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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.



БОЛЕЗНЬ АУЕСКИ

Методические указания по лабораторной диагностике 
болезни Ауески животных
(Рекомендованы 18 мая 1978 г.)

1. Общие положения.
1.1. Лабораторная диагностика болезни Ауески животных за­

ключается в:
обнаружении и идентификации вируса этой болезни в патоло­

гическом материале методами непрямой гем агглютинации (РИГА) 
или иммуноосмофореза;

выявлении специфических антител в сыворотке крови больных 
и переболевших животных в РНГА или в реакции нейтрализации 
(PH) на культуре клеток (ретроспективная диагностика);

постановке биологической пробы.
1.2. РНГА, реакцию иммуноосмофореза и PH  применяют для 

исследования патологического материала и сывороток крови только 
от невакцинированных против болезни Ауески животных.

1.3. Лабораторный диагноз на болезнь Ауески ставят при полу­
чении положительного результата хотя бы по одному из методов 
исследования, указанных в п. 1.1.

Окончательный диагноз на болезнь Ауески устанавливают на 
основании эпизоотологических, клинических и патологоанатомиче­
ских данных с учетом результатов лабораторного исследования.

2. Индикация и идентификация вирусного антигена болезни 
Ауески.

2.1. В качестве исследуемого материала отбирают пробы пато­
логического материала из разных участков головного мозга (полу­
шарий, мозжечка, продолговатого мозга), заглоточных и бронхиаль­
ных лимфоузлов, легких, печени, селезенки, почек свиней, павших 
или вынужденно убитых в агональном состоянии.

Патологический материал измельчают, растирают в ступке и го­
товят суспензию ( 1 :5 )  на физиологическом растворе для РНГА и 
суспензию ( 1 :5 )  на веронал-мединаловом буферном растворе (pH 
8,6) для метода иммуноосмофореза.

2.2. Реакция непрямой гем агглютинации.
2.2.1. Компоненты реакции:
эритроцитарный диагностикум (эритроциты барана, сенсибили­

зированные антителами к вирусу болезни Ауески);
испытуемый антиген;
контрольный положительный антиген (вакцинный штамм виру­

са болезни Ауески) в рабочем разведении;
контрольный отрицательный антиген в рабочем разведении;
нормальная лошадиная сыворотка.
2.2.2. Подготовка исследуемого материала. Суспензию из орга-

12



нов (1 :5 )  выдерживают одни сутки при температуре минус 20°Св 
холодильнике, затем центрифугируют при 4 тыс. об/мин в течение 
20 мин. Над осадочную жидкость очищают хлороформом, добавляя 
его в количестве lU части объема жидкости, затем вновь центрифу­
гируют при 4 тыс. об/мин в течение 20 мин.

Надосадочную жидкость используют в РИГА в качестве испы­
туемого антигена.

2.2.3. Постановка реакции. РНГА ставят на микропанелях с по­
мощью аппарата «микротитратор» системы Такачи.

Испытуемые и контрольные антигены разводят 1 :2  и выше в 
объеме 0,05 мл I %-ным раствором нормальной лошадиной сыво­
ротки. Затем добавляют по 0,025 мл эритроцитарного диагностику- 
ма. Смесь встряхивают и выдерживают при комнатной температу­
ре в течение 2—3 ч.

Контроля:
контрольный положительный антиген+ эритроцитарный диагно- 

стикум;
контрольный отрицательный антиген+эритроцитарный диагнос­

тику м;
эритроцитарный диагностикум+1 %-ный раствор нормальной ло­

шадиной сыворотки;
2.2.4. Учет реакции. Учет РНГА проводят при полном оседании 

эритроцитов в контроле с отрицательным антигеном. Положитель­
ными считают те пробы антигенов, которые в разведении 1 :8  и вы­
ше вызывают агглютинацию эритроцитов при положительном ре­
зультате в контроле со специфическим антигеном и отрицательном 
результате с контрольным отрицательным антигеном.

