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ВВЕДЕНИЕ1 

 

Нижеследующая информация и процедуры подходят для патогенов из списка МЭБ и будут 

служить руководством для патологов, исследующих вспышки болезней моллюсков или 

проводящих процедуры эпиднадзора за болезнями. Однако следует проконсультироваться с 

опытными патологами моллюсков, если болезнь сохраняется или распространяется за 

пределы тех локаций, где она впервые была обнаружена. 

 

1. Оценка состояния здоровья эпизоотологической единицы 

 

1.1. Образцы материала, используемые для испытаний 

 

Образцы материала зависят от вида, стадии жизни и размера животных, а также от цели 

тестирования (например, диагностика явно выраженной болезни или отбор проб для 

целевого надзора с целью демонстрации благополучия по определенной болезни). См. 

главы по отдельным болезням в данном Руководстве по водным животным для 

получения более подробной информации о требованиях к образцам. 

 

1.2. Спецификации в зависимости от размера моллюска 

 

1.2.1. Для перечисленных паразитов 

 

1.2.1.1. Молодые особи размером менее 1 см 

 

Образцом служит все животное целиком, необходимо удалить раковину или 

провести протокол декальцинации. Срезы должны быть подготовлены таким 

образом, чтобы включать большую часть органов. Это может означать 

необходимость приготовления двух срезов из каждого гистологического блока для 

получения органов из разных областей (например, расположенных вблизи 

поверхности или глубже в блоке). 

 

1.2.1.2. Молодые и взрослые особи размером 1-6 см. 

 

Образцом служит все животное целиком. Необходимо приготовить один или 

несколько срезов толщиной 3-5 мм, включающих губные щупальца, жабры и 

пищеварительную железу. 

 

1.2.1.3. Моллюски размером более 6 см. 

 
1 NB: версия, принятая Всемирной ассамблеей делегатов МЭБ в мае 2012 года 



 

 

Подготавливают несколько срезов, содержащих отдельные органы / ткани, 

включая мантию, жабры, пищеварительную железу, половые железы и почки. 

 

1.2.2. При синдроме увядания морского ушка 

 

Для ушка>20 мм: делают несколько поперечных срезов толщиной 3-5 мм, 

содержащих задний пищевод (пост-пищевод), пищеварительную железу и 

педальную мышцу. 

1.2.3. Для герпесвирусных инфекций морского ушка 

 

Приготавливают образец, как описано в разделе 1.2.2 выше, с добавлением 

дополнительного среза головы для получения церебрального ганглия и удалением 

нескольких участков ноги и аддукторного мышечного комплекса, включая один 

участок 0,25-1,0 см (длина зависит от максимальной длины ушка) сзади головы для 

получения педальных ганглий. Кроме того, следует сделать продольный срез от 

передней педальной ганглии до задней части педальных мышц. Для получения 

более подробной информации о пробоотборе, пожалуйста, обратитесь к разделу С 

общего введения к этому Разделу Руководства по водным животным:Часть 2. 

Рекомендации, применимые к конкретным болезням. 

 

1.3. Спецификации в зависимости от популяций моллюска 

 

Общие рекомендации можно найти в Руководстве МЭБ по надзору за здоровьем водных 

животных (2009), а конкретные сведения о требованиях к образцам для конкретной 

болезни из списка - в главе по отдельным болезням настоящего Руководства по водным 

животным. 

 

1. Обычно аквакультурные популяции моллюсков выращивают полуинтенсивно (в 

лотках, мешках, сетях или на веревках, кольях и с использованием методов донного 

выращивания), и они имеют обширное взаимодействие с природной средой; 

 

2. Культивируемые популяции моллюсков часто имеют компоненты своего 

жизненного цикла, происходящие в диком состоянии (например, сбор дикой 

молоди для дальнейшего выращивания), и такие популяции не всегда доступны для 

наблюдения и отбора проб; 

 

3. В пределах одной юрисдикции может существовать несколько методов 

культивирования для одного и того же вида и таким образом представлять 

различные популяции в отношении характеристик риска; 

 

4. Чрезвычайно большие географические районы могут включать в себя множество 

мелких смежных ферм или производственных единиц с различными формами 

собственности и управления. Это может создавать проблемы при разработке 

программ отбора проб на основании доли владения; 

 

5. Моллюски могут быть неподвижными (например, взрослые устрицы) в некоторые 

моменты своего жизненного цикла и очень подвижными на других стадиях 

(например, личинки устриц); 

 



 

6. Популяции моллюсков, особенно диких моллюсков, могут быть труднодоступны 

из-за их среды обитания (например, моллюски, способные заглубляться или 

сублитеральные популяции); 

 

7. Географические районы часто включают многие виды и возрастные классы 

моллюсков, полученных из различных источников, что затрудняет идентификацию 

отдельных популяций моллюсков, на которые могут быть нацелены программы 

эпиднадзора; 

 

8. Популяции диких моллюсков очень важны для статуса по болезни страны, но не 

всегда доступны для отбора проб в определенное время. 

