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ТЕМА 3. ДІАГНОСТИКА ІНФЕКЦІЙНИХ ЗАХВОРЮВАНЬ.

.
ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ №1
ТЕМА:  ДІАГНОСТИКА

ІНФЕКЦІЙНИХ ХВОРОБ.. АЛЕРГІЧНА ДІАГНОСТИКА
Мета: Засвоїти комплексний метод діагностики інфекційних захворювань і оформлення документації. Засвоїти алергічний метод діагностики інфекційних захворювань і оформлення відповідної документації.
Провести постановку кінцевого діагнозу на колібактеріоз (чи інше захворювання бактеріальної етіології). 
Перелік спеціального обладнання та устаткування:  чашки Петрі, де на універсальних поживних середовищах є ріст культури відповідних мікроорганізмів, бактеріальні петлі, спиртівки, набори для фарбування мікроорганізмів по Граму та простим методом, мікроскоп, ветеринарне законодавство, таблиця комплексного методу діагностики інфекційних захворювань, інструменти та обладнання для клінічного обстеження тварин, бланки досліджень. 
Кролики, (можливо окремі види птиці), інструменти для проведення туберкулінізації, мило, 70% спирт, вата, шприці, стерильний фізрозчин, бланки досліджень.ветеринарне законодавство, інструкція з алергічної діагностики туберкульозу.
Рекомендована література:

· Литвин В.П., Ярчук Б.М. Загальна епізоотологія. – К.: Урожай, 1995.- 256 с.

· Бакулов И.А. Эпизоотология с микробиологией Москва: "Агропромиздат", 1987. – 415 с.

· Инфекционные болезни животных / Б.Ф. Бессарабов, А.А., Е.С. Воронин и др.; Под ред. А.А. Сидорчука. -- М.: Колосс, 2007. -- 671 с.
· Довідник лікаря ветеринарної медицини/ П.І. Вербицький, П.П. Достоєвський. - К.: «Урожай», 2004. – 128 с.
· Голуб Ю.С., Недосєков В.В., Албулов О.І. Імунобіологічні препарати в системі управління біологічними процесами у ветеринарній медицині // Центр інформаційних технологій, Київ. – 2012.- 240 с.

· Епізоотологія з мікробіологією: Підручник/Г.В.Козловська, Л.Є.Корнієнко, М.Г.Наконечна та ін.; За ред. В.П.Постоя.-К.:Вища освіта, 2006.- 543 с.
· 4. Бакулов И., Буткин Е., Ведерников В. Эпизоотология с микробиологией М.: Колос, 1981. – 367 с.


Питання вхідного контролю: 
1. суть і хід постановки серологічних реакцій:РА, РДП, РЗК, РП, РІД, ІФА.

2. Основні методи фарбування, що застосовуються в мікробіологічних дослідженнях.

3. Значення алергічної діагностики у ветеринарії.

4. Методика проведення алергічної діагностики у різних видів тварин і птиці.
Завдання:

1. Користуючись наборами для фарбування зробити мазки з невідомої культури мікроорганізмів та провести їх вивчення під світловим мікроскопом.

2. Враховуючи морфологічні, тинкторіальні та інші характеристики мікроорганізмів а також клінічні ознаки, патологоанатомічні зміни, епізоотологічні особливості провести комплексну діагностику інфекційного захворювання.

3. Опрацювати теоретичний матеріал з даної теми по питанням:

· епізоотологічний метод;

· клінічний метод;

· патоморфологічний метод;

· ретроспективна діагностика;

· імунологічний метод

· гематологічний метод

· вірусологічний метод

· бактеріологічний метод.

4. Користуючись ножицями, спиртом і ватою проведіть підготовку тварини до алергічної діагностики. Обгрунтуйте цю підготовку.

5. Введіть 0,1 мл фізрозчину внутрішньошкірно. Обгрунтуйте даний метод введення туберкуліну.

6.  Заповніть бланк акту алергічного дослідження.

Порядок і рекомендації щодо виконання роботи
1. Викладач викладає теоретичний матеріал щодо особливості діагностики інфекційних хвороб тварин. Надає характеристику кожному методу діагностики, характеризуючи правила та виключення. Окремий акцент здійснює на епізоотологічному та серологічному методах діагностики.

2. Студенти прослухавши відповіду умову (епізоотологічну, клінічну, патологоанатомічну характеристику відповідного інфекційного захворювання) проводять фарбування мазків та вивчення морфології заданих мікроорганізмів за допомогою мікроскопу.
3. За допомоги викладача намагаються на практиці зрозуміти поняття «комплексності постановки діагнозу» та кінцевий діагноз.

4. Викладач викладає теоретичний матеріал щодо особливості та біологічних засад алергічної діагностики у тварин. Значну увагу приділяє розумінню студентів щодо питання імунної відповіді на на введення алергену. Пояснює, чому за допомогою алергічної реакції на туберкульоз неможливо встановити кінцевий діагноз.
5.  Користуючись ножицями, спиртом і ватою студенти проводять підготовку тварини до алергічної діагностики. 
Вводять 0,1 мл фізрозчину внутрішньошкірно. Надають обгрунтування даному методу введення туберкуліну.

6. Разом із викладачем прогнозують результати дослідження та їх обговорюють.
Форма звітності: усне опитування.

Контрольні питання.
1. Охарактеризуйте:

2. епізоотологічний метод;

3. клінічний метод;

4. патоморфологічний метод;

5. ретроспективнц діагностика;

6. імунологічний метод

7. гематологічний метод

8. вірусологічний метод

-бактеріологічний метод

2. Суть і хід постановки серологічних реакцій:РА, РДП, РЗК, РП, РІД, ІФА.

3. Специфіка постановки діагнозу на інфекційні захворювання. 
1. Підготовка до туберкулінізації.

2. Проведення туберкулінізації у різних видів тварин.

3. Облік алергічної реакції у різних видів тварин.

4. Чому на основі позитивної реакції на туберкулін діагноз на туберкульоз не встановлюється.

Короткий теоретичний коментар до теми
Діагностика інфекційних захворювань тварин має свою специфіку. При діагностиці інфекційних захворювань необхідно враховувати:

− необхідність швидкої постановки діагнозу 

− застосування комплексних методів діагностики;

− без постановки заключного діагнозу заходи боротьби не проводяться.

При більшості інфекційних захворювань будь-який метод діагностики не може бути визначальним. Для постановки діагнозу на інфекційні захворювання використовують: епізоотологічний метод, клінічний метод, патоморфологічний метод, імунологічний, бактеріологічний, вірусологічний та мікологічний, хіміко-токсикологічний.

Епізоотологічний метод − метод, що дозволяє визначити напрямок подальших досліджень. Епізоотологічний метод дає змогу:

1. Провести аналіз документації в господарстві (отримати інформацію щодо наявності сприйнятливих тварин, умови їх утримання і годівлі, експлуатації, господарсько-економічних зв’язків з іншими господарствами, тощо);

2. Провести моніторинг епізоотичної ситуації даної зони (мати уявлення стосовно благополуччя щодо даного інфекційного захворювання інших регіонів, оцінити ступінь небезпеки і можливість занесення збудника на визначену територію; наявність природного резервуару збудника тенденції перебігу хвороби;

3. На основі отриманих даних дослідити розвиток, стадійність, інтенсивність прояву епізоотичного процесу і перспективу боротьби з даним захворюванням (збудник ящуру – швидко розповсюджується з вітром, для сказу  характерні контакти з дикими тваринами, правець − не контагіозний);

4. Враховуючи дані фактори прогнозувати розвиток епізоотичного процесу.

Клінічний метод − дозволяє встановити діагноз на основі клінічних ознак, характерних для даного захворювання. Застосовується у комплексі з іншими методами. При окремих інфекційних захворюваннях дозволяє з високою точністю встановити попередній діагноз ( при бешисі свиней − характерні червоні плями, при правці − судоми, ящурі − слинотеча. Наявність характерних клінічних ознак звужує напрямок досліджень. Спочатку збирають анамнез (інформація щодо вікового, видового складу, часу хвороби і т.д.).

Проводять зовнішній огляд тварин, звертають увагу на положення тіла, реакцію на зовнішні подразники, особливості актів дефекації і сечовиділення. Проводять термометрію. Потім фіксують тварину і досліджують органи і системи по загальноприйнятій схемі. Клінічні ознаки залежать від багатьох причин: виду і локалізації збудника, перебігу, форми прояву, стадії захворювання¸ резистентності організму, та ін. причин. Часто клінічні ознаки бувають атиповими, нехарактерними, стертими, спільними для багатьох захворювань (підвищення температури, кашель, діарея, риніт, кон’юнктивіт, ін.). 

Патоморфологічний метод включає патологоанатомічний і гістологічний.

Патологоанатомічний метод.  Застосовується при всіх захворюваннях, крім тих, де розтин трупу заборонений. Дозволяє встановити діагноз враховуючи ступінь ураження органів й характерні патологоанатомічні зміни; провести відбір патматеріалу. Даний метод застосовується, як правило, комплексно, але при наявності специфічних змін дозволяє встановити діагноз (при виявлені чумних бутонів, інфарктів селезінки, лімфоїдих гранульом при лейкозі, туберкул при туберкульозі).

Клініко-морфологічна картина багатогранна. Перебіг хвороби може бути над гострим, гострим чи хронічним, мати виражений або стертий характер, а також, нормергічний, гіперергічний та гіпоергічний прояв.  Прояв клініко- птоморфологічної картини залежить від реактивності організму, фізіологічного та імунологічного стану, виду, віку, статі тварини, вірулентності збудника, умов утримання та інших факторів.

Після загибелі тварин необхідно виявити загальні змін, що характеризують інфекційний процес (розлади крово− та лімфообігу, гіперплазія лімфоїдних органів, запальні, дистрофічні процеси) і комплекс місцевих порушень, які властиві конкретній хворобі (карбункули при сибірці, ящурні афти, чумні бутони, інфаркти селезінки, лімфоїдні гранульоми при лейкозі, туберкули при туберкульозі).

Гістологічний метод вважається допоміжнім (додатковим). При окремих захворюваннях визначальними є морфологічні зміни (дистрофічні зміни в органах ЦНС при пріонних інфекціях), або наявність певних структур, що свідчать про наявність збудника − тільця Бабеша-Негрі при сказі, тільця Пашена − при віспі). Тільця-включення є діагностичним показником при вірусних захворюваннях, оскільки вони є структурами, що утворюються в процесі репродукції вірусів. Для їх виявлення застосовують специфічні методи фарбування. Не виявлення даних структур не гарантує відсутність збудника (при сказі лисиць, чи тварин, які були покусані лисицями, тільця Бабеша-Негрі відсутні).

Імунологічний метод включає серологічну діагностику і алергічну діагностику.

Серологічний і алергічний метод відноситься до методів ретроспективної діагностики.

Серологічний метод базується на реакції взаємодії антитіл з антигенами в середовищі електролітів (in vitro). За допомогою відомого антигена виявляють специфічні антитіла в організмі хворої тварини, а за допомогою відомої сироватки − антиген. Серологічна діагностика дає змогу виявити бактеріоносійство, безсимптомний інфекційний процес, провести типізацію збудника, ефективність вакцинації, ін. Серологічні дослідження широко використовують для діагностики бруцельозу, сапа, лейкозу, лептоспірозу, паратуберкульозу. Щорічно, усе поголів’я ВРХ планово досліджується на лейкоз, бруцельоз, лептоспіроз серологічно і на туберкульоз – алергічно; свині − на лептоспіроз і бруцельоз серологічно і на туберкульоз – алергічно: вівці на лептоспіроз і бруцельоз серологічно і на туберкульоз і бруцельоз – алергічно, коні − сап і туберкульоз алергічно, на лептоспіроз, бруцельоз, ІНАН- серологічно.

При окремих захворюваннях позитивна серологічна реакція достатня для постановки діагнозу (бруцельоз, лейкоз). При лептоспірозі виявлення високих титрів антитіл у 20% (більше як 1:100 у вакцинованого поголів’я і 1:50 у не щепленого поголів’я) достатнє для постановки діагнозу на дане інфекційне захворювання.

Для отримання більш достовірних даних, при вірусних інфекціях досліджують парні сироватки крові, що дає уявлення про зростання титру антитіл. Підвищення титру антитіл може свідчити про перехворювання тварин, циркуляцію збудника в стаді чи проведення вакцинації. 
Алергічний метод − є одним із допоміжніх методів діагностики. Базується на виявленні місцевої (почервоніння, набряк, болючість) реакції організму тварини, сенсибілізованого даним збудником, на повторне його введення. Застосовується при діагностиці туберкульозу (туберкулінізація), сапу (малеїнізація), бруцельозі (застосування бруцеліну). При бруцельозі і сапі позитивна алергічна реакція достатня для постановки діагнозу. Позитивна реакція на туберкулін  не  є основою для постановки діагнозу ( реакція може розвиватися при окремих інвазійних захворюваннях, наявність збудника актиномікозу в організмі тварин, та наявність КАМБ (псевдоалергія). Тому позитивна реакція на туберкулін не є основою для постановки діагнозу. Алергія проявляється у вигляді місцевої реакції (запалення, набряку, гіперемії, болючості); при сенсибілізації може розвиватися досить швидко: обрахунок більшості реакцій проводять через 1-2 доби.

