концами, ножницы хирургические и глазные, скальпели
разных размеров и формы, пипетки разные (с грушевидным баллоном, глазные, пастеровские), эмалированные кюветы (1-2), чашки Петри (10), лабораторные солонки ((3-4), материальные банки для хранения мазков с простейшими, часовые стекла, иммерсионное или вазелиновое масло, вата, марля, фильтровальная бумага, тушь, пергаментная бумага, кисточки, карандаши, весы, измерительная доска, принятая в ихтиологии, сантиметровая линейка, штангенциркуль, лимоннокислый натрий 5 %-ный, метиловый спирт, этиловый спирт 70°-ный, формалин 4 %-ный, жидкость Шаудина.

Для паразитологического исследования используют живых или только что уснувших рыб всех возрастных категорий. Берут следующее количество рыб: мальков  25 экз., сеголетков – 15-5 экз., годовиков – 10-15 экз., остальных возрастных групп по 3-5 экз. При этом используют специальные инструменты (рисунок 4).
Исследование проводят в следующем порядке: кожа, плавники, рото​вая полость, жабры, глаза, кровь, сердце, брюшная полость (печень, селе​зенка, плавательный пузырь, мочевой пузырь, желчный пузырь, почки, поло​вые железы, кишечник), мышцы, головной и спинной мозг.
Результаты исследований вносят в рабочий журнал, где указывают дату, место вылова рыбы, пол, возраст, массу и длину рыбы, данные паразито​логического исследования с предварительным и окончательным определением паразитов.
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Рисунок 4 – Набор инструментов и посуды, необходимой для проведения полного паразитологического анализа

Для обнаружения трипанозом и криптобий у рыбы берут кровь из серд​ца и делают мазки.

Для предотвращения свертывания крови добавляют 1 %-ный раствор лимоннокислого натрия, накрывают покровным стеклом и микроскопируют. Чтобы мазок не высыхал, края покровного стекла смазывают вазелином. Одновременно несколько мазков крови высушивают на воздухе, фиксируют в метиловом спирте, окрашивают по Романовскому-Гимзе или гематоксили​ном и микроскопируют.

Обычно определяют длину тела рыбы от переднего конца головы до конца чешуйчатого покрова, т.е. промысловую длину (l) и определяют массу рыбы. Позднее, пользуясь этими данными, определяют коэффициент упитанности по формуле:
K = P × 100 / l3

где: 
К – коэффициент упитанности; 
P – масса рыбы, г; 
l – длина тела до конца чешуйчатого покрова, см.

Кожный покров. При наружном осмотре кожного покрова и плавников собирают всех паразитов, видимых простым глазом: паразити​ческих ракообразных, пиявок, нематод и других (их предварительно опре​деляют и фиксируют для последующего изучения). Затем скальпелем сни​мают слизь со всей поверхности тела (мальки, сеголетки, годовики) или с нескольких участков (крупные рыбы) и с плавников, микроскопируют, помещают ее на предметное стекло и смешивают с 2-3 каплями прокипя​ченной и остуженной воды. Накрывают покровным стеклом и просматривают сначала под лупой, а затем под малым увеличением микроскопа. Возбуди​теля костиоза можно обнаружить только при среднем увеличении микроскопа. Кроме возбудителей костиоза, на коже рыб паразитируют другие жгутиконосцы, инфузории, моногенетические сосальщики и др. Обнаруживают также споровиков, локализирующихся в дермальных бугорках. Под кожей, в подчешуйных кармашках и в лучах хвостового и спинного плавников иногда находят нематод.

Крупных паразитов (рачков, гельминтов) подсчитывают в абсолютных числах, а мелких (споровиков, инфузорий и других простейших) – в отно​сительных, то есть учитывают число паразитов в десяти полях зрения мик​роскопа и определяют средние показатели. При этом высчитывают экстенсив​ность и интенсивность заражения каждым паразитом в отдельности для рыб каждого вида и возраста.

При   осмотре   кожного   покрова   можно   видеть   пигментированные   пятна (черного  цвета).  В этих  местах в  толще кожи  локализуются метацеркарии Posthodiplostomum  cuticula.   На     плавниках   встречаются   цисты     сосальщика рода Bucephalus.

После кожного покрова обследуют жаберный аппарат. Жабер​ные дужки помещают на предметное стекло, всех паразитов, видимых про​стым глазом, подсчитывают и фиксируют. С жаберных лепестков делают соскоб или берут жаберные дужки и с несколькими каплями воды зажи​мают между двумя предметными стеклами до прозрачности и исследуют под малым увеличением микроскопа.

Споровики, некоторые инфузории и личинки сосальщиков могут быть и в соединительных образованиях (бугорках); обнаружить и извлечь их мож​но только после разрыва стенки бугорка с помощью препаровальной иглы. В кровеносных сосудах жабр встречаются яйца сангвиникол, споры и мице​лий гриба.

Глаза. Для обнаружения паразитов (личинок сосальщиков) глаза из​влекают из глазных впадин, кладут на предметное стекло и вскрывают острыми ножницами с внутренней стороны. Стекловидное тело, хрусталик и содержимое передней камеры глаза помещают между двумя предметными стеклами и просматривают под малым увеличением микроскопа.

Брюшная полость. Дугообразный разрез к основанию левого груд​ного плавника ведут от анального отверстия, вводят непосредственно в него тупой конец одной из бранш ножниц. Вскрытую брюшную полость осматри​вают, крупных паразитов извлекают, а имеющиеся на сероз​ных покровах и брыжейке бугорки микроскопируют.

Сердце вынимают вместе с крупными сосудами, помещают в бактериологическую чашку с физиологическим раствором, вскрывают его полости, промывают образовавшийся осадок и микроскопируют на наличие возбуди​теля сангвиниколеза и некоторых метацеркариев.

Печень. При наружном осмотре печени можно обнаружить на ее поверхности личинок круглых червей и белые бугорки с заключенными в них личинками ленточных червей. Чтобы обнаружить паразитов, обитающих внутри печени, ее делят на небольшие кусочки, компрессируют и исследуют под лупой, а затем под малым увеличением микроскопа. 
Желчный пузырь вырезают, помещают на предметное стекло, разрезают ножницами, делают соскоб с внутренней оболочки стенки пузыря. Соскоб и сам желчный пузырь помещают между двумя предметными стеклами и исследуют под лупой или микроскопом. В желчном пузыре можно обнаружить простейших сосаль​щиков и личинок ленточных червей.

Селезенку   исследуют так же, как печень.

Почки. Для обнаружения паразитов кусочки органа помещают между стеклами и исследуют под микроскопом. В почках можно найти крупных паразитов, споровиков, яйца сосальщиков, занесенных током крови.

