9

METODA BIOLOGICA (EXPERIMENTALA)
DE DIAGNOSTIC

9. 1. ASPECTE GENERALE

Inocularea experimentalid {a animale de laborator este utila pentru izolarea unor
microorganisme patogene din prelevate patologice sau pentru teste de patogenitate necesare
identificirii unor izolate.

Speciite curent folosite in aceste scopuri sunt: soarecele, cobaiul, iepurele. Pentru
rezuitate concludente se impun:

1. alegerea speciei animale selectiv receptiva la microorganismul suspectat (1abelul

0.1);

2. probarea leghturii dintre simptoamele si leziunile observate si microbul sau toxina
inoculate. Trebuie eliminate: accidentul individual si accidente de cauza straind experimentului.

Tabelul 9.1. Exemple de utilizare a animalelor de {aborator pentru izolarea sau identificarea
unor microarganisme

Scopul inoculdrii

Specia indicata si calea de inoculare’

preumoniae

soarece adult soricei nou- cobai iepuri
nasculi
(48 ore)
fz0lgre tn culturd purd
Bacilii tuberculozei s.C.
Borrelia ip.
Brucella s.c./i.p.
Francisella tularen- i.p.fs.c./p.c.
sis
Klebsiella S.C.
prieumoniae
(serotipurile K1, 2,
3
Leptospira Animale de Animale pani ia
100—200 g i.p./p.c. | 500 g L.p.

Streptococcus s.c./i.p.

Coxiella burneti

Masculi i.p.

109



Tabefu! 9.1 (continuare)

Scopul inoculérii Specia indicatd si calea de inoculare!
soarece adult goricei non- cobai iepuri
nasculi
(48 ore)
Rickettsia prowazeki Masculi i.p.
R, typhi Masculi i.p.
R. rickettsii Masculi i.p.
R. conorii Mascull i.p.
R. acari t.p.
R. tsutsugamushi ip.
Arbovirusuri Le./lp.
Coxsackie ic./ip.
Herpes simplex i.c./i.p.
Rabic ic i.c.
Teste de patogenitate
Virutentd: Listeria i.conj. —I i.conj.
Enteroinvazivitate
E. coli, Shigella i.conj.
Enterotoxin ter- i.d. inoculare in ansd
molabila ligaturata
Enterotoxind termos- L.g.
tabild
Toxina difterici s.c.fid i.d.
Depistare-identificare
Toxina botulinicd i.p.

' i.c. = intracerebral; i. con). = intraconjunctival; I.d. = intradermic; 1.g. = Intragastric; i.p. = in-
raperitoneal; s.c. = subcutanat; p.c. = percutanat.

& Accidentul individual poate fi controlat daci se inoculeazi cu fiecare probi ccl putin
doua animale.

w Accidente de cauzd stréind experimentului sunt controlate daca fiecare lot ex-
perimental este insotit de animale martor inoculate cu solutie salind izotond pe aceleasi
cai si in aceleagi cantitati ca si animalele din experiment. Se vor inocula numai animale
noi, sdndtoase (caraniinate minimum trei siptamani), bine intretinute (pentru a evita
carente nutritive, infectii intercurente, fenomene de canibalism), fard ectoparaziti {pentru
a preveni raspandirea epidemics a unora dintre microbii inoculati}. Animalele gravide nu
se inoculeaza, pentru ¢& au o receptivitate diferitd la infectie.

Animaiele sanatoase sunt vioaic, au blana cu parul neted si lucios, fara ulceratii si
cruste, au ochii limpezi fara scurgeri conjunctivale, nazale, otice sau anale, nu pierd din
greutate in cursul unei saptdmani, au temperatura normald (1abelul 9.2),
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Tabelul 9.2. Principalele constante biologice ale animalelor de laborator uzuale

Constante Specii

soareci cobai iepuri
Temperatura, °C 3.4 37,6—38.9 38,7—39,1
Ritmul respirafiei, per 80 55
minut
Ritmul pulsuiui, per minut 120 150 135
Globule rosii, 108/ mm® 6,03—8,37 4,82—5,34 4,5—5.5
Leucocite, 10°/mm® 8,4—15 7.80—10,4 8—12