Анергія − відсутність реакції у сильно виснажених тварин, у тварин в стані коми, або в стані клінічної смерті .

Нормергія – відповідна, прогнозуема реакція

Гіперергія- надзвичайно сильна алергічна реакція організму

Гіпоергія- в’яла, реакція організму.

Метод алергічної діагностики базується на виявленні місцевої запальної реакції організму тварини, сенсибілізованого даним збудником, при повторному його введенні (реакція підвищеної чутливості уповільненого типу до специфічного антигену).

Даний тип реакції використовують для діагностики сапу, бруцельозу, туляремії, стафілококозі, ехінококозі.

ТУБЕРКУЛІНІЗАЦІЯ.

Для алергічної діагностики на туберкульоз застосовують:

1)сухий очищений ППД (протеїн пуріфієд дериват) для ссавців.

2) рідкий туберкулін для ссавців фірми «Біолет»

2)сухий очищений ППД для птиці;

3) антиген з атипових мікобактерій (ААМ).

ППД представляє собою білок, що входить до складу оболонки певного виду мікобактерій, після введенні якого в організм виникають алергічні реакції. Раніше для туберкулінізації застосовували вбиті мікобактерії.

Туберкулінізації підлягає усе поголів’я ВРХ з 2-х місячного віку, перед продажем; після оздоровлення впродовж 4-х років маточне поголів’я – двічі на рік. ДРХ, свиням, однокопитним – через 1-2 місяця після родів. Не проводять 3 тижні  після вакцинації. 

В благополучному по туберкульозу господарстві проводять щороку, в неблагополучному – кожні 30-45 діб (щомісяця), або згідно інструкції по боротьбі з хворобою.

Позитивна реакція на введення туберкуліну не є основою для постановки діагнозу, оскільки позитивна реакція можлива при:

а) наявності гельмінтів в організмі тварин;

б) захворюванні актиномікозом;

в) при одночасній сенсибілізації іншими мікобактеріями.

Перед туберкулінізацією необхідно:

1. За 1 місяць провести дегельмінтизацію усього поголів’я. 

2. За добу перед проведенням туберкулінізації проводять клінічний огляд тварин, мітять тварин, які не підлягають дослідження (хворих, з неспецифічними клінічними ознаками). Не дозволяється досліджувати туберкулінами тварин впродовж 3-х тижнів після вакцинації проти інфекційних хвороб і обробок проти гельмінтозів; дослідження кіз, овець, свиней, кобилиць, ослиць, зебувидних і хутрових звірів не раніше 1 міс. після пологів.

3. За 1-2 доби до алергічних досліджень місце введення туберкуліну вистригають з одного боку у всіх тварин хрестоподібно (для точного введення туберкуліну у місце перехрещення ліній), а безпосередньо перед введенням ППД змащують 70º етиловим спиртом. Цей розчин  повинен характеризуватися бактерицидним ефектом, знежирювати шкіру, швидко висихати та не викликати подразнення Процедуру алергічних досліджень проводять самі лікарі ветеринарної медицини чи досвідчені фельдшери.

4. Туберкулін вводять внутрішньошкірно, у дозі 0,1мл ссавцям, 0,1 мл – птиці.

5. ВРХ, ЗЕБУ, якам, оленям в середній третині шиї; 

6. бикам-плідникам, вівцям, козам – в підхвостову складку.

7. свиням на зовнішній поверхні вушної раковини в 2 см від її основи ( з одного боку ППД для ссавців, з іншої – ППД для птиці);

8.  собакам і хутровим звірам – в шкіру внутрішньої поверхні стегна, 

9. курям – в борідку, іншій птиці – в під щелепову складку.

Облік та оцінку реакції проводять у ВРХ, зебу, оленів, верблюдів через 72 годин, ДРХ, свиней собак, мавп – через 48 годин, птахів – 30-36 годин. Коням очну туберкулінізацію проводять двічі з інтервалом 5-6 діб шляхом нанесення 3-5 крапель туберкуліну на кон’юнктиву ока при відтягуванні верхньої і нижньої повік. Облік реакції проводять через 3,6,9,12 год після ІІ введення. 

При обліку реакції проводять загальний огляд тварин, пальпацію на місці введення, враховують:

1. інтенсивність запального процесу (підвищення місцевої температури, величина та характер набряку (розлитий, тістуватий) або щільний, обмежений.

2. товщину шкірної складки за допомогою кути метра, у порівнянні з товщиною складки в аналогічному місці на протилежному боці чи або поблизу місця введення туберкуліну.

Негативна реакція: не спостерігається жодних клінічних проявів хвороби, потовщення складки шкіри не більше 2 мм.

Сумнівна: не спостерігається жодних клінічних проявів хвороби , потовщення складки шкіри від 2 до 3 мм.

Реакція вважається позитивною, якщо:

У ВРХ, зебу, верблюдів  – потовщення шкірної складки на місці введення туберкуліну на 3 мм і більше (не залежно від характеру реакції); при дворазовій туберкулінізації після 2-го введення потовщення шкірної складки на 4мм і більше, у бугаїв-плідників _ на 2 мм і більше (при дворазовій туберкулінізації після 2-го введення потовщення шкірної складки на 3мм і більше

ДРХ, свині, собаки, мавпи, птиця  – при утворення припухлості у місці введення;

Норки – опухання повіки. У коней – якщо з внутрішнього кута ока витікає слизово-гнійний чи гнійний ексудат.
Якщо реагує значна кількість тварин проводять контрольний забій на сан. бойні.

Якщо пат.анатомічними розтинами не підтверджується специфічність реакції на ППД, проводять симультанну пробу (з використанням ППД та КАМ). Проведення симультанної проби дозволяється через 45 діб після останньої туберкулінізації.

Негативна – слабке почервоніння кон’юнктиви, незначна сльозотеча. Метод алергічної діагностики базується на виявленні місцевої запальної реакції організму тварини, сенсибілізованого даним збудником, при повторному його введенні (реакція підвищеної чутливості уповільненого типу до специфічного антигену).

Даний тип реакції використовують для діагностики сапу, бруцельозу, туляремії, стафілококозі, ехінококозі.

Гематологічний метод − є одним із допоміжніх, а при деяких інфекційних захворюваннях − лейкоз ВРХ, інфекційна анемія коней − як основний. При лейкозі ВРХ діагноз встановлюється на виявленні в периферичній крові підвищеної кількості лейкоцитів лімфоїдного ряду (у 10-15 разів), а при інфекційній анемій коней − зниження кількості еритроцитів, вмісту гемоглобіну і зниженні ШОЕ. При окремих інфекційних хворобах зміни у крові є досить специфічними: при чумі свиней − лейкопенія.

Бактеріологічний метод − один із основних методів діагностики, який дозволяє встановити кінцевий діагноз.  Але у разі асоціації вірусів і бактерій для постановки діагнозу даного методу недостатньо. Застосовуючи даний метод:

1. Проводять мікроскопію мазків;

2. Отримують чисту культуру збудника;

2. Визначають її культуральні, морфологічні, тинкторіальні властивості, належність до певного серотипу, серовару, і т.д. ;

3. При окремих захворюваннях серотипізація є обов’язковою для подальшого вибору вакцини (лептоспіроз, сальмонельоз). 

Вірусологічний метод - один із основних методів діагностики, який дозволяє встановити кінцевий діагноз. Застосовуючи даний метод:

1. Проводять індикацію та ідентифікацію вірусу.

2. Визначають вірусний пейзаж при асоціативних захворюваннях.

                                                                           район_________________________________

                                                                           господарство __________________________

                                                                           н.п.     ________________________________

А К Т

про проведення алергічної проби на ___________________________

від "_____ "   ___________________2013 року

Мною, ____________________________________________________________________

                 зазначити посаду, прізвище, ім'я та по-батькові лікаря вет.медицини

______________ в присутності ________________________________________________

           зазначити посаду, прізвище, ім'я та по-батькові осіб, що були присутні

в порядку виконання плану ветеринарних заходів у період з _______________________
по____________ 2010 року, проведено алергічне дослідження  __________________ на
                                                                                                                   вид тварин

 ___________________ методом  _________________________________________ проби.
      захворювання

На фермі всього _______ голів, з них по віковим групам___________________________
________________________________________________________________

Не досліджено _______ голів_________________________________________

                                                           зазначити, які тварини та з яких причин

_________________________________________________________________________________

Алерген_______________ вводили:____________________________________

Облік реакції  проводили через_________________________________________

Внаслідок дослідження виявлено:

а) реагуючих на ________ голів________________________________________

                            алерген                          зазначити, які саме тварини, зробити опис
Тварини, які реагували, переведені до ____________________________________

В майбутньому ____________________________________________________

                                         зазначити наступні дії щодо реагуючих тварин

Для алергічної проби застосовували ____________________________________________
виготовлений ____________________ біофабрикою  "____"    ______________________
2014 року серії № _____ контроль строк придатності до ____________2014 року.

Всього витрачено :алергену_____ мл. 70° спирту ______ мл, вати _______ г.

Шприці, голки та піпетки перед введенням алергену стерилізувались в киплячій воді протягом 30 хв. Для кожної тварини брали стерильну голку або піпетку. 

Відповідальність за додержання правил ізоляції позитивно реагуючих тварин та пастеризації молока покладається на ___________________________________________

Цього акта складено в трьох примірниках: перший для ___________________________

другий для ___________ дільниці вет.медицини, третій - для районної лікарні ветеринарної медицини.

                                                                        Лікар ветеринарної медицини______________

                                                                        Присутні_______________________________

                                                                                        _______________________________
ТЕМА 7. ІНФЕКЦІЙНІ ХВОРОБИ ТВАРИН, ЩО ХАРАКТЕРИЗУЮТЬСЯ ГОСТРИМ ПЕРЕБІГОМ

ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ №2
ТЕМА: СИБІРКА. ЛАБОРАТОРНА ДІАГНОСТИКА. ЗАХОДИ БОРОТЬБИ І ПРОФІЛАКТИКИ
Мета заняття: Здобути практичні навики щодо організації захолів профілактики та ліквідації сибірки на тваринницьких фермах.
Перелік спеціального обладнання та устаткування: макети, що демонструють клінічні прояви сибірки, вакцини проти сибірки та інструкції по їх застосуванню, ветеринарне законодавство, препарати збудника сибірки, мікроскопи.
Рекомендована література:

· Литвин В.П., Ярчук Б.М. Загальна епізоотологія. – К.: Урожай, 1995.- 256 с.

· Бакулов И.А. Эпизоотология с микробиологией Москва: "Агропромиздат", 1987. – 415 с.

· Инфекционные болезни животных / Б.Ф. Бессарабов, А.А., Е.С. Воронин и др.; Под ред. А.А. Сидорчука. -- М.: Колосс, 2007. -- 671 с.
· Довідник лікаря ветеринарної медицини/ П.І. Вербицький, П.П. Достоєвський. - К.: «Урожай», 2004. – 128 с.
· Голуб Ю.С., Недосєков В.В., Албулов О.І. Імунобіологічні препарати в системі управління біологічними процесами у ветеринарній медицині // Центр інформаційних технологій, Київ. – 2012.- 240 с.

· Епізоотологія з мікробіологією: Підручник/Г.В.Козловська, Л.Є.Корнієнко, М.Г.Наконечна та ін.; За ред. В.П.Постоя.-К.:Вища освіта, 2006.- 543 с.
· 4. Бакулов И., Буткин Е., Ведерников В. Эпизоотология с микробиологией М.: Колос, 1981. – 367 с.


Питання вхідного контролю: 1. Збудник сибірки: вегетативна та спорові форми і їх характеристика.

2. Методи фарбування капсул.

3. Умови, необхідні для утворення спор.

Завдання:

.Опрацювати питання теоретичного матеріалу по даній темі. 

1. Лабораторна діагностика сибірки;
2. Заходи боротьби і профілактики при сибірці
3. .Розгляньте мазки зі збудником сибірки під мікроскопом.Замалюйте збудника у робочі зошити.

4. Користуючись інструкцією по заходам боротьби і профілактики складіть план ліквідації та профілактики сибірки.

5. Користуючись лекційним матеріалом, підручниками, роздатковим матеріалом та ветеринарним законодавством складіть план заходів при виявленні сибірки на фермі, пасовищі та мясопереробному підприємстві. 

6. Користуючись біопрепаратами та інструкціями, опишіть засоби для специфічної профілактики.
Порядок і рекомендації щодо виконання роботи 

1. Викладач викладає теоретичний матеріал щодо біологічних особливостей збудника сибірки, наголошує про спорову та вегетативну форми збудника. Розповідає у формі дискусії про діагностику сибірки. 
2. Студенти  розглядають під мікроскопом мазки зі збудником сибірки, замальовують різні форми  збудника та колоній під мікроскопом.
Форма звітності: усне опитування.