Плавательный пузырь. Наружную волокнистую оболочку плавательного пузыря снимают. Паразиты, находящиеся в его стенке и поло​стях, обычно хорошо видны. Их извлекают и исследуют. Иногда берут соскоб с внутренней оболочки пузыря больной рыбы и тщательно микроско​пируют.

Мочевой    пузырь.    Методика исследования сходна с исследованием желчного  пузыря.  В   мочевом   пузыре обнаруживают  сосальщиков,  спорови​ков и инфузорий.

Половые железы. Для обнаружения паразитов железу частями компрессируют между двумя стеклами и просматривают под микроскопом. В половых железах встречаются микроспородии и крупные плероцеркоиды, окруженные фиброматозными сумками.

Желудочно-кишечный тракт. Пищевод, желудок и кишечник извлекают, освобождают от жира, расправляют и вскрывают, начиная с пище​вода. Обнаруженных крупных паразитов (ленточных и круглых червей, сосальщиков) помещают в физиологический раствор. Содержимое из различ​ных отделов желудочно-кишечного тракта исследуют компрессорным методом под микроскопом. Затем с помощью скальпеля делают глубокий соскоб со слизистой оболочки из нескольких мест и исследуют на наличие микроскопи​ческих паразитов.

Мышцы. Для обнаружения зараженности рыб плероцеркоидами, лентецами и другими крупными паразитами мышцы разрезают на пластинки толщиной 5 мм и просматривают. Чтобы найти мелких паразитов, берут не​большие кусочки мышц из различных частей тела и исследуют компрессор​ным методом под лупой и под малым увеличением микроскопа.

Головной и спинной мозг исследуют компрессорным мето​дом. В этих органах можно обнаружить споровиков Myxosoma cerebralis, Tetrocotyle variegateu.

Хрящи. Для обнаружения возбудителя миксозомоза (вертежа лососе​вых) компрессорным методом исследуют черепные и межпозвоночные хрящи.

Мазки крови окрашивают азур-эозином по Романовскому-Гимзе. Готовую краску Романовского перед окрашиванием разводят нейтральной дистиллированной водой из расчета 2-3 капли краски на 1 мл воды. Раствор метиленовой сини перед употреблением разводят дистиллирован​ной водой 1 : 10 и окрашивают мазки 30 с, затем промывают водой и диф​ференцируют в течение нескольких секунд 5-10  %-ным раствором танина. Эритроциты окрашиваются в красновато-фиолетовый цвет, плазма простей​ших  кровепаразитов – в  ярко-голубой,     ядра     лейкоцитов – в  фиолетовый.

Для изучения морфологии паразитических инфузорий их окрашивают железным гематоксилином по Гейденгайну, а также гематоксилином Делафильда или квасцовым кармином.

Паразитических жгутиконосцев окрашивают железным гематоксилином или по Романовскому-Гимзе.

Слизистых споровиков окрашивают 1 %-ным водным раствором метиленового синего 30-60 мин, затем препарат промывают в воде, последова​тельно проводят через спирты возрастающей крепости (70, 80, 96 %-ный и абсолютный)  и просветляют ксилолом.

Трематод и цестод окрашивают квасцовым кармином. Фиксированные в спирте препараты промывают в течение нескольких часов в проточной или часто сменяемой воде и помещают в краску от одной минуты до несколь​ких часов (в зависимости от толщины гельминта). Продолжительность окрас​ки можно контролировать микроскопией препаратов. Окрашенные препараты переносят в дистиллированную воду, где в течение нескольких минут их тщательно отмывают от краски. Отмытых паразитов осторожно сушат филь​тровальной бумагой и проводят через спирты возрастающей крепости (70, 80, 96 %-ный), выдерживая в них несколько часов. Обезвоженных парази​тов просветляют маслом и ксилолом.

Мелких цестод можно окрашивать молочнокислым кармином по Блажину. Молочную кислоту разводят в 2 раза дистиллированной водой, добав​ляют небольшое количество кармина (в зависимости от желаемой степени окраски). Жидкость кипятят. Красить лучше свежие, нефиксированные объек​ты. Продолжительность окраски контролируют под микроскопом, а в случае перекрашивания объект переносят в цельную молочную кислоту для обесцвечивания. Окрашенный препарат промывают 20-60 мин водопроводной во​дой и помещают в бальзам.

При окраске крупных цестод этот способ модифицировали. Цестод промывают в проточной или часто сменяемой водопроводной воде при ком​натной температуре летом один день, в холодное время года – 3-4 дня. Затем их помещают на 4-6 ч в краску (0,3 г кармина на 100 мл 30 %-ной молочной кислоты). Интенсивность прокрашивания контролируют под мик​роскопом. После этого на сутки их переносят в дистиллированную воду, в которую добавляют 3 капли раствора сернокислого железа и 2 капли 1 %-ного раствора фенола. Далее цестод переносят на чистое предметное стекло, расправляют и высушивают при температуре 30-37 °С. Высохший очень плотно приставший к стеклу препарат заливают канадским бальзамом или канифолью, растворенной в смеси, состоящей из равных частей хлоро​форма и абсолютного спирта.

Для приготовления временных препаратов нематод не окрашивают, а кладут для просветления в неразведенную молочную кислоту или лакто-фенольный раствор (2 части глицерина, 1 часть молочной кислоты, 1 часть фенола и 1 часть воды) на 3-10 дней. Мелких гельминтов на 1-2 дня помещают в молочную кислоту (1-2 капли) и накрывают покровным стеклом.

Постоянные препараты для микроскопического исследования нематод готовят так. Фиксированных в 70 %-ном спирте живых гельминтов через сутки помещают на несколько часов (в зависимости от величины нематод) в 96 %-ный, а затем в абсолютный спирт на 3-5 мин. После этого их пере​носят в гвоздичное или хеноподиевое масло или карбоксилол на 2-5 мин, а   затем   кладут   на   чистое   предметное   стекло   и   заливают   бальзамом.

Скребней (акантоцефалов) для изучения хоботка и крючков просветляют. Для этого их из 70 %-ного спирта переносят сначала в 50 %-ный глицерин, а затем в чистый. Структуру других органов изучают после полного обез​воживания гельминтов путем постепенного проведения их через спирты воз​растающей крепости. Из абсолютного спирта гельминтов переносят на пред​метное стекло в каплю кедрового масла, покрывают покровным стеклом и микроскопируют.

Паразитических рачков исследуют в той же жидкости, в которой хра​нят. Красить их не обязательно. Иногда прибегают к окраске борным кар​мином, эозином, сафранином и др.

Идентификацию паразитов проводят по «Определителю паразитов прес​новодных  рыб СССР»   (Изд-во  АН  СССР,  1984-1985  гг.,   Т.   1-3).
Контрольные вопросы.

1 Какие болезни рыб называют инвазионными и как их классифицируют?
2 В чем сущность полного паразитологического вскрытия рыбы?