 

1.4. Спецификации в соответствии с клиническим статусом 

 

В случае клинической инфекции, кроме целевых органов и тканей, необходимо также 

отбирать образцы таких органов, как мантия, щупальца и т. д., на которых видны 

макроскопические аномалии или повреждения. Для проведения теста(тестов) на патоген 

необходимо отобрать образцы от десяти больных или умирающих моллюсков. Следует 

также параллельно отбирать образцы (n > 10) от явно здоровых особей в одном и том 

же производственном регионе. 

 

2. Общая обработка образцов 

 

Все отобранные образцы моллюсков должны быть доставлены живыми в утвержденную 

диагностическую лабораторию. Лаборатория должна быть проинформирована о 

предполагаемом времени прибытия образца, чтобы иметь возможность подготовить 

необходимые материалы для обработки моллюсков до получения образцов. 

 

Образцы моллюсков должны быть упакованы в соответствии с действующими стандартами, 

чтобы сохранить их живыми. Если место отбора проб находится на большом расстоянии от 

лаборатории, умирающие животные или животные с дурно пахнущими тканями могут 

оказаться малопригодными для последующего исследования. Необходимые образцы 

должны быть отправлены как можно скорее после сбора из воды, чтобы уменьшить 

накопление воздуха и возможную гибель во время транспортировки, особенно это касается 

умирающих больных моллюсков. Если не указано иное, умирающие животные должны 

быть помещены на лед (но не заморожены), чтобы замедлить разложение образца. 

Для образцов, которые не могут быть доставлены в диагностическую лабораторию живыми, 

из-за поздней стадии болезни, большого расстояния или медленного транспортного 

сообщения и т. д. образцы должны быть зафиксированы на месте, как это рекомендовано в 

следующих разделах настоящей главы или в отдельных главах настоящего Руководства по 

водным животным. Хотя это подходит, например, для последующего гистологического или 

просвечивающего электронного микроскопического исследования, другие методы, такие 

как свежие мазки, отпечатки тканей, рутинная бактериология, микология или жидкая 

тиогликоллатная культура Perkinsus spp Perkinsus spp. Рэя, не могут быть выполнены. 

Диагностические потребности и требования к образцу необходимо обсудить с 

диагностической лабораторией до сбора образца. 

 

Образцы должны сопровождаться справочной информацией, включая причину подачи 

образца (эпиднадзор, аномальная смертность, аномальный рост и т. д.), макроскопические 

наблюдения и связанные с ними параметры окружающей среды, приблизительный уровень 



 

распространенности и характер смертности, происхождение и природа моллюсков (вид, 

возраст, независимо от того, взяты ли образцы из местных популяций моллюсков или 

запасов, перенесенных с другого места, дата перевозки и местоположение источника и т.д.). 

Данная информация должна помочь выявить возможные изменения в обращении или 

условиях окружающей среды, которые могут быть фактором смертности в связи или нет с 

присутствием возбудителей инфекции. 

 

2.1. Макроскопическое исследование 

 

Макроскопическое наблюдение за моллюсками должно быть направлено, насколько это 

возможно, на поведение животных, поверхность раковины, внутреннюю оболочку и 

мягкие ткани. 

 

Часто бывает трудно наблюдать за поведением моллюсков в открытых водах. Однако 

наблюдение за моллюсками в некоторых местах выращивания, таких как маточное 

стадо в резервуарах и личинки в инкубаториях, может дать полезные указания на 

изменения в поведении, связанные с болезнями. Если отмечаются признаки (например, 

предварительное оседание личинок на дне, накопление пищи в резервуарах, признаки 

ослабления и т.д.), образцы могут быть исследованы на наличие макроскопических 

признаков, включая наблюдение под препаровальной лупой для обнаружения аномалий 

и деформаций, организмов-обрастателей, и зафиксированы для дальнейшей обработки, 

как это рекомендовано ниже. Для взрослых и молодых особей признаки ослабления 

могут включать зияние, скопление песка, грязи и мусора в мантии и на жабрах, 

втягивание мантии от края раковины, снижение активности (плавание гребешка, 

зарывание моллюска, выпас морского ушка) и т. д. Выпрямляющий рефлекс ушка после 

переворачивания не возникает у ослабленных животных, и это хороший показатель 

слабости. Смертность в открытой воде необходимо мониторить на предмет паттерна 

потерь, а для дальнейшего анализа необходимо отбирать пробы. Необходимо 

регистрировать факторы окружающей среды до и после смерти. 

