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П Р Е Д И С Л О В И Е

В деле выполнения решении партии и правительства по дальней
шему развитию животноводства, а также задач, поставленных Продо
вольственной программой страны, ветеринарной службе большую 
помощь оказывают ветеринарные лаборатории.

Ветеринарные лаборатории осуществляют диагностику инфек
ционных и паразитарных болезней животных, выявляют нарушения 
обмена веществ в их организме, проводят исследования, направленные 
на предупреждение отравлений, помогая тем самым специалистам сов
хозов, колхозов и других хозяйств успешно осуществлять лечебно
профилактические мероприятия. От того, насколько своевременно 
ставится диагноз, разработаны и рекомендованы профилактические и 
лечебные меры, зависит успех ликвидации болезней, сохранность 
поголовья животных и повышение их продуктивности.

Последнее время в лабораториях появилось много приборов и 
приспособлений, облегчающих труд специалистов и позволяющих про
водить исследования на более современном и качественном уровне, с 
большой достоверностью. В связи с этим многие ранее действовавшие 
методические указания переработаны.

Кроме того, ежегодно для лабораторной практики предлагаются 
новые методы диагностики. В отечественной и зарубежной литературе 
постоянно публикуется большое количество материалов о новых мето
дах исследований, предлагаются различные модификации существую
щих методик, вводятся дополнительные диагностические тесты.

Ветеринарные лаборатории в своей работе не могут использовать 
всего многообразия имеющихся в литературе методов исследования или 
из-за того, что они недостаточно апробированы, или из-за сложности 
применяемого оборудования. Иногда методы, предлагаемые различны
ми авторами, при определении одних и тех же показателей дают несов
падающие результаты.

В связи с этим в справочник включены методы лабораторных 
исследований патологического материала, получаемого от больных, 
убитых или павших сельскохозяйственных животных, апробированные 
Центральной ветеринарной лабораторией и утвержденные Главным 
управлением ветеринарии Министерства сельского хозяйства СССР. 
Книга содержит методические указания по диагностике инфекционных 
болезней бактериальной этиологии, а также методические указания по 
применению культур клеток в диагностических исследованиях.

Методики изложены по единой схеме-; взятие и пересылка патологи
ческого материала, методы его обработки и обогащения; бактериоско- 
пические исследования, включая световую и люминесцентную микро
скопию; выделение культур возбудителей инфекционных болезней на 
питательных средах; заражение лабораторных животных как с целью 
выделения чистой культуры возбудителя, так и определения степени ее 
патогенности; гистологические исследования; идентификация и диффе
ренциация возбудителей с использованием различных методов; сероло
гические исследования для определения вида возбудителя.
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Приведенные в справочнике методы лабораторных исследований 
унифицированы и стандартизированы. В широком смысле слова унифи
кация и стандартизация подразумевают применение для различных 
исследований одних и тех же аппаратов, приборов, инструментов, по
суды, реактивов, исключая, конечно, специальные методы исследова
ния; применение стандартных (унифицированных) питательных сред и 
диагноста кумов; разработку методических указаний по единой форме. 
Все это позволяет лабораторным работникам с меньшей затратой сил и 
средств, на высоком методическом и техническом уровне, качественно и 
в срок проводить диагностические исследования. Таким образом, стан
дартизация методов исследования явится способом наведения строгого 
порядка в работе ветеринарных лабораторий.

Книга предназначена для ветеринарных врачей, фельдшеров, а 
также лаборантов ветеринарных диагностических лабораторий.

В справочник не вошли материалы по диагностике туберкулеза, 
так как они пересматриваются и дополняются, поэтому их публикация 
будет осуществлена в -последующих изданиях.



Методические указания по применению 
флуоресцирующего глобулина 
для диагностики лептоспироза

(Утверждены Глааным управлением ветеринарии 
Минсельхоза СССР 5 сентября 1980 г.)

1. Общие положения.
1.1. Флуоресцирующий глобулин предназначен для выявления 

лептоспир независимо от серогрупповой принадлежности в крови, па
ренхиматозных органах, транссудате из грудной и брюшной полостей, 
перикардиальной и спинномозговой жидкостях, моче больных и пав
ших животных, органах и тканях абортированного плода, в воде и 
почве.

1.2. Флуоресцирующий глобулин для диагностики лептоспироза 
представляет собой глубулины агглютинирующей лептоспирозной сы
воротки, меченные флуоресцеинизотиоиианатом. По внешнему виду это 
сухая пористая масса желто-оранжевого цвета, растворимая в дистил
лированной воде в течение I—2 мин.

На этикетке ампулы должны быть указаны наименование препара
та, предпри яти я-изготовителя, объем, рабочее разведение, номер се
рии и госконтроля, дата изготовления.

1.3. Глобулин хранят в сухом темном месте при температуре 4— 
15°С. Срок годности его — 2 года при соблюдении условий хранения.

2. Порядок применения глобулина.
2.1. Сухой глобулин растворяют стерильной дистиллированной 

водой до указанного на этикетке ампулы первоначального объема. 
Растворенный глобулин дополнительно разводят физиологическим раст
вором с pH 7,4—7,6 до рабочего разведения, указанного на этикетке
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ампулы, переносят в стерильную пробирку, консервируют мертиолятом 
в соотношении 1 : 10 000 (0,1 мл 1%-ного раствора мертиолята на 10 мл 
глобулина), закрывают резиновой пробкой и хранят при температуре 
2— 10°С. Такой глобулин можно использовать в течение месяца при соб
людении условий хранения. Рабочий раствор глобулина без консерван
та можно использовать в течение 5 дн., храня его при 2—5°С.

2.2. Препараты из исследуемого материала приготавливают на 
тщательцо обезжиренных и хорошо отмытых предметных стеклах.

Новые предметные стекла заливают раствором нашатырного спирта 
(на 1 л дистиллированной воды 10 мл нашатырного спирта) на 10 мин, 
протирают марлевым тампоном, не касаясь поверхности стекол пальца
ми, и 2—3 раза перекладывают в свежий раствор. Перед использова
нием стекла вынимают из раствора и высушивают на воздухе.

Использованные стекла кипятят 2 ч в дистиллированной воде с до
бавлением двух столовых ложек стирального порошка («Лотос», «Аст
ра», «Планета» и др.) на 5 л воды. Многократно промывают дистиллиро