2.3. Реакция иммуноосмофореза.
2.3.1. Компоненты реакции:
специф ическая к вирусу болезни Ауески им м уноасцитическая 

ж идкость белых кры с (И А Ж );
контрольный положительный антиген;
контрольный отрицательный антиген;
испытуемый антиген.
Для постановки реакции необходимо иметь камеру из плекси­

гласа для электрофореза, универсальный источник питания УИП-1, 
агар Дифко, веронал-медин а л овый буфер с pH 8,6, стекла обезжи­
ренные (9X12), металлический штамп, пробирки, центрифугу.

2.3.2. Подготовка исследуемого материала. Суспензию из орга­
нов (1 :5 )  подвергают однократному замораживанию (при минус 
15—20 °С) с последующим оттаиванием. Затем суспензию центри­
фугируют при 4 тыс. об/мин в течение 20 мин. Надосадочную жид­
кость используют в качестве испытуемого антигена.

2.3.3. Приготовление агаровой среды. Для постановки реакции 
готовят 1,5 %-ный гель из агара Дифко на веронал-мединаловом бу­
фере с pH 8,6. Пропись буфера: веронал— 1,66 г, мединал— 10,61, 
молочнокислый кальций'— 1,536 г, дистиллированная (слегка подо­
гретая) вода — 1 л. В качестве антибактериального средства в ага­
ровую среду вносят мертиолят из расчета 1 : 10 000 и хранят в холо­
дильнике.

Для постановки реакции агар, расплавленный и остуженный до 
50—56 °С, наносят пастеровской пипеткой на стекла размером 9Х 
Х12 см. Толщина агаровой пластинки 4—5 мм. Расход агара около 
15 мл. В затвердевшем агаре выштамповывают лунки диаметром 
5 мм, с расстоянием между лунками 5 мм.
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2.3.4. Постановка реакции. В лунки, которые расположены бли­
же к катоду, вносят исследуемые антигены; в лунки, расположен­
ные ближе к аноду, вносят специфическую асцитическую жидкость 
в рабочем разведении. Иммуноосмофорез проводят в камере для 
электрофореза на бумаге при напряжении тока 200—220 В в тече­
ние I—2 ч. В качестве контроля используют положительный анти­
ген со специфической асцитической жидкостью.

2.3.5. Учет реакции. Результаты иммуноосмофореза учитывают 
через 1 7 г— 2  ч с момента включения камеры в сеть.

Реакция считается положительной при образовании линии пре­
ципитации между лунками с исследуемыми антигенами и специфи­
ческой асцитической жидкостью при положительном результате в 
положительном контроле (контрольный положительный антиген-)- 
+ИАЖ) и отрицательном результате в отрицательном контроле 
(контрольный отрицательный антиген+ИАЖ).

3. Ретроспективная диагностика.
3.1. Ретроспективная диагностика основана на обнаружении спе­

цифических к  вирусу болезни Ауески антител в сыворотке крови 
больных и переболевших животных в реакции непрямой гемагглю- 
тинации, а также в реакции нейтрализации на культуре клеток.

3.2. Реакция непрямой гем агглютинации.
3.2.1. Компоненты реакции:
эритроцитарный диагностикум (эритроциты барана, сенсибили­

зированные вакцинным штаммом вируса болезни Ауески);
испытуемые сыворотки;
контрольная положительная иммуноасцитическая жидкость;
эритроциты барана.
3.2.2. Подготовка исследуемых и контрольных сывороток. Перед 

постановкой РИГА исследуемые и контрольные сыворотки разводят 
1 :2  забуференным раствором, инактивируют в водяной бане при 
температуре 56 °С в течение 30 мин и истощают эритроцитами ба­
рана.

В 1 мл сыворотки вносят ОД мл 5 %-ной взвеси отмытых эри­
троцитов барана, выдерживают в термостате при температуре 37 "С 
в течение 30—40 мин и удаляют эритроциты центрифугированием. 
При массовых исследованиях сыворотки после истощения можно 
выдерживать в течение 12—24 ч при 4°С, затем их исследуют в 
РИГА в разведении 1 :2  и выше.

3.2.3. РИГА проводят по методике, описанной в п. 2.2.
3.2.4. Учет реакции. Результаты реакции учитывают при пол­

ном оседании эритроцитов в контроле с отрицательной асцитиче­
ской жидкостью.