 

Даже в условиях культивирования раковины моллюсков могут не быть чистыми, и 

организмы-обрастатели являются нормальными колонистами поверхности раковин 

моллюсков. Организмы, такие как усоногие, морские блюдечки, губки, 

многощетинковые черви, личинки двустворчатых моллюсков, оболочники, мшанки и т. 

д., как правило, не угрожают здоровью моллюсков. Такие системы культивирования, 

как суспензия и мелководная культура, могут даже увеличить воздействие организмов-

обрастателей, и раковины могут быть покрыты другими животными и растениями. Это 

может непосредственно влиять на здоровье, препятствуя открытию и закрытию 

раковин, или косвенно - через конкуренцию за продовольственные ресурсы. Именно 

признаки ослабления, связанные с сильным обрастанием, а не само обрастание должно 

быть причиной для беспокойства, Повреждения скорлупы буровыми организмами, 

такими как губки и многощетинковые черви, обычно являются безопасными, но при 

определенных условиях могут достигать размеров, которые делают скорлупу хрупкой 

или пронзают мягкие ткани. Такая степень повреждения скорлупы может ослабить 

моллюска и сделать его восприимчивым к болезнетворным инфекциям. Необходимо 

отмечать деформацию оболочки (форма, отверстия на поверхности), хрупкость, 

поломку или восстановление, однако они не могут свидетельствовать о наличии 

болезни. Роющие эпибионты могут вызывать деформации и ослаблять 

оболочку(оболочки). Аномальная окраска и запах могут указывать на возможную 

инфекцию мягких тканей, которую необходимо исследовать в лаборатории. 



 

 

Моллюсков следует вскрывать осторожно, чтобы не повредить мягкие ткани, в 

частности мантию, жабры, сердце и пищеварительную железу. Наличие организмов-

обрастателей на внутренней поверхности оболочки - явный признак слабости. 

Внутренняя поверхность раковины обычно гладкая и чистая из-за действия мантии и 

жабр. Может произойти перфорация внутренней поверхности, но отверстие может быть 

запечатано благодаря осаждению дополнительного конхиолина и перламутра. Это 

может привести к образованию пузырей, заполненных грязью или водой. Пузыри могут 

также образовываться над поверхностными раздражителями, такими как инородные 

тела. Степень перфорации оболочки можно определить, поднеся оболочку к яркому 

свету. В тех случаях, когда аномалии, происходящие в матрице оболочки, требуют 

дальнейшего исследования, свежесобранные образцы могут быть доставлены 

неповрежденными в лабораторию или зафиксированы для последующей 

декальцинации, если это необходимо. Внешний вид мягких тканей часто указывает на 

физиологическое состояние животного. Мягкие ткани необходимо исследовать на 

наличие абсцессов, гнойничков, обесцвечивания тканей, жемчужин, отеков, общей 

прозрачности или водянистости, деформаций жабр и т. д. и, когда они обнаруживаются 

в сочетании со слабыми или умирающими животными, такие аномалии должны быть 

причиной для беспокойства. 

 

Следует отметить и зафиксировать аномалии и повреждения тканей, а также любые 

деформации оболочки, наличие организмов-сверлильщиков и заметных обитателей 

мантии. Необходимо зарегистрировать уровни повреждения тканей, а образцы 

пораженных и незатронутых животных необходимо как можно скорее собрать для 

лабораторного исследования. 

2.2. Изучение популяций, где происходит аномальная смертность 

 

Cмертность моллюсков обычно считается аномальной, если возникает внезапная 

массовая смертность, которая происходит за короткий промежуток времени между 

двумя наблюдениями или инспекциями популяций (например, около 15 дней в случае 

объектов, расположенных в приливной зоне). В инкубатории аномальная смертность 

приводит к невозможности последовательного производства личинок, происходящих из 

разных маточных стад. Учитывая широкий спектр видов, окружающей среды и условий 

культивирования, эти определения должны быть адаптированы, когда и где это 

необходимо. 

 

Всякий раз, когда происходит аномальная смертность в популяциях моллюсков, 

необходимо срочно провести исследование для определения болезни. 

 

Пробы должны быть отобраны, сохранены или зафиксированы и должны храниться в 

соответствии с процедурами, описанными в настоящем Руководстве по водным 

ресурсам. 

 

Там, где и когда это возможно, непораженные или контрольные моллюски также 

должны быть зафиксированы для гистологического сравнения с аномальными тканями. 

Каким бы ни был фиксатор, важно, чтобы раковина была удалена, чтобы обеспечить 

легкий доступ фиксатора. Двустворчатые моллюски и брюхоногие моллюски могут 

держать раковину закрытой от фиксатора до тех пор, пока не начнется аутолиз. 