Formula leucocitard, %
Limfocite 40—70 3959 24—40
Polinucleare neutrofile 30—50
Polinucleare amfofile' 40—~50 4055
Polinucleare eozinofile 1-2 1-5 1—2
Polinucleare bazofile ]
Monocite =3 3—6 5—15
Varsta fecunditafii, 6—38 12—20 24—36
sapiimani
Ciclul oestral, zile 45
Gestajie, zile 19—-21 59—-72 28—31
Fatari, per an 8—i2 3 4
Ingrijirea puilor, 7-8 3 4
sapiamani
! Polinucleare amfofite cu granuiatii roz in colorajia Giemsa

Aspectele tehnice ale inmulgirii, cresterii $i intrefinerii animalelor de laborator,
diagnosticul, tratameniul, combaterea st profilaxia principalelor boli naturale care le afec-
leaza depasesc obiectivele acestei cirti: pot fi gasite in manuale de zootehnie si de medicina
veterinara.

Masurile de protectie antiepidemica a personalului si colectivitafii in laboratearele
unde se infecteazd experimental animale de laborator sunt descrise cu amanunie in
manualele O.M.S. (O.M.S., 1983) si ale Serviciului de Sanatate Publica al S.U.A. (USPHS,
1984).

In continuare vom descrie numai: contentiunea, inocularea, marcarea,
supravegherea, prelevarea de probe, necropsia animalelor de laborator si distrugerca
cadavrelor.
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9.2. CONTENTIUNEA ANIMALELOR DE LABORATOR

O bund contentiune a3 animaleior de laborator este indispensabila inocularii lor,
termometrizarii $i prelevarii corecte de probe fara riscul zgarieturilor si muscaturiior.

Cobaiul. Cu mana dreapta, ajutorul apucd animalui de centura scapulard, cuprinzand
toracele si membrele anterioare. Capul ramane liber intre police si index. Mana stanga
imobilizeazad una sau ambele labe posierioare §i prezintd animalul operatorului pentru
inoculare. Animalul trebuie manipulat bland, dar ferm, fari a-1 strange exagerat de torace.

Soarecele trebuie manipulat cu atentie, pentru ¢ musci. Cu mina dreaptd este
apucat de varful cozii si plasat pe un plan rugos (masa, capacul borcanului) de care se
prinde cu ghearele. Se prinde pielea laxa a cefei intre policele si indexul mainii stangi.
Mana dreapta continua si tina coada si imobilizeaza labele posterioare. Imobilizarea poate
fi facutd si de operator singur,

Iepurele. Cu 0 mana se netezesc urechile pe ceafd si se apucd animalul de pielea
lax3 a spatelui. Cealalta mana sustine partea posterioara a animalului, peatru a-1 ridica
usor din cugcd. Animaiul este pus pe masa, iar ajutorul il imobilizeaza inire piept si
antebrate.

Aparatele de contenfiune permit contenjiunea peatru inoculdri mai laborioase sau
cand operatorul lucreaza singur. Asa esle aparatul Latapie, care imobilizeaza capul, toracele
si abdomenul cobaiului sau iepurelui. Punctia venei marginale a urechii iepurelui poate fi
facuta cu animalul imobilizat Intr-o cutie cu capac glisant care lasa afard numai capul
animalului, iar punctia veaelor cozii la soarece se face cu animalul imobilizat intr-o cutie
cu capac glisant sau intr-un cilindru care lasa afard numai coada.

Anestezierea este necesard pentru inocularile sau prelevdrile mai laborioase. Uzuala
este anestezia generala cu eter, Soarecele san cobaiul este plasat intr-un exsicator din sticla
sub sita cAruia se pune un tampon imbibat cu eter. imediat ce animalul isi pierde constien-
tul, este scos pe masd $i poate fi manipulat in aceasid stare 3—4 minute. Pentru operalii
mai fungi pe botul animalului se aplici o masci, adecvats profilului, care conjine un tampon
imbibat cu eter. Distania dinire tampon si nrile animalului trebuie s3 fie suficienta, peatro
a evila efectul foarte iritant aj eterului lichid asupra mucoasei nazale. Anestezierea iepurelui
necesita o cutie ermetic inchisd prevazutd cu un fub prin care sc introduce amestecul
aer=—-gier $i un vizor pentru a urmari starca animalului. Anestezierea pentru 1—2 ore se
obtine cu 28 mg/kg corp peniobarbitond sodici (nembutal) injectatd intravenos la iepure
sau intraperitoneal la cobai.

