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Цель задания состояла в том, чтобы грантополучателю дать рекомендации относительно методик определения пола на ранних стадиях развития (стр. 1- 6) и оценки физиологического состояния рыбы (стр. 7-9), а также проведения тренинга по кормам и методам кормления, осуществлению контроля за выращиваемой рыбой, проведению морфометрических измерений и сортировок, а так же профилактических и лечебных мероприятий при выращивании товарных  осетровых по интенсивной технологии (стр. 10-12). 
I. Методика определения пола на ранних стадиях развития
Введение

Определение пола у осетровых рыб в раннем возрасте имеет большое практическое значение из-за продолжительности сроков достижения функциональной зрелости самок и самцов. Рациональная половая структура ремонтно-маточных стад (РМС) осетровых является необходимым условием повышения его продуктивности и рентабельности. 
Допустимое соотношение самок и самцов при искусственном воспроизводстве в маточном стаде 2:1. В стадах, предназначенных для производства пищевой икры осетровых рыб, число самцов может быть сведено до 10%. 
Разделение по формотипу самок и самцов на первом и втором годах жизни позволяет сформировать оптимальный с позиций заводского способа воспроизводства и технологии производства пищевой икры состав маточного стада.

Для реализации этой стратегии при управлении половой структурой стада необходимо производить отбор особей определенного пола на определенных этапах выращивания, т.е. использовать существующие методы тестирования пола при выращивании младшего ремонта стерляди (хотя на настоящий момент не все из них надежные и доступные).

Для определения пола у осетровых можно использовать различия в содержании половых гормонов в крови у самок и самцов на различных этапах репродуктивного цикла. Однако в доступной нам литературе данные о величине этих показателей у стерляди отсутствуют. Кроме того, широкому внедрению данного метода препятствует его сложность и высокая цена используемых тест-наборов (радиоиммунные, иммуноферментные), необходимость индивидуального мечения и повторного манипулирования с рыбой.

Существует метод ускорения полового созревания путем выращивания ремонта при регулируемом режиме водной среды. При использовании данного метода самцы впервые созревают в 2,5-3 раза, самки в 1,5-2 раза быстрее по сравнению с особями естественной популяции.  Однако  и данный технологический подход не устраняет необходимости раннего установления рациональной половой структуры стада. 

Кроме того, применяется гормональное переопределение пола и искусственный гиногенез, то есть такое развитие организма, при котором источником информации служит лишь материнский ген. Работы по получению гиногенетического потомства  осетровых носят экспериментальный характер, технология промышленного использования этого подхода для регуляции половой структуры репродуктивных стад пока не разработана.

Принципиально возможно определение пола на первом году жизни на основе корреляций отдельных морфологических признаков, однако к наиболее достоверным методам тестирования относятся лапаротомия (биопсия) и ультрасонография (УЗИ).

Управление половой структурой РМС осетровых рыб и особенности   
анатомической дифференцировки пола на ранних этапах развития.
Наиболее доступным подходом к управлению половой структурой стада является отбор самок и самцов в нужном соотношении при появлении видимых признаков пола. 
При наступлении половой зрелости у стерляди появляется «брачный наряд» - беловатый налет на голове. Выраженный «брачный наряд» типичен для самцов. Для самок характерно  значительное увеличение брюшка и истончение тешки. Припухание генитального отверстия отмечается как у самок, так и у самцов.

Однако, распознавание пола у осетровых ремонтных групп только при достижении ими зрелости (как говорилось выше) неприемлемо по экономическим причинам. Даже у относительно быстро созревающей стерляди зрелые самцы появляются не ранее 3-4, а самки - 6-7 года выращивания. 

Проблема осложняется тем, что переход гонад от индифферентного состояния к их дифференцировке в яичники может растягиваться на длительные сроки.


Достоверное установление пола созревших рыб может быть осуществлено после выполнения щуповой пробы или после гипофизарной инъекции и получения зрелых половых продуктов.

При отсутствии внешнего полового диморфизма у осетровых раннее определение пола по морфологическим критериям возможно лишь после анатомической дифференцировки гонад. 

Анатомические признаки дифференцировки гонад у осетровых рыб, обитающих в естественных водоемах, появляются в возрасте от 7 до 30 мес. 

Дифференцировка гонад у самок осетровых начинается с появления борозды-щели, которая первоначально видна лишь в каудальной части железы, а затем обнаруживается вдоль всей гонады по ее латеральной стороне. В дальнейшем начинается формирование яйценосных пластинок в направлении, перпендикулярном к ней. На поперечных срезах гонады хорошо видно, что половые клетки группируются в области щели. Отсутствие такой щели в период, когда у значительной части молоди она уже четко выражена, служит косвенным показателем развития гонад в направлении семенника. Признаки анатомической дифференцировки в мужском направлении появляются позже.
По внешнему виду гонад можно определить не только пол рыбы, но и стадию ее половой зрелости. Современная шкала зрелости гонад осетровых рыб включает шесть основных стадий.


