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П Р Е Д И С Л О В И Е

Успешное выполнение намеченной XXVII съездом КПСС 
широкой программы развития в нашей стране агропромыш­
ленного комплекса в немалой степени зависит от хорошей ор­
ганизации ветеринарного обслуживания животноводства, чет­
ко налаженной работы ветеринарных диагностических лабора­
торий. Проводимые в лабораториях исследования позволяют 
правильно организовать мероприятия по предупреждению ин­
фекционных и инвазионных болезней, а в случаях возникнове­
ния заболевания своевременно поставить диагноз и принять 
целенаправленные меры по его быстрейшей ликвидации.

В работе ветеринарных лабораторий все большее приме­
нение находят современные методы исследований, одновремен­
но идет совершенствование диагностики многих заболеваний, 
предлагаются новые более чувствительные и достоверные ме­
тоды, позволяющие полнее и на ранних стадиях выявлять за ­
болевших животных и тем самым способствовать быстрейше­
му оздоровлению хозяйств,

Специалисты лабораторий постоянно расширяют перечень 
показателей и болезней, на которые проводятся исследования.

За последнее время утверждено значительное количество 
инструктивных документов по проведению лабораторных ис­
следований, что позволило более четко организовать работу 
специалистов, улучшить качество исследований, получать со­
поставимые результаты.

Оснащение лабораторий современным оборудованием поз­
воляет внедрять в работу более точные инструментальные ме­
тоды.

В своей работе ветеринарные лаборатории не могут ис­
пользовать всего многообразия предлагаемых методов иссле­
дования из-за того, что они или недостаточно апробированы, 
или из-за сложности используемого оборудования. Имеют мес­
то случаи, когда предлагаемые различными авторами методы 
при определении одних и тех же показателей дают несовпа­
дающие результаты. Поэтому в настоящий справочник вклю­
чены методы лабораторных исследований патологического 
материала, полученного от больных, убитых или павших сельско­
хозяйственных животных, апробированные Центральной вете­
ринарной лабораторией и утвержденные в разные годы быв­
шим Министерством сельского хозяйства СССР.

Книга содержит методические указания по диагностике 
вирусных, риккетсиозных, хламидиозных болезней, а также ме­
тодические указания по лабораторной диагностике парази­
тарных болезней животных и пчел.
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Методики излагаются по единой схеме: взятие и пересыл­
ка патологического материала, методы его обработки, микро­
скопические исследования, включая световую и люминесцент­
ную микроскопию, выделение возбудителей на куриных эм­
брионах и культурах клеток, заражение лабораторных живот­
ных, гистологические исследования, идентификация и диффе­
ренциация возбудителей с использованием различных методов, 
определение биологической активности вакцин и исследования 
на напряженность иммунитета.

Методы лабораторных исследований, представленные и 
справочнике, унифицированы и стандартизированы, что созда­
ет возможность для стандартизации аппаратов, приборов, ин­
струментов, посуды, реактивов, биопрепаратов и другого спе­
циального имущества, определения объема подготовки специа­
листов и степень оснащения ветеринарных диагностических 
лабораторий. Таким образом, стандартизация методов исследо­
вания является способом наведения строгого порядка в вете­
ринарной лабораторной работе.



ВИРУСНЫЙ ЭНТЕРИТ ГУСЯТ

Методические указания по лабораторной диагностике 
вирусного энтерита гусят

(Утверждены 25 декабря 1980 г.)

1. Общие положения.
1.1. Лабораторная диагностика вирусного энтерита гусят заклю­

чается: в выделении вируса в гусиных эмбрионах (ГЭ) или культуре 
клеток гусиных фибробластов (ГФ); в идентификации вируса в ре­
акции нейтрализации (PH) в культуре клеток ГФ или в реакции 
диффузионной преципитации (РД П ),

1.2. Диагноз на вирусный энтерит гусят устанавливают на осно­
вании результатов лабораторного исследования, эпизоотологических 
данных, клинических признаков и патологоанатомических изменении.

1.3. Для постановки диагноза с учетом выделения вируса и его 
идентификации в РДП и PH требуется 14—22 дн.