3 Какое количество рыб обследуют для выяснения паразитологнческой си-
туации в хозяйстве?
4 Как учитывают количество найденных паразитов?
5 В каком порядке проводят внешнее обследование рыбы?
6 Как берут кровь и фиксируют мазок?
7 Что такое компрессионный метод исследования?
8 В какой последовательности исследуют внутренние органы?
9 Как исследуют кишечник, почки и печень?
10 Как обследуют глаза и каких паразитов там часто находят?
11 Как обнаруживают возбудителя вертежа лососевых?

12 Какие паразиты локализуются в плавательном пузыре и как их обна-
руживают?
Лабораторная работа № 10
Методы паразитологического инспектирования морской рыбы и рыбной продукции (морская рыба-сырец, рыба охлажденная и мороженая)

 (4 часа)
Содержание. Освоение общих положений и порядка полного паразитологического вскрытия рыб.

Материальное обеспечение. Столик или иное приспособление с прозрачной (из стекла
 или плексигласа) верхней крышкой (размером не менее, чем 40×40 см)
и электрической подсветкой снизу. Используется для просмотра филе на просвет. Бинокуляр (или стереомикроскоп) любой марки (типа МБС-1,МБС-2, МБС-9, МБС-10 и т.д.). Головная (ила налобная) лупа любого типа (БЛ-2 или др.). Микроскоп любой марки (типа МБИ, Биолам и т.д.). Предметные и покровные стекла. Компрессорий — вырезанная из толстого стекла (толщиной от 3 до 5 мм) пара прямоугольных пластин размером от 10×15 см до 20×20 см. Медицинские скальпели средних размеров и медицинские ножницы (хирургические) средних размеров. Пинцеты (анатомические или хирургические) средних размеров, а также мелкие глазные для удерживания участков ткани при вскрытии и выбирания паразитов из тканей.  Пипетки глазные для выбирания мелких паразитов из жидкости. Препаровальные иглы (толстые иглы с пластмассовыми ручками) для извлечения паразитов из тканей, капсул или цист, для проверки жизнеспособности личинок гельминтов. Чашки Петри. Пенициллиновые пузырьки с пробками и стек​лянные или пластмассовые пробирки различного размера. Спирт-ректификат используется при разведении до 70 °С в качест​ве фиксатора для трематод и цестод. Формалин используется при разведении до 4-10 %-ого в качестве фик​сатора для нематод,  скребней,  ракообразных, простейших.

1 Общие положения

1.1 Задачи паразитологического инспектирования

Паразитические организмы являются нормальными сочленами биоце​нозов, и практически не существует ни одной взрослой особи тихоокеанских лососей, вернувшейся в пресноводные водоемы из моря, внутри или на поверхности тела которой, не содержалось бы таких организмов. Большинство их имеют микроскопические размеры, не причиняют рыбам вреда, не представляют опасности для человека. Такие паразиты не влияют на качество рыбного сырья и продукции, они незаметны или малозаметны и большей частью выявляются только при специальном паразитологическом исследовании. Поэтому сам по себе факт нахождения в морской рыбе паразитов еще не может быть основа​нием для браковки или снижения сортности.

Но среди паразитов, обитающих в морских рыбах, могут встре​чаться такие, которые опасны для здоровья человека, способны изменять физико-химические свойства рыбного сырья или портить товарный вид ры​бы и рыбной продукции. Выявление таких паразитов и установление степени зараженности ими для последующего решения вопроса о возмож​ности пищевого или иного использования сырья или продукции является задачей паразитологического инспектирования.

Паразитологическое инспектирование необходимого количества партий морской рыбы или соответствующей рыбной продукции в обяза​тельном порядке проводится предварительно, а также в начальный пери​од освоения новых объектов или новых районов промысла. В результате такого инспектирования выясняется необходимость дальнейшего контро​ля уровня зараженности аналогичных партий путем выборочного парази​тологического инспектирования, методика контроля и его периодичность

Некоторые виды морской рыбы и рыбной продукции характеризуются всегда низким уровнем зараженности, не препятствующим их пищевому использованию. Необходимость проведения паразитологического инспек​тирования определяется в процессе приемки по качеству и возникает при любом подозрении на наличие в сырье или продукции паразитов, опасных для человека или снижающих качество.

Объем выборки должен быть 25 экз. каждого вида рыбы. Если рыба разделана на куски или филе, то отбирают 50 кусков или филе.

При получении неудовлетворительных результатов паразитологического инспектирования по паразитам, портящим товарный вид или качество продукции, но не представляющим опасности для человека, про​водят повторное инспектирование продукции такого же объема выборки, как и первый. Результаты повторного инспектирования суммируются с результатами первичного, и этот суммарный результат распространяет​ся на всю партию.

В случае обнаружения в рыбах инспектируемой выборки живых ли​чинок гельминтов (хотя бы одного экземпляра), потенциально опасных для человека, продукция повторному паразитологическому инспектиро​ванию не подлежит; результат является окончательным.

2 Внешний осмотр

Каждый экземпляр дефростированной рыбы всех типов разделки сначала подвергают внешнему осмотру. Запись и, если нужно, сбор выявленных паразитов и поражений ведется отдельно по каждому экзем​пляру рыбы (филе или куску).
Осмотр проводится, как правило, невооруженным глазом, без исполь​зования лупы, бинокуляра или иных оптических устройств; ими можно пользоваться при извлечении паразитов или при уточнении их положе​ния в тканях рыбы.

В результате внешнего осмотра выявляются:

а) визуально заметные паразиты или иные включения, которые могут быть приняты за паразитов, прикрепленные или прилипшие к поверхности тела, его полости или поверхности разрезов мяса рыбы, а также паразиты, полупогруженные в мясо или находящиеся там непосредственно под поверхностью и просвечивающие сквозь нее;

б) пятна и включения, отличающиеся по цвету или консистенции от окружающих их нормальных тканей рыбы, а также различные опухолевидные образования;

в) участки мяса разжиженной консистенции;

г) случаи плохого качества зачистки полости тела (у потрошеной рыбы), когда в полости тела остаются отдельные паразиты.

Как правило, паразиты характеризуются четкими контурами тела. Они могут обнаруживаться как в свободном, так и в инцистированном состоянии; в последнем случае их тело бывает одето шаровидной или вытянутой соединительнотканной оболочкой – цистой или капсулой. Мак​симальные размеры цист (которые всегда шаровидны) – до 3-4 мм, кап​сул (их форма может быть различной, но чаще всего вытянутая) – до нескольких сантиметров (иногда даже более 20 см). Двумя препаровальными иглами обычно нетрудно извлечь паразита из капсулы; извле​чение паразитов из мелких цист требует определенного навыка.