Определение зрелости самцов и самок:


Отбор производителей – самцов осетровых проводят, оценивая качество получаемой от них спермы, важным показателем качества которой является подвижность сперматозоидов, определяемая по пятибальной шкале. Четвертая стадия зрелости гонад у самцов характеризуется завершенностью процесса образования спермиев и преобладания зрелых сперматозоидов. 
Зрелых самок можно отличить по более тонкой теше, овальной форме (в поперечном разрезе) хвостового стебля. Однако данный метод нельзя считать достаточно эффективным.

 
Широкое применение в практике осетроводства получил щуповой метод определения качества икры у самок осетровых рыб Для использования данного метода необходим щуп из нержавеющей стали длиной 20-25 см и диаметром от 3 до 6 мм. Щуп вводят в полость тела на глубину 5 см в области третьей брюшной жучки в сторону головы под углом 25-30 градусов по отношению к телу рыбы. Для анализа отбирается несколько икринок. Готовность ооцитов к овуляции и оплодотворению определяют по положению ядра; чем больше оно смещено от центра к анимальному полюсу (поляризовано), тем выше зрелость ооцитов. Икру фиксируют двухминутным кипячением в воде или помещают на 3-4 часа в жидкость Серра ( смесь 96% спирта, 40% формалина, 100% уксусной кислоты в объемном соотношении 6 : 3 : 1). Чтобы рассмотреть ядро, делают разрез фиксированной икринки в плоскости, проходящей  по анимально - вегетативной оси. При помощи окуляра - микрометра определяется расстояние от ядра до оболочки анимального полюса (А) и общий диаметр ооцита (В). Полученные величины позволяют вычислить значение показателя поляризации ооцита (ПП) по формуле : ПП = А / В х 100 %. Чем меньше значение ПП, тем больше поляризованы ооциты, тем выше степень зрелости гонад, тем лучше рыбоводное качество самок. Оптимальное значение поляризации составляет  3 - 12 %. При меньшем значении рыбы оказываются перезревшими, ооциты слабыми, наблюдается частичная резорбция (атрезия) - разрушение оболочки икринок. При большем значении поляризации 15-20% возможно получение овулировавшей икры, но качество потомства будет низким. Потребуется проведение дополнительных мероприятий по доведению производителей к оптимальному состоянию зрелости икры.
Методики тестирования пола на ранних стадиях развития
I. Раннее определение пола и зрелости у осетровых можно выполнить путем визуального исследования гонад через небольшой разрез брюшной стенки – биопсии (лапаротомии). 

Преимуществами диагностики пола у осетровых методом лапаротомии с  осмотром гонад является доступность в любом рыбоводном предприятии, немедленное  получение информации о половой принадлежности, высокая информативность и достоверность, низкие затраты на ее выполнение. Однако в послеоперационном периоде развиваются характерные изменения физиолого-биохимических показателей, что требует проведения реабилитационных мероприятий.


Определения половой принадлежности и стадии гонадогенеза у осетровых рыб методом лапаротомии следует выполнять после зимовки  при температуре воды не выше 140С, так как при более высокой температуре наблюдается расхождение швов и образование незаживающих свищей.  Информативность метода будет высокой не ранее достижения значительной частью самок в ремонтной группе   II стадии зрелости гонад, когда четко определяются яйценосные пластинки.

Лапаротомию следует выполнять под общей анестезией, так как  выполнение разреза сопровождается  болевым синдромом с выраженным напряжением мышц брюшной стенки и активным сопротивлением рыб. Обычно в рыбоводстве используется анестезия кетамином (кетамина гидрохлорид, «Астрапин», Германия) в дозе 4-10 мг/кг массы тела. Препарат можно вводить в хвостовую вену или путем орошения жабр. Более доступно для широкого использования  введение препарата орошением жабр.  Внутримышечное введение препарата менее эффективно и практически не используется. Непосредственно перед орошением жабр 5%-ный раствор кетамина  целесообразно развести физиологическим раствором хлорида натрия в 3-4 раза. Обезболивание достигается в течение 3-5 минут и длится 5-10 минут, что обычно достаточно для проведения операции. При необходимости в ходе операции можно дополнительно проводить орошение жабр анестетиком. Выпущенная в воду  прооперированная рыба быстро выходит из состояния общей анестезии.  