9.3. PUNCTII SI INOCULARI

Inocularea se face cu seringi §i ace de marimi adecvate, sterile, dupa precalabila
antiseptizare a tegumentuini cu alcool, Se va conirola etanseilatea seringilor, adaptarea
corectd a acelor, iar operatorul va purta minusi de cauciuc $i ochelari de protectie, pentru
a preveni contaminarca accidentala a pielii §i conjunctivei cu materialul inoculat.
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Materialul microbian de inoculat poate fi reprezentat de:

w culturi microbiene in bulion nutritiv sau suspensii ale culturilor pe medii agarizate;
e filtratul sau supernatantul culturilor in bulion nutritiv;

s prelevate patologice fluide sau omogenizate in solufie salind izotonica.

9.3.1. Injectarea intradermica

Este calea de electie pentru testarea toxinelor dermonecrotice sau edematogene §i
pentru testarea sensibilizirilor. Se practicz la iepuri si cobai de culoare alba.

Necesar:

sseringi de 1 ml gradate in 1/20 ml, cu ace cit mai scurte, cu bizou scurt si diametrul
de 0,6 mm;

w foarfece;

a amestec depilator:
Sulfurd de bariu (Merck) S0¢g
Oxid de zinc 35g
Amidon 60 g

Procedurd: Animalul este tuns scurt pe flancuri sau/si pielea spatelui, in functie de
numirul punctelor de injectare necesare. Pe pielea tunsi si umezitad se aplica o pasia
subtire, cu api, din amestecul depilator precizat mai sus. Dupa 2 minute pasta este inde-
partata bland impreuni cu parul folosind o spaiulid de lemn. Tegumentul depilat, spalat
cu apa $i uns cu pujind glicerina este gata de injectare.

Pielea este fixatd intre police §i index, iar acul se infinge tangential in partca
superioara a pliului cutanat pana cand bizoul, plasat in sus, intra complet in derm. Se
inoculeaza incet 0,1 —0,2 ml produs. Injectarca strict intradermica este atestatd prin for-
marea unei bule bine conturate cat un bob de mazire, pe care pielea decolorata are aspectul
cojii de portocala.

9.3.2. Inocularea percutana, prin scarificare

In regiunea indicati (vezi mai jos) pielea depilata (vezi 9.3.1} cstc antiscplizata
cu alcool si lasata s se usuce. Cu varful unui bisturiu bine ascutit, steril, se fac zgaricturi
paralele in piele, suficient de profunde, pentru aparitia limfei, fara a provoca insa san-
gerare. Metoda csic indicatd pentru:

e propagarca virusuluei vaccinal la icpuri: pe fancurile scarificate alc animalului,
materialul infectios este frecat cu latul lamei bisturiului de scarificare;

w izolarea pe cobai a leptospirelor din apa: animalul, cu pielea abdomenului scarificitd,
este imersat timp de 2—4 ore in proba de apa la 22—37°C.

9.3.3. Injectarea subcutanata
Este calea de electie pentru inocularca prelevatelor patologice cu flora de asociafic.

Se mai pot inocula suspensii microbience ori, pentru lestarea toxinelor, filtratul sau super-
natantul unor cuelturi bactericne,
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Necesar: Seringi de 1—2 ml si ace cu bizou lung de 30/0,8 mm sau 1,0 mm, in rapor!
cu vascozitatea produsului.

Procedurd: Depilarea locului de punctie prin smulgerea parului este nccesard la
iepuri §i cobai. Dup3 antiscptizarea regiunii cu alcool, intre police si index se face un pliu
cutanat, iar acul se introduce fa baza pliulni pana in jesutul celular subcutanat, La soareci
se punciioncazi pielca spatelui la radacina cozii; se injecteaza pan la 0,5 ml. La cobai se
punctioneazi pielea pe fata inlerna a coapseci drepte, aproape de pliul inghinal, iar 1a iepuri
pielea abdomenului, flancurilor ori cefei §i se injectcazad pana la 2 ml.