Контрольні питання.
1. Специфіка відбору патологічного матеріалу при сибірці.
2. Характеристика збудника сибірки.

3. Лабораторна діагностика сибірки.

4. Етапи проведення заходів ліквідації та їх обгрунтування.
Короткий теоретичний коментар до теми
1. Відбір патматериалу для діагностики. При підозрі на сибірку  категорично забороняється розтинати трупи тварин. Для дослідження відбирають кров з надрізу вуха або периферичних судин. Місце надрізу ретельно дезінфікують і після відбору крові припікають вогнем або розпеченим металевим предметом (скальпель, шпатель). Кров можна взяти і з яремної вени стерильним шприцом, що після використання разом із голкою необхідно прокип'ятити протягом двох годин; відібрану кров наносять товстим шаром на одне-два предметних стекол, попередньо оброблених спиртом-ефіром, і підсушують на повітрі, після чого їх загортають у папір (краще пергаментний) і упаковують у скляну банку з притертою пробкою. Для транспортування банку поміщають у невелику дерев'яну або металеву скриньку.

Для дослідження можна відрізати у загиблої тварини вухо, туго перев'язавши його перед цим шпагатом у самого кореня в двох місцях. Відрізають вухо з тієї сторони, на якій лежить труп. Розріз роблять між перев'язками так, щоб ні однієї краплі крові не потрапило на землю. Місця розрізу ретельно припікають. Не знімаючи шпагату, відрізане вухо загортають у чисту ганчірку або марлю, пропрасовану гарячою праскою і просочену 3%-ним розчином карболової кислоти або розчином сулеми (1: 1000), потім у пергаментний папір, після чого ретельно упаковують у скриньку, опечатують і доставляють у лабораторію з нарочним.

Патологічний матеріал беруть тільки від свіжих трупів, оскільки від підгнилого матеріалу з нього важко, а іноді і неможливо виділити збудник сибірки.

Якщо під час розтину загиблої тварини виникає підозра на сибірку, то розтин негайно припиняють, обережно відбирають шматочки селезінки або інших паренхіматозних органів (від свинячих туш шматочки зміненої тканини в області глотки або заглоткових лімфовузлів). У лабораторію матеріал направляють у скляній банці, упакованої в скриньку. 

Підготовка патологічного матеріалу до дослідження. У лабораторії на предметне скло з товстим шаром крові пастерівською або платиновою петлею наносять невелику краплю стерильного фізіологічного розчину, розмішують його з кров'ю і з цієї суміші готують три-п'ять тонких мазків, роблять посіви на середовища, а змивом заражають лабораторних тварин. З вуха видаляють шпагат, потім надрізають його, відбирають кров, з якої готують мазки, роблять посіви на середовища і заражають лабораторних тварин. Шматочки паренхіматозних органів злегка обпалюють на полум'ї, готують мазки-відбитки і роблять посіви на середовища. Залишки розтирають маточкою в порцеляновій ступці з фізіологічним розчином і цим матеріалом заражають лабораторних тварин.

1. Проводять мікроскопію мазків. У пофарбованих мазках крові або паренхіматозних органів збудник має вигляд одиночних або парних члеників або ланцюжків з підрубленими кінцями, оточених спільною капсулою. Капсули добре видно при фарбуванні мазків синькою Леффлера, фіксованих метиловим спиртом (метанол), а також способами Mіхіна, Бурцева, Ольта, Ребигера, Гімза й ін. Наявність у мазках капсульних форм збудника − характерна ознака, на основі якої встановлюється попередній діагноз. Чим швидше після загибелі тварини приготовлені мазки крови, тим точніше діагноз. В мазках з матеріалу відібраного від несвіжих трупів мікроорганізми мають вигляд тонких паличок, кінці їх закруглені, тіло палички несуцільне, ніби погризене, від капсул залишаються лише залишки, які погано забарвлюються. Влітку вже через добу після загибелі тварини майже неможливо виявити навіть залишки типових сибіркових мікроорганізмів тому попередній діагноз встановити не вдається. У таких випадках патологічний матеріал досліджують у реакції преципітації.

2. Реакція преципітації (кільцева реакція, реакція Асколі). Для дослідження у реакції преципітації у тварин, підозрюваних у зараженні на сибірку, беруть кілька шматочків шкіри розміром 10X10 см або шматочки паренхіматозних органів і посилають їх у лабораторію в герметичному упакуванні без додавання дезинфікуючих засобів. Вовну, шерсть і щетину (по 20-30 г), проби фуражу (1 кг), ґрунту (1 кг), води (1 л) висилають у лабораторію також герметично упакованими. Для більшої вірогідності аналізу беруть кілька проб: ґрунт із поверхні і з глибини до 10 см (а при відборі проб зі скотомогильників і інших забруднених ділянок із глибини до 2 м); воду з різних глибин і з дна водойми з домішкою придонної рідини і ґрунту. 

Для постановки реакції преципітації беруть преципітуючу сироватку, антиген − шматочок пат. матеріалу, що надійшов в лабораторію ( шматочки шкіри, чи органів) і сибірковий бактерійний антиген для контролю. Матеріал, що надійшов для дослідження реакцією преципітації, попередньо поміщають в автоклав для стерилізації.

Шматочки шкіри (органів) після автоклава заливають фізіологічним розчином (1:10) для екстрагування: кип'ятінням протягом  10-15 хвилин (термопреципіація) або витримуванням протягом 16-20 годин при температурі 8-10°С (холодний спосіб). Екстракт фільтрують через азбестовий фільтр доти, доки він не стане прозорим, а потім фільтрат нашаровують на преципітуючу сибіркову сироватку, розлиту в уленгутівські пробірки (сироватка повинна бути прозорою). Реакція вважається позитивною, якщо на межі сироватки й екстракту через 3-8 хвилин з'являється преципітуюче кільце, сумнівною, якщо воно з'являється через 10-15 хвилин, і негативною за відсутності кільця. Одночасно ставлять контролі: преципітуюча сибіркова сироватка зі стандартним сибірковим антигеном (при позитивній реакції кільце повинне з'явитися протягом хвилини); нормальна сироватка зі стандартним сибірковим антигеном (реакція негативна); фізіологічний розчин із преципітуючою сироваткою (реакція негативна).

Дослідження грунту, води, фуражу, вовни, волоса і щетини. Проби ґрунту ретельно перемішують, беруть невеликі порції (по 1 г), поміщають їх у дві-три пробірки, заливають стерильним фізіологічним розчином (1:10 ), після ретельного перемішування (піпеткою або струшуванням) розливають у центрифужні пробірки, що прогрівають на водяній лазні при 75-80°С протягом 20 минуть і центрифугують протягом 10 хвилин при 2500-6000 об/хв. Надосадову рідину обережно відсмоктують, а з осаду роблять посіви на МПБ і МПА і заражають їм лабораторних тварин.

Пробу води ретельно перемішують, наливають у центрифужні пробірки (по 2-3 мл), центрифугують, роблять посіви і заражають лабораторних тварин.

Проби фуражу подрібнюють, заливають фізіологічним розчином, ретельно струшують, наливають у центрифужні пробірки через лійку з марлевим фільтром, центрифугують, з осаду також роблять посіви і заражають їм тварин.

Проби вовни, щетини і шерсті подрібнюють ножицями в ступці (окремо), заливають фізіологічним розчином, ретельно розтирають ступкою, потім уміст відсмоктують піпетками і переносять у пробірки, центрифугують і далі досліджують так само, як ґрунт, воду, фураж.

Отримання культур на поживних середовищах. Посіви з крові чи внутрішніх органів загиблих тварин проводять на МПА, МПБ та інші середовища. Після посіву пробірки або чашки витримують добу у термостаті при температурі 36-38°С. На МПА збудник росте у вигляді колоній, що мають різноманітні форми. 

У МПБ збудник сибірки росте у вигляді білуватого осаду (шматочка бавовни) на дні пробірки, бульйон при цьому залишається прозорим або у ньому з’являються короткі нитки у стані завісі.

У молоці збудник сибірки швидко розвивається, два-три дня відбувається згортання молока, а  потім починається повільна пептонізація.

У біохімічному відношенні збудник сибірки слабоактивний. Глюкозу, галактозу, сахарозу, мальтозу, левульозу розщеплюють протягом 2-3 діб з утворенням кислоти; лактозу не змінює.

В мазках, приготовленных з добових культур на МПБ чи МПА, мікроорганізми мають вигляд довгих ниткоподібних паличок, із заокругленими кінцями.

Диференціальний бактеріологічний діагноз. У більшості випадків у свіжому патматеріалі від загиблих тварин і в об'єктах зовнішнього середовища типові форми збудника виявити досить легко. Однак в окремих випадках при посівах на МПБ у результаті дифузійного росту відбувається легке помутніння бульйону, а при посівах на МПА колонії мають форми не R або RO, а Про або S. Такі форми колоній часто виявляють у посівах із проб ґрунту, узятих на старих скотомогильників або інших заражених ділянках. У цих випадках особливо ретельно переглядають посіви під мікроскопом виявляючи характерні колонії, а при відсутності їх виділяють усі колонії, що викликають найменшу підозру. Кожну підозрілу колонію пересівають у пробірку з МПА для збереження культури. Якщо миші або інших лабораторних тварин після зараження їх первинним патматеріалом не гинуть, то заражають інших лабораторних тварин культурами, вирощеними з кожної підозрілої колонії (окремо) і з МПБ. Культуру з МПБ, крім того, досліджують на рухливість у висячій краплі або посівом у напіврідкий агар. Роблять також посіви на м’ясопептонну желатину і кров'яний агар. У МПЖ збудник сибірки викликає розрідження у верхній частині середовища у виляді лійки з утворенням бічних відростків від лінії уколу, що більш довгі у поверхні середовища і поступово коротшають донизу (вид перекинутої ялинки). Мікроби виду Вас. cereus викликають швидке й інтенсивне розрідження желатини уздовж посіву по горизонтальних відростках. У чашках із кров'яним агаром збудник сибірки, як правило, не утворює гемолізу, тоді як при наявності антракоїдів і псевдоантракоїдів навколо колоній спостерігається яскраво виражений гемоліз.

Реакція "перлинного намиста" (И. Иен-сен і Н. С. Клемер, 1953; А. Д. Мелихов, 1957; С. Г. Колесов, 1958). Тригодинну бульйонну культуру засіва-ють на МПА в чашки: дві, що містять у 1 мл по 0,05 одиниці пеніциліну, і третю без пеніциліну. Посіви інкубують протягом трьох годин при температурі 37°С. Отримані культури досліджують на агарі (з покривним склом і без нього). У першій чашці мікроорганізми являють собою шари більш великі і правильні, на агарі без пеніциліну вони мають звичайну форму.

Проба із сибірковим бактеріофагом. (Макклой, 1951; А. Я. Мещеряків, 1961; Я. Е. Коляков і В. А. Байрак, 1962). Чутливість до сибіркового бактеріофага виділеної культури можна випробувати чашковим методом або методом "стікаючої краплі".Чашковий метод. У двох чашках з 2%-м МПА (одна чашка дослідна, інша контрольна) роблять круглі насічки агару (на зворотньому боці чашки відзначають номер культури). На кожен кружок агару в обох чашках наносять одну краплю тригодинної бульйонної культури. Після підсихання бульйонної культури на кружки дослідної чашки наносять сибірковий бактеріофаг. Потім чашки поміщають у термостат при температурі 37°С. Облік дії фага проводять через 6 і 18 годин по лізису колоній. На одній чашці може бути випробувана чутливість 10 - 15 культур.

Метод "стікаючої краплі". Досліджувану культуру висівають у кілька пробірок на скошений МПА і витримують у термостаті при 37°С (не більше 20 хв.), потім на верхню частину агару наносять краплю нерозведеного бактеріофага. Пробірки ставлять вертикально в штатив для набрякання краплі фага і поміщають у термостат при 37°. Одну-дві пробірки залишають для контролю без фага. Дія фага враховують через 6-8 годин. У контрольних пробірках по всій поверхні агару спостерігається звичайний ріст культури. У пробірках з фагом по ходу стікання краплі мікроорганізми не ростуть, а навколо цієї зони спостерігається звичайний ріст культури у виді "бордюру". Найбільш чітке явище лізису спостерігається через 16-18 годин.

Біопроба является заключним етапом діагностики на сибірку і вважається найбільш достовірним методом. Лабораторних тварин заражають підшкірно пат матеріалом, бульйонною культурою, або змивом культури з МПА в дозах: білим мишам 0,1-0,2 мл, морським свинкам − 0,3 мл, кроликам − 0,5 мл. Білі миші гинуть від сибірки через 1-2 доби, морські свинки через 2-3 доби, кролики через 2−4 доби. При розтині трупів виявляють збільшену селезінку, а на місці ін’єкції іноді значний набряк. В мазках із крові серця, селезінки й інших паренхіматозних органів виявляють окремі капсульні мікроорганізми. У посівах на МПА и МПБ із цього патологічного материалу виявляють типовий ріст збудника. Підозрілі колонії відсівають із МПА і піддають подальшому дослідженню тими ж методами.

