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ИНФЕКЦИОННЫЙ БРОНХИТ

6.14.
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ 

ПО ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКЕ 
ИНФЕКЦИОННОГО БРОНХИТА КУР

(ут-верждены 31 июля 1980 &, Л? 11б-6а)

JL Общие положения,
1.1. Лабораторная диагностика инфекционного бронхи­

та кур (ИБК) заключается в:
■ выделении вируса из патологического материала на ку­

риных эмбрионах (КЭ) и его идентификация в реакции 
нейтрализации (PH) на КЭ или а реакции диффузной 
преципитации (РДГГ);

■ выявлении антител в сыворотке крови кур в реакции 
непрямой гемагглютинации (РИГА), РДП или PH;

■ постановке биопробы на цыплятах.
1.2. Диагноз на инфекционный бронхит устанавливают 

иа основании результатов лабораторного исследования,» ана­
лиза етшзоотологичеошх и клинических данных, а  также 
патологоанатомических изменений.

2. Отбор и подготовка материала.
2.1. В ветеринарную лабораторию для выделения ви­

руса направляют 5 ... 10 клинически больных цыплят, от 
которых берут кусочки гортани, трахеи, легких и исполь­
зуют их для вирусологических исследований. Материал 
можно хранить при температуре -Ю ...-21°С  в течение 
7„.Ю  дней.

2.2. Патологический материал растирают в ступке и го­
товят 10% -ную суспензию на растворе Хенкса, содержащем 
антибиотики (пенициллин и стрептомицин по 1000 ЕД/мл), 
центрифугируют при 1500 об/мин в течение 15 мин. На- 
доеадочную жидкость отсасывают, выдерживают при тем­
пературе 40°С в течении 1 ...2  ч  и используют для зараже­
ния КЭ,

2.3. Для постановки лабораторного диагноза методом 
выделения вируса и его идентификации требуется 15...21 
день, серологическим методом — от 2 до 3 недель.
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3, Выделение вируса инфекционного бронхита кур.
3.1. Вирус ИБК выявляют на 8„.10-дие1шых КЭ, полу­

ченных из хозяйств, благополучных по инфекционным бо­
лезням птиц. Эмбрионы заражают в аллантоисную полость 
в дозе 0,2 мл. После заражения их инкубируют при темпе­
ратуре 37°С и ежедневно овоскопируют.

КЭ, погибшие в течение 24 ч, не учитывают.
КЭ, погибшие через 2... 7 дней, и все оставшиеся живы­

ми вскрывают и отбирают акстразмбрионаяшую жидкость.
3.2. Признаками поражения КЭ вирусом ИБК считают 

гибель КЭ на 2 ...7-й день, отставание их в росте, «карлико­
вость* и скручивание в шар.

3.3. Если КЭ не погибают в первом пассаже, проводят 
второй и третий пассажи, используя для заражения экстра- 
эмбриональную жидкость предыдущего пассажа.

4  Идентификация выделенного вируса в PH.
4.1. В ряду пробирок готовят разведение исследуемого ма­

териала (экстраэмбриональную жидкость) от 10 до 10 в объеме 
0,5 мл. К каждому разведению добавляют равный объем спе­
цифических к вирусу ИБК сывороток типа Массачусетс и Кон­
нектикут, предварительно разведенных 1:2 и проинактивиро- 
ванных при +5б°С в течение 30 мин. Смесь встряхивают и 
оставляют на 1L...2 ч при температуре 40 X , После зтого каж­
дым разведением вируса с сывороткой заражают по 4 КЗ в 
дозе 0,2 мл в аллантоисную полость. Для контроля заражают 
КЭ смесью вируса в тех лее разведениях на растворе Хенкса. 
Для разведения вируса и сывороток используют среду Хенкса 
или стерильный физиологический раствор с антибиотиками 
(пенициллина и стрептомицина по iOO1 ЕД/мл).