2. Отбор и подготовка материала.
2.1. В ветеринарную лабораторию направляют 5—6 свежих тру­

пов гусят, помещенных в целлофановые пакеты и термос со льдом. 
В лаборатории при вскрытии гусят отбирают кусочки печени, селе­
зенки, почек, головного мозга, сердца, а также носовую слизь и ку­
сочки двенадцатиперстной кишки (последние помещают в отдельную 
посуду).

2.2. Кусочки внутренних органов растирают в ступке и готовят 
из них 10 %-ную суспензию на физиологическом растворе. Суспензию 
центрифугируют при 1—3 тыс. об/мин 10—15 мин. После этого над- 
осадочную жидкость отсасывают пипеткой в пробирку, в которую 
добавляют 200 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина, за ­
тем выдерживают эту смесь 30—40 мин при комнатной температуре 
и делают посевы на МПА, МПБ и среду Китта—Тароцци.

При использовании внутренних органов, носовой слизи и кишеч­
ника для выделения вируса суспензию фильтруют через фильтр Зейт­
ца СФ или добавляют к ней равный объем х. ч. хлороформа, затем 
шуттелируют и центрифугируют при 3 тыс. об/мин по 15 мин. Для 
заражения ГЭ берут фильтрат или на досад очную жидкость.

3. Выделение вируса в ГЭ.
3.1. Для выделения вируса используют ГЭ из хозяйств, благо­

получных по инфекционным болезням гусей.
3.2. Фильтрат или жидкость, обработанную антибиотиками или 

хлороформом, вводят не менее 6 ГЭ 10—12-дневного возраста и од­
новременно для исключения других вирусов (ньюкаслской болезни, 
вируса гепатита, реовирусов) 6 куриным эмбрионам (КЭ) 8—9-днев­
ной инкубации. Эмбрионы помещают в термостат при температуре 
37,5 °С, затем их овоскопируют ежедневно и отбирают павших.

В положительном случае у павших на 3—4 сут ГЭ обнаружива­
ют гиперемию, кровоизлияния в коже, отек тельца, у павших через 
5 сут и более — отставание в росте, отек затылочной части головы, 
подчелюстного пространства, шеи, гиперемию крыльев, гиперемию и 
отек конечностей, у некоторых — кровоизлияние в мозг, дистрофию 
сердечной мышцы, уплотнение печени, увеличение и гиперемию почек.
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Возбудитель вирусного энтерита гусей не вызывает гибели КЭ.
3.3. Вируссодержащую амнионаллантоисную жидкость павших 

ГЭ контролируют в реакции гем агглютинации (РГА) с эритроцита­
ми кур. Вирус энтерита гусят не агглютинирует их.

3.4. Для исключения коли-паратифозной микрофлоры, которая 
может вызвать гибель зараженных ГЭ в первые дни, амнионаллан­
тоисную жидкость исследуют бактериологически.

4. Идентификация вируса в PH.
4.1. Испытуемый вируссодержащий материал (суспензию из ку­

сочков органов с антибиотиками, фильтрат или вируссодержащую 
амнионаллантоисную жидкость ГЭ) вносят на монослой ГФ или сус­
пензию их, полученных путем трипсинизации ГЭ 14-дневной инку­
бации.

Зараженные ГФ инкубируют в термостате при температуре 
37,5 °С в течение 7 сут с ежедневным просмотром под малым уве­
личением микроскопа. В положительном случае на 5—6-й день на­
ступает ЦПД в виде округления клеток и отторжения их от стекла. 
В отдельных случаях проводят 2—3 слепых пассажа.

4.2. Адаптированный к культуре ГФ вирус идентифицируют в 
PH по методу: постоянная доза вируса 1000 ТЦДзоН'двухкратные 
разведения специфической сыворотки кролика против вируса энте­
рита гусят.

4.3. Для постановки PH необходимы следующие компоненты: 
испытуемый вирус, адаптированный в культуре ГФ (антиген); спе­
цифическая кроличья сыворотка; нормальная кроличья сыворотка.