Иногда цисты могут быть покрыты скоплением черного пигмента. Это бывает, например, при так называемом «чернопятнистом заболева​нии» тихоокеанских лососей, возбудителями которого могут служить инцистированные личинки некоторых трематод и нематод. Такие черные пятна диа​метром от I до 5-6 мм встречаются в коже, под чешуей и очень редко в мясе.

Темные пятна на поверхности тела или в мясе тихоокеанских лососей могут быть следами прикрепления здесь паразитических ракообразных или не​которых других паразитов. Такие пятна обычно имеют расплывчатые контуры, характеризуются более крупными размерами (до 2-3 см в попе​речнике) и иногда содержат внутри твердые включения – остатки го​ловных частей паразитов. Подобные пятна следует вырезать для после​дующего исследования с участками окружающей нормальной ткани. Подоб​ным же образом вырезаются и кусочки ткани с иными включениями.

Разжиженная консистенция мышечной ткани может указывать на поражение паразитическими простейшими — миксоспоридиями или микро​споридиями. Из мяса, имеющего признаки разжижения, нужно вырезать несколько кусочков (обычно не более 2×2×2 см) для последующего ла​бораторного исследования.

Отобранные для определения паразиты и кусочки ткани помещаются с соответствующими этикетками в небольшие сосуды (чашки Петри, солонки или часовые стекла) с подсоленной или морской водой.

3 Обследование мускулатуры

Наиболее важная и ответственная процедура паразитологического инспектирования — обследование мышечной ткани (мяса) рыбы. Оно мо​жет производиться различными методами.

3.1 Метод параллельных разрезов

Самый употребительный метод, позволяющий сравнительно быстро обследовать мясо рыб крупной и средней величины; пригоден для рыб всех видов разделки.

Обследуемую рыбу желательно вначале обесшкурить, чтобы прове​рить, нет ли под кожей паразитов или поражений.

Мышечную ткань острым скальпелем разрезают поперек мышечных волокон на ломтики толщиной от 5 до 10 мм, а затем, «перелистывая» эти ломтики, просматривают их в падающем свете невооруженным гла​зом. На таких разрезах обычно хорошо видны любые включения: личинки цестод, нематод и трематод, цисты микро- и миксоспоридий и другие поражения. Делая разрезы мускулатуры, и встречая в ее толще крупных (величиной около I см и более) гельминтов или ракообразных, нужно стараться, чтобы несколько экземпляров таких паразитов или крупных включений было извлечено целиком, не разрезанными на куски.

3.2 Просмотр мышечной ткани на просвет

Это наиболее эффективный метод, позволяющий быстро обследо​вать большие количества рыбы и продукции.

Для использования этого метода нужно иметь специальное приспо​собление - столик с прозрачной (лучше из молочного или матового стекла) крышкой и подсветкой снизу. Приспособление может быть вы​полнено и в виде транспортера с прозрачной или полупрозрачной лен​той и подсветкой сквозь нее» Могут быть использованы и другие кон​струкции. Яркость подсветки устанавливается опытным путем.

Рыба всех видов разделки перед обследованием должна быть обесшкурена. Филе толщиной до 3-4 см просматривается целиком, сначала с одной, потом с другой стороны» У рыбы других видов разделки мясо срезается с костей так, чтобы получившиеся куски или филейчики достигали в толщину не более 3-4 см. Слишком толстые куски соответст​вующим образом разрезаются,

Толщина ломтиков (филейчиков) может быть различной в зависи​мости от степени просвечиваемости мяса данного вида рыб. Паразиты — личинки цестод, трематод и нематод, паразитические ракообразные и другие включения размером от нескольких миллиметров и более — обычно хорошо заметны на просвет даже в довольно толстых филейчиках.

3.3 Компрессорный метод

Компрессорный метод трудоемок и малопроизводителен. С его по​мощью, как правило, невозможно обследовать всю массу отобранной для инспектирования рыбы; им можно пользоваться лишь для выборочного контроля.

Метод заключается в просмотре на просвет сдавленных между двух стекол кусочков мышечной ткани. Просмотр осуществляется невооружен​ным глазом или, если нужно, при слабом увеличении головной лупы или бинокуляра. Удобнее всего использовать кусочки мышечной ткани объ​емом около 2-5 см2 и стекла размером около 9x20 см. Стекла должны быть толщиной не менее 4-5 мм. Размеры стекол и объем кусочков ткани могут быть другими; наиболее удобные устанавливаются в процессе работы после небольшой практики.

Метод позволяет выявлять и очень мелких паразитов, но их труд​но затем выбирать из-под стекол.

3.4 Обследование печени, молок и икры

Печень, молоки и икра обследуются отдельно от других частей рыбы. Вначале проводится внешний осмотр печени или ястыков. Снаружи, чаще всего на покрывающих их пленках или под ними могут быть инкапсулированные личинки цестод и нематод. Особое внимание нужно обращать на личинок нематод, свернутых в плоские спирали; диаметр таких спиралей может составлять от 2 до 6 мм.

Затем пленки надрезаются или разрываются и небольшие порции мо​лок, икры или ткани печени помещаются на стекло и просматриваются компрессорным методом (см. пункт 3.3). При этом могут быть встречены личинки нематод или взрослые трематоды, хорошо видимые визуально, а также другие паразиты или включения.

Компрессорным методом удобно просматривать лишь мелкую икру. Порции более крупной икры приходится разбирать препаровальными иг​лами в чашке Петри с небольшим добавлением воды.

Замеченные паразиты или включения, а также имеющие необычный вид икринки отбираются глазным пинцетом для последующего определе​ния. Отбираются также участки тканей, имеющие ненормальный вид или консистенцию.

4 Обследование сырца

Паразитологическое обследование рыбы-сырца по возможности про​изводится с использованием описанных выше методов. В судовых условиях, когда нет времени и нормальных условий для деталь​ного паразитологического обследования, разрешается применять упро​щенный метод. 

Этот метод не позволяет получать точные цифры степени зараженности рыбы, непригоден для выявления опасных для человека личинок гельминтов (тем более, что в свежевыловленной рыбе все паразиты находятся в живом состоянии). С помощью упрощенного метода осуществляется лишь предварительный контроль за паразитологическим состоянием уловов, что позволяет своевременно заметить недопустимо высокую зараженность рыбы в отдельных районах (или в отдельных уловах). В подобных случаях могут приниматься решения о непригодности данных уловов для пищевых целей, о прекращении лова или, в сомни​тельных случаях, о необходимости срочно провести детальное обследо​вание рыбы для принятия окончательного решения. Благополучные ре​зультаты упрощенного паразитологического обследования сырца на суд​не не исключают необходимости паразитологического инспектирования соответствующих партий продукции на берегу.