 

 



 

2.3. Диагностические методы 

Методы, применимые к возбудителям болезней моллюсков, ограничены 

непосредственным выявлением возбудителя. Классические серологические методы не 

могут быть использованы в диагностических целях, поскольку моллюски не 

вырабатывают антител. В дополнение к гистологии и цитологии для обнаружения 

возбудителей болезней из списка можно провести иммуноанализ с использованием 

моноклональных антител или зондов нуклеиновых кислот. С этой точки зрения 

разработка методов ДНК-диагностики возбудителей болезней моллюсков, безусловно, 

является наиболее значительным достижением последних лет. Учитывая развитие и 

потенциал широкого применения этих диагностических методов, а также проблемы, 

связанные с их использованием, вопрос валидации имеет первостепенное значение. 

 

В нижеследующих разделах предлагаются три уровня процедур проверки. Гистология 

рекомендуется в качестве стандартного метода скрининга, поскольку она дает большой 

объем информации. Это особенно важно, потому что макроскопическое исследование 

обычно не дает никаких патогномоничных признаков или какой-либо надежной 

подтверждающей информации. Кроме того, смертность может быть вызвана 

несколькими возбудителями или физиологическими проблемами, такими как 

ухудшение состояния после нереста, и это может быть определено только с помощью 

гистологии. Скрининг (надзор) также регулярно проводится с помощью 

гистологических методов. Однако в зависимости от конкретной эпидемиологической 

ситуации и когда это оправдано, целенаправленный эпиднадзор может опираться на 

другие методы. 

 

При возникновении аномальных вспышек смертности также рекомендуется 

использовать гистологические методы. В дополнение к гистологии могут быть 

использованы различные методы предварительной диагностики, при которых могут 

быть использованы тканевые отпечатки, культура жидкой тиогликоллатной среды Рэя 

(RFTM), или полимеразная цепная реакция (ПЦР), как это рекомендуется в главах по 

отдельным болезням. Данные методы дают такие преимущества как быстрота и / или 

дешевизна процедур при подозрении на заражение конкретным возбудителем. 

 

При обнаружении возбудителя болезни во время скрининга или вспышек смертности, в 

дополнение к электронной микроскопии, все чаще используют молекулярные методы 

для специфической идентификации. Некоторые из болезней моллюсков, включенных в 

список МЭБ, вызывают возбудители, принадлежащие к родам, охватывающим 

близкородственные виды. В следующих главах рекомендуются специальные 

протоколы, предназначенные для обнаружения определенных возбудителей, 

включенных в список, которые можно использовать для подтверждения результатов 

гистологического исследования и/или постановки видоспецифического диагноза. 

 

2.4. Гистологические методы 

 

Поскольку гистология широко используется в диагностических процедурах для 

определения болезней моллюсков, в этой главе приводится подробное техническое 

руководство. 

 

Гистология - это метод, который используется для изучения структуры клеток и тканей 

под световым микроскопом. Подготовка тканей предполагает различные этапы, 

включая фиксацию тканей, обезвоживание, пропитку и встраивание образцов, 



 

подготовку срезов, окрашивание и нанесение на предметное стекло. 

 

Живые умирающие животные или только что умершие (в течение нескольких минут) 

животные обеспечивают оптимальные условия для сбора тканей. Следует избегать 

использования замороженных образцов из–за лизиса тканей, который происходит во 

время цикла замораживания-оттаивания. В случае задержки между гибелью животных 

и отбором проб рекомендуется хранить животных нетронутыми на льду или в 

холодильнике. Необходимо сделать стандартный срез через пищеварительную железу, 

чтобы включить жабры, мантию и щупальца, где это возможно. В качестве 

альтернативы для образцов большего размера следует сделать несколько срезов, чтобы 

включить все важные ткани. 

2.4.1. Фиксация тканей 

 

Роль фиксатора заключается в поддержании морфологии тканей как можно ближе к 

морфологии in-vivo и предотвращении некроза после взятия пробы. Рекомендуемыми 

фиксаторами, используемыми для изучения морских моллюсков, являются раствор 

Дэвидсона и раствор Карсона для крупных образцов. Для небольших образцов можно 

использовать глутаральдегидные фиксаторы, совместимые с электронной 

микроскопией. Соотношение фиксатора к объему ткани должно быть не менее 10:1 для 

обеспечения хорошей фиксации. Можно использовать не формальдегидные 

консерванты в соответствии с инструкциями производителя. Их следует использовать 

с осторожностью до тех пор, пока пользователь не будет удовлетворен результатами. 

Исследователь должен сам проверить может ли заменитель формальдегида 

использоваться таким же образом, как и формальдегид. 