Разрез брюшной стенки выполняется брюшистым скальпелем с левой стороны на уровне 3-5  брюшных жучек (считая от анального плавника), отступив от их края на 0,7-1,0 см. Эффективным является использование скальпеля со сменным одноразовым стерильным лезвием. Длина разреза для уменьшения травматизации рыбы должна быть минимальной, дающей возможность осмотра гонады. У осетровых ремонтных групп массой тела 1-2 кг после приобретения оперирующим некоторого опыта обычно достаточно разреза длиной 2,5-3 см. При осмотре гонады отмечают её поперечный размер, долю генеративной ткани, окраску, наличие яйценосных пластинок или лопастей семенника. Для гистологической верификации пола и стадии зрелости берут биоптат размером 3-5мм и фиксируют его в жидкости Буэна. Гистологическую проводку, приготовление срезов, окрашивание гематоксилин-эозином и оценку полученных препаратов проводят по общепринятым методам.

Операционную рану зашивают стерильной капроновой нитью с помощью хирургических игл размером от 3 до 7 мм в зависимости от размеров рыбы и толщины брюшной стенки в месте разреза. При зашивании раны используют хирургические иглодержатели. Швы необходимо накладывать таким образом, чтобы достигалось равномерное плотное прилегание краев разреза (внутренний – к внутреннему, наружный – к наружному). Расстояние между швами составляет 7-10 мм. В большинстве случаев  достаточно наложения 2-3 швов. Область послеоперационной раны после наложения швов обрабатывают антисептиком (раствором марганцевокислого калия). Для предупреждения инфекционных осложнений по окончании операции вводят внутримышечно антибиотик (например окситетрациклина дигидрат 200 мг/мл) из расчета 0,1 мл/кг массы тела.

Уверенно распознавать самок  среди особей ремонтных групп  позволяет визуальная картина гонады, характеризующейся наличием продольной борозды по латеральной стороне и более или менее выраженной поперечной складчатостью, указывающей на развитие яйценосных пластинок. Поперечный размер гонады бывает обычно не менее 1 см при доле генеративной ткани 20-80%. При гистологическом исследовании биоптатов гонад этих рыб обнаруживаются ооциты на стадии протоплазматического роста. Выявляются как ооциты, только что вступившие в протоплазматический рост, так и завершающие его; премейотические ооциты и оогонии составляют меньшую часть половых клеток. Данная гистологическая картина соответствует II стадии зрелости яичников. 

У самцов гонады имеют характерный для семенников вид с выраженными лопастями. Поверхность их бывает гладкой, молочно-белого цвета.

Половые железы могут иметь вид тонких тяжей шириной 1-2 мм с различной окраской поверхности - желтовато-розовой, беловато-розовой и белой. Гонады этих рыб находятся в индифферентном состоянии, когда определение половой принадлежности невозможно.

При задержке в развитии половых желез, рыб с замедленным развитием гонад из РМС необходимо своевременно отбраковывать.

Общее состояние прооперированных рыб бывает удовлетворительным как сразу после операции, так и в дальнейшем.  В области шва в первые 2-3 недели после операции отмечается умеренная отечность и гиперемия, что является признаком местного воспалительного процесса. В дальнейшем наступает заживление раны практически у всех рыб. 

Характерными изменениями  физиолого-биохимических показателей  после операции лапаротомии являются умеренно выраженные анемия, повышение СОЭ и гипопротеинемия, что следует учитывать при проведении у них послеоперационных лечебных мероприятий. Прооперированная рыба начинает питаться  довольно быстро и через 3-4 недели хорошо прибавляет в весе. 

II. Нетравматичной методикой морфологического исследования гонад для определения пола и зрелости является ультрасонография или ультразвуковое сканирование (УЗИ).

Используется ультразвуковое оборудование, предназначенное для диагностических медицинских исследований. 
Современная промышленность выпускает портативные модели аппаратов, по своим характеристикам пригодные для ранней диагностики пола, среди них: портативный аналоговый SA-600 “Eurica” (Корея) и цифровые “MY SONO-201” (Корея) и “SonoSine” (США). Сравнение качества изображения показало, что при одинаковой цене, интерфейсе и частотах датчиков цифровые сканеры имеют более качественное мониторное изображение, длительная работа с ними менее утомительна, значит производительность и точность идентификации выше.

В полевых условиях для ранней диагностики пола и определения стадий зрелости гонад осетровых рыб хорошо зарекомендовал себя и может быть рекомендован портативный цифровой УЗИ-сканер “MY SONO-201” фирмы “Medisson” (Корея) в комплекте с линейным датчиком 5-9 МГц/40мм.
  Диагностика пола и стадии зрелости стерляди будет зависеть от возраста, размера, условий и режима выращивания, упитанности, времени проведения исследований (периоды зимовки, нагула, весенний (выход с зимовки) и др.), предшествующего исследованиям режима содержания (кормления, длительная или непродолжительная пищевая депривация).

