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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.



БОЛЕЗНИ ЛОШАДЕЙ

ГРИПП

Временное наставление по лабораторной диагностике 
гриппа лошадей

(Рекомендовано 15 января 1973 г.)

Грипп лошадей — высококоитагиозное инфекционное вирусное 
заболевание, характеризующееся коротким инкубационным перио­
дом, кратковременной высокой лихорадкой, общим угнетением, 
сильным сухим кашлем и конъюнктивитом.

Клинически грипп лошадей трудно диагностировать, поскольку 
он имеет сходство с другими респираторными заболеваниями лоша­
дей как вирусной, так и невирусной этиологии.

Лабораторная диагностика гриппа лошадей основана на:
1) выделении вируса на развивающихся куриных эмбрионах;
2) идентификации вновь выделенного вируса в реакции тормо­

жения гем агглютинации с типоспецифическими гриппозными сыво­
ротками;

3) установлении специфических антител в парных сыворотках 
животных,

Для лабораторной диагностики используют специальный диаг­
ностический набор, который состоит из антигенов и позитивных сыво­
роток.
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Антигены представляют собой инактивированную лиофилизиро­
ванную вируссодержащую аллантоисную жидкость. Антигены гото­
вят из штаммов A Equi-2/Miami/63 и A Equi-l/Cambridge/63, соот­
ветствующих двум антигенным разновидностям.

Антигем агглютинирующие — лиофилизированные гипериммун- 
иые сыворотки кроликов, полученные на два указанных штамма: 
A Equi-2/Miami/63 и A Equi-l/Cambridge/63,

1. В ы д е л е н и е  в и р у с а  на  р а з в и в а ю щ и х с я  к у р и н ы х
э м б р и о н а х

А. Взятие, пересылка и подготовка материала.
1, С целью выделения вируса используют носовые смывы от боль­

ных лошадей в первые 2—3 дня от начала заболевания, Материал 
из носовых полостей берут стерильными тампонами, смоченными фи­
зиологическим раствором поваренной соли. Такими тампонами тща­
тельно протирают носовые ходы и опускают их в пробирки.

2. Если транспортировка материала продолжается более 4 ч, 
тампоны следует поместить в термос со льдом и в таком виде доста­
вить в лабораторию для исследования.

3. В лаборатории тампоны тщательно отжимают, Полученную 
жидкость, содержащую слизь, обрывки ткани и другие аморфные 
частицы, центрифугируют при 4 тыс. об/мин в течение 15 мин. Над­
ое а дочную жидкость отсасывают в стерильные пробирки, добавляют 
антибиотики (пенициллин и стрептомицин) по 500 ЕД/мл и выдер­
живают при 4°С в течение одного часа, после чего используют для 
заражения куриных эмбрионов.

Б. Заражение куриных эмбрионов.
4, Для заражения используют эмбрионы 9—10-дневного срока 

инкубации. Для исследования одной пробы материала заражают не 
менее 6 эмбрионов.

5. Перед заражением эмбрионы предварительно овоскопирукл 
карандашом на скорлупе отмечают границу воздушного пространст­
ва (пуги), Сбоку яйца между кровеносными сосудами отмечают 
участок для прокола скорлупы и инокуляции испытуемого материала. 
Отобранные для заражения эмбрионы переносят в бокс. Скорлупу со 
стороны пуги и участок, где намечено производить прокол и введе­
ние материала, тщательно протирают спиртом и обжигают. В центре 
воздушного пространства и в месте введения материала сбоку про­
бойником делают отверстия, затем через боковое отверстие на глу­
бину 2—3 мм вводят испытуемый материал в объеме 0,2 мл.

6, После заражения эмбрионов отверстия в скорлупе заливают 
парафином и переносят их в термостат, где инкубируют в течение 
72 ч при температуре 37,5 °С, В процессе инкубации их овоскопиру- 
ют один раз в сутки, погибшие эмбрионы до вскрытия сохраняют 
в холодильнике при 4 °С. На третий день инкубации все погибшие 
и выжившие эмбрионы вскрывают после предварительного их охлаж­
дения при 4°С в течение 8 ч.