 

Раствор Дэвидсона: 

 

Морская вода 1200 мл 

95% спирт 1200 мл 

36-40% формальдегид 2 800 мл 

Глицерин 400 мл 

Ледяная уксусная кислота 10% (добавить экстемпорально) 

Раствор Карсона: 

NaH2PO4.2H2O 23,8 г 

Гидроксид натрия (NaOH) 5,2 г 

Дистиллированная вода 900 мл 

 

40% формальдегид1 100 мл 

Довести рН до 7,2-7,4 

 

2 Насыщенный 37-39% водный раствор формальдегидного газа 

 



 

* Исходный раствор 1G4F (может храниться при температуре 4°C до 3 

месяцев): 

37-40%-ый буферный раствор формалина** 120 мл 

50% глутаровый альдегид 20 мл 

Водопроводная вода 360 мл 

** Буферный раствор формалина: 

37-40% формальдегида 1литр 

Динатрийфосфат (Na2HPO4) 15 г 

NaOH 0,06 г 

Феноловый красный (индикатор рН) 0,03 г 

Рабочий раствор (должен быть приготовлен непосредственно перед 

использованием): 

 

Профильтрованная морская вода комнатной температуры 500 мл 

Исходный раствор 1G4F* 500 мл 

Универсального фиксатора не существует, и выбор необходимо делать с учетом 

последующего использования зафиксированного материала, а также практических 

аспектов использования фиксатора (цена, доступность компонентов и т. д.). Раствор 

Дэвидсона - отличный выбор для сохранения структуры тканей. Кроме того, срезы 

ткани, зафиксированные в растворе Дэвидсона, могут быть окрашены позже 

различными гистохимическими методами, а также могут быть использованы для 

гибридизации in-situ с ДНК-зондами. Для этой цели следует избегать чрезмерной 

фиксации (более 24-48 часов). Раствор Карсона может быть не так хорошо подходит 

для гистологического анализа, как раствор Дэвидсона. Тем не менее, он позволяет 

хорошо сохранять ультраструктуру и может быть использован для сохранения образцов 

для последующего изучения с помощью электронной микроскопии. 1G4F также 

обеспечивает гибкость при сохранении тканей как для гистологии, так и для 

электронной микроскопии, но оптимальная толщина ткани составляет 2-3 мм. 1G4F 

дает высококачественные гистологические слайды и хорошие электронные 

микрофотографии. Поскольку электронная микроскопия может быть ценным 

дополнением в диагностике или подтверждении инфекций у моллюсков, можно 

рассмотреть фиксацию некоторых образцов (особенно небольших образцов) с 

помощью глутарового альдегида, как описано в разделе 2.5.1 настоящей главы, которая 

дает высочайшее качество электронных микрофотографий. В противном случае 

материал, зафиксированный в растворе Карсона и содержащий достаточные уровни 

целевых агентов болезни или аномалий, можно повторно зафиксировать в глутаровом 

альдегиде. Для дальнейшего расследования рекомендуется зафиксировать одну часть 

моллюска в растворе Дэвидсона, а другую - в растворе Карсона или 1G4F. Это должно 

быть сделано для того, чтобы обеспечить фиксацию всех тканей/органов в двух 

фиксаторах. Если нет ни того, ни другого, то достаточно 10% формалина, 

забуференного фильтрованной морской водой. В каждой стране представители 

индустрии аквакультуры моллюсков должны договориться о наиболее эффективном 

способе фиксации. 

 

2.4.2 Обезвоживание, пропитка и встраивание образцов 

 

Встраивание образцов в парафин требует нескольких этапов, в течение которых вода, 

содержащаяся в тканях, постепенно заменяется сначала спиртом, затем ксилолом или 



 

эквивалентным менее токсичным очищающим раствором и, наконец, парафином. 

 

После фиксации образцов в растворе Дэвидсона, Карсона или 1G4F их переносят через 

серию спиртов повышающейся концентрации (70-95 [об/об]) до окончательного 

обезвоживания в абсолютном этаноле. Спирт, содержащийся в тканях, затем удаляют 

путем их погружения в ксилол. Затем ткани пропитывают парафином, который 

растворяется в ксилоле при температуре 60°C. Все эти этапы могут быть выполнены 

автоматически с помощью устройства для обработки тканей. В случае задержки 

обработки сохраненные ткани можно хранить в 70% этаноле. 

 

Блоки производят путем охлаждения тканей в формах, заполненных парафином, на 

охлаждающем столе; охлаждение и увлажнение необходимы для приготовления срезов. 

 

2.4.3. Приготовление срезов 

 

После охлаждения блоков на холодной пластине, которая позволяет парафину 

затвердеть, с помощью микротома делают гистологические срезы толщиной примерно 

2-5 мкм. Срезы извлекают на гистологические предметные стекла, отводят влагу и 

сушат в течение 1 часа при температуре 40-42°С или в течение ночи при комнатной 

температуре. Сушка образцов позволяет устранить избыточную влагу, и таким образом 

секции прилипают к предметным стеклам. 