4.2. Учет PH проводят на 5.,.7-й день после заражения 
КЭ, Подавление размножения вируса специфической сыво­
роткой при гибели КЭ в контроле указывают на видовую 
принадлежность вируса,

5, Идентификация выделенного вируса в РДП.
5.1. Компоненты реакции:

■ специфическая сыворотка,
■ специфический антиген (хорионаллантоисная оболоч­

ка КЭ через 48 ч после заражения полевым вирусом).
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Б.2, Приготовление агаровой среды. Для постановки 
реакции готовят 1 % -ный гель на агаре «Дифко» с 8% хло- 
ристого натрия, pH 7,0. Агар, расплавленный и остужен­
ный до 50.. .56°С, разливают в чаш ки Петри. В слое застыв­
шего агара при помощи штампа нарезают лунки диамет­
ром 5 мм, с расстоянием между лунками 5 мм.

5.3. Постановка реакции. В центральную лунку вносят 
специфическую сыворотку, в лунки по окружности — ис­
пытуемый материал и положительный антиген. Чашки 
Петри ставят при температуре 37°С.

5.4. Учет результатов проводят через 34...48 ч после по­
становки реакции. Реакция считается положительной, если 
образуются линии преципитации между лунками с иссле­
дуемым антигеном и специфической сывороткой при поло­
жительном результате в контроле {специфическая сыво­
ротка + специфический антиген),

6. Ретроспективная диагностика.
6.1. Исследуют пробы сывороток от больных и перебо­

левших птиц. В PH используют смесь 5 ... 10 проб сывороток.
6.2. Постановка РИГА, Исследуемые и контрольные 

сыворотки (специфическую и отрицательную) разводят дву­
кратно в объеме 0,025 мл (при помощи аппарата Такачи) 
1%-ным раствором нормальной лошадиной сыворотки на 
физиологическом растворе. К указанному разведению до­
бавляют по 0,025 мл (по одной капле) эритроцитарного диа­
гностику ма.

Смесь сыворотки с антигеном осторожно встряхивают и 
оставляют на 1...2 ч при комнатной температуре. Реакцию 
можно ставить макрометодом.

6.3. За диагностический титр антител принимают раз­
ведение сыворотки, которое вызвало агглютинацию эри­
троцитарного диашостнкума 1:16 к  выше,

6.4. Постановка РЦД описана в п.5,
6.5. PH описана в п. 4 при выявлении антител равно­

ценна вирусовыделению на К З, так как она выявляет серо­
тип вируса ИБК, циркулирующего в хозяйстве. Исследуе­
мые сыворотки, имеющие индекс нейтрализации и выше, 
считаются положительными.
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7. Биологическая проба на цыплятах,
7Л . Биопробу проводят на цыплятах 18.,, 2S-дневного 

возраста из благополучного по инфекционному бронхиту 
пгицехоаяйству. Десяти цыплятам интратрахеально вво­
дят по 0,2 ...0 ,3  мл суспензии, полученной, как указано в 
п. 2. 8а  цыплятами ведут ежедневное наблюдение в тече­
ние 7 дней, отмечая признаки заболевания.

7.2. При наличии в исследуемом материале вируса ВБ К 
у цыплят через 18...48 ч  после заражения появляются хри­
пы, чихание, угнетение (сонливость).

С изданием настоящих методических указаний Настав­
ление по лабораторной диагностике инфекционного брон­
хита кур, одобренное Главным управлением ветеринарии 
Министерства сельского хозяйства СССР 7 мая 1978 г., утра­
чивает силу.
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К Р А Т К И Й  С Л О В А Р Ь
ИСПОЛЬЗОВАННЫХ 

ВЕТЕРИНАРНЫХ ТЕРМИНОВ

Антигоны (анти + греч. gт ее  — порождающий) — чужерод- 
ные для организма высокомолекулярные органические вещества 
коллоидной структуры (белки, белково-липидные и белково- 
полисах а рад ные комплексы), способные при поступлении (вне' 
дении парентерально) вызывать синтез особых глобулинов-анти­
тел к вступать в специфическое взаимодействие с ними.

Антитела (анти, + тело) — противотела — специфические 
белки (иммуноглобулины), образующиеся в организме под воз­
действием антигенов. Они накапливаются в сыворотке крови и 
тканях, вступают в специфическую связь с соответствующими 
антигенами и разрушают или обезвреживают их.

Биологическая проба (бш троба) — один на методов диагно- 
стикн инфекционных болезней с помощью заражения патоло­
гическим материалом подопытных животных (куриных эмбри­
онов, культур клеток) и их исследования.