7. Перед вскрытием скорлупу над воздушным пространством 
дезинфицируют. Затем на границе с пугой стерильными ножницами 
срезают скорлупу, осторожно пинцетом снимают подскорлупную обо­
лочку, разрывают хорионаллантоис, отгибая в стороны на края скор­
лупы разорванные участки мембраны. Из одного куриного эмбриона 
можно собрать 6—9 мл эмбриональной жидкости.
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8. Контроль на стерильность взятых образцов эмбриональной 
жидкости производят путем посева 0,2 мл ее на МПА и МПБ. По­
севы выдерживают в термостате в течение 5 дн, Помимо того, взя­
тые из каждого эмбриона образцы эмбриональной жидкости прове­
ряют на гемагглютинирующую активность. При наличии гемагглю- 
тинации и отсутствии бактериального загрязнения образец взятой 
жидкости титруют в реакции гемагглютинации. Если титры ГА вы­
деляемого вируса низки, проводят еще 2—3 дополнительно слепых 
пассажа его на куриных эмбрионах. При отсутствии ГА активности 
выделяемого вируса после 2—3 пассажей дальнейшее выделение ви­
руса из данного образца исследуемого материала прекращают.

Идентификацию выделенного вируса проводят в реакции тор­
можения гемагглютинации с заведомо известными типоспецифичес­
кими сыворотками вируса гриппа лошадей.

И. И д е н т и ф и к а ц и я  в и р у с а  в р е а к ц и и  т о р м о ж е н и я  
г е м а г г л ю т и н а ц и и  ( Р Т Г А )

9. Реакция торможения гемагглютинации применяется для иден­
тификации вновь выделенного вируса, обладающего гемагглютини- 
рующей активностью с заведомо известными специфическими грип­
позными сыворотками, и для определения специфических антител в 
сыворотках реконвалесцентов.

10. Для постановки реакции торможения гемагглютинации необ­
ходимо иметь: типоспецифические сыворотки к вирусу гриппа ло­
шадей; исследуемый гемагглютинирующий вирус; физиологический 
раствор поваренной соли pH 7,2—7,4; однопроцентную суспензию 
эритроцитов петуха; доски из плексигласа или бактериологические 
пробирки; пипетки на 2,0 и 10,0 мл; 30 %-ную соляную кислоту; мел; 
аппарат Киппа.

Типоспецифические сыворотки имеются в диагностическом на­
боре.

А. Приготовление сыворотки к работе.
11. В ампулу, содержащую сухую диагностическую сыворотку, 

добавляют дистиллированной воды в количестве 9 мл, т. е. делают 
разведение ее 1: 10 и пипетируют до полного растворения содер­
жимого.

12. Наличие в иммунных сыворотках ингибиторов к различным 
серотипам вируса гриппа затрудняет идентификацию вновь выделен­
ных штаммов в реакции торможения гемагглютинации.

13. Для удаления термолабильных ингибиторов разведенную 
сыворотку прогревают в водяной бане при 60 °С в течение 30 мин.

14. Для осаждения термостабильных ингибиторов через разве­
денную и прогретую сыворотку пропускают углекислый газ (С02) 
из аппарата Киппа (схема 4) в течение 2—3 мин или опускают в 
нее кусочки твердой углекислоты. После обработки углекислотой 
сыворотку центрифугируют в течение 5 мин при 2 гыс. об/мин. После 
чего сыворотку используют в реакции торможения гемагглютинации 
для идентификации вируса.

Б. Приготовление 1 %-ной суспензии эритроцитов кур.
15. Для получения 1 %-ной суспензии эритроцитов используют 

петухов старше 6 мес.
16. Взятие крови у петухов производят из подкрыльцовой вены,
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набирают пипеткой необходимое количество ^крови в стеклянную 
баночку с физиологическим раствором и 2,5*%-ным раствором ли­
моннокислого натрия.