 

2.4.4. Окрашивание и нанесение образца на предметное стекло 

 

Перед окрашиванием парафин удаляют из срезов путем погружения их в ксилол или 

эквивалентный менее токсичный очищающий раствор на 10-20 минут. Это повторяют 

один раз, а затем растворитель удаляют путем последовательного погружения в две 

ванны с абсолютным спиртом (на 10 минут в каждую); затем их регидратируют путем 

последовательного погружения в ванны с этанолом в нисходящей концентрации 

(например, 95%, 70%, 50%, 30%, на 10 минут в каждую) с окончательным погружением 

в ванну с водопроводной водой на 10 минут. Затем можно использовать различные 

топографические или гистохимические методы окрашивания. 

 

При проведении гематоксилин-эозинового (H&E) окрашивания (гематоксилин или его 

эквивалент) ядерные и базофильные структуры окрашиваются от синего до темно-

фиолетового цвета, эндоплазматический ретикулум окрашивается в синий цвет, а 

цитоплазма приобретает серый цвет. Кислотный краситель эозин окрашивает другие 

структуры в розовый цвет. Этот метод окрашивания прост и воспроизводим, и, хотя он 

дает только ограниченную дифференцировку клеточных структур, можно обнаружить 

любые аномалии в тканях и клеточной структуре. При необходимости, для 

демонстрации определенных структур или особенностей (например, трихром для 

соединительной ткани и цитоплазматических гранул) можно использовать другие 

методы. 

 

2.5. Методы просвечивающей электронной микроскопии 

 

Поскольку просвечивающая электронная микроскопия очень часто используется для 

подтверждения идентификации возбудителей болезней в диагностических процедурах, 

в этой главе приводятся подробные технические рекомендации. 

 



 

Фиксация для электронной микроскопии должна быть проведена сразу после того, как 

животное было убито, до фиксации для гистологии. Только образцы, быстро взятые от 

живых животных, могут иметь какую-либо пользу. Подготовка образцов для 

электронной микроскопии включает в себя следующие этапы: фиксацию тканей, 

декальцинацию образцов (при необходимости), дегидратацию, пропитку и встраивание 

образцов, подготовку и контрокрашивание срезов. 

 

2.5.1. Фиксация тканей 

 

Для тканей, которые должны быть исследованы с помощью электронной микроскопии, 

важно, чтобы фиксация была выполнена правильно, чтобы нанести как можно меньше 

повреждений ультраструктуре. Образцы нарезают таким образом, чтобы их размеры не 

превышали 1-2 мм. Этот небольшой размер позволяет различным растворам быстро 

проникать в образец. 

Фиксация образцов осуществляется непосредственно в 3% глутаровом альдегиде в 

течение 1-4 часов. Образцы промывают в буфере три раза, затем фиксируют в 1% - ной 

осминовой кислоте (водный раствор OsO4) и снова дважды промывают в буфере. 

Различные составы глутаральдегидного фиксатора и буферов работают одинаково 

хорошо. 

Чтобы нанести как можно меньше повреждений ультраструктуре, образцы 

обрабатывают растворами, имеющими осмолярность, близкую к осмолярности тканей. 

Таким образом, ткани моллюсков обрабатывают растворами с осмолярностью около 

1000 миллиосмоль. Осмолярность растворов регулируется искусственными морскими 

солями или NaCl. Поскольку ткани моллюсков почти изоосмотичны с морской водой, 

можно сделать глутаровый альдегид с фильтрованной морской водой (0,22 мкм) и 

использовать фильтрованную морскую воду для последующих промывок. 

Какодилат натрия 0,4 М: 8,6 г в 100 мл 

дистиллированной воды 

Хлорид натрия 10% в дистиллированной воде 

Какодилатный буфер, рН 7,4: 

1000 миллиосмоль 

Какодилат натрия 50 мл от 0,4 М исходного раствора  

NaCl 20 мл из 10% - го исходного раствора 

Дистиллированная вода 30 мл 

Довести рН до 7,4 

3% глутаральдегид: 

1000 миллиосмоль 

25% глутаральдегид 2.5 мл 

0,4 М какодилата натрия 5 мл 

10% NaCl 3.5 мл 

Дистиллированная вода 9 мл 

1% осмиевая кислота: 

1000 миллиосмоль 

4% осмиевая кислота 1 объем 

0,4 М какодилата натрия 1 объем 



 

NaCl 1 объем от 10% исходного раствора 

Дистиллированная вода 1 объем 

5% этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА): 

Динатрий ЭДТА 5 г 

Какодилатный буфер 100 мл 

 

ЭДТА растворяется при рН выше 8. Когда раствор становится прозрачным, необходимо 

довести рН до 7,4, добавив концентрированный HCl. 