Положительными к вирусу болезни Ауески считают те пробы 
сывороток, в которых при разведении 1 :8  и выше наблюдают аг­
глютинацию эритроцитов.

3.3. Реакция нейтрализации.
3.3.1. Реакцию нейтрализации проводят на культуре клеток ПП, 

СПЭВ и первично-трипсинизированной культуре куриных фибро­
бластов.

3.3.2. Компоненты реакции:
вирус болезни Ауески (вакцинный штамм);
исследуемые сыворотки крови (инактивированные);
контрольная положительная сыворотка.
3.3.3. Для постановки реакции необходимо предварительно про-
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вести пассаж вакцинного штамма вируса болезни Ауески на куль­
туре клеток и определить его титр.

3.3.4. Чтобы провести пассаж вакцинного штамма вируса, со­
держимое ампулы разводят до нативного состояния ( 1 :1 ) ,  затем 
готовят разведение вируса 1 :10 на питательной среде. Разведенный 
вирус в дозе 1 мл вносят в культуру клеток, выращенную в пени­
циллиновых флаконах, и инкубируют при температуре 37 °С. Через; 
24 ч клетки сморщиваются, округляются, монослой нарушается и 
образуются островки клеток. Через 72 ч монослой полностью на­
рушается и на стекле остаются единичные клетки.

Культуральный (вакцинный) штамм вируса хранят в холодиль­
нике при температуре 4 °С и освежают один раз в 3 мес.

3.3.5. Для титрования вируса готовят десятикратные разведения 
вируса (от Ю '1 до 10"s) на питательной среде без сыворотки. К аж ­
дым разведением в объеме 1 мл зараж аю т отмытую раствором Лен- 
кса культуру клеток (по 4 пенициллиновых флакона). Культуру кле­
ток инкубируют при 37 °С, ежедневно просматривая ее под микро­
скопом. Окончательный учет результатов проводят через 72 ч.

Титром вируса считают наибольшее его разведение, вызывающее 
цитопатическое действие (ЦГТД) в 50 % культур клеток. Титр вы­
числяют по методу Рида и Менча и выражают количество Ц11Д в 
1 мл.

3.3.6. Постановка реакции нейтрализации. PH ставят с дозой 
вируса, равной 100 ТЩЦо в 0,1 мл. Исследуемые сыворотки разво­
дят 1 ; 2 и выше в объеме 0,5 мл. К каждому разведению сыворотки 
добавляют равный объем (0,5 мл) вируссодержащей культуральной 
жидкости. Пробирки со смесью встряхивают и оставляют при тем­
пературе 37 °С в течение 60 мин. После инкубации смесь вируса с 
сывороткой вводят во флаконы с культурой клеток и результаты 
учитывают через 72 ч.

Д ля контроля зараж аю т культуру клеток смесью вируса с конт­
рольной положительной сывороткой, вирусом без сыворотки и од­
новременно в одном флаконе с культурой клеток сменяют питатель­
ную среду (контроль культуры клеток).

3.3.7. Учет реакции нейтрализации. Подавление цитопэтическо­
го действия вируса специфической (контрольной) сывороткой и ис­
следуемыми сыворотками при наличии Ц П Д  в контроле (культура 
клеток, зараженная вирусом без сыворотки) указывает на наличие 
специфических антител к вирусу болезни Ауески в сыворотке крови 
свиней.

4. Биологическая проба.
4.1. Д ля постановки биопробы патологический материал (селе­

зенку, печень, головной мозг, легкие) растирают в ступке с физио­
логическим раствором в соотношении 1 :1 0 . Полученную суспензию 
вводят внутримышечно кролику или кошке в дозе 1 мл. Через .2— 
3 сут после заражения при наличии вируса в патологическом мате­
риале животное заболевает.

Болезнь характеризуется беспокойством, зудом, расчесами на 
месте инъекции. Если зараженные животные погибают на 3—6-й 
день, но у них не наблюдалось зуда и расчесов, то патологический 
материал от павшего кролика (или кошки) пассируют еще раз на 
таких ж е животных.

15
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