17. Полученную кровь трижды отмывают физиологическим ра­
створом, осаждая на центрифуге в течение 10 мин при 
1500 об/мин.

18. Из осадка отмытых эритроцитов готовят 1 %-ную суспен­
зию, которую хранят при 4 °С не более 4 сут4

В. Постановка реакции гем агглютинации.
19. Реакция гемагглютинации является подготовительным эта­

пом в постановке реакции торможения гемагглютинации.
20. Вначале готовят двукратные разведения вируссодержащего 

материала от 1 :2  до 1 ; 1024. Для этого в ряд лунок или пробирок 
(рис. 1) наливают физиологический раствор в объеме 0,2 мл. Затем 
в первую лунку вносят по 0,2 мл вируса, трехкратно пипетируют и 
переносят 0,2 смеси во вторую и т. д. до требуемого разведения. Из 
последней лунки 0,2 мл смеси удаляют в дезинфицирующий раствор.

21. В каждую лунку добавляют по 0,2 мл 1 %-ной суспензии 
эритроцитов. Необходимо ставить контроль на спонтанную агглюти- 
нацию эритроцитов (к 0,2 мл физиологического раствора добавляют 
0,2 мл 1 %-ной суспензии эритроцитов).

22. Доски с лунками встряхивают и оставляют при комнатной 
температуре, учет реакции проводят через 30 мин,

23. Положительная реакция гемагглютинации оценивается по 
форме осадка эритроцитов, которые осаждаются не только на дне, 
но и на стенках, образуя «зонтик*. В случае отрицательной реакции 
так же, как и в контроле, эритроциты оседают под действием тяже­
сти, образуя на дне лунки диск с ровными краями.

24. Титром вируса считается то наибольшее разведение его, при 
котором наблюдается еще агглютинация эритроцитов, что и соот­
ветствует 1 АЕ.

25. После того как определен титр гемагглютинации вновь вы­
деленного вируса, переходят к постановке реакции торможения ге­
магглютинации. Последняя основана на способности специфических 
антител нейтрализовать гем агглютинирующую активность вируса.

26. Для постановки реакции торможения гемагглютинации го­
товят рабочую дозу вновь выделенного вируса, в 0,2 мл которого 
содержится 4 АЕ вируса. С этой целью исходный вирус разводят 
физиологическим раствором во столько раз, сколько получают от 
деления на 4 цифры, указывающей гемагглютинирующий титр. На­
пример, если титр гемагглютинации 1 : 128, рабочее разведение бу­
дет 128:4=32, т. е. в 0,2 мл разведенного 1 :32 вируса будет со­
держаться 4 АЕ. Для его приготовления необходимо взять 31 мл 
физиологического раствора и добавить 1 мл исходного вируса. Пе­
ред постановкой основного опыта проверяют правильность выбора 
4 АЕ. Для этого (рис. 2) берут 5 лунок, в первую и вторую нали­
вают 4 АЕ по 0,2 мл, т. е. выбранное разведение вируса, после чего 
во вторую, третью, четвертую, пятую лунки наливают по 0,2 мл фи­
зиологического раствора. После пипетирования из второй лунки пе­
реносят 0,2 мл в третью, из третьей после смешивания 0,2 мл пере­
носят в четвертую, а затем в пятую, из пятой лунки удаляют 0,2 мл 
смеси в дезинфицирующий раствор. Таким образом, во 2-й лунке 
остается 2 АЕ вируса, в 3-й — 1 АЕ, в 4-й — 0,5 АЕ, в 5-й — 0,25 АЕ. 
После этого в каждую лунку добавляют по 0,2 мл 1 %-ной суспен-
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Контроль эритроците6 на спонтанную агглютинацию
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V/̂ HoO суспензии эритроцитов по Of2nn 

Рис. 1, Схема постановки реакции гемагглютинации*

Рис. 2. Приготовление рабочей дозы вируса.