Метод прискореної діагностики на сироватковому живильному  у середовищі атмосфері вуглекислого газу (Чу, 1952; Б. Я. Михайлов, Г. И. Ріжків і А. Л. Тамарин, 1960). Цей метод базується на здатності збудника сибірки утворювати капсулу на сироватковому живильному . середовищі Досліджуваний матеріал (кров, шматочки органів і ін.) поміщають на предметне скло або в пробірку і емульгують у трьох-чотирьох об’ємах дистильованої води. Проби ґрунту (5-10 г) розводять 25-кратною кількістю води, перемішують і фільтрують через лійку з товстим шаром (8?10 див) скляної вати для видалення грубих часток. Після цього 10-15 мл отриманої суспензії фільтрують через малий апарат Зейтца з мембранним фільтром № 3. Осад з мембранного фільтра висівають методом відбитка на сироваткове середовище в дві-три чашки (місце посіву відзначають на звороті чашки) і поміщають їх відкритими в ексикатор, що заповнюють вуглекислим газом. Через чотири години інкубації при 36-37° з одержаної культури роблять мазки, що після фарбування 1%-им сафраніном вивчають під великим збільшенням. Збудник сибірки має вигляд коротких ланцюжків, оточених капсулою жовтуватого кольору. Вегетативні мікроби антракоїдів і псевдоантракса капсул не утворюють.

Люмінесцентно - серологічний метод (Куневі, 1953; Е. Н. Левина, 1958; Н. И. Притулин і Н. А. Кузьмін, 1959). Досліджуваний матеріал підрощують на мембранних фільтрах протягом  трьох годин при 37°С. Після цього з кожного фільтра на предметне скло роблять змив у виді мазка, що підсушують і фіксують протягом  10-15 хвилин метанолом і обробляють міченими глобулінами преципітуючої сибіркової сироватки. При перегляді мазків у люмінесцентному мікроскопі збудник сибірки має яскраве зелено-жовте світіння, навколо мікробної клітини добре видно зелено-жовтий ободок.

ТЕМА 7. ІНФЕКЦІЙНІ ХВОРОБИ ТВАРИН, ЩО ХАРАКТЕРИЗУЮТЬСЯ ГОСТРИМ ПЕРЕБІГОМ

ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ №12
ТЕМА: ЕМКАР. ЛАБОРАТОРНА ДІАГНОСТИКА. ЗАХОДИ БОРОТЬБИ І ПРОФІЛАКТИКИ.
Мета заняття: Здобути практичні навики щодо організації заходів профілактики та ліквідації емкару на тваринницьких фермах.
Перелік спеціального обладнання та устаткування:: вакцини проти емкару та інструкції по їх застосуванню, ветеринарне законодавство, препарати збудника, мікроскопи.
Рекомендована література:

· Литвин В.П., Ярчук Б.М. Загальна епізоотологія. – К.: Урожай, 1995.- 256 с.

· Бакулов И.А. Эпизоотология с микробиологией Москва: "Агропромиздат", 1987. – 415 с.

· Инфекционные болезни животных / Б.Ф. Бессарабов, А.А., Е.С. Воронин и др.; Под ред. А.А. Сидорчука. -- М.: Колосс, 2007. -- 671 с.
· Довідник лікаря ветеринарної медицини/ П.І. Вербицький, П.П. Достоєвський. - К.: «Урожай», 2004. – 128 с.
· Голуб Ю.С., Недосєков В.В., Албулов О.І. Імунобіологічні препарати в системі управління біологічними процесами у ветеринарній медицині // Центр інформаційних технологій, Київ. – 2012.- 240 с.

· Епізоотологія з мікробіологією: Підручник/Г.В.Козловська, Л.Є.Корнієнко, М.Г.Наконечна та ін.; За ред. В.П.Постоя.-К.:Вища освіта, 2006.- 543 с.
· 4. Бакулов И., Буткин Е., Ведерников В. Эпизоотология с микробиологией М.: Колос, 1981. – 367 с.



Питання вхідного контролю: 1. Характеристика збудника емкару.
2.Характеристика клостридій. Приклади клостридіозів.
3.Фактори патогенності, притаманні клостридіям.
Завдання:

a. 1.Опрацювати питання теоретичного матеріалу по даній темі. 

2. Лабораторна діагностика емкару;
3. Заходи боротьби і профілактики при емкарі
4. Користуючись лекційним матеріалом, підручниками, роздатковим матеріалом та ветеринарним законодавством замалювати :

А) Колонії на поживних середовищах

Б) Збудник емкару

1. Користуючись лекційним матеріалом, підручниками, роздатковим матеріалом та ветеринарним законодавством скласти план заходів щодо ліквідації спалаху емкару на молочно-товарній фермі. 

2. Надайте і обгрунтуйте схему лікування хворих на емкар тварин. 

Порядок і рекомендації щодо виконання роботи 

1. Викладач повторює  теоретичний матеріал щодо біологічних особливостей збудників клостридіозів та наголошує на факторах, що є суттєвими у постановці діагнозу. 

2. Студенти  розглядають під мікроскопом мазки зі збудником та замальовують його у зошити.
3. Користуючись лекційним матеріалом, підручниками, роздатковим матеріалом та ветеринарним законодавством скласти план заходів щодо ліквідації спалаху емкару на молочно-товарній фермі. 

4. Надайте і обгрунтуйте схему лікування хворих на емкар тварин. 

Форма звітності: усне опитування.

Контрольні питання.
1. Специфіка відбору патологічного матеріалу.
5. Характеристика збудника емкару.

6. Лабораторна діагностика емкару.

7. Етапи проведення заходів ліквідації та їх обгрунтування.
Короткий теоретичний коментар до теми
Діагноз на емкар встановлюють комплексно, на основі епізоотичних, клінічних, патологоанатомічних та лабораторних досліджень. ЛАБОРАТОРНА ДІАГНОСТИКА передбачає мікроскопічні дослідження мазків-відбитків з патологічного матеріалу, виділення чистої культури збудника на живильних середовищах, проведення біопроби на морських свинках. У лабораторію з усіма пересторогами для запобігання розсіюванню спор не пізніше ніж через 4 год після загибелі тварини надсилають ексудат із набряку та шматочки уражених м'язів розміром 3x3x3 см, а в разі часткового розтину трупа відбирають також шматочки печінки, селезінки та кров із серця.

Збудник - Cl. Chauvoei має вигляд прямої чи вигнутої палички довжиною 2−8 мк, товщиною 0,5−1,0 мк. Паличка рухлива, завдяки перитрихіально розташованим джгутикам. утворює спори. Спори овальні, центральні чи субтермінальні, рідко – термінальні, в діаметрі більше палички. Капсул не утворює. В молодих культурах добре забарвлюється по Граму. 

Cl. Chauvoei анаероб, добре росте на поживних середовищах з додаванням печінкового екстракту і шматочків печінки (Кітт-Тароцці). Через 16-24 години провокує слабке помутніння середовища і газоутворення. На желатині і в товщі цукрового агару утворює дрібні колонії у вигляді булавочної голівки або має форму чечевиці з ніжними відростками. Повільно розріджує желатину, ферментує сахарозу, на 5-6 добу згортає молоко. Ріст на рідких поживних середовищах супроводжується утворенням токсинів.

На кровяному агарі з глюкозою в чашках Петрі росте у вигляді округлих припіднятих колоній з рівними краями, що нагадують перламутрові гудзики чи листок винограду, оточені зоною прозорого гемолізу.

З лабораторних тварин найчутливіші до Cl. Chauvoei морські свинки і хомяки, для діагностичних досліджень найбільш придатні морські свинки. Білих мишей і щурів не завжди вдається заразити, кролики малочутливі. При підшкірному і внутрішньом’язовому введенні морським свинкам добової культури в дозі 0,3 – 1,0 мл вони гинуть через 16-48 годин з характерною патологоанатомічною картиною. М’язи і підшкірна клітковина геморагічно інфільтровані, темно-червоного кольору, сухі, губчасті, з пухирцями газу.
Діагноз на емкар вважають установленим за умови отримання одного з таких показників: виділення з патологічного матеріалу культури з властивостями, характерними для збудника хвороби, і загибелі хоча б однієї морської свинки з типовою патологоанатомічною картиною та виділенням з її органів культури збудника; загибелі хоча б однієї морської свинки з двох заражених вихідним патологічним матеріалом за наявності в неї типових для цієї хвороби патологоанатомічних змін та виділення з її органів культури збудника, якщо навіть у посівах з вихідного патологічного матеріалу культуру збудника не виділено. Термін лабораторного дослідження — до 8 діб.

Емфізематозний карбункул необхідно диференціювати від злоякісного набряку і сибірки.

Злоякісний набряк, як правило, розвивається як післяранова інфекція. Остаточна диференціація цього захворювання грунтується на результатах бактеріологічного та  біологічного досліджень.

Сибірку диференціюють за клінічними ознаками (постійне та значне підвищення температури, відсутність крепітації набряків), патолого-анатомічними змінами (сильне здуття трупів, відсутність заклякання основних груп м'язів, витікання кров'янистої рідини з природних отворів) та результатами лабораторних досліджень.

ТЕМА 8. ХРОНІЧНІ ІНФЕКЦІЙНІ ЗАХВОРЮВАННЯ.

ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ №13
ТЕМА: ТУБЕРКУЛЬОЗ. ДІАГНОСТИКА. АЛЕРГІЧНА ДІАГНОСТИКА. ЗАХОДИ БОРОТЬБИ І ПРОФІЛАКТИКИ
Мета заняття: Здобути практичні навики щодо організації заходів профілактики та ліквідації туберкульозу на тваринницьких фермах.
Перелік спеціального обладнання та устаткування:: кролі, фізрозчин, шприці різного об’єму, 76’°спирт етиловий,  туберкулін, безголковий ін’єктор, ветеринарне законодавство, препарати збудника, мікроскопи.
Рекомендована література:

· Литвин В.П., Ярчук Б.М. Загальна епізоотологія. – К.: Урожай, 1995.- 256 с.

· Бакулов И.А. Эпизоотология с микробиологией Москва: "Агропромиздат", 1987. – 415 с.

· Инфекционные болезни животных / Б.Ф. Бессарабов, А.А., Е.С. Воронин и др.; Под ред. А.А. Сидорчука. -- М.: Колосс, 2007. -- 671 с.
· Довідник лікаря ветеринарної медицини/ П.І. Вербицький, П.П. Достоєвський. - К.: «Урожай», 2004. – 128 с.
· Голуб Ю.С., Недосєков В.В., Албулов О.І. Імунобіологічні препарати в системі управління біологічними процесами у ветеринарній медицині // Центр інформаційних технологій, Київ. – 2012.- 240 с.

· Епізоотологія з мікробіологією: Підручник/Г.В.Козловська, Л.Є.Корнієнко, М.Г.Наконечна та ін.; За ред. В.П.Постоя.-К.:Вища освіта, 2006.- 543 с.
· 4. Бакулов И., Буткин Е., Ведерников В. Эпизоотология с микробиологией М.: Колос, 1981. – 367 с.



Питання вхідного контролю: 1. Характеристика збудників туберкульозу.

2. Біологічні засади алергічної проби. Обгрунтування проведення алергічної ліагностики за туберкульозу. 

3.Чим Ви поясните  патогенний вплив збудника туберкульозу.
Завдання:

a. .Опрацювати питання теоретичного матеріалу по даній темі. 

b. Лабораторна діагностика туберкульозу;
c. Алергічна діагностика туберкульозу ;
d. Користуючись засобами для туберкулінізації проведіть алергвчну ліагностику кролям.
e. Користуючись лекційним матеріалом, підручниками, роздатковим матеріалом та ветеринарним законодавством скласти план заходів боротьби та профілактики з туберкульозом. 

Порядок і рекомендації щодо виконання роботи 

1. Викладач викладає  теоретичний матеріал щодо біологічних особливостей збудників туберкульозу та наголошує на тривалій взаємодії збудника туберкульозу з організмом тварини. Пояснює, чому алергічна діагностика є актуальною при даному захворюванні. Наголошує на питаннях постановки кінцевого діагнозу.
2. Студенти  розглядають під мікроскопом мазки зі збудником та замальовують його у зошити.
3. Користуючись засобами для туберкулінізації студенти, дотримуючись усіх етапів підготовки тварин проводять алергічну ліагностику кролям.
2. Користуючись лекційним матеріалом, підручниками, роздатковим матеріалом та ветеринарним законодавством за допомого викладача студенти складають  план заходів боротьби та профілактики з туберкульозом
Форма звітності: усне опитування.

Контрольні питання.
1. Лабораторна діагностика туберкульозу.

2. Етапи проведення заходів ліквідації та їх обгрунтування.