 

Если образцы были предварительно зафиксированы и хранились в растворе Карсона, 

их следует несколько раз промыть в ванне с буфером перед фиксацией 3% - ным 

глутаровым альдегидом. Ткани хранившиеся в 1G4F могут быть непосредственно пост-

фиксированы в 1% растворе осмиевой кислоты. 

 

2.5.2. Обезвоживание, пропитка и встраивание образцов 

 

Образцы обезвоживают в последовательных ваннах с этанолом: 70% этанол - один раз, 

95% этанол - два раза, абсолютный этанол - три раза. Дегидратация завершается двумя 

ваннами пропиленоксида, что позволяет проводить последующую пропитку Epon или 

другой смолой. 

 

Образцы пропитывают постепенно. После первой ванны со смесью 

полипропиленоксид-Epon (50/50) образцы помещают в ванну с Epon. Чем дольше 

инкубация, тем лучше происходит пропитка тканей. 

 

Встраивание осуществляется путем помещения образцов в формы, заполненные смолой 

Epon. Этикетку, идентифицирующую образец, включают в каждый блок, и затем блоки 

выдерживают при температуре 60°C (температура, при которой полимеризуется смола 

Epon) в течение 48 часов. 

 

2.5.3. Подготовка секций и контрокрашивание 

 

Блоки разрезают до соответствующих размеров лезвием бритвы, а затем срезы 

нарезают с помощью ультра-микротома. Полутонкие срезы (0,5-1 мкм) нарезают и 

помещают на стеклянные предметные стекла. Они будут использоваться для контроля 

качества образцов с помощью световой микроскопии и поиска интересующих областей 

на срезе. 

 

Полутонкие срезы окрашивают при температуре 90-100°с помощью 1% - ого раствора 

толуидинового синего. После высыхания на предметное стекло накладывают 

покровное стекло и закрепляют его каплей синтетической смолы, и рассматривают под 

световым микроскопом. 

 

Ультратонкие срезы толщиной 80-100 Нм помещают на медные сетки для электронно-

микроскопического анализа. Для контрокрашивания ультратонких участков 

используют уранилацетат и цитрат свинца. 

 

2.6. Молекулярные методы 

 

Преимуществом молекулярных методов является их чувствительность, однако, с другой 

стороны, очень часто возникают технические проблемы. ПЦР особенно зависит от 



 

условий, в которых она выполняется, и может давать ложноположительные или 

ложноотрицательные результаты. Всякий раз, когда используются молекулярные 

методы, они должны выполняться с осторожностью и с особым вниманием к 

включению подходящего положительного и отрицательного контроля для преодоления 

возможного недостатка надежности, а также для поддержания адекватной точности. 

Важно признать, что ПЦР и анализы на основе последовательностей обнаруживают 

только нуклеиновую кислоту патогена и не указывают на наличие живого паразита или 

наличие инфекции и болезни. Однако использование ПЦР-анализа на основе РНК 

может указывать на наличие живого паразита, но все равно не подтвердит наличие 

инфекции или болезни. 

 

Для подтверждения идентификации возбудителей болезни все чаще используют ПЦР, 

ПЦР-ПДРФ (полиморфизм длин рестрикционных фрагментов), секвенирование, 

гибридизацию in-situ и иммуногистохимию. Для этих методов образцы должны быть 

подготовлены таким образом, чтобы сохранить ДНК патогена. Аналогичным образом 

должны быть сохранены образцы, предназначенные для тестирования методами, 

основанными на антителах, чтобы сохранить реактивные антигенные участки для 

используемых антител. 

 

2.6.1. Подготовка образцов 

 

Образцы, отобранные для диагностических тестов на основе ДНК или антител, должны 

быть обработаны и упакованы с максимальной осторожностью, чтобы свести к 

минимуму вероятность перекрестной контаминации между образцами или разрушения 

до проведения анализа. Для предотвращения контаминации следует использовать 

новые контейнеры (пластиковые пакеты для образцов или флаконы). Внутри каждой 

упаковки или контейнера для каждого набора образцов должна быть помещена 

водостойкая этикетка с заполненными соответствующими данными. Необходимо 

избегать использование бытовых перманентных маркеров (например, Sharpies), так как 

их чернила растворяются в этаноле, который используется в молекулярных методах, 

что может привести к порче этикетки. Карандаш или гистологические ручки можно 

использовать только для маркировки флаконов или банок. 