эии эритроцитов, доски легко встряхивают й оставляют на 30 мин 
при комнатной температуре. При правильном выборе рабочей дозы 
(4 АЕ) в I-й, 2-й, 3-й лунках должна быть полная агглютинация 
эритроцитов (зонтик); в 4-й лунке агглютинация может быть ча­
стичной или отсутствовать, а в 5-й лунке агглютинация не должна 
быть. Если в 4-й лунке оказывается полная агглютинация, а в 5-й 
частичная или отсутствует — это означает, что выбранная доза ви­
руса содержит не 4 АЕ, а больше (8 АЕ). В этом случае п доза 
должна быть соответственно уменьшена вдвое, т. е. следует взять 
0,2 мл следующего разведения и повторно проверить рабочую дозу, 
Особенно важно, чтобы в 3-й лунке, где должна быть 1 АЕ вируса, 
была бы полная агглютинация. Если в ней агглютинация не полная, 
то выбранная рабочая доза вируса содержит меньше 4 АЕ в 0,2 мл 
и должна быть увеличена и повторно проверена.

Г. Идентификация вируса с РТГ.
27. Схема постановки РТГА сводится к следующему (рис. 3): 

в ряд лунок, начиная со второй, наливают по 0,2 мл физиологическо­
го раствора; затем в первую и вторую лунки добавляют по 0,2 мл 
заведомо известной приготовленной сыворотки в разведении 1 : 10; 
во второй лунке пипетируют и переносят 0,2 мл смеси в третью 
и т. д. до разведения 1 : 2560; из последней лунки удаляют 0,2 мл 
в дезинфицирующий раствор. После этого во все лунки вносят по 
0,2 мл рабочего разведения (4 АЕ) испытуемого вируса. Доски с 
лунками встряхивают и оставляют при комнатной температуре на 
30 мин. После тридцатиминутного контакта сыворотки с вирусом в 
каждую лунку добавляют по 0,4 мл 1 %-ной суспензии эритроцитов,

28. Для точности учет^ РТГ ставят контроль:
1) контроль сыворотки для исключения присутствия гемагглю- 

тннинов к куриным эритроцитам (0,2 мл сыворотки в разведении

tw 0,1мл
Г П  " Т “ Г П "“ Т " Г " Т  “ Т “ Г‘

по 0,4 мл

i Л-L.-Ц-г/ v L v ТЦ-/44-г̂  1-r-v
f till Si 5У §1 §>f Почпт

\ г

pH 7,2-7ft ротка
® ® ® ® 0 ® ® ® @ € ^
Учет реакции [титр ештисыборатки М2Щ

Контро,
спонтанную агглютинацию

®®<э® ®®®®
НО Р20 №  т  

Физрастдор по 0,2мл 
Антисыборотни по 0,2мл 
Оритроцитод по Oft мл

Ш  Ж  Ш  0,Ш0$АЕ Физрастдор по 0,2мл
Эритроцитодпо 0,2мл

Рис. 3. Схема постановки реакции торможения гем агглютинации.



1 : 10, 0,2 мл физиологического раствора и 0,4 мл 1 7о-ной суспен­
зии эритроцитов);

2) контроль избранной дозы вируса (0,2 мл рабочей дозы виру­
са (4 АЕ), 0,2 мл физиологического раствора и 0,2 мл 1 %-ной сус­
пензии куриных эритроцитов);

3) контроль стандартных диагностикумоз (антигена 0,2 мл+ 
+0,2 мл гомологичной сыворотки+0,4 мл 1 %-ной суспензии эри­
троцитов) ;

4) контроль эритроцитов на спонтанную агглютинацию (0,2 мл 
физиологического раствора и 0,2 мл 1 %-ной суспензии эритроцитов).