3. Заходи профілактики туберкульозу.
Короткий теоретичний коментар до теми
В лабораторію для прижиттєвої бактеріологічної діагностики надсилають молоко з кожної дійки (по 150 − 200 мл), а також мокротиння, фекалії, сечу. В разі підозри на туберкульозне ураження кишок в лабораторію надсилають відібрані з прямої кишки проби фекалій, що містять слиз і прожилки крові. Від свіжих трупів або від забитих з діагностичною метою тварин, які позитивно реагували на туберкулін, надсилають парні лімфатичні вузли (заглоткові, підщелепові, бронхіальні, середостінні, клубової кишки), а також частини органів з патологічними змінами. Тушки (трупи) птиці й дрібних тварин доставляють цілими в свіжому вигляді.

 Для серологічного дослідження в лабораторію направляють по 2−3 мл сироваток крові від підозрюваних щодо захворювання на туберкульоз великої рогатої худоби та свиней. Відібраний для дослідження матеріал доставляють у свіжому вигляді або консервованому в 30 %-му стерильному водному розчині гліцерину, а для гістологічного дослідження − в 10 %-му водному розчині нейтрального 40 %-го формаліну.

 У лабораторії патологічний матеріал відмивають від консерванту фізіологічним розчином, з уражених органів і окремо лімфовузлів вирізають шматочки розміром 0,5 − 1 см (не менш ніж по 12 г), які очищають від супутньої мікрофлори за методом Гона або Алікаєвої і концентрують флотацією. Перед флотацією патологічний матеріал відповідним чином підготовляють. Фекалії розтирають з дистильованою водою, фільтрують крізь марлевий фільтр, для досліджень використовують фільтрат; сечу центрифугують упродовж 30 хв при 3 тис. об/хв, для досліджень використовують осад. Мокротиння, слиз, гній розбавляють 3 − 6-кратним об'ємом 0,5 − 2 %-го розчину їдкого натру. Підготовлені у такий спосіб проби патологічного матеріалу з метою концентрації мікобактерій піддають флотації. З флотаційного кільця готують мазки для мікроскопічного дослідження. Після добавляння до флотаційного кільця такого самого об'єму 3 - 6 %-го розчину сульфатної (сірчаної) кислоти і 10-хвилинного відстоювання з нього роблять посіви на елективні середовища Петраньяні, Левенштейна − Иєнсена, Гельберга для виділення мікобактерій. Ріст мікобактерій виявляють через 10 − 30 діб, нерідко пізніше (до 3 міс).

Для індикації збудника туберкульозу в патологічному матеріалі, визначення його виду та встановлення вірулентності проводять біологічні дослідження. Біопробу ставлять на 3 − 5 морських свинках масою по 300 − 350 г, 3 − 5 кролях масою не менш ніж по 2 кг, 3 − 5 курках віком не менш як 5 міс. Патологічний матеріал після спеціальної обробки вводять кролям по 1 −2 мл у крайову вену вуха, морським свинкам − підшкірно в ділянці паху, курям − у підкрильцеву вену. За зараженими тваринами ведуть спостереження впродовж 3 міс. Через 30 діб після зараження проводять туберкулінову пробу. В разі встановлення позитивної алергічної реакції піддослідну тварину забивають, патологічний матеріал досліджують бактеріологічним методом.

Діагноз на туберкульоз вважається встановленим, якщо під час забою хоча б в однієї тварини були виявлені патологоанатомічні зміни, властиві туберкульозу, або якщо при бактеріологічному дослідженні матеріалу, взятого після забою реагуючих на туберкулін тварин, виділено збудника туберкульозу.

Диференціальна діагностика. Передбачає необхідність виключення у великої рогатої худоби паратуберкульозу − за даними розтину, бактеріологічних і алергічних досліджень; лейкозу — за відсутністю туберкульозних вузликових уражень у легенях і паренхіматозних органах, а також за результатами алергічних і серологічних досліджень. Сап у коней виключають за результатами алергічної реакції та реакції зв'язування комплементу; інфекційну анемію − за даними гематологічного дослідження і розтину.

ТЕМА 8. ХРОНІЧНІ ІНФЕКЦІЙНІ ЗАХВОРЮВАННЯ.

ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ №14
ТЕМА: ЛЕЙКОЗ. ЛАБОРАТОРНА ДІАГНОСТИКА. ЗАХОДИ БОРОТЬБИ І ПРОФІЛАКТИКИ
Мета заняття: Здобути практичні навики щодо організації заходів профілактики та ліквідації лейкозу великої рогатої худоби. Засвоїти матеріал щодо лабороторної діагностики лейкозу, методів, на основі яких здійснюється ліквідація та моніторинг лейкозу.
Перелік спеціального обладнання та устаткування: мазки крові різних видів тварин, мікроскопи ветеринарне законодавство, фотографії, показові діагностичні набори для РІД.

Рекомендована література:

· Литвин В.П., Ярчук Б.М. Загальна епізоотологія. – К.: Урожай, 1995.- 256 с.

· Бакулов И.А. Эпизоотология с микробиологией Москва: "Агропромиздат", 1987. – 415 с.

· Инфекционные болезни животных / Б.Ф. Бессарабов, А.А., Е.С. Воронин и др.; Под ред. А.А. Сидорчука. -- М.: Колосс, 2007. -- 671 с.
· Довідник лікаря ветеринарної медицини/ П.І. Вербицький, П.П. Достоєвський. - К.: «Урожай», 2004. – 128 с.
· Голуб Ю.С., Недосєков В.В., Албулов О.І. Імунобіологічні препарати в системі управління біологічними процесами у ветеринарній медицині // Центр інформаційних технологій, Київ. – 2012.- 240 с.

· Епізоотологія з мікробіологією: Підручник/Г.В.Козловська, Л.Є.Корнієнко, М.Г.Наконечна та ін.; За ред. В.П.Постоя.-К.:Вища освіта, 2006.- 543 с.
· 4. Бакулов И., Буткин Е., Ведерников В. Эпизоотология с микробиологией М.: Колос, 1981. – 367 с.



Питання вхідного контролю: 1. Характеристика збудника лейкозу великої рогатої худоби. 

2. Які Ви знаєте форменні елементи крові.

3. Класифікація лейкоцитів.

4. Характеристика лімфоцитів.

5. Клінічні ознаки, що реєструються при лейкозі.
Завдання:

1. .Опрацювати питання теоретичного матеріалу по даній темі. 

2. Лабораторна діагностика лейкозу;
3. Заходи боротьби і профілактики при лейкозі;
4. Мазки крові різних видів тварин.

5. Користуючись лекційним матеріалом, підручниками, роздатковим матеріалом та ветеринарним законодавством скласти план заходів боротьби та профілактики з лейкозом. 

Хід лабораторного заняття

1. Викладач викладає  теоретичний матеріал щодо характеристики лейкозу. Окремий акцент робить на ратогенезі захворювання та епізоотологічних характеристиках. Підкреслює, що лейкоз – хронічне захворювання. Надає матеріал щодо лабораторної діагностики захворюваня.
2. Користуючись мікроскопами студенти розглядають мазки крові тварин. Згадують інформацію про морфологічні і кількісні особливості різних форменних елементів та їх функціональне значення.

3. Викладач розповідає про постановку РІД. Користуючись інструкцією, студенти вчаться проводити оцінку цієї реакції.
4. Користуючись лекційним матеріалом, підручниками, роздатковим матеріалом та ветеринарним законодавством разом з викладачем складають  план заходів боротьби та профілактики з лейкозом. 

Форма звітності: усне опитування.

Контрольні питання.
1. Лабораторна діагностика лейкозу.

2. Етапи проведення заходів ліквідації та їх обгрунтування.

3. Заходи профілактики лейкозу.

4. Поняття «Лейкоформула».

5. Характеристика основних форм лейкозу.
Короткий теоретичний коментар до теми
Лабораторна діагностика лейкозу.

1. Серологічні дослідження. Серологічні методи діагностики дають можливість виявити хворих тварин у початковій стадії лейкозу, коли відбувається лише ураження кровотворних органів та продукування антитіл, тому інші методи (клінічний, патологоанатомічний, гематологічний) у дану стадію не ефективні. Серологічні дослідження проводять за РІД,  РФА, із сироватками крові інфікованих корів, а також за рекомендаціями радіоімунопреципітації, затримки синцитієутворення, ELISA-методом, РНГА, РЗК, методом визначення циркулюючих імунних комплексів тощо. Основним методом зажиттєвої діагностики лейкозу є  реакція імунодифузії (РІД). Її інша назва – реакція дифузної преципітації в агаровому гелі (РДП).  

Реакція імунодифузії (РІД). Метод базується на виявленні в сироватці крові тварин специфічні преципітуючі антитіла до  антигенів вірусу лейкозу.  Специфічні антитіла зявляються в крові через 2-8 тижнів після зараження тварин вірусом лейкозу  і зберігається в організмі по життєво. Серологічні дослідження тварин піддають починаючи з шести місяців. Відбір крові здійснюють не раніше ніж через 30 діб після вакцинації, у тільних тварин – за 30 діб до отелу  або через 30 діб після  нього. Кров для отримання сироватки відбирають в бактеріологічні пробірки , витримують 1-2 години в теплому місці. Для кращого відшарування сироватки згусток обводять профломбованою спицею чи дротом. Після цього пробірку витримують протягом 20-24 годин при температурі 4-10 С. Отримані проби сироватки зливають в пробірки Флоринського  (2-3 мл) і нумерують. В лабораторію проби направляють із супровідним документом, де вказано назву господарства, стать, породу тварини. Специфічна лінія преципітації,що утворюються між специфічною сироваткою і антигеном  повинна бути чіткою, прямою, розміщуватися на однаковій відстані між лунками з антигеном і контрольною сироваткою. Неспецифічною вважають лінію преципітації що утворюються між лунками з досліджуваними сироватками і антигеном, але не зливається з контрольною лінією преципітації, а перетинає  її  чи упирається, утворюючи кут.

Метод імуноферментного аналізу (ІФА).  Імуноферментний  аналіз базується на імунохімічній реакції взаємодії антиген-антитілоз використанням у якості індикатора маркованих ферментами антигена чи антитіл. Існує дві модифікації ІФА. 1 Непрямий метод  ІФА оснований на зв’язуванні специфічних до вірусу лейкозу антитіл з антигеном ВЛ ВРХ що адсорбуються на стінках лунок планшета для мікротитрування.  Звязані антитіла виявляють за допомогою видоспецифічних антитіл, мічених ферментом (пероксидазою) з наступним ферментативним перетворенням  безколірного субстрата  в пофарбований.  Інтенсивність кольору прямо пропорційно вмісту антитіл до ВЛ ВРХ.  В основі конкурентного ІФА лежить здатність антитіл до ВЛ ВРХ, що містяться в досліджуваній сироватці блокувати взаємодію антигена з антитілами, адсорбованими на ствнках лунки планшета для мікротипування. Комплекс АГ-АТ виявляють за допомогою антитіл, мічених пероксидазою і наступним ферментативним перетворенням  безколірного субстрата пероксидази у пофарбований. Якщо досліджувана сироватка не містить антитіл до ВЛ ВРХ, інтенсивність кольору максимальна. Антитіл а в сироватці знижують інтенсивність забарвлення прямо пропорційно.

Діагноз на лейкоз вважається встановленим у разі наявності одного з таких показників: позитивний результат серологічного дослідження за РІД; ІФА, ПЛР.
2. Гематологічні дослідження 

Гематологічний метод базується на підрахунку кількості лейкоцитів в одиниці об’єму крові (1 мкл) і якісній оцінці лімфоїдних елементів  лімфоцитів. Гематологічним дослідженням піддають тварин, в сироватці крові яких серологічним методом (РІД, ІФА) виявлені специфічні антитіла до ВЛ ВРХ.  Гематологічні дослідження дають змогу виявити хворих тварин а також провести диференційну діагностику форм і стадій хвороби.

Кров для гематологічних досліджень відбирають з яремної вени в пробірки з антикоагулянтом. У якості антикоагулянта використовують трилон Б (0,1 мл 10% розчину на 1 мл крові, гепарин (5 од на 1 мл крові), 6% розчин лимоннокислого натрію (0,1 мл на 1 мл крові). Вмістиме пробірки ретельно перемішують. Стабілізовану кров зберігають у холодильнику при температурі 2-4С і досліджують не пізніше 36 годин після відбору.

Підрахунок кількості лейкоцитів проводять в лічільній камері Горяєва.    При цьому необхідно звертати увагу на точність використання  і розбавлення  певного об’єму крові, зарядки камери і підрахунку клітин.

Лейкоцити підраховують у 100 великих квадратах. Для одержання результатів використовують формулу

                              Мх4000хY
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                                1600

де:

       X – кількість лейкоцитів в 1 мкл крові;

       М - кількість клітин, підрахованих в 100 великих квадратах;

       Y – ступінь розвелення;

       4000 – об’єм  малого квадрата;

       1600  -  число  малих  квадратів  у  100 великих  квадратах.