5 Упрощенный метод паразитологического обследования сырца

Производится внешний осмотр рыбы. Затем делается продольный разрез по брюшку, брюшная полость раскрывается  и осматривается. Пищеварительный тракт перерезается впереди, у пищевода, (вместе с при​лежащими к нему тканями и кровеносными сосудами) и сзади, у анально​го отверстия. Чтобы содержимое кишечника и имеющиеся в нем паразиты не попали в брюшную полость, весь кишечник с печенью и другими внутренними органами и тканями извлекают и выбрасывают; если печень, икра и молоки предназначаются для пищевого использова​ния, то они внимательно осматриваются (на них нужно также сделать один-два разреза, чтобы убедиться в отсутствии заметных паразитов и поражений внутри).

Если полость тела залита кровью, ее промывают водой и еще раз внимательно осматривают. Потом с каждой боковой стороны рыбы, сна​ружи, от головы до хвоста, делают по два-три продольных разреза, проходящих через всю толщу мяса. Раздвигая эти разрезы, осматривают их поверхность для выявления паразитов, которые могут находиться в мышечной ткани. Если рыба имеет плотную чешую, то перед разрезами ее приходится частично счищать.

Упрощенный метод паразитологического обследования позволяет бо​лее или менее достоверно отметить или очень благополучное состояние рыбы (когда паразитов очень мало), или недопустимо высокую заражен​ность. Цифры, полученные в результате использования упрощенного ме​тода паразитологического обследования рыбы, непригодны для оценки с помощью нормативных инструкций.

6 Определение жизнеспособности личинок гельминтов, опасных для человека

Отобранные для определения паразиты или включения, которые мо​гут быть приняты за инцистированных или инкапсулированных парази​тов, сначала просматриваются под лупой или бинокуляром (МБС-1, МБС-2, МБС-10 и т.п.). Затем, если нужно, они просматриваются под малым и средним увеличениями микроскопа.

Пищевое или кормовое использование морской рыбы запрещается при наличии в мускулатуре личинок нематод рода Anisakis, плероцеркоидов цестод рода Diphyllobothrium, личинок скребней рода Corynosoma и личинок (метацеркарий) трематод, находящихся в живом состоянии. Погибшие личинки опасности не представляют. Поэтому, если при паразитологическом инспектировании выявлены потенциально опасные личинки гельминтов, следует выяснить, нет ли среди них живых особей. Для этого осуществляется определение жизнеспособности вышеуказанных личинок гельминтов.

Определение жизнеспособности в обязательном порядке должно производиться для личинок гельминтов, обнаруженных в свежей и охлажденной морской рыбе, если ее в таком виде предполагается направить на пищевое или кормовое использование.

Определение жизнеспособности потенциально опасных личинок гельминтов, обнаруженных в мороженой рыбе всех видов разделки, производится только в том случае, если со времени ее заморозки прошло менее двух месяцев. В течение этого срока все личинки в мороженой рыбе погибают.

Определение жизнеспособности потенциально опасных личинок гельминтов, выделенных из морской рыбы, может осуществляться несколькими методами.

6.1 Метод физического раздражения

Личинок нематод, цестод и скребней при комнатной температуре помещают в чашку Петри или на часовое стекло на фильтровальную бумагу, обильно смоченную физиологическим раствором; некоторых личи​нок удобно рассматривать без фильтровальной бумаги, в очень тонком слое физиологического раствора. Личинок рассматривают в бинокуляр.

При наблюдении в течение одной-двух минут, если личинки живые, можно заметить их слабую подвижность. Если движения не наблюдаются, это еще не значит, что личинки мертвы. Их движения можно стимулиро​вать с помощью физического раздражения. Для этого, наблюдая в бино​куляр, нужно уколоть личинку острой препаровальной иглой. Если ли​чинка жизнеспособная, то укол вызывает сокращения тела.

Метацеркарии трематод заключены в цисту, что осложняет опре​деление их жизнеспособности. Выделенных метацеркарий в цистах по​мещают на предметное стекло (или лучше на плоское стекло размером 6x9 см или 9x12 см), добавляют сверху несколько капель воды или физиологического раствора, накрывают сверху другим предметным стеклом и помещают на столик бинокуляра (при большом увеличении) или микроскопа (при малом увеличении). Жидкости должно быть добавлено достаточно много, чтобы верхнее стекло не слишком сильно давило на цисты метацеркарии, но чтобы излишек жидкости не стекал на столик микроскопа.

Внимательный просмотр цист в течение нескольких минут позволя​ет заметить медленные движения внутри них метацеркарии, если они живые. Если движений нет, нужно, продолжая наблюдать через окуляр, осторожно надавить на верхнее стекло, чтобы было видно легкое сдав​ливание оболочек цист. Если метацеркарии жизнеспособны, придавливание стимулирует их самостоятельные движения.

6.2 Метод электрического стимулирования

Он более надежный, но применимый только к личинкам нематод, цестод и скребней (но не к метацеркариям трематод); требует нали​чия источника слабого постоянного тока (0,5-1,5 В). Два тонких изолирован​ных провода от положительного и отрицательного полюсов элемента про​водятся к двум препаровальным иглам (может быть использован и спе​циальный инструмент с автономным питанием, двумя иглами и выключа​телем). Личинки, лежащей в тонком слое воды или лучше на мокрой фильтровальной бумаге, нужно коснуться одновременно обеими иглами, наблюдая под бинокуляром наличие или отсутствие движений.

6.3 Метод химического воздействия

Личинок (в особенности это применимо к метацеркариям трематод) помещают при комнатной температуре (лучше при 36-37 С) в маленький объем 0,5%-го раствора трипсина, приготовленного на физиологическом растворе. Если личинки жизнеспособны, раствор стимулирует их движения, а инцистированные метацеркарии трематод начинают выходить из цист, эф​фект, если он есть, можно заметить, контролируя под бинокуляром в течение не более 5 мин.
7 Подсчет выявленных паразитов и поражений

Используются следующие понятия, термины и обозначения:

Экстенсивность (K) – степень зараженности рыб (или кусков) в процентах; подсчитывается делением числа зараженных рыб (кусков) на число обследованных с последующим умножением на 100.

Интенсивность (J) – число паразитов в одной конкретной рыбе (куске). Под термином «интенсивность» часто подразумевают и ампли​туду интенсивности.

Амплитуда интенсивности – величины минимальной и максимальной интенсивности, встреченные в обследованной выборке (например, от I до 5; обычно записываются через тире: 1-5).

Критическая интенсивность (J) – количество паразитов или пора​жений, при котором экземпляр (или кусок) рыбы определенной массы считается непригодным или ограниченно пригодным для пищевого ис​пользования. Величина J устанавливается нормативными документами.

Индекс обилия – т.е. число паразитов, в среднем приходящееся на одну рыбу (кусок);  вычисляется путем деления общего числа выявлен​ных паразитов данного вида на количество обследованных рыб.