9.3.4. Injectarea intramusculara

Este rar utilizata. Se¢ intrebuingeaza aceleasi materiale ca la injectarea subcutanata,
dar acul este infipt oblic in masa musculari a coapsei {(cobai} sau in muschii cefei (iepuri).

9.3.5. Injectarea intraperitoneala

Este indicatd pentru injectarea de prelevale patologice fara flora de¢ asociatie, in
special 1a soareci sau cobai.

Necesar: vezi 9.3.3,

Se procedeazd, initial, ca pentru punctia subcutanatd, zona de electiune fiind
paraombilicald. Acul se introduce subcuianat cca 1 cm; apoi este direcjionat perpendicular,
se perforeazi peretele muscular §i se penetreaza cca 1 cm in cavitatea peritoneala. Sc pot
injecta cca | ml la soarece si cativa ml la cobai.

9.3.6. Injectarea intravenoasa

Necesar: Seringa de 2—35 ml cu ac de 30/0,6 sau 0,8 mm pentru icpuri sau seringa
pentru iniradermoreacyie cu ac de 10/0,5 mm si bizou perfect ascuit pentru soareci.

Procedurd: Se va elimina din seringa orice bulad de aer, pentru a preveni embolii,

La iepuri se punctioneaza vena marginald a urechii, evidenfiata cat mai bine prin
frecarea pielii ce un tampon de vata imbibat cu alcool sau xilol $i compresia partii proximale
a venei. Cu acul paralel cu vena si usor oblic fala de suprafata urechii se punclioneaza
bland, cu grija bizoul sd nu treacd dincolo dc vend. Sc¢ controleazd pozitia acului aspirand
putin sange in seringa, apoi se injecteaza lent produsul observand zona punctionata, Dac
la nivelul punctici apare o umflaturl, se opreste injectarca, pentru ca acul nefiind in vend
lichidu! se infilireaza in piele. La sfarsit se retrage acutl si se face hemostaza cu un tampon
de vata comprimat pe orificiul de punctie cu o pensa.

La soareci se punctioneazi una din cele patru vene ale cozii. Svarecele cste plasat
in dispozitivul de contenfiune. S¢ antiseptizcaza cu alcool zona mijlocie a cozii, Operatorul
tine cu mana stangd varful cozii, iar cu dreapta seringa. Vena aleasa este punctionatd
tinAnd acul aproape paralel cu pielea. Daca se intampind rezistenja la injeciare, acul nu
este in vend. Se pot injecta 0,5 ml. Aparitia unei mici picaturi de sange la retragerea acutui
atesla injectarea intravenoasa a fluidului.
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9.3.7. Inoculari oculare

In sacul conjunctival, 1a iepure sau cobai, se pot instila ¢u pipetd Pasteur 1—2
picdturi de culturd bacteriani in bulion nutritiv. Instilarea la iepure se face in unghiul
posterior al ochiului, pentru a evita a treia pleoapi, care se insereaza in unghiul anterior.
Alternativ, ansa cu care a fost prelevats o colonie bacteriani este introdusi sub pleoapa
ochiului la cobai §i se fac misciri adecvate pentru descarcarea continutului, cu grija pentru
a nu leza conjunctiva.

O inoculare intracorneand se poate face prin scarificare dupa anestezia iepurelui.

9.3.8. Injectarea intracerebrala

Necesar: Sering4 intradermica previzutd cu ac de 10/0,5 mm; bisturiu, trepan,
material de sutura, solutie de colodiu.

Procedura: Pentru injectare animalele sunt anesteziate cu eter. La soarece pielea
capului se antiseptizeaza cu alcool. Craniul este punctionat cu acul la jumatatea distanjei
dintre unghiul extern al ochiului si inserfia pavilionului urechii, 3 mm paramedian. Acul
patrunde 3—6 mm §i se injecteaza pana la 0,03 ml fluid.

La iepure pielea depilata a capului este antiseptizata cu tinctura de iod, stearsa apoi
cu alcool. Se face o mici incizie la 2 mm lateral de sutura sagitals si 1,5 mm anterior celei
lamboide si s¢ trepaneazi osul. Acul patrunde prin trepanatie 6—8 mm si se inoculeaza
pana la 0,45 ml fluid in lobul occipital. Dupa injectare, acul este retras repede, pielea
suturatd si plaga acoperita cu solutie de colodiu.