При масових гематологічних дослідженнях можуть підраховувати лейкоцити в 25 великих квадратах. Гематологічні дослідження передбачають виявлення у периферичній крові підвищеної кількості лейкоцитів лімфоїдного ряду, малодиференційованих клітин (родоначальних, пролімфоцитів, лімфобластів) та поліморфних атипових клітин кровотворних органів. Результати підрахунків оцінюють за так званим «лейкозним ключем». Якщо кількість підрахованих в 1 мкл крові лейкоцитів виявляється меншою, ніж указано в «лейкозному ключі», результати дослідження вважають негативними; якщо кількість лейкоцитів перевищує норму в «лейкозному ключі», результати дослідження вважають позитивними (табл.1). Лімфоцити  складають більшість лейкоцитів у великої рогатої худоби  (50-60%),  свиней (45-60%), овець ( 55-65%), кіз (40-50%), кролів (50-65%). Ці тварини мають лімфоцитарний профіль крові. У собак і коней кількість лімфоцитів в крові менша (20-40%), а більший відсоток гранулоцитів. Кількість лімфоцитів в крові молодих тварин більше, ніж у дорослих ( за виключенням перших днів після народження).
                                                                                  Таблиця 1. «Лейкозний ключ»

	                          Вік тварини
	Здорові  тварини
	Підозрілі тварини


	Хворі тварини



	
	К-сть лейкоцитів в 1 мкл
	% лімфоцитів
	Абсолютна кількість

лімфоцитів в 1 мкл
	Абсолютна кількість

лімфоцитів в 1 мкл

	1-2 роки
	до 12000    
	 до 75
	9000 - 11000
	більше 11000  

	2-4 роки
	до 11000   
	до 70  
	8000 - 10000
	більше 10000  

	4-6 років
	до 10000   ¦  
	до 65
	6500 - 9000  
	більше 9000   

	Старше 6

років
	до 9000
	до 60
	5500-8000
	більше 8000


У разі виявлення змін у крові, характерних для хворих або підозрюваних щодо захворювання, тварин вважають хворими. Для диференціювання різних форм лейкозу проводять цитологічні дослідження крові, пунктатів кісткового мозку й поверхневих лімфатичних вузлів, визначення в мазках крові відсоткового співвідношенн я окремих видів лейкоцитів, виведення лейкоцитарної формули.  Фазово-контрасна мікроскопія проб крові в камері Горяєва  дає змогу надійно диференціювати лімфоцити від інших лейкоцитів від інших лейкоцитів. Лімфоцити являються типовими агранулоцитами оскільки не мвстять ніякої зернистості у цитоплазмі за виключенням окремих азурофільних веретен. Лімфоцити мають округлу форму, округле чи овальне ядро, оточене вузьким (малі лімфоцити), або ширшим (середні і великі лімфоцити) пояском цитоплазми. Діаметр малих лімфоцитів 4,5-6,5мкм, середніх – 6,5-10мкм, великих – 10,0-18,0мкм. Цитоплазма базофільна, при фарбуванні розчином Гімзи гомогенна. Навколо ядра помітна  перинуклеарна зона. Цитоплазма малих лімфоцитів розташовується з одного боку ядра у вигляді вузького обідка (форма «серпа»)

3.Патологоанатомічні дослідження.

У початковій, а іноді і в розгорнутій стадії лейкозу видимих патологічних змін немає. У тварин, що загинули від лейкозу, а також у забитих в термінальній стадії хвороби патологічні зміни виявляються в усіх органах кровотворної системи — у лімфатичних вузлах, селезінці, кістковому мозку. Лімфатичні вузли при лімфоїдному лейкозі збільшені в розмірі, мають м'яку еластичну консистенцію, не зрощені з прилеглими тканинами. Капсула знімається легко, поверхня розрізу волога, сірувато- або жовтувато-білого кольору. При лімфогранулематозі та лімфосаркомі лімфатичні вузли горбисті, капсула зрощена з паренхімою, на розрізі часто виявляються крововиливи і некрози. В органах черевної й тазової порожнин, а також на серозних оболонках спостерігаються пухлинні розростання у вигляді конгломератів біло- або жовто-сірого кольору. Селезінка при лимфоїдному та мієлоїдному лейкозах — відповідно буро- або малиново-червоного кольору, значно збільшена в розмірі (іноді у 8 - 10 разів). Поверхня розрізу при лімфоїдному лейкозі зерниста внаслідок гіперплазії фолікулів. У разі мієлоїдного лейкозу фолікули малопомітні, в окремих ділянках зовсім відсутні. При лімфоретикулосаркомі селезінка не збільшена. У кістковому мозку виявляється осередкове розростання лімфоїдних та ретикулярних клітин, які мають вигляд сірих і жовтувато-зелених гнізд м'якої консистенції і заміщають червоний кістковий мозок. Крім органів кровотворної системи патологоанатомічні зміни виявляються також у серці, печінці, нирках, сичузі, кишках, яєчниках, матці. Проявляються дифузною інфільтрацією лімфоїдними клітинами (збільшення розмірів і маси ураженого органа, зміна кольору) або пухлиноподібними розростаннями, утворенням обмежених лейкозних осередків сірого чи жовтувато-сірого кольору, що виступають над поверхнею органа. В скелетних м'язах патологічні зміни виявляються рідко, характеризуються інфільтративним розростанням лейкозної тканини, яка пронизує м'язи.

4. Цитологічні дослідження. Спеціальні цитологічні дослідження пунктатів кісткового мозку і поверхневих лімфатичних вузлів дають змогу визначити форму прояву лейкозу. При лімфоїдному лейкозі виявляється збільшення лімфоїдних клітин (понад 10 — 15 %) за пригнічення мієлобластичного та еритробластичного ростків. У розгорнутій і термінальній стадіях лейкозу майже завжди спостерігається часткова або повна лімфоїдна метаплазія кісткового мозку. У випадку загострення хвороби в лейкограмі, мієлограмі й аденограмі виявляється підвищення відсотка гемоцитобластів, лімфобластів та про лімфоцитів. При алейкемічному перебігу лімфоїдного лейкозу в мієлограмі визначається підвищений відсоток лімфоцитів. При мієлолейкозі відмічається збільшення кількості мієлобластних клітин за рахунок пригнічення еритробластичного ростка.

При гемоцитобластозі в мієлограмі, аденограмі та лейкограмі збільшується відсоток молодих, недиференційованих клітин — гемоцитобластів, лімфобластів, пролімфоцитів (понад 10 — 15 %), визначається пригнічення мієлобластичного та еритробластичного ростків кісткового мозку і зменшення кількості зрілих лімфоцитів у крові та лімфатичних вузлах.

 При ретикульозах спостерігається збільшення кількості ретикулярних і атипових клітин до 10 % і більше. При лімфогранулематозі можуть виявлятися недиференційовані та гігантські клітини Бере-зовського — Штернберга. При ретикулосаркомі у пунктатах кісткового мозку та лімфатичних вузлах спостерігається проліферація гематобластів, ретикулярних і атипових клітин. При лімфосаркомі у мазках крові, пунктатах кісткового мозку та лімфатичних вузлах виявляється до 10 % і більше лімфоїдних і ретикулярних клітин.

 Результати цитологічного дослідження на лейкоз вважають позитивними в разі виявлення в мазках крові понад 3 % і у кровотворних органах понад 10 % родоначальних слабодиференційованих клітин (пролімфоцитів, лімфобластів, міє лоб ластів) або пухлинних клітин при нормальних показниках абсолютної кількості лімфоцитів; на слабодиференційовану форму лейкозу — при виявленні в гемограмах і цитограмах кровотворних органів підвищеного відсотка родоначальних слабодиференційованих клітин макро-, мезо- і мікрогенерації лімфобластів та пролімфоцитів; на лімфоїдний лейкоз — у разі збільшення кількості клітин лімфоїдного ряду різного ступеня зрілості (пролімфопитів і лімфобластів) в мазках крові, селезінки, лімфатичних вузлів, кісткового мозку та інших органів; на гематосаркому (лімфосаркоми різного ступеня зрілості) — при збільшенні в гемограмах і цитограмах атипових (пухлинних) клітин, які відрізняються від нормальних за формою, розміром, структурою і подібні до клітин, що утворюють пухлини; на лімфогранулематоз — при встановленні в мазках крові лімфоцитозу, в препарах з лімфатичних вузлів — лімфоїдної гіперплазії з виявленням еозинофілів, базофілів, фібробластів, плазматичних, атипових, недифе-ренційованих та гігантських клітин Березовського — Штернберга.

5. Гістологічні дослідження. Для гістологічного дослідження в лабораторію надсилають шматочки розміром 2x2x1 см зміненої, здорової та суміжної тканин селезінки, печінки, нирок, серця, м'язів, лімфатичних вузлів, грудної кістки, стінок органів травлення, які відбирають не пізніше ніж через 8 год після загибелі або забою тварини, і вмішують у герметично закритий посуд з 8 — 10 %-м водним розчином формальдегіду. Діагноз вважається встановленим на лімфоїдний лейкоз, якщо в селезінці й лімфатичних вузлах спостерігається повне зникнення малюнка за рахунок дифузної інфільтрації клітинами лімфоїдного ряду, серед яких виявляються переважно зрілі лімфоцити, в меншій кількості — пролімфоцити, лімфобласти, іноді ретикулярні клітини. У кістковому мозку строма збережена, виявляється лише значне стоншення та розсмоктування балок, скупчення лімфоцитів, які розміщуються у вигляді осередків або дифузно, заповнюючи всі кістково-мозкові простори (лімфоїдна метаплазія). У нирках, печінці, серці, сичузі та інших органах спостерігається скупчення лімфоцитів у просвіті капілярів та інфільтрація лімфоїдними клітинами інтерстиціальної тканини.

 На слабодиференційований лейкоз (гемоцитобластоз) діагноз установлюють у тих випадках, коли в кістковому мозку, селезінці, лімфатичних вузлах та інших органах спостерігаються осередкові й дифузні проліферати, клітинний склад яких представлений неди-ференційованими або слабодиференційованими клітинами типу гемоцитобластів.

 Мієлоїдний лейкоз установлюють, якщо в селезінці виявляються незрілі елементи гранулоцитарного ряду, мегакаріоцити, клітини типу гемобластів, ретикулярні клітини, фрагментація та розпад волокон; у кістковому мозку — скупчення зрілих і незрілих клітин гранулоцитарного ряду; в лімфатичних вузлах, печінці, нирках, легенях та інших органах спостерігаються осередкові й дифузні розростання мієлоїдних елементів.

 На лімфосаркому діагноз установлюють, якщо в лімфатичних вузлах, органах травлення, відтворення, серцевому й скелетних м'язах відмічається розростання пухлини з недиференційованих або слабодиференційованих клітин лімфоїдного типу; на лімфогранулематоз, якщо виявляється гіперплазія лімфоїдних клітин або поліморфно-клітинна проліферація, склеротичні зміни й некроз у лімфатичних вузлах, селезінці, печінці та інших органах, а серед поліморфних клітин ретикулярного типу виявляють багатоядерні гігантські клітини, плазматичні клітини, еозинофіли, нейтрофіли різного ступеня дозрівання, а також фібробласти.

6. Полімеразно-ланцюгова реакція.

Вірус лейкозу присутній в організмі ВРХ у вигляді ДНК-копій (провіруса), вбудовуючись в геном тварини. Це дає можливість виявити ВЛ ВРХ за допомогою сучасних молекулярно-біологічних методів, зокрема методом полвмеразної ланцюгової реакції (ПЛР). Для цього певний специфічний фрагмент ампліфікується до кількості, достатньої для його візуального виявлення (визначення). Як діагностичний метод ПЛР характеризується високою специфічністю, що обумовлена вибором праймерів і чутливістю. За допомогою ПЛР виявляють навіть деградовану нуклеїнову кислоту, присутню у мізерних кількостях. Для проведення ПЛР достатньо 50 мкл крові, результат можна отримати протягом робочого дня. Метод ПЛР може використовуватися паралельно з серологічними методами а також у якоств підтверджуючого тестую

Диференціальна діагностика. Передбачає необхідність виключення таких шфекційних хвороб як актиномікоз, туберкульоз, паратуберкульоз, бруцельоз, а також паразитарних (бабезіоз) і незаразних захворювань. Актиномікоз супроводжується ураженням переважно лімфатичних вузлів голови і грудної порожнини, які мають щільну консистенцію, містять інкапсульовані абсцеси. Гістологічними дослідженнями виявляються друзи грибка. При туберкульозі частіше інфікуються легені й кишки, виявляються туберкульозні вузлики, що мають характерну гістологічну будову. Бактеріологічним дослідженням установлюють специфічний збудник. Слід мати на увазі можливість одночасного захворювання на туберкульоз і лейкоз. При паратуберкульозі спостерігаються ураження кишок та брижових лімфатичних вузлів. На відміну від лейкозу, паратуберкульоз часто супроводжується явищами лейко- та лімфопенії. Мікроскопією забарвлених мазків, зроблених зі стінок слизової оболонки кишок, та бактеріологічними дослідженнями виявляється паратуберкульозна паличка. Для перебігу бруцельозу характерні аборти, дослідження за РЗК і РА дають можливість надійно діагностувати це захворювання. Різні незаразні хвороби диференціюють на підставі їх тимчасового характеру та помірної проліферації клітин ретикулогістіоцитарної системи. Бабезіоз диференціюють виявленням у мазках крові паразитів. Гепатити різної етіології, за яких також змінюються показники крові, діагностуються на підставі результатів відповідних досліджень.