Среднее число паразитов на 1 кг массы (К) – находится делением общего числа паразитов в выборке на общую массу (в кг) выборки.

Допустимое среднее число паразитов на 1 кг массы (K) – устанавливается нормативными документами.

Понятия «критическая интенсивность» (J) и «допустимое среднее число паразитов на I кг массы» (К) применимы только к паразитам, не представляющим опасности для здоровья человека.

Чтобы облегчить подсчет выявленных при инспектировании парази​тов или поражений, цифры зараженности каждой особи (интенсивность) записываются в виде рабочей таблицы 1.

Цифры правой вертикальной колонки получаются перемножением цифр соответствующего горизонтального ряда двух предшествующих ко​лонок. Записывается также общая масса выборки; для нашего примера при​мем 30 кг.

Теперь из сделанных записей легко получить все нужные по​казатели. Экстенсивность (15 : 32 × 100) = 46,9 %. Амплитуда интенсив​ности составляет 0-23. Индекс обилия (67 : 32) = 2,1. Среднее число паразитов на 1 кг массы (67 : 30) =2,2.
Далее, пользуясь нормативными инструкциями «Инструкция по санитарно-паразитологической оценке морской рыбы и рыбной продукции (рыба-сырец,  охлажденная и мороженая морская рыба, предназначенная для реализации в торговой сети и на предприятиях общественного пи​тания)» 1989, делается вывод о пищевой пригодности инспектируемой партии рыбы и рекомендации по ее использованию.
Таблица 1 – Учет количества паразитов в обследованной выборке

	Число паразитов в 
рыбе 
	Число рыб, 
содержащих 
паразитов
	Общее количество паразитов в рыбах, зараженных одинаково

	Количество незараженных рыб

	0
	17
	0

	Количество зараженных рыб

	1
	6
	6

	2
	4
	8

	3
	1
	3

	5
	2
	10

	17
	1
	17

	23
	1
	23

	
	Всего обследовано рыб
	Общее количество паразитов в выборке

	
	32
	67


Иногда бывает полезно получить представление о степени досто​верности определенных при обследовании выборки характеристик экс​тенсивности. Понятно, что степень достоверности результатов возрас​тает с увеличением объема выборки.  Получить представление о степени достоверности результатов и определить желательный объем выборки можно с помощью таблицы 2.

Таблица 2 – Амплитуда возможных значений фактической зараженности партии рыбы в зависимости от объема исследованной выборки (степень достоверности – 0,95)
	Экстенсивность заражения (%), при инспектировании выборки
	Величина выборки

	
	25 экз.
	50 экз.
	100 экз.

	0
	0,0-11,3
	0,0-5,8
	0,0-3,0

	4
	0,0-15,3
	0,4-11,3
	1,0-8,8

	8
	0,8-21,9
	2,1-17,2
	3,4-14,2

	12
	2,3-27,7
	4,4-22,6
	6,3-19,2

	16
	4,4-33,6
	7,1-27,6
	9,4-24,0

	20
	6,8-37,9
	10,0-32,4
	12,7-28,5

	40
	21,7-59,9
	26,7-54,1
	30,5-49,5

	60
	40,1-78,3
	45,9-73,3
	50,1-69,5

	80
	62,1-93,2
	67,6-90,0
	71,5-87,3

	100
	88,7-100
	94,2-100
	97,0-100

	Примечание: значение фактической зараженности будет близким к цифре, полученной в результате инспектирования


8 Оформление результатов паразитологического инспектирования

В случае если при инспектировании обнаружены в живом состоя​нии паразиты, опасные для человека, или в недопустимо больших коли​чествах выявлены паразиты, ухудшающие товарный вид и препятствующие пищевому использованию данной рыбы, результаты паразитологического инспектирования оформляются актом забраковки продукции.

Акт пишется в произвольной форме. В нем нужно отразить следующие сведения:

1Дату и место инспектирования;

2 Объект инспектирования:  вид рыбы и тип разделки;

3 Кем и почему образцы направлены на инспектирование и каков ха​рактер инспектирования (для какой цели);

4 Место и время вылова рыбы и (или) изготовления продукции;

5 Величина партии и объем выборки;

6 Состояние инспектируемой выборки;

7 Использованные методы инспектирования;

8 Обнаруженные группы и виды паразитов и поражений;

9 Установленная экстенсивность инвазии, амплитуда интенсивности, индекс обилия и другие нужные цифровые показатели;

10 Сведения о наличии или отсутствии потенциально опасных для человека и хозяйственно-ценных животных личинок гельминтов в живом состоянии;

11 Заключение о пригодности или непригодности рыбы или продукции для пищевых и кормовых целей; оценка товарного вида и рекомендации по использовании. 

Акт должен быть подписан лицами, производившими инспектирование.

В зависимости от характера инспектируемого материала и целей инспектирования в акт могут быть внесены необходимые изменения и дополнения.

9 Направление материала для исследования и уточнения диагноза

В случае, с помощью настоящей методики оказывается затруднительным установить группу обнаруженных паразитов, требуется подтверждение или уточнение диагноза, материал должен быть направлен для исследования в Азовский научно-исследовательский институт рыбного хозяйства (АзНИРХ). Желательно направить в такой институт рыбу в таком же объеме и состоянии, в каком находилась проинспектированная выборка. В крайнем случае, направляется лишь собранный паразитологический материал – фиксированные паразиты, фиксированные или лучше замороженные образцы пораженных тканей рыбы; материал должен быть тщательно документирован.

Фиксирование разных групп паразитов производится в различных фиксаторах. Трематод, цестод и паразитических ракообразных фиксируют в 70-75 %-м спирте. Нематод – в 3-4 %-м формалине с добавлением поваренной соли из расчета примерно 1 г на 100 см3 раствора. Пиявок фиксируют в 2 %-м формалине. Скребней можно фиксировать как в спирте, так и в формалине.

Паразитов не установленной систематической принадлежности луч​ше фиксировать спиртом. Целую рыбу и кусочки тканей с поражениями фиксируют в 10%-м формалине; у целой рыбы перед фиксацией полез​но сделать разрез на брюшке, чтобы фиксатор быстрее проник к внут​ренним органам.

Паразиты и кусочки пораженной ткани из разных мест должны быть по отдельности разложены в пробирки, пенициллиновые пузырьки или другие подходящие сосуды. Как правило, количество фиксатора должно превышать объем фиксируемого материала не менее чем в 10 раз.

Пробирки с фиксированным материалом плотно затыкаются комочка​ми ваты и помещаются в стеклянную или пластмассовую банку с широким горлом» Промежутки между пробирками забиваются ватой и в банку заливается тот же фиксатор. Пробирки со спиртом и формалином следует помещать в разные банки. В пробирки должны быть вложены написанные простым карандашом этикетки с указа​нием, что это за материал. Все банки, пенициллиновые пузырьки и другие сосуды должны быть плотно закрыты во избежание выливания или испарения фиксатора.