 

Некоторые подходящие методы сохранения и транспортировки образцов для 

проведения тестов на основе молекулярных методов или антител включают: 

 

2.6.1.1. Живые замороженные образцы или охлажденные образцы 

 

Что касается образцов, которые можно быстро транспортировать в лабораторию для 

тестирования в течение 24 часов - их необходимо упаковать в пакеты для образцов; 

упакованные образцы необходимо обложить достаточным количеством влажного льда 

в термоизолированном контейнере, и отправить в лабораторию. 

 

2.6.1.2.  Целые замороженные образцы 

 

Живые образцы отбирают в соответствии с целью отбора проб, подвергают быстрой 

заморозке с помощью дробленого сухого льда (в полевых условиях) или в 

механической морозильной камере (в полевых лабораториях) при температуре -20°C 

или ниже. В контейнер с образцами вставляют заранее подготовленную этикетку, 

образцы упаковывают с достаточным количеством сухого льда в термоизолированный 

контейнер и отправляют в лабораторию. 



 

 

2.6.1.3. Образцы, консервированные спиртом 

 

В регионах, где хранение и транспортировка замороженных образцов проблематичны, 

для консервации, хранения и транспортировки определенных типов образцов можно 

использовать 90-100% неденатурированный этанол (т.е. этанол без метанола). 

Например, целые моллюски (когда образец маленький) и ткани от более крупных 

моллюсков. Упаковка для отправки осуществляется в соответствии с описанными выше 

способами. 

 

2.6.1.4. Фиксированные ткани для гибридизации in-situ и 

иммуногистохимии 

 

Для этого достаточно классических методов сохранения тканей. Раствор Дэвидсона 

обычно является хорошим выбором для последующего использования молекулярных 

зондов. В частности, что касается ДНК - следует избегать чрезмерной фиксации (в 

течение 24-48 часов). 

 

2.7. Выделение ДНК 

 

Для экстрагирования ДНК в ткани, гомогенизированные в 9 объемах экстракционного 

буфера (NaCl [100 ммоль], ЭДТА [25 ммоль], рН 8, додецилсульфат натрия [SDS, 0,5%]), 

добавляют протеиназу К (100 мкг мл–1). После инкубации в течение ночи при 

температуре 50°C ДНК экстрагируют по стандартному протоколу фенол / хлороформ и 

осаждают этанолом. 

 

Учитывая временные ограничения и риски для сотрудников лабораторий, имеющиеся в 

продаже наборы могут служить удовлетворительной технической альтернативой. 

Использование коммерческих наборов должно быть валидировано путем сравнения со 

стандартным протоколом фенол / хлороформ до их рутинного использования в 

диагностических лабораториях. 

 

Для извлечения РНК используют 1 мм Tri Reagent (Trizol) на 50 мг ткани, 5-10 × 106 

клеток или 10 см2 культуральный планшет. Образцы гомогенизируют и оставляют при 

комнатной температуре на 5 минут, чтобы обеспечить диссоциацию 

нуклеопротеиновых комплексов. Добавляют 200 мкл хлороформа, энергично 

встряхивают и оставляют на 15 минут при комнатной температуре. Центрифугируют 

при 12000 g в течение 15 минут при 4°C. Водную фазу переносят в свежую пробирку и 

осаждают РНК из водной фазы, осторожно смешивая с 0,5 мл изопропанола на 1 мл Tri 

Reagent. Образцы хранят при комнатной температуре в течение 10 минут и 

центрифугируют при 12000 g в течение 8 минут при 4°С. Удаляют супернатант и 

промывают осажденную РНК 75%-ым этанолом с последующим центрифугированием 

при 7500 g в течение 5 минут при 4°С. РНК можно растворить в воде или другом 

соответствующем растворе. 

 

2.8. Подготовка слайдов для гибридизации in-situ 

 

Для гибридизации in situ моллюски фиксируют в фиксаторе Дэвидсона примерно на 24 

часа, а затем погружают в парафин в соответствии с описанными выше методами 

гистологии. Делают срезы толщиной 5 мкм и помещают на покрытые 

аминоалкилсиланом предметные стекла, которые затем сушат в течение ночи при 



 

комнатной температуре или в духовке при температуре 40°C. Срезы депарафинизируют 

путем погружения в ксилол на 10 минут. Эту стадию повторяют один раз, а затем 

растворитель удаляют путем погружения в две последовательные ванны с абсолютным 

этанолом на 10 минут в каждую. Затем секции регидратируют путем последовательного 

погружения в ванны с этанолом в нисходящей концентрации. Протокол может 

потребовать проведения мембранной пермеабилизации, позволяющей получить доступ 

к целевой ДНК. Для этого срезы обрабатывают протеиназой К (100 мкг мл–1) в ТЕ-

буфере (Трис [50 ммоль], ЭДТА [10 ммоль]) при 37°С в течение 10-30 минут. 
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