Бирнов — полноценная внеклеточная вирусная частица.
Вкрусовыделенке — выделение возбудителей инфекции из 

организма больного животного или вирусоиоситедя.
Бнрусоноситсльство — наличие возбудителя инфекции в 

определенных органах я  тканях клинически здорового живот­
ного, не сопровождающееся иммунологической перестройкой 
организма.

Вирусы (лат, virus — яд) — облигатные внутриклеточные 
паразиты, отличающиеся от растительных и животных орга­
низмов малыми размерами, отсутствием клеточного строе­
ния и автономного метаболизма, наличием только одного типа 
нуклеиновой кислоты и деэъюнктивкым способом размно­
ж ения.
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В. беэобо л очечные — вирусы, в структуре которых отсутству­
ет лшюпротеидная оболочка.

В. оболочечные — вирусы, в структуре которых присутству­
ет липопротеид нал оболочка.

Вкрусоскопия (вирусы + вкорт — смотрю, наблюдаю) — ме- 
тод микроскопического изучения морфологии вирусов.

Гемагглютинация (греч. haim a— кровь + agglutinatio “  
склеивание) — склеивание и выпадение в осадок эритроцитов 
под воздействием вирусов, бактерий, токсинов идр,, способ­
ных адсорбироваться на поверхности эритроцитов, а также ге- 
магглютикинов,

Гемадсорбция (греч. haima — кровь + adaorbtio — поверх­
ностное поглощение) — способность культур клеток, вережен­
ных вирусами, адсорбировать эритроциты различных живот­
ных, что объясняется включением в плазматическую мембрану 
синтезирующихся вирусных белков.

Диагностика (греч. diugnostihos — способный распознавать) — 
раздел клинической ветеринарии о методах исследования жи­
вотных для распознавания их болезней и состояния организма 
с целью назначения необходимого лечения и профилактиче­
ских мероприятий.

Диагностический набор — набор стандартных препаратов, 
используемых для постановки диагноза (антиген, специфиче­
ская и контрольная сыворотки идр,).

ДНК-асдадов метод — метод генодиагностики, основанный 
на способности меченой одяоцепочечной молекулы ДНК взаи­
модействовать с комплементарной ей молекулой нуклеиновой 
кислоты определенного вируса с образованием двухщепочечной 
структуры.

ДНК-содержанцме вирусы — вирусы, имеющие один тип нук­
леиновой кислоты — ДНК, у большинства она представлена 
двухцешчечкой структурой, у некоторых — одной цепью.

Идентификация (лат. identified — отождествляю) — призна­
ние тождествекноети, опознание-определение видовой (типо­
вой) принадлежности микроорганизма на основании всесторон­
него изучения его свойств.

Иммунофермеитный анализ — группа методов, позволяю­
щих выявлять комплекс антиген — антитело с помощью суб­
страта, который расщепляется ферментом (пероксидазой, ще­
лочной фосфатазой и др.) с появлением окрашивания.

Инактивация вирусов (лат. Iiutcfitma — неактивный) — унич­
тожение инфекционной активности вирусов путем поврежде­
ния генома физическим или химическим воздействием.
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Индикация возбудителя инфекции (лат, indicatio — указа­
ние) — выявление я  идентификация патогенных микроорга­
низмов в различных объектах.

Инокуляция возбудителя (лат, Inoculatto — прививка) — вве­
дшие возбудителя путам инъекции (искусственное заражение 
или внесение его в организм животного членистоногими пере­
носчиками при укусах).

Консервирование вирусов (лат. came ware — сохранять) — 
общее название методов воздействия физическими и (или) хи­
мическими факторами на какие-либо объекты с целью длитель­
ного сохранения в них вирусов.

Контаминация (лат. contaminatio — смешение) — обсемене­
ние поверхности тела животно го, предметов ухода» почвы» воды, 
кормов, биопрепаратов и других объектов датогенвыми микро­
организмами.

Культивирование вирусов — выращивание вирусов в искус­
ственных условиях.

Культуры клеток (клеточные культуры) — клетки многокле­
точного организма» живущие вне его в искусственно созданных 
условиях среды.

Куриный зморион — оплодотворенное куриное яйцо, выдер­
жанное в инкубаторе.

Лабораторные животные — животные, используемые в ла­
бораториях при проведений исследований (мыши, крысы, кро­
лики, морские свинки, хомяки, голуби и др,).

Лиофилизация (грвч. 1уо — растворяю + phileo — люблю) — 
высушивание предварительно замороженного материала в глу­
боком вакууме.