В сопроводительных документах нужно четко указать, почему и для каких целей требуется исследование направляемого материала.

Если материал достаточен и правильно фиксирован, в лаборатор​ных условиях научно-исследовательских институтов есть возможность точно определить вид паразитов морских рыб. В лабораториях этих институтов можно также получить нужные справки и консультации.

Контрольные вопросы.
1. Для чего производят паразитологическое инспектирование морской рыбы (рыбы-сырца, рыбы охлажденной и мороженой)?
2. Какие методы используют для паразитологического инспектирования морской рыбы? 

3. Какие методы фиксации паразитов рыб используют при паразитологическом инспектировании?

Лабораторная работа № 11
Постановка биологической пробы (2 часа)
Содержание. Освоение метода определения патогенных свойств (вирулент​ности) выделенных бактерий, вирусов и грибов для установления их этиологической роли при за​болевании рыб.

Материальное обеспечение. 
Для бактерий: аквариумы с отстоявшейся водой, рыба для по​становки биологической пробы, изотонический раствор хлорида натрия, оптический стандарт мутности, стери​лизатор со стерильными шприцами и иглами для внутрикожных, внутримышеч​ных и внутривенных инъекций, скарификатор, скальпель, пинцет анатомический, ножницы, стерильные ватные тампоны, спирт в баночке, спиртовка, спички, мар​левые салфетки для заворачивания рыбы, лоток или кювета для отработанных тампонов, стерильные пробирки, градуированные пипетки на 1,0 и 5,0 мл.
Для вирусов: вируссодержащая культуральная жидкость, культуральная жидкость незараженной культуры клеток, рыба, чувствительная к данному вирусу, стерильные шприцы с иглами.

Для грибов: инокулюм гриба (частицы мицелия, конидии или зооспоры), микроскоп, предметные и покровные стекла, препаровальные иглы, микологические крючки, лезвия безопасной бритвы, пинцеты, скальпели.

Для установления окончательного диагноза на инфекционную болезнь в ряде случаев, а также при решении вопроса о снятии карантина или каран​тинных ограничений с хозяйства при аэромонозе (краснухе), фурункулезе и др. ставят биологическую пробу. При постановке ее с целью определения патогенности и вирулентности возбудителей используют чистые культуры бактерий, вирусов, грибов. Кроме того, применяют нативные суспензии и взвеси, приготовлен​ные из различных органов и тканей больных или подозреваемых в заражении рыб.

Вирулентность – биологическое свойство микроорганизмов, ко​торое характеризует степень их патогенности в момент изучения, является индивидуальным признаком и может варьировать в очень широких пределах.

Степень вирулентности характеризуется способностью изучае​мой культуры вызывать развитие клинических признаков и гибель экспериментально зараженных рыб и зависит, как от культурально-морфологических и токсигенных свойств возбудителя, так и от резистентности рыбы, связанной с ее видом, возрастом, условиями содержания (особенно температурного режима), а также от спосо​ба заражения.

Биопробы ставят в аквариумах, ваннах или бассейнах, создавая в них оптимальные условия для жизни рыб и размножения возбудителей по основ​ным гидрохимическим показателям. Наблюдения ведут ежедневно, учитывают число погибших рыб, клинические признаки болезни и характер патолого-анатомических изменений. Длительность опытов устанавливают с учетом инкубационного периода и длительности течения заболевания в естественных условиях. В опыты отбирают рыб наиболее восприимчивого к данному забо​леванию вида и возраста из благополучного хозяйства. В каждой серии для заражения и контроля берут не менее 10 рыб.

Для подтверждения бактериальной природы болезни испытывают чистые культуры, выделенные при бактериологическом исследовании. Здоровых рыб заражают 2-суточными бульонными культурами внутрибрюшинно или внутримышечно в дозах 0,1-0,2 мл. Очень молодые или старые культуры для биопробы не пригодны, так как они недостаточно проявляют свои виру​лентные свойства. Музейные штаммы перед опытом пассируют через вос​приимчивых рыб.

При вирусных болезнях в качестве инфекционного материала берут свежеприготовленную вируссодержащую суспензию культуры клеток или безбактериальные фильтраты суспензий патологического материала (органов больных рыб). Количество вируссодержащего материала и способ заражения подбирают индивидуально для каждого заболевания. Наиболее часто мате​риал вводят внутрибрюшинно, контактным методом, орошением жабр или выдерживанием рыб в воде, содержащей вирус. Параллельно ставят конт​рольные опыты.

При постановке биологической пробы для диагностики микозов исполь​зуют нативный материал, в котором содержится возбудитель на всех ста​диях развития, или выращивают патогенные грибы на специальных пита​тельных средах до стадий, пригодных для заражения. Дозу вводимого патологического материала в каждом конкретном слу​чае определяют титрованием на восприимчивых рыбах.

Биологическая проба считается положительной, если не менее чем у 80% зараженных рыб четко проявляется весь комплекс клинических признаков и патолого-анатомических изменений болезни и погибает не менее 50% боль​ных рыб при полном сохранении их в контроле, а также при выделении от заболевших рыб исходных возбудителей. Сроки появления клинических признаков болезни и гибель рыб для каждой болезни различны.

По   окончании   опытов   воду   в    аквариумах   обеззараживают,   создавая в ней 4 %-ную концентрацию формалина или 10%-ную раствора хлорной извести. Через час воду спускают в канализационную сеть, а рыб сжигают. Весь инвентарь и посуду, бывшие в контакте с больной рыбой, дезинфици​руют в 4%-ном растворе формалина в течение часа.

При завершении биологической пробы в бетонированных бассейнах, земляных садках, карантинных прудах проводят дезинфекцию воды хлори​рованием, доводя содержание свободного хлора в воде до 4-5 мг/л. Через 24 ч воду пропускают через известковый фильтр (используя только свежую негашеную известь). После этого ложа прудов или садков и бассейны дезин​фицируют негашеной известью (10 т/га) или хлорной известью (3 т/га) и оставляют без воды на один месяц.

В случае, если ставится вопрос о снятии карантина или других ограни​чений, биопробу проводят непосредственно в прудах хозяйства согласно инструкции по борьбе с соответствующим заболеванием.

Контрольные вопросы
1. Что такое биопроба и для чего она проводится?
2. Какие требования предъявляются к рыбе, используемой для биопробы?

3. Каковы требования, предъявляемые к условиям содержания рыбы при постановке биопробы?

4. Что используют в качестве патологического материала для заражения рыбы?

5. Что такое инкубационный период и от чего он зависит?

6. Каковы пути введения патологического материала и для воспроизведе​ния каких заболеваний они применяются?