ТЕМА 9. ІНФЕКЦІЙНІ ХВОРОБИ ТВАРИН, ЩО СУПРОВОДЖУЮТЬСЯ УРАЖЕННЯМ НЕРВОВОЇ СИСТЕМИ.

ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ №15

ТЕМА: СКАЗ

Мета заняття: Здобути практичні навики щодо організації заходів профілактики та ліквідації сказу на тваринницьких фермах. Засвоїти матеріал щодо лабороторної діагностики сказу , відборі та пересилці патологічного матеріалу.
Перелік спеціального обладнання та устаткування: ветеринарне законодавство, вакцини проти сказу та інструкції щодо їх застосування, патологічний матеріал від уявної скаженої тварини.
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Питання вхідного контролю: 1. Характеристика збудника сказу. 

2. Поняття «фіксований вірус сказу» та «вуличний вірус сказу»3. Внесок Луї Пастера у боротьбу зі сказом. З чим пов'язана патогенна дія вірусу сказу..

Завдання:

1. .Опрацювати питання теоретичного матеріалу по даній темі. 

2. Лабораторна діагностика сказу;
3. Правила відбору патологічного матеріалу при сказі;
4. Користуючись засобами особистого захисту провести відбір і упаковку патологочного матеріалу від уявної хворої на сказ тварини.

5. Користуючись лекційним матеріалом, підручниками, роздатковим матеріалом та ветеринарним законодавством скласти план заходів боротьби та профілактики зі сказом. 

Порядок і рекомендації щодо виконання роботи 
1. Викладач викладає  теоретичний матеріал щодо характеристики сказу. Окремий акцент робить на поняттях «лісовий» та «міський» сказ, описує різницю між ними. Надає матеріал щодо лабораторної діагностики захворюваня.
2. Користуючись засобами особистого захисту студенти проводять відбір і упаковку патологочного матеріалу від уявної хворої на сказ тварини.

3. Користуючись лекційним матеріалом, підручниками, роздатковим матеріалом та ветеринарним законодавством разом з викладачем складають  план заходів боротьби та профілактики зі сказом. 

Форма звітності: усне опитування.

Контрольні питання.
1. Лабораторна діагностика сказу.

2. Етапи проведення заходів ліквідації та їх обгрунтування.

3. Заходи профілактики сказу.

4. Засоби для профілактики сказу диких тварин.
Короткий теоретичний коментар до теми
Експрес-діагностика сказу.
Методи виявлення антигенів. При сказі для експрес-діагностики можна використовувати методи флуоресціюючих антитіл (МФА), реакції преципітації (РП) в агаровому гелі, методи імуноферментного аналізу (ІФА), полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). Для прижиттєвої діагностики сказу у людини потрібно кілька тестів.

Визначення антитіл до антигенів вірусу сказу. Виявлення антитіл у сироватці крові або в цереброспінальній рідини – важливий метод діагностики. Серологічне дослідження рабіес-специфічних антитіл проводиться в сироватці крові для визначення перед-і постекспозиційної вакцинації та визначення часу бустерной імунізації з метою підвищення імунної відповіді.

Виділення вірусу . Для виділення та ідентифікації вірусу використовують метод біопроби на білих мишах. Досліджуваний матеріал суспендується у фізіологічному розчині, що містить антибіотики та ембріональну сироватку великої рогатої худоби. Суспензія вводиться інтрацеребрально білим мишам масою 5-6 г. Для доказу розвитку інфекції за мишами щодня спостерігають до 30-го дня після інокуляції. Миші, у яких за цей період розвивається захворювання, негайно піддаються евтаназії, і тканини мозку досліджуються методом прямої МФА.

Перевага даного підходу полягає в можливості визначення незначної кількості вірусу сказу в матеріалі. Недолік методу – необхідність багатоденного (7-18 діб) очікування між інокуляцією і проявом перших ознак захворювання. Для скорочення інкубаційного періоду застосовують мишей-сисунів. Для експрес-діагностики можна використовувати мишей у віці менше 3 днів: у мишей, забитих через 3 дня, вже виявляється антиген вірусу в мозку, який можна виявити методом МФА.

Такий метод виділення вірусу практикується як підтверджуючий діагностичного тесту при негативних результатах з виявлення антигену і тілець Бабеша – Негрі і в разі укусу людини підозрілою на сказ твариною. Він забезпечує належну чутливість і специфічність, тобто розцінюється на рівні діагностичної значимості методу прямої імунофлуоресценції. Крім того, цей метод є основним для ідентифікації варіантів вірусу і перспективний для розробки діагностичних реагентів.

Виділення та ідентифікація вірусу на культурі клітин. Основним недоліком виділення вірусу при інфікуванні лабораторних тварин є тривалість методу. Уникнути цього можна при використанні культур клітин. Зазвичай зцією метою використовують культуру клітин нейробластоми мишей, якщо потрібно досліджувати тканини головного мозку. Мозок суспендується в культуральному поживному середовищі, суспензію наносять на моношар культури клітин і інкубують від одного до декількох днів.

Чутливість даної культури до вірусу можна підвищити обробкою її ДЕАЕ декстраном. Моношар клітин потім відмивають, фіксують на холоді ацетоном або сумішшю формаліну з метанолом і досліджують методом імунофлюоресценції. Якщо тварина було інфіковано вірусом сказу, то в моношарі культури клітин виявляються цитоплазматичні включення антигену вірусу сказу.

Хоча вірус сказу володіє облігатною нейропатогенністью in vivo, він здатний інфікувати широке коло клітин-господарів in vitro, що можна використовувати для дослідження інших тканин і органів на наявність вірусу сказу. Встановлено, що вірус сказу розмножується в клітинах ВНК-21 і Vero, в первинних клітинах курячих ембріонів або нирок хом’яка. Показано, що адсорбція вірусу і проникнення його в клітку відбуваються протягом 7 годин. Через 24-48 годин всередині клітини утворюються нові вірусні частки, через 72 годин відбувається брунькування їх з клітинної оболонки у міжклітинний простір.

г) метод біопроби – для виділення вірусу на ранніх етапах захворювання або для виявлення антитіл у крові або спинномозкової рідини на пізніх стадіях захворювання. Для експрес-діагностики використовується комплексний метод (биопроба + МФА), що полягає в зараженні досліджуваним матеріалом 2-денних новонароджених мишей і дослідження їхнього мозку на 3-4-у добу в МФА.

Вибір методів прижиттєвої діагностики значною мірою залежить від стадії хвороби: метод, заснований на виявленні антигенів, як правило, має високу чутливість в кінці інкубаційного періоду, протягом перших кількох днів захворювання, в той час як вируснейтрализующие антитіла зазвичай з’являються в спинномозковій рідини і сироватці крові після 7-10 днів від початку хвороби.

Реакція імунофлюоресценції. Метод заснований на використанні антитіл, пов’язаних з барвником, наприклад, флюоресцеінізотіоціанатом. РІФ широко застосовується для виявлення вірусних антигенів в матеріалі хворих і для швидкої діагностики.

Пряма імунофлуоресценція залишається найбільш поширеним методом діагностики сказу. Предметні скла, що містять мазки-відбитки тканин мозку, або скла з моношаром культури тканин фіксують в ацетоні протягом 1-4 годин. Потім препарати висушують і обробляють флуоресціюючими поліклональними антинуклеокапсидними антитілами (імунофлуоресцентний реагент).

Цей реагент являє собою кон’югат, приготований з специфічних поліклональних антитіл IgG класу до нуклеокапсідний антигену вірусу і флуоресцеїну ізоціанату (ФИТЦ). Специфічні антитіла отримують шляхом гіперімунізації тварин (кролів, хом’яків або коней) сумішшю епітопів нуклеокапсида вірусу.

У даний час з цією метою все ширше використовують мишачі моноклональні антитіла до нуклеокапсиду вірусу сказу. Після 30-хвилинної інкубації при 37 ° С діагностичні препарати багаторазово відмивають фізіологічним розчином і дистильованою водою.

Антитіла, мічені ФІТЦ, фіксуються тільки в місцях локалізації вірусних нуклеопротеїдних антигенів. Потім препарати висушують на повітрі і досліджують методом світлової мікроскопії, використовуючи як джерело світла ксенонової лампи і відповідний фільтр.

При непрямому варіанті антиген спочатку з’єднують з нефарбованою специфічною імунною сироваткою. Потім до утворених нефлуоресціюючих комплексів антиген-антитіло додають мічену флуорохромом імунну сироватку, що містить антитіла до білків специфічної сироватки. Непрямий варіант МФА поряд з виявленням антигену дозволяє кількісно визначати антитіла в досліджуваній сироватці шляхом відповідного її розведення.

Імуноферментний аналіз. Метод заснований на принципі сорбції білків на твердій фазі з наступним утворенням комплексів антиген-антитіло, що виявляються субстрат-індикаторним розчином. Внесений в лунки антиген специфічно зв’язується з антитілами. На шар антигену наносять досліджувані сироватки в потрібних розведеннях. При наявності в них специфічних антитіл останні зв’язуються з антигеном. Для виявлення утворених комплексів на шар антитіл наносять імуноглобулін проти глобулінів сироватки людей, кон’югований з пероксидазою. Кількість сорбуючого коньюгата пропорційно кількості зв’язаних з антигеном антитіл сироваток людей. Це можна визначити, використовуючи індикаторний розчин (ортофенілілендіамін + перекис водню), компоненти якого в результаті дії пероксидази коньюгата забарвлюють рідина в коричнево-жовтий колір. При обстеженні неясних випадків застосування ІФА додатково до методів РП або РЗК дозволяє збільшити достовірність лабораторної діагностики сказу, завдяки великій чутливості цього методу. Метод дозволяє виявляти інфекційні та дефектні частинки.

Для визначення антирабічних антитіл у процесі вакцинації можна застосовувати непрямий метод ІФА, використовуючи в якості антигену очищений вірус, а для визначення антитіл класу IgG в людській сироватці – А-білок стафілокока, пов’язаний з пероксидазою хрону. Результати ІФА порівняти з отриманими в тестах вірусної нейтралізації на мишах. Метод дозволяє виявляти присутність IgМ на початку процесу імунізації.

Імуноферментні методи – дуже перспективні для виявлення нуклеокапсідний антигену вірусу при посмертній діагностиці в тканинах головного мозку. У їх числі, наприклад, швидкий імуноферментний метод діагностики сказу, заснований на приготуванні плашок сенсибілізованих антитілами IgG изотипа до Нуклеокапсид першого серотипу, розведених в карбонатному буфері.

Матеріал для дослідження гомогенезируют в буфері або культуральному середовищі, освітлюють центрифугуванням, вносять в лунки і інкубують в плашках. Фіксований специфічними антитілами нуклеокапсідний антиген ідентифікують додаванням пероксидазного кон’югату з антінуклеокапсіднимі протіворабіческімі антитілами інший видоспецифічності і хромогенного субстрату. Чутливість методу складає 0,8-1,0 нг / мл.

Метод полімеразної ланцюгової реакції. Для експрес-діагностики вірусу сказу та ідентифікації лисавирусов найбільш зручний метод полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). Метод ПЛР – самий надійний і швидкий для виділення вирионной РНК з будь-яких проб, що містять вірус у низькій концентрації. З його допомогою можна створити багато копій РНК вірусу. Цей метод використовується для підтвердження результатів МФА і для визначення вірусу в слині, цибулинах волосся заднього відділу шиї і голови.

ПЛР заснована на принципі природної реплікації ДНК. Суть методу полягає в багаторазовому повторенні циклів синтезу (ампліфікації) вірусоспецифічні послідовності ДНК за допомогою термостабільної Taq ДНК-полімерази і двох специфічних затравок, так званих праймерів.

Кожен цикл складається з трьох стадій з різним температурним режимом. У кожному циклі подвоюється число копій синтезованого ділянки. Знову синтезовані фрагменти ДНК служать в якості матриці для синтезу нових ниток в наступному циклі ампліфікації, що дозволяє за 25-35 циклів напрацювати достатню кількість копій вибраної ділянки ДНК для її визначення, як правило, за допомогою електрофорезу в агарозному гелі.

Особливо висока чутливість ПЛР при використанні праймерів, комплементарних N-гену, коли вдається виявляти РНК вірусу в пробах, що містять вірус в титрі 10 МЛД50. Методом ПЛР можна виявляти РНК вірусу навіть в розклалася патологічному матеріалі.