Возможность идентифицировать половую принадлежность определяется тем, насколько гонада, составляющие ее ткани и специфические анатомические детали и гистологические структуры будут отличаться на видеомониторе при сканировании ультразвуком.

Диагностическими признаками для определения пола являются:

локализация генеративной ткани в гонаде;

отсутствие и наличие оболочки гонады;

характер поверхности и краев гонады (гладкая или неровная (пористая), ровный или рваный край, прямой или изогнутый (неровный) край;

эхогенность генеративной ткани, выражающаяся в различной яркости ее изображения на экране монитора;
однородность или неоднородность структуры тканей гонады;

местоположение относительно генитального отверстия и форма каудального конца гонады.

Для определения стадий зрелости гонад решающее значение приобретают относительные и абсолютные размеры гонад и генеративной ткани в гонадах, а на более поздних стадиях – характер неоднородности и слагающих ее элементов (ооцитов), а также степень затухания сигнала. При перезревании и резорбции половых продуктов эхогенность тканей меняется.

Динамика генеративных процессов, возраст и размер анатомической и цитологической дифференцировки пола – видоспецифичны и зависят от температурных режимов выращивания и содержания, качества кормов и условий нагула.

С учетом этих факторов минимальные размеры и возраст стерляди в хозяйстве с естественным температурным режимом (которым является консультируемое рыбоводное предприятие «Ника – АСТ») для проведения ранней прижизненной диагностики пола составляют, соответственно, 0,3-0,6 кг и 2-2+ года.
Оптимальным для проведения ранней прижизненной диагностики пола является период после зимовки при температуре воды 8-12оС. При этом перед проведением диагностических исследований не следует кормить рыбу минимум в течение 10-12 дней.

Наименее приемлемым для идентификации половой принадлежности рыб является период активного нагула (кормления) и температуры воды выше 18оС.

Методика проведения ультразвуковых исследований
Организация рабочего места
Проведение ранней прижизненной диагностики пола и определение стадий зрелости гонад требуют организации специального рабочего места.

Рабочее место должно отвечать определенным требованиям:

· иметь стол для установки ультразвукового оборудования и работы оператора;

· специальный металлический или деревянный стол с бортиками для рыбы, с возможностью фиксации ее в относительно неподвижном состоянии
· розетку и не слишком высокое освещение;

· расположение столов таким образом, чтобы оператор, не вставая с места, мог проводить сканирование, одновременно наблюдая за видеомониторным изображением.

Порядок проведения ультразвукового исследования

Перед проведением ультразвукового исследования оборудование должно быть установлено, подключено и отрегулировано.

Установки и регулировки ультразвукового сканера.

Все установки и регулировки ультразвукового сканера даны на примере модели портативного ультразвукового сканера южно-корейской фирмы “MEDISSON” – “MY SONO-201”, параметры и характеристики которого полностью соответствуют приведенной спецификации.
Перед началом работы на сканере должен быть установлен В-режим (2D-режим). Установки усиления по глубине: общее усиление – 18, усиление отраженных сигналов с поверхности – 18, усиление эхосигналов из нижних слоев – 18.

Яркость монитора регулируется в зависимости от освещенности и при работе вне помещений устанавливается на максимум.

Глубина сканирования устанавливается в зависимости от массы рыбы – до 1 кг составляет – 3 см, 1-2 кг – 4-5 см, для более крупных – 5-6 см.

Перед началом исследования сканирующая поверхность датчика заклеивается двумя слоями канцелярского скотча или изоляционной ленты шириной 1,5-2 см с целью предупреждения повреждения поверхности датчика о кожу рыбы. Скотч заменяется по мере износа.
Расположение рыбы на столе и относительно оператора

Рыбу размещают на специальном или приспособленном жестком столе брюшной стороной к оператору и головой влево от него, или спинной стороной к оператору и головой вправо.
Должна обеспечиваться ее относительная неподвижность в течение всего процесса сканирования, который может продолжаться от нескольких секунд до нескольких минут. Мелкую рыбу удерживает один человек, более крупную (массой более 3-4 кг) два ассистента: один удерживает хвост, другой – голову.