9.3.9. Injectarea soriceilor sugari

Mamele $i cuibul trebuie bine intrefinute, iar soriceii manipulafi curat si cu grija,
pentru a evita canibalismul matern. Cu o seringa intradermic3 previzuta cu ac de 10/0,5
mm se pot injecta 0,05 ml intraperitoneal sau intragastric si 0,03 ml subcutanat sau
intracerebral.

9.4. MARCAREA

Toate animalele inoculate trebuie marcate pentru identificare usoard si sigura.
Soarecii si cobaii sunt vopsifi pe cap sau/si pe spate cu albastru sau/si rosu cu solufiile de
albastru de metilen sau fucsina folosite pentru colorarea bacteriilor. Cobaii si iepurii pot
fi marcati cu discuri colorate sau numecrotate fixate pe pavilionul urechii.

9.5. SURPAVEGHEREA ANIMALELOR INOCULATE

Animalele inoculate sunt urmarite zilnic pentru a inregistra: starea generala (pozitia,
aspectul parului), respiratia, temperatura, greutatea, leziuni la locul de ingculare, inclusiv
ganglionii limfatici regionali, tulburari nervoase (convulsii, paralizii}. Aceste observatii se
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completeazd cu examenul unor prelevate infravitam (e. g. sange), examene
anatomopatologice si microbiologice necropiice.

9.5.1. Termometrizarea

Se.masoara §i se inregistreazi, dimineata si seara, inainte de hranire, temperatura
rectaii timp de cateva zile fnainte de inocularea animalelor (tabelui 9.2) si pe durata
observatiei. Termometrul este lubrefiat cu ulei de parafina.

La iepuri se poate folosi un termometru medical inserat 2 ¢m in reci.

Pentru cobai se folosesc termometre speciale cu calibru de 4 mm, lungime de 15 cm
cuc!atc in unghi de 135°C 1a 4 cm de extremitatea cu rezervorul de mercur. Termometrul
se insereazd pe o profunzime de cca 8 cm cu rezervorul de mercur directionat in sus si
catre inapoi pentru a depasi promontoriul.

9.5.2. Prelevari de sange

Sunt necesare peniru detectarea anticorpilor aparufi in cursul infectiei experimen-
1ale.

De la iepuri cantitafi pana la 10 ml de sange pot fi objinute prin puncjie §i aspiratie
din vena marginala a urechii {(vezi 9.3.6). Pentru cantitifi mai mari (cca 50 ml sdnge/kg
corp) se punctioneazi cordul. Animalui este imobilizat in dccubit dorsal. Tegumentul
precordial este depilat (prin smulgere) si antiseptizat. Cu un ac de 0,8 mm montat 13 o
seringa se punctioneazd perpendicular toracele intr-un punci situat in spatiul I11 intercostal
(cca 4 ¢m mai sus de unghiul condroxifoidian) la 3 mm de marginea stanga a sternului.
Se insereaza acul pe o profunzime de cca 1,5 cm si se aspird. Poate fi folosit $i un dispozitiv
format dintr-o pipetd cu buli adaptata pentru punciie-aspiratie sterilizat la autoclav.
Sangele prelevat este imediat transvazat si agitat, pentru defibrinare, intr-un balon cu
perie de sticla.

De la cobai cantitati pana la 0,5 mi sange se obtin prin incizia venei marginale a
urechii. Cantitati de 12—15 ml de sange per animal de 400 g sc obtin prin punctia cordului
procedand ca la iepure cu urmatoarele repere: punctie in spatiui il intercostal ¢cca 1,5 ¢cm
mai sus de unghiul condroxifoidian) la 1,5 mm in afara marginii stangi a sternului, la
profunzimea de¢ 1 ¢cm.

Dec la soarece se pot obtine citeva picituri de sange sectionand varful cozii. O
cantitate mai marc se obiine, sub anestezie, prin dcplasarea globului ocular i puncjia
plexului venos retroorbitar cu o pipetd Pasteur fina, care, dupa puncfionare, se inclina
pana ce sangele incepe si se scurga prin capilar.