В даний час розроблені і широко використовуються на практиці підтверджують (конфірматорние) тести, такі як ПЛР в обернено-транскріптазная виконанні (ОТ-ПЛР). Метод ОТ-ПЛР – високочутливий і найбільш ефективний. РНК екстрагується з тканин інфікованого вірусом органу, транскрибується в кДНК, яка потім амплифицируют методом ПЛР. Для постановки ОТ-ПЛР необхідні праймери, отримані до консервативних областям генома вірусу сказу. Зазвичай використовуються гени, що кодують нуклеопротеїн або N-білок.

Метод ПЛР високоспеціфічен і дуже чутливий. Є одним з найбільш точних тестів детекції рабічного антигену, дозволяє діагностувати сказ навіть за наявності в матеріалі хоча б одного віріона. В основі тесту лежить комплементарное добудовування РНК-матриці, здійснюване in vitro за допомогою ферменту РНК-полімерази. В останні роки ПЛР знаходить все більш широке застосування для діагностики та моніторингу вірусних інфекцій. Проте методика проведення складна, дорогостояща і поки недостатньо уніфікована для рутинного застосування.

Цитологічні методи в даний час мають обмежене діагностичне значення, але при ряді інфекцій і раніше повинні застосовуватися. Досліджуються матеріали аутопсії, біопсії, мазки, які після відповідної обробки фарбуються і аналізуються під мікроскопом. При сказі – це виявлення включень в цитоплазмі клітин (тільця Бабеша – Негрі).

Виділення вірусу . Виділення вірусу може бути необхідним для підтвердження результатів тестів з визначення антигену і для більш детальної характеристики ізолятів. І хоча цей метод є одним з найстаріших і трудомістких методів діагностики, сьогодні виділення вірусу з наступною ідентифікацією за допомогою одного з сучасних методів (ІФА з моноклональними антитілами або ПЛР) є найбільш достовірним методом діагностики, т. н. «Золотий стандарт».

Результативність методів діагностики сказу може варіювати залежно від ряду факторів (стадії хвороби, термінів забору матеріалу, якості отриманих проб, умов їх зберігання, досвідченості персоналу, якості реактивів та ін.) Якщо позитивний результат підтверджує сказ, то негативний не завжди свідчить про відсутність хвороби. Тому при сказі експерти ВООЗ рекомендують використовувати декілька тестів, особливо МФА в поєднанні з біопроб на новонароджених (2-3 денних) білих мишах.

Всі роботи з матеріалом, імовірно містить вірус сказу, так само як і з тваринами, підозрілими на сказ, повинні проводитися з дотриманням заходів особистої безпеки. Медичні працівники та ветеринарні лікарі повинні працювати в халатах, рукавичках, масках.

ЛАБОРАТОРНЕ ЗАНЯТТЯ №16
ТЕМА: ХВОРОБА АУЄСКІ. ЛІСТЕРІОЗ

Мета заняття: Здобути практичні навики щодо організації заходів профілактики та ліквідації хвороби Ауєскі та лістеріозу. Засвоїти матеріал щодо лабораторної діагностики даних захворювань, заходів боротьби і профілактики.
Перелік спеціального обладнання та устаткування: ветеринарне законодавство, інструкції до вакцин, змиви з носової порожнини голубів, поживні середовища, чашки Петрі, спиртівка, бактеріологічні петлі.
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Питання вхідного контролю: 1. Характеристика збудника лістеріозу та хвороби Ауєскі. 

2. Коротка характеристика захворювання.

Завдання:

1. .Опрацювати питання теоретичного матеріалу по даній темі. 

2. Лабораторна діагностика хвороби Ауєскі, лістеріозу;
3. .Провести посіви на поживні середовища для вивчення бактеріальної флори носової та ротової порожнин голубів.

4. Користуючись лекційним матеріалом, підручниками, роздатковим матеріалом та ветеринарним законодавством скласти план заходів боротьби та профілактики з хворобою Ауєскі та лістеріозом. 

Порядок і рекомендації щодо виконання роботи 
1. Викладач викладає  теоретичний матеріал щодо характеристики захворювань. Окремий акцент робить на епізоотологічних даних, описує різницю між ними. Надає матеріал щодо лабораторної діагностики захворювань.
2. Проводять посіви на поживні середовища для вивчення бактеріальної флори носової та ротової порожнин голубів.

3. Користуючись лекційним матеріалом, підручниками, роздатковим матеріалом та ветеринарним законодавством скласти план заходів боротьби та профілактики з хворобою Ауєскі та лістеріозом. 

4. На основі вивченого матеріалу студенти оформлюють у робочі зошити таблицю по диференційній діагностиці сказу, лістеріозу та хвороби Ауєскі.

Форма звітності: усне опитування.

Контрольні питання.
1. Лабораторна діагностика лістеріозу та хвороби Ауєскі.
2. Етапи проведення заходів ліквідації та їх обгрунтування.

3. Заходи профілактики лістеріозу та хвороби Ауєскі.

4. Особливості застосування вакцин для свиней для профілактики хвороби Ауєскі.
Короткий теоретичний коментар до теми
Діагноз на лістеріоз встановлюють на підставі епізоотологічних даних, клінічних ознак, патологоанатомічних змін, а також результатів лабораторних досліджень. 

Згідно епізоотологічних даними лістеріоз вражає домашніх і сільськогосподарських тварин-свиней, дрібну і велику рогату худобу, коней, кролів, рідше - кішок і собак, а також домашню та декоративну птицю - гусей, курей, качок, індичок, голубів, папуг і канарок. Більш сприйнятливий молодняк і вагітні тварини. Джерело збудника інфекції-хворі, лістеріоносії (5 ... 90%); основний резервуар -дикі і синантропні гризуни. Збудник передається фекально-оральним, контактним (через пошкоджену шкіру), аерогенним, трансплацентарним шляхом і; виділяється з організму з витоками з носової порожнини, статевих органів, з абортованих плодами, молоком, фекаліями і сечею. 

Клінічні ознаки залежать від форми та перебігу хвороби. Найбільш характерні: пригнічення, зниження апетиту, порушення координації рухів, судоми, парез нижньої щелепи, кон'юнктивіт, втрата зору (кератит), розлади шлунково-кишкового тракту, підвищення температури тіла, аборти, затримання посліду, мастити. 

Патологоанатомічні зміни також залежать від форми та перебігу хвороби. При нервовій формі зазначають набряк мозку, крововиливи в мозковій тканині та окремих внутрішніх органах. При септичній формі знаходять зміни, властиві септическому процесу, - крововиливи в паренхіматозних органах, збільшення селезінки і дегенеративні зміни в усіх органах, а також набряк або гіперемію легень; за генітальної - ураження матки (десквамація епітелію, ерозії, крововиливи). 

Лабораторна діагностика включає бактеріологічні, серологічні та гістологічні дослідження. Для посмертної діагностики в лабораторію ветеринарної медицини направляють трупи дрібних тварин або голову (головний мозок), паренхіматозні органи (печінку, селезінку, нирку, уражені ділянки легень), абортований плід і його оболонку. Матеріал посилають свіжим або консервують 30% -м водним розчином гліцерину. Для гістологічного дослідження використовують шматочки головного (всі відділи) і спинного мозку, а також паренхіматозних органів, зафіксовані в 10% -му розчині нейтрального формаліну. 

Для зажиттєвої діагностики для бактеріологічного дослідження відправляють виділення зі статевих органів самок, у яких відзначені аборти; при маститах - молоко з уражених часток вимені; на серологічне- кров або сироватку крові від хворих або підозрілих на захворювання тварин (бажано парні сироватки, відібрані з інтервалом 7 ... 14 днів). 

Бактеріологічний метод діагностики при лістеріозі - вирішальний. Мазки з вихідного матеріалу забарвлюють по Граму, а також методами флуоресціюючих антитіл (прямий і непрямий). Для виділення чистої культури використовують звичайний або печінковий агар і бульйон з додаванням 1% глюкози і 2 ... 3% гліцерину, а також кров'яний агар і елективні середовища (з телуриту калію, з телуриту калію і флоримицином або поліміксином). Чорний колір колоній обумовлений відновленням теллурита калію до металевого теллура. Характерні ознаки збудника лістеріозу - помутніння бульйону і поява дрібних росінчатих колоній на агарі, формування зони р-гемолізу на кров'яному агарі. Колонії лістерій у світлі - блакитного кольору із зеленуватим відтінком і дрібнозернисті за структурою. Ідентифікація складається з декількох напрямків. Визначають рухливість, дослідних культур 12-годинної культури, ферментативні властивості (строкатий ряд). Лістерій ідентифікують серологічно - в РА на склі з полівалентною лістеріозною агглютинуючою сироваткою, а також кон'юнктивальною пробою на морських свинках або внутрішньошкірною пробою на морських свинках або кроликах. На кон'юнктиву морській свинці наносять 2 краплі досліджуваної бульонної культури і легко масажують повіки ватним тампоном. При позитивному результаті на 2 ... 4-й день розвивається гнійний кон'юнктивіт. При внутрішньошкірній (дерматонекротичній) пробі в ретельно вистрижену ділянку на боці морській свинці або кролику вводять 0,3 ... 0,5 мл бульйонної культури. Через 24 ... 48год виникає запалення з наступним некрозом і утворенням струпа. 

Для біопроби використовують 2 ... 3 білих мишей. Суспензію головного мозку, внутрішніх органів або чистої культури вводять тваринам підшкірно або внутрішньочеревинно у дозі 0,3 ... 0,5 мл. Щоб підвищити ефективність біопроби, мишам за 3 ... 4 год до зараження ін'єктують внутрішньом'язово кортизон в дозі 5 мг. При позитивній біопробі тварини гинуть через 2 ... 6 діб. На розтині відзначають множинні некротичні вогнища в печінці, селезінці, нирках (іноді вони відсутні). Термін спостереження за тваринами 14 діб. 

За допомогою гістологічного дослідження тканин головного та спинного мозку при ураженні бактеріальними формами лістерій виявляють добре виражені проліферативні зміни, набряк, дегенерацію нейронів, нейронофагію, а при ураженні Z-формами - енцефалопатію, що супроводжується дистрофічними змінами без проліферації клітин. 

Для серологічної діагностики застосовують PA, PCK, РНГА і РІФ, за допомогою яких встановлюють діагноз, виявляють лістеріоносійство і хронічний перебіг хвороби. Крім того, при дослідженні парних сироваток (ретроспективна діагностика) наростання титру антитіл в 2 ... 4 рази підтверджує діагноз на лістеріоз. 

Використовують також прямий (ПМФА) і непрямий (НМФА) методи флуоресцентних антитіл, за допомогою яких можна ідентифікувати збудника в культурах, виявити лістерії в органах і тканинах, а також визначити їх серогруповую належність. При люмінесцентній мікроскопії для лістерії характерно яскраво виражене золотисто-зеленувате світіння, чітко помітні морфологічні особливості бактерій і темна центральна зона клітини.

2. Діагностика хвороби Ауєскі. Лабораторні дослідження включають виявлення вірусу в патологічному матеріалі, виділення його та ідентифікацію в чутливій культурі клітин за допомогою реакції нейтралізації, проведення біопроби на кролях шляхом підшкірного або внутрішньом’язового зараження. За наявністю вірусу в патологічному матеріалі у заражених кролів на 3 - 5-ту добу з’являються характерні ознаки хвороби - збудження, свербіння, розчухування, паралічі та загибель.
Для ретроспективної діагностики проводять дослідження парних сироваток крові за реакцією нейтралізації в культурі клітин і на кролях, а також РДП, РЗК, РНГА та EZISA-методом. Ретроспективну діагностику можна здійснювати також алергічним методом.
Диференціальна діагностика. Передбачає необхідність відрізняти хворобу Ауєскі в усіх видів тварин від сказу, а у свиней також від чуми, хвороби Тешена, сальмонельозу, грипу, лістеріозу, пастерельозу, А- і D-авітамінозів та отруєнь хлоридом натрію. Сказ завжди пов’язаний з укусами, характеризується великою агресивністю хворих тварин відносно інших тварин і людей. Позитивні результати біопроби на мишах, а також гістологічних досліджень щодо виявлення тілець Бабеша - Негрі. При виключенні чуми враховують високу летальність серед свиней різного віку, характерну для цієї хвороби картину геморагічного діатезу, специфічні патологічні зміни в кишках, «мармуровість» лімфовузлів, інфаркти селезінки, позитивні біопроби на неімунних поросятах.
Хвороба Тешена не супроводжується септичними явищами, не спостерігається загибель гризунів, собак та котів. Кролі до вірусу хвороби Тешена не чутливі. Лістеріоз, сальмонельоз і пастерельоз діагностуються бактеріологічними методами. Авітамінози й кормові отруєння не супроводжуються лихоманкою, характеризуються масовістю, визначаються за результатами лабораторних досліджень кормів і патологічного матеріалу. Слід мати на увазі можливість ускладнення хвороби Ауєскі сальмонельозом і пастерельозом, що встановлюється бактеріологічними дослідженнями.
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