Не допускается проведение ультразвуковых исследований вне помещений при сильном ветре, т.к. это может вызвать повреждение жабр и кожных покровов, а также при температуре воздуха ниже 2 и выше 20оС.
Порядок сканирования

Ультразвуковое исследование гонад проводится во фронтальной плоскости, при этом датчик удерживается правой рукой оператора и плотно прижимается к поверхности тела в области 3-4 брюшных жучек (счет ведется от брюшных плавников) так, чтобы край датчика находился прямо над жучками.
Периодическими наклонами датчика влево-вправо находится оптимальный фронтальный разрез. Если необходимо для динамической картинки, датчик передвигается в направлении головы примерно до середины тела или в поперечных направлениях. Поперечный срез делается также в области 3-4 жучек.
Диагностика пола по ультразвуковым фронтальным срезам

Ультразвуковая диагностика пола стерляди возможна по достижении первой-второй стадий зрелости гонад, при размерах гонад или отдельных их структур не менее чем в 10-20 раз превышающих длину ультразвуковой волны. Так, при использовании датчика с рабочей частотой 5-9 МГц структуры должны иметь минимальные размеры – не менее 2 мм.

Самки при УЗИ-исследовании определяются по характерной картине  яйценосных пластинок, то есть начиная со II стадии зрелости гонад. Имеются также типичные признаки  яичников и семенников, находящихся на IV завершенной стадии зрелости,  что позволяет быстро и эффективно отбирать созревших производителей.

II. 
Методика оценки физиологического состояния рыбы
Введение

Для определения состояния выращиваемых на садковой базе рыб в зависимости от условий содержания и качества кормов, ранней диагностики заболеваний, в том числе и незаразных, наряду с рыбоводными параметрами важное значение имеет исследование крови как наиболее лабильной ткани, быстро реагирующей на действие различных факторов.

Гематологические исследования позволяют оценить физиологическое состояние рыб, выявить влияние условий выращивания, того или заболевания на организм, определить тяжесть течения болезни.
Для ихтиологических целей используют целый ряд гематологических тестов. 

Грантополучателю рекомендуется несколько самых необходимых, не требующих сложного оборудования и легкопроводимых в полевых условиях. Это – определение количества гемоглобина, скорости оседания эритроцитов (СОЭ), дифференцированный подсчет лейкоцитов (лейкоцитарная формула).
Взятие крови


Оборудование и реактивы:
· шприц с инъекционными иглами – стерильные,

· пастеровские пипетки – стерильные,

· пробирки или часовое стекло,

· предметные стекла, шлифованное стекло

· 5%-раствор натрия цитрата или 0,2%-раствор гепарина (1.0 ЕД/мл).

· спирт

· марля, вата


Материал для исследования, ход работы


Кровь берут у голодной рыбы, выдержанной в хорошо аэрированной воде в течение 5-10 минут после отлова.

В зависимости от размера рыбы и необходимого количества крови, кровь можно брать несколькими способами: из жаберной вены, хвостовой артерии, методом отсечения хвоста.


По возможности место пункции обрабатывают 70о спиртом и высушивают ватным тампоном для удаления слизи. Для взятия крови чаще используют шприц с инъекционной иглой либо пастеровскую пипетку. Инструменты предварительно обрабатывают водным раствором антикоагулянтов. Место взятия крови нельзя сжимать во избежание попадания тканевой жидкости, искажающей результаты. Повторно брать кровь из одного и того же места не рекомендуется. Анализируемая кровь должна быть свежей, жидкой. Во избежание разрушения эритроцитов (гемолиза) кровь берут в подготовленные пробирки (или часовое стекло), сливая осторожно по стенке.


Приготовление и окраска мазков крови

По окрашенным мазкам крови ведут оценку активности эритропоэза и учет лейкоцитов.


Оборудование и реактивы:

· обезжиренные предметные стекла,

· шлифованное стекло для изготовления мазка

· краска Май-Грюнвальда

· рабочий раствор краски азур-эозина (по Романовскому)

· дистиллированная вода с рН 6,8-7,1, нейтрализованная фосфатными буферами.

Подготовка к исследованию


Подготовка предметных стекол.

· один конец стекла размером в 1-1,5 см шлифуют на наждаке для надписи простым карандашом,

· стекла кипятят в 1% растворе двууглекислой соды, охлаждают и промывают водопроводной, а затем дистиллированной водой – 5 мин.,

· стекла помещают в слегка подкисленный соляной кислотой раствор дистиллированной воды на 2-3 мин; затем дважды промывают дистиллированной водой, высушивают на воздухе или в сушильном шкафу и хранят в смеси спирта с эфиром 1:1. Перед употреблением их вынимают, насухо вытирают чистой салфеткой или фильтровальной бумагой. Они готовы к использованию.

Ход работы


Кровь после взятия наносят в виде небольшой капли на заранее приготовленное обезжиренное предметное стекло, на расстоянии 1,5-2 см от его шлифованного края. Большим и указательным пальцами правой руки берут шлифованное стекло за боковые ребра, ставят на предметное стекло под углом 45о и подвигают тыльной стороной к капле, которая от соприкосновения растекается. Скользящим движением продвигают шлифованное стекло вперед. Кровь должна равномерно распределяться по предметному стеклу в виде мазка. От каждой рыбы готовят не менее двух мазков. После приготовления мазка его высушивают на воздухе в течение 10-15 минут.