9.6. SACRIFICAREA

Metodele fizice implicA ruperea maduvei spinale in regiunea ccrvicgla prin com-
primare puternica si bruscd a gatului pe o muchie dura. Asigura moartca instantaneu i
fara dureri a soarecilor si cobailor,
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Fig. 9.1 Traiectu] Inciziilor pentru necropsierea animalelor de laboralor: @ — incizia tegumentului; b — incizia
ptantului musculoaponevrotic abdominal $i al toracelui

Embolizarea venoasd poate fi utilizatd la iepuri: se injecteazd 20 ml aer in vena
marginala a urechii.

Metode chimice. Intr-un cilindru, dimensionat dupa talia animalelor si obturat la o
extremitate, se introduce un tampon de vatd imbibat cu cloroform. Animalele mici se
introduc cu totul in acest cilindru, la iepuri numai capul. Cobaii sunt sacrificati usor prin
injectarea subcutanata a 0,5 ml amital sodic.

9.7. NECROPSIA

Animalele trebuie necropsiate in maximum o ord dupa moarte sau sacrificare, pentru
a evita invadarea tesuturilor cu flora de putrefactie.

Necesar:

w tavd de tabla cu margini perforate pentru fixarea cobailor sau iepurilor; mica
plansetd de lemn pentru fixarea soarecilor;

» instrumente sterile: 3 bisturie, 4 foarfece, 4 pensc anatomice; clesie mic pentru
oasele craniului, dac3 se impune accesul la creier;

s pipete Pasteur, cutii Petri si eprubele sterile, lame de microscop;

w placi si tuburi cu medii de culturd adecvate.

Procedura:

1. Se fixeaza animalul cu fata ventrala in sus, iar pentru accesul la creier cu fata
venirala in jos.

2. Se badijoneazi insistent toatid faja ventrald a animalului cu o solutie 3% de
dezinfectant fenolic. Animalele mici pot fi cufundate complet in solutia dezinfectanta.
Aceasta nu distruge in totalitate microorganismele de pe suprafaja pielii, dar previne
raspandirea de pulberi contaminate in aer si pe suprafefele din jur. Se plaseaza in jurul
capului i membrelor posterioarc suluri de hartie igienica imbibati cu dezinfectant.

3. Cu un rand de instrumente sterile se face ¢ incizie tegumentari submentopubiana
prelungitd spre radacina fiecarui membru (fig. 9.1, a) §i se decoleazd pielea pana pe
flancuri.
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4. Se inspecteaza tesutul ¢elular subcutanat, masele musculare i ganglionii limfatici
in regiunea de inoculare,

5. Cu un nou rind de instrumente sterile se deschide cavitatea peritoneald si se
reflecta lateral planul musculoaponevrotic.

Cu foarfece sterile adecvate se secfioneaza, prin doud incizii laterale, cartilajele
costale (fig. 9.1, .5), apoi diafragmul i se indepirteazi plastronul sternal.

6. Peniru hemoculturi se punctioneaza cordul cu o pipeta Pasteur prevazuti cu teting
de cauciuc. Dacd necropsia este ingrijild nu e¢ste necesard cauterizareca suprafefei
punctionale. Se insAmanteazd singele extras in medii de culturd adecvate.

7. Cu un nou rand de instrumente sterile se preleva si se depune in cutii Petri sterile,
pentru examinare, splina, ficatul, rinichii si pulmonii. Atentie la prelevare pentru a nu
deschide tubul digestiv.,

8. Se examineazd macroscopic, Se Secfioneazd cu instrumente sterile organele
prelevate, se insAmanjeazd in medii adecvate mici fragmente de fesut si se cfectueaza
amprente peniru microscopie,

9. Se acopera carcasa animalului ¢cu o bucata de hériie igienica imbibata cu solujie
dezinfectanti. Se autoclaveazi carcasa impreunad cu lava, apoi se incinereaza carcasa
animalului.

10. Se dezinfecteazia prin fierbere sau chimic instrumentarul in vederea spalarii.

NOTA: La necropsierea animalelor infectate cu microorganisme inalt patogene sunt utilizate manust de
cauctuc, ochelari sau vizor.