7. На чем основан выбор путей введения патологического материала при каждом конкретном заболевании?

8. Какие контроли ставят в биопробе и для чего?

9. В каком случае биопроба считается положительной?

Лабораторная работа № 12
Незаразные болезни рыб (2 часа)
Содержание. Ознакомление с диагностикой гепатомы, цероидной дегенерации печени форели, газопузырьковой болезни.
Материальное обеспечение. Макропрепараты рыб и отдельных органов, по​раженных гепатомой, цероидной дегенерацией печени, газопузырьковой болезнью; гистологические препараты печени форели, пораженной гепатомой и цероидной дегенерацией.
Организация и проведение работы. Незаразные болезни под​разделяются на алиментарные, функциональные и болезни, возни​кающие в результате ухудшения условий окружающей среды, травмирования, неаккуратного обращения с рыбой и др.
Алиментарные болезни связаны с нарушениями в диете, кормле​нии. Они могут быть вызваны использованием недоброкачествен​ных кормов (цероидная дегенерация печени форели), наличием в них ядовитых веществ, например афлотоксина, являющегося при​чиной гепатомы или злокачественной опухоли форели, отсутстви​ем в корме необходимых витаминов (авитаминоз) или их избыт​ком (гипервитаминоз) (последнее встречается редко). Алиментар​ные заболевания проявляются клинически (изменения формы и цвета тела рыбы, иногда пучеглазие, изменения в поведении ры​бы) и патологоанатомически. Особенно яркие патологические изменения обнаруживаются в таких внутренних органах, как пе​чень, почки, кишечник. Обычно отмечают увеличение против нор​мы количества полостного жира или его необычную консистенцию (нарушение обмена у белого амура), изменение цвета, формы и размеров печени, почек, желчного пузыря. Гибель от этих болез​ней может быть весьма значительной. Диагноз на алиментарные болезни должен быть подтвержден анализом кормов на их добро​качественность, наличием в них афлотоксина и других ядовитых веществ.
Из функциональных болезней описаны водянка желточного мешка и белопятнистая болезнь личинок лососевых. Заболевания возникают при подращивании личинок лососевых при их искусст​венном воспроизводстве. Первое заболевание клинически выража​ется в оводнении желточного мешка, пучеглазии, анемии, второе – в появлении белых включений в желточном мешке в период его рас​сасывания. Причины обеих болезней не выяснены окончательно. Последние исследования свидетельствуют о том, что они незараз​ны и возникают при ухудшении условий содержания икры и личинок: небрежном обращении, резких изменениях температуры, недостатке кислорода, избытке растворенных в воде газов, нали​чии в воде аммиака, ионов металлов, особенно цинка и т.п.
С дефицитом кислорода связана асфиксия, или удушье, рыб. Дефицит кислорода нередко возникает в рыбоводных хозяйствах и на рыбоводных заводах в связи с переуплотнением посадки ры​бы в пруды, садки, бассейны или с недостаточно хорошим каче​ством воды в водоисточнике. Асфиксия четко проявляется клини​чески в поведении рыбы, которая в основном подходит к поверх​ности воды, заглатывает воздух, явно ослаблена, сносится ветром, погибает с открытыми жаберными крышками и ртом. Диагноз на асфиксию должен быть подтвержден гидрохимическим анализом.
Избыток в воде газов, чаще всего азота (редко кислорода) приводит к возникновению газопузырьковой болезни. В последнее время эту болезнь регистрируют довольно часто в связи с исполь​зованием в рыбоводстве теплых вод, сбрасываемых электростан​циями, подогревом воды для инкубационных цехов, что приводит к нарушению равновесия растворенных в воде газов. Заболеванию подвержены все виды и все возрасты рыб, однако чувствитель​ность рыб различна. Так, например, лососевые рыбы более чувст​вительны, чем карповые. Клинически болезнь проявляется у личи​нок в переполнении плавательного пузыря газом и переворачи​вании ее брюшком вверх, у более старших рыб – в образовании пузырьков под кожей на теле, плавниках, жаберных крышках, по​лости рта, глазах и даже во внутренних органах.
Диагноз на газопузырьковую болезнь должен быть подтверж​ден гидрохимическим анализом избыточного содержания в воде растворенных газов, в том числе азота (N2).
Порядок проведения работы следующий.
1 Гепатома форели. На макропрепаратах фиксированной фо​рели (здоровой и пораженной гепатомой) отмечают изменение формы тела, увеличение передней части брюшка, потемнение больных рыб по сравнению со здоровыми. Внимательно рассмат​ривают состояние печени вскрытых рыб. Описывают отличия в форме, размерах, цвете печени здоровых и больных рыб. Зарисо​вывают печень больной рыбы.
Проводят микроскопическое исследование коллекционных ги​стологических препаратов печени больных и здоровых рыб, отмечают различие в строении ткани: гипер​трофию ядер пораженных клеток печени, изменение их формы, которая становится веретеновидной, нарушение процессов деления клетки (анормальные митозы).
2 Цероидная дегенерация печени форели. На микропре​паратах фиксированной больной форели обращают внима​ние на цвет рыб, которые становятся темными, почти черными, особенно при острой форме болезни. Внимательно рассматривают патологоанатомические признаки: обилие жировых отложений на внутренних органах, увеличение размера печени, изменение ее окраски, которая становится желтовато-песочной.Проводят микроскопическое ис​следование коллекционных препара​тов печени больных и здоровых рыб. Отмечают различие в строении ткани: изменение структу​ры цитоплазмы клеток печени боль​ной форели, наличие в них гранул цероида, аномалии в делении кле​ток.
3 Газопузырьковая болезнь. На фиксированных рыбах и отдельных органах отмечают характерные при​знаки болезни:
образование экзофтальмии, наличие и расположение подкожных пузырьков газа. Для этого сначала внимательно обследу​ют рыбу клинически, обращая вни​мание на хвостовой стебель, меж​лучевую ткань парных и хвостового плавников, чешуйные кармашки, жаберную крышку, а затем ис​следуют патологоанатомически. Изучают состояние внутренних органов: наличие пузырьков в сердце, почках карпа. У форели в первую очередь выясняют наличие пузырьков газа в сердце и уве​личение объема плавательного пузыря.
Контрольные вопросы.

1 Каковы внешние изменения рыбы при гепатоме?
2 Как выглядит печень форели, пораженной гепатомой?
3 Какие гистологические изменения ткани печени характерны для гепатомы?
4 Как изменяется внешний вид печени при цероидной дегенерации?
5 Какие гистологические изменения печени характерны для цероидной де​генерации?
6 Каковы клинические признаки газопузырьковой болезни?
7 Особенности изменения внутренних органов карпа и форели при газо​пузырьковой болезни?
Лабораторная работа № 13

Тест-контроль (2 часа)
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