Подсохшие мазки ставят в штатив аппарата для окраски и погружают в кювету аппарата с раствором Май-Грюнвальда. По истечении 5 минут мазки вынимают и промывают нейтральной дистиллированной водой. Мазки докрашивают в рабочем растворе Романовского в течение 30-40 минут. Качество окраски клеток контролируют под малым увеличением микроскопа. Окрашенные мазки промывают водопроводной водой и высушивают на воздухе.

Определение содержания гемоглобина


Гемоглобин – это дыхательный пигмент, содержащийся в эритроцитах. Его количество в организме выражается в г/л и имеет важное диагностическое значение. Определить содержание гемоглобина можно двумя способами: по Сали и цианметгемоглобиновым методом. Наиболее распространенным и простым является метод определения гемоглобина по Сали.

Метод определения гемоглобина по Сали


Приготовление 0,1 н. раствора соляной кислоты: на 1 л дистиллированной воды добавляют химически чистой 8,2см3 соляной кислоты с удельным весом 1,19, либо 0,1 н. фиксанал соляной кислоты.


Оборудование и реактивы:

· гемометр Сали,

· капиллярная пипетка от гемометра Сали,

· глазная пипетка,

· стеклянная палочка,

· часовое стекло,

· 0,1 н. раствор соляной кислоты

· дистиллированная вода


Ход определения и учет результатов

В градуированную пипетку гемометра Сали до метки «2» глазной пипеткой наливают децинормальный раствор соляной кислоты. В капиллярную пипетку от гемометра Сали набирают кровь до метки 20 мкл и выдувают ее в раствор соляной кислоты. Полученную смесь перемешивают стеклянной палочкой и оставляют на 10 минут. По истечении этого времени в пробирку по каплям дистиллированную воду и, перемешивая стеклянной палочкой, подбирают цвет рабочего раствор до совпадения с цветом жидкости в стандартных пробирках. Количество гемоглобина отсчитывают по нижнему мениску рабочего раствора на градуированной пробирке (показатели в г% выражают в г/л), 1г% равен 10 г/л.

Определение скорости оседания эритроцитов


В зависимости от физических и химических свойств крови эритроциты оседают в микрокапиллярах с различной скоростью. Скорость оседания эритроцитов определяется в аппаратах Панченкова и выражается в миллиметрах за 1 ч (мм/ч).

Оборудование и реактивы:

· часовое стекло

· аппарат Панченкова, состоящий из штатива и специальных капиллярных пипеток, на которых нанесена миллимитровая шкала длиной 10 см; верхнее деление шкалы отмечено буквами О и К (кровь), против деления 50 имеется буква Р (реактив);

· профильтрованный 5% раствор трехзамещенного лимоннокислого натрия.


Ход определения и учет результатов

Промывают капиллярную пипетку раствором лимоннокислого натрия, затем набирают этот раствор до метки Р и выливают его в часовое стекло. Тем же капилляром набирают кровь 2 раза до метки К и спускают в часовое стекло. Хорошо перемешивают и, набрав смесь в капилляр до метки К, ставят в штатив на 1ч. По истечении этого времени определяют скорость оседания эритроцитов. Величину столбика плазмы, освободившегося от эритроцитов, учитывают по делениям на капиллярной пипетке.

Подсчет лейкоцитарной формулы

Одним из наиболее информативных методов диагностики заболеваний является дифференциальный подсчет лейкоцитов, т.к. при различных патологичксих состояниях организма рыб в крови можно встретить морфологически измененные клеточные элементы (как эритроциты, так и лейкоциты).


Для дифференциального подсчета лейкоцитов производят подсчет 200 клеток белой крови в мазке под увеличением микроскопа об. 90 х ок. 10 (с иммерсией). Подсчет лейкоцитов лучше проводить в центральных и несколько удаленных от бокового края учасках мазка. Все встречающиеся клетки белой крови записывают в специальную таблицу в соответствии с классификацией клеточных элементов и рассчитывают процентное соотношение клеток белой крови, т.е. лейкоцитов в процентах. Для этого используют формулу:


Х=(А х 100) / 200, где


Х – процент определяемой группы клеток в лейкоцитарной формуле;


А – количество клеток, найденное при подсчете 200 лейкоцитов.

Патологические изменения клеток крови при заболеваниях

1. Пойкилоцитоз – патологическое изменение формы эритроцитов.

2. Анизоцитоз – изменение величины клеток.

3. Полихромазия – изменение окраски, при котором отдельные клетки приобретают своеобразный синеватый оттенок. Это изменение окраски указывает на неполную зрелость эритроцитов.