Моноклональные антитела — строго специфические анти­
тела, способные выявить минимальные различия в химиче­
ском составе и пространственной конфигурации молекул, яв­
ляются продуктом отдельных клонов антителопродуцирую­
щих клеток.

Парные сыворотки — сыворотки, взятые в самом начале за­
болевания и 2...S недели спустя. Повышение титра антител в 
4 раза и более считается основой положительной реакции.

Пассаж (фр, passage *— переход) — последовательное зара­
жение восприимчивых объектов (животные, куриные эмбрио­
ны, культуры клеток) микроорганизмами,

Полимеразная цепная реакция (от англ. Polymerase Chain 
Reaction ПЦР) — метод генодиагностики» основанный на мно­
гократном увеличении копий строго определенных фрагментов
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молекулы ДР1К вируса при помощи фермента термостабияьной
Д НК - по д и мер а э ы,

Реакция гем агглю тнации (РГА) — метод обнаружения и 
идентификации вирусов, основанный на способности многих 
вирусов, обладающих тканевым тропизмом, агглютинировать 
эритроциты определенных видов животных.

Реакция иммунофлуиресценции (РИФ) (лет. fluoresce па — 
светящийся) — серологическая реакция, основанная на взаи­
модействии антиген — антитело, при этом один из компонен­
тов, участвующий в реакции, связан с флуоресцирующим кра­
сителем.

Реакция нейтрализации (PH) — метод идентификации ви­
руса, основанный на феномене потери им ивфекционности в 
результате взаимодействия со специфическими антителами.

Реакция связывания комлемента (РСК) — метод серологи­
ческого исследования, основанный на способности образующе­
гося комплекса антиген — антител о связывать комплемент, что 
выявляется по отсутствию гемолиза при добавлении гемолизи­
на и эритроцитов.

Реакция торможения гемагглютинации (РТГА) — метод 
идентификации вируса или выявления противовирусных ан­
тител в сыворотке крови, основанный на феномене отсутствия 
агглютинации эритроцитов вирусом, в присутствии специфи­
ческих к нему антител.

РНК-содержащие вирусы — вирусы, имеющие один т«п нук­
леиновой кислоты — РНК, у большинства она представлена од­
ной цепью, у некоторых — двухцепочечной структурой.

Серовариант — самостоятельная группа внутри определен­
ного вида и серогруппы (серотипа) микроорганизмов, обуслов­
ленная наличием антигенов, отличающихся от антигенов дру­
гих микроорганизмов этого вида и серогруппы (серотипа), что 
выявляется с помощью серологических реакций.

Серогруппа (серотип) — самостоятельная группа внутри 
определенного вида микроорганизмов, обусловленная наличи­
ем антигенов, отличающихся от антигенов других микроорга­
низмов этого вида, что выявляется с помощью серологических 
реакций.

Серологические реакции — реакции, широко используемые 
при постановке диагноза инфекционных болезней, методы об­
наружения антител и антигенов в крови и других тканях.

Сыворотка крови (лат. serum  — сыворотка + sanguis  — 
кровь) — составная часть крови, представляющая собой плаз­
му, из которой удалены форменные элементы и фибрин в про­
цессе свертывания крови.
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Тельца включения — своеобразные морфологические обра­
зования, обнаруживаемые » цитоплазме или ядрах клеток опре­
деленных тканей при некоторых вирусных инфекциях и состо­
ящие из скопления вирионов и вирусных белков.

Термо лабильность (греч. thermos — теплый + лат, iabitis — 
нестойкий) — неустойчивый к тепловому воздействию,, изме­
няющийся при нагревании.

Термостабильность (греч. thermos — теплый + лат. stoMte —■ 
неизменный) — сохраняющий свои свойства при нагревании,

Титр вируса — концентрация инфекционных единиц виру­
са в определенном объеме материала,

Цитокатогенное действие вирусов (ЦПД, цитопатический 
эффект) — специфическая морфологическая деструкция (раз­
рушение) и функциональная патология зараженных вирусами 
клеток в культурах.

Штамм (нем. stomm  — род, корень) — культура микроорга­
низмов одного вида с одинаковыми морфологическими и био­
логическими свойствами,

Элементарные тельца. — см. Вирион (2, 8),
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