4.4. Перед постановкой реакции нейтрализации определяют титр 
вируса (ТЦДбо), для чего каждым его десятикратным разведением в 
объеме 0,1 мл заражают по 4 пробирки монослоя ГФ и инкубируют 
его в термостате при температуре 37,5 °С в течение 5—7 дн. Титр 
вируса вычисляют по методу Рида и Менча.

Специфическую и нормальную кроличьи сыворотки инактивиру­
ют в водяной бане при температуре 56 °С в течение 30 мин, а затем 
из каждой готовят двукратные разведения 1 :5 ; 1 : 10; 1 :20 на 
0,5 %-ном растворе гидролизата лактальбумина. В качестве антигена 
в каждую пробирку вносят вирус, содержащий 2 -103 ТЦД50/мл, что­
бы в смеси с сывороткой находилось 103 ТЦДбо/мл.

После добавления вируса в равном объеме к разведению сыво­
ротки смесь встряхивают и на 1 ч ставят в термостат при темпера­
туре 37,5 °С, после чего каждой смесью по 0,2 мл заражают по 4 про­
бирки монослоя ГФ или суспензию клеток и инкубируют их при тем­
пературе 37,5 °С.

4.5. Для оценки PH ежедневно проводят микроскопию заражен­
ной культуры под малым увеличением микроскопа. О положитель­
ном результате свидетельствует отсутствие Ц ПД на 5—6-й день в 
пробирках со специфической сывороткой в разведениях 1 :10  и бо­
лее и наличие ЦПД с нормальной сывороткой в разведении 1:10.

5. Идентификация вируса в РДП.
5.1. Для обнаружения и идентификации вируса в РДП требуют­

ся следующие компоненты: 1 %-ный агар на 0,8 %-ном растворе хло­
ристого натра; специфическая кроличья сыворотка к вирусу энтерита 
гусят; исследуемый материал — амнионаллантоисная жидкость пав­
ших ГЭ после их заражения, суспензия из кусочков внутренних ор­
ганов больных или павших гусят или эта же суспензия, обработан-
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ная хлороформом; нормальная кроличья сыворотка; амниокалланто- 
исная жидкость незараженных гусиных эмбрионов или суспензия из 
кусочков органов здоровых гусят.

5.2. Агаровую среду готовят по прописи: агар Дифко — 1 г, хло­
ристый натрий — 8 г, вода дистиллированная — 100 мл. Смесь авто­
клавируют при 1 атм в течение 30 мин, затем фильтруют через 
2 слоя марли и доводят pH смеси до 7,2—7,4 10 %-ным раствором 
едкого натрия. Среду консервируют мертиолятом (0;01 % к общему 
объему) и хранят при температуре 4°С  12— 14 дн.

Перед постановкой реакции агар расплавляют и разливают тон­
ким слоем (2—3 мм) в чашки Петри или на обезжиренные предмет­
ные стекла. Б слое застывшего агара при помощи штампа нарезают 
лунки.

5.3. Постановку реакции осуществляют следующим образом: 
в центральную лунку вносят 0,2 мл специфической кроличьей сыво­
ротки против вирусного энтерита гусей, а в периферические — через 
одну по 0,2 мл исследуемые суспензии из тканей органов (необра­
ботанные или обработанные хлороформом) или амнионаллантоис- 
ные жидкости павших гусиных эмбрионов.

В качестве контроля служат специфическая кроличья сыворотка 
против вирусного энтерита гусей с отрицательным антигеном амни- 
оналлантоисной жидкости незараженных гусиных эмбрионов или сус­
пензией из тканей органов здоровых гусят и испытуемый вируссо­
держащий материал с нормальной кроличьей сывороткой.

5.4. Чашки Петри или предметные стекла помещают во влажную 
камеру и выдерживают 18—24 ч при температуре 37,5 °С.

5.5. Учет реакции производят через 18—24 ч.
Реакцию считают положительной при наличии четко выражен­

ных полос преципитации между лунками с испытуемым антигеном и 
специфической сывороткой и отсутствии полос между специфической 
сывороткой и антигеном из амнионаллантоисной жидкости незара­
женных гусиных эмбрионов или суспензии органов здоровых гусят и 
между испытуемым материалом с нормальной кроличьей сывороткой.
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