4. Гиперсегментация ядра (ядро разделяется на несколько соединенных между собой сегментов).
5. Хроматинолиз (возникает при распаде хроматина, который теряет свою нормальную структуру, растворяется. Ядро окрашивается в светлый цвет, контуры его сохраняются).

6. Кариолиз (растворение лишь части ядра с сохранением его нормальной структуры. В местах растворения ядро теряет способность окрашиваться).

7. Цитолиз или лизис – распад клетки (цитоплазма может отсутствовать; ядро теряет свою обычную структуру, контуры его расплывчатые).

8. Вакуолизация (втсречается как в ядре так и в цитоплазме. Возникает в связи с расстройством внутри клеточного обмена. Наличие вакуолизации в ядре указывает на тяжесть патологического процесса).
9. Изменение зернистости у гранулоцитов (возникает при различных заболеваниях. При этом изменяется форма, размеры и цвет гранул).

III. Тренинг 
Дата проведения 13-14 мая 2005 г. 
Цель тренинга состояла в том, чтобы провести практические занятия с грантополучателями по кормам и методам кормления, осуществлению контроля за выращиваемой рыбой, проведению морфометрических измерений и сортировок, а так же профилактических и лечебных мероприятий при выращивании товарных  осетровых по интенсивной технологии.
Материалы тренинга


Кормление стерляди. 

Для эффективного выращивания стерляди индустриальными методами лучше всего подходят пастообразные   корма, состоящие из фарша малоценных рыб и сухой  кормосмеси в соотношении 50:50% или 1:1. 

Как указывалось в рекомендациях грантополучателю, исходное сырье, включаемое в пастообразные корма для осетровых, должно соответствовать требованиям ГОСТа, предъявляемым к компонентам комбикормовой  и  пищевой промышленности и быть протестировано рыбоводом до его скармливания рыбе. 

Приготовленная кормовая смесь должна удовлетворять следующим органолептическим показателям:

· консистенция    -      пастообразная, густая

· цвет                    -      свойственный данному виду продукции

· запах                   -     специфический,  без признаков гниения и распада

                                                                                                                                                                          
Для приготовления рыбного фарша необходима электрическая мясорубка, причем фарш перемалывается дважды: первый раз через крупную решетку, второй – через более мелкую. 

Смешивание фарша с осетровым продукционным комбикормом проводится в кормосмесителях (фаршемешалках). Небольшое количество корма можно смешивать вручную (перемешивать пасту нужно достаточно долго, чтобы она по консистенции напоминала пластилин, в противном случае произойдет быстрое размывание корма при внесении его в садок).


При добавлении  витамина С (аскорбиновой кислоты) его сначала разводят в небольшом количестве воды, а затем взбрызгивают в пастообразный корм, тщательно перемешивая.


Пастообразный корм задается в садки вручную 4 раза в сутки. Наиболее оптимальное время кормления - утром в 6-7 часов и вечером в 18-19 часов. 

При внесении пасты в садки  из нее формуют небольшие лепешки и разбрасывают по садку в места массового скопления рыб. 


Через 20-30 минут после внесения корма проверяется его поедаемость. В случае, если корм остается на дне садка, суточную норму  кормления снижают.


Проведение контрольного облова. 

Для  определения темпа роста и правильного нормирования кормов необходимо периодически, 1 раз в 7-10 дней, проводить контрольные обловы (взвешивания). 

Для этого на трапах между садками устанавливаются емкости с водой (ванны,  кастрюли и др. емкости, объемом не менее 30 л), куда помещается выловленная из садка  рыба. 
Весы (желательно электронные) устанавливаются тут же. 


У отловленных рыб на весах определяют  индивидуально массу тела.  Длину тела (от начала рыла до развилки хвостового плавника) измеряют с помощью мерной ленты или линейки. 

Морфометрическим измерениям подвергаются не менее 50 штук особей из каждого садка.


Несколько рыб (3-5 шт) отбираются для изучения интенсивности питания путем исследования пищевого комка. 


Данные заносятся в специальный журнал. 


Все операции с каждой партией рыб проводятся достаточно быстро, так как в небольшой по объему емкости стерлядь не может долго находиться при больших плотностях посадки. Поэтому рыб лучше вылавливать небольшими партиями, каждый раз меняя воду в емкостях.


Сортировка рыбы. 

Проведение сортировок обязательно в течение всего периода выращивания.  При индустриальном выращивании  наличие высоких плотностей посадки приводит к большой вариабельности  массы выращиваемых рыб. Чтобы исключить это негативное явление необходимо периодически, не реже 1 раза в месяц, проводить сортировку рыб на быстрорастущую и отстающую в росте, рассаживая их в разные садки.