29- Титром сыворотки считается последнее разведение ее, дав­
шее полную задержку гем агглютинации. Идентификацию возбуди­
теля считают завершенной, если заведомо активная диагностическая 
сыворотка набора тормозит гемагглютинирующую активность испы­
туемого полевого штамма вируса в пределах целого или 7г—!/в титра

30. На выделение и идентификацию вируса необходимо 3—10 дн.

1П. У с т а н о в л е н и е  с п е ц и ф и ч е с к и х  а н т и т е л  (анти-  
г е м а г г л ю т и н и н о в )  в с ы в о р о т к е  п е р е б о л е в ш и х  жи­
в о т н ы х  к в и р у с у  г р и п п а  л о ш а д е й

31. Изучение парных сывороток в реакции торможения гемаг- 
глютинации является ценным и чувствительным методом диагности­
ки, дающим возможность ретроспективно установить этиологию 
перенесенного заболевания.

32. Парные сыворотки исследуют на 10—14-й день после про­
явления первых клинических признаков заболевания и на 21-й день 
после первого взятия сыворотки.

33. Для исследования парных сывороток в реакции торможения
гемагглютинации необходимо иметь: типоспецифические антигены
гриппа лошадей; исследуемые парные сыворотки; физиологический 
раствор поваренной соли, pH 7,2—7,4; 1 %-ную суспензию эритро­
цитов петуха; доски из плексигласа или бактериологические пробир­
ки; пипетки 2,0 и 10,0 мл; 30 %-ную соляную кислоту; мел; аппарат 
Киппа (рис. 4).

Типоспецифические сухие гриппозные антигены имеются в диаг­
ностическом наборе.

Рис. 4. Типы капельных воронок, заменяющих аппа­
рат Киппа для получения С 02.
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А. Получение и приготовление сывороток.
34. Кровь от лошадей берут стерильно в области верхней трети 

шеи (яремной вены) в пробирки, увлажненные физиологическим ра­
створом. Полученную кровь выдерживают 2—3 ч при комнатной 
температуре, осторожно по стенке пробирки обводят иглой и ставят 
в прохладное помещение с температурой не выше 10°С. Через 12— 
24 ч сыворотку отсасывают в стерильную пробирку, добавляют мер- 
тлолят в количестве 1 : 20 000.

35. Перед использованием сыворотки в РТГА ее разводят ди­
стиллированной водой 1: 10 (т. е. 0,5 мл сыворотки+4,5 мл диет, 
воды). Разведенную сыворотку прогревают при температуре 5 6 °С 
в течение 30 мин, обрабатывают углекислым газом, как описано в 
разделе II, А.

36. Приготовление однопроцентной суспензии эритроцитов кур 
аналогично описанному в разделе II, Б.

37. Постановка реакции гем агглютинации (описана в разделе 
II, В), поставленная с антигеном из ампул, разведенным 1,0 мл фи­
зиологического раствора,

Б. Установление специфических антител в сыворотках животных- 
рекопвалесцентов в реакции торможения гемагглютинацин с по­
мощью типоспецифических гриппозных антигенов.

38. Схема постановки реакции торможения гем агглютинации 
описана в разделе II, Г,

39. Титром сыворотки считается последнее разведение ее, дав­
шее полную задержку гемагглютинацин с одним из заведомо извест­
ным антигеном.

40. Штаммовая принадлежность определена, если испытуемая 
сыворотка тормозит гемагглютинирукяцую активность диагности­
ческого антигена в пределах целого или Vs—]/s его титра с гомоло­
гичной диагностической сывороткой, при отсутствии реакции с 
другим антигеном или же в реакции не выше 1 : 20. Ретроспективно 
диагноз на грипп может быть поставлен, если частное от деления 
гем агглютинирующего титра испытуемой сыворотки, взятой на 30-й 
день после заболевания, на титр сыворотки, взятой в начале забо­
левания, будет соответствовать 4-кратному увеличению титра сыво­
ротки,
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