Перед  проведением сортировок рыбу нельзя кормить. 

Выловленную из садка стерлядь (небольшое количество) помещают на сортировочный стол или в сортировочную емкость (ванну, большой таз или кастрюлю), визуально, без индивидуального взвешивания,  производят отбор крупных особей, которых после просчета и определения общего веса пересаживают в отдельный садок. 

Также проводят сортировку и мелких особей. 

Все данные заносятся в отдельный журнал. 

Сортировку рыбы обязательно проводить  в нежаркие, малосолнечные дни, либо устанавливать над садками навес для того, чтобы прямые солнечные лучи не попадали на рыбу. 


Проведение профилактических и лечебных мероприятий.

После различных манипуляций с рыбой (пересадка, сортировка и т.д.), когда часть особей травмируется и появляется вероятность поражения сапролегнией, необходимо применять  профилактические мероприятия.

К наиболее часто применяемым в рыбоводстве относятся ванны с раствором КМnО4 (концентрация 1-1,5г/м3, экспозиция 5-10 минут) или фиолетовым «К» (концентрация 0,2-0,4 г/м3, экспозиция 15-20 минут). 
С целью антибактериальной профилактики для осетровых можно проводить  ванны:  

· фуразолидоновые (12,5мг/л в течение 20 минут), 

· окситетрациклиновые (50мг/л, экспозиция 15-20 минут), 

· хлораминовые (20мг/л, экспозиция 5 минут), 

· солевые (0,2-0,5% или 20-50г/м3 в течение 10-30минут) 


Для проведения  обработки выращиваемой стерляди профилактическими и лечебными препаратами на трапах между садками устанавливают  емкость с рабочим раствором соответствующих концентраций, куда помещают  отдельными партиями выловленную из садка рыбу.

Через заданный промежуток времени (в зависимости от препарата) стерлядь из ванн пересаживают в отдельный садок, а  ванну загружают очередной партией обрабатываемой рыбы.
 Профилактические и лечебные ванны проводятся при  температуре воды не меньше 6-7оС и не выше 19оС, так как при более низких температурах воды и раствора паразиты остаются живыми, а повышенные температуры - опасны для жизни рыб.
Программа проведения практического занятия (тренинга)
	№
	Мероприятие
	Время  проведения

	
	
	начало
	конец

	I день – 13 мая 2005 года

	Корма и кормление рыбы

	1.
	Приготовление пастообразных кормов:

-взвешивание составляющих компонентов на весах;

- двойное перемалывание мелкой рыбы сорных пород через мясорубку;

- смешивание рыбного фарша с сухой кормосмесью;

- вбрызгивание в корм раствора аскорбиновой кислоты (витамина С);

- вторичное перемешивание пастообразного корма
	10.00

10.20

10.50

11.20

11.35
	10. 20
10.50

11.20

11.35

11.50

	2.
	Внесение корма в садки


	12.00


	12.30



	3.
	Проверка поедаемости корма
	13.00
	13.30

	Проведение  контрольного облова

	1.
	Отлов рыб из садка с помощью сачка

и размещение их в емкости с водой
	14.30
	14.50

	2.
	Осуществление морфометрических измерений:

- масса тела (Р)

- длина тела  (L)

(не менее 50 штук из каждого садка)
	14.50
	17.00

	3.
	Занесение данных в специальный журнал
	17.00
	17.30

	II день – 14 мая 2005 года

	Проведение сортировок

	1.
	Отлов части рыб из садка с помощью сачка и размещение их в сортировочной  емкости
	8.30
	8.40

	2.
	Отбор более крупных особей  (визуально, без индивидуального взвешивания), просчет и пересадка их в отдельный садок
	8.40
	10.40

	3.
	Занесение данных в специальный журнал
	10.40
	11.00

	4.
	Отбор мелких особей  (визуально, без индивидуального взвешивания), просчет и пересадка их в отдельный садок.
	11.00
	13.00

	5.
	Занесение данных в специальный журнал
	13.00
	13.30

	Проведение санитарно-профилактических мероприятий

	1.
	Приготовление рабочего раствора 

органического красителя  фиолетового «К»   (0,2-0,4г/м3)        
	14.30
	15.00

	2.
	Отлов части рыб из садка с помощью сачка  и размещение их в емкости с раствором фиолетового «К»
	15.00
	15.10

	3.
	Обработка рыбы органическим красителем в течение 15-20 минут
	15.10
	15.30

	4.
	Пересадка обработанной рыбы в отдельный садок
	15.30
	15.40

	5.
	Отлов и обработка оставшейся рыбы
	15.40
	17.00

	6.
	Занесение данных в специальный журнал
	17.00
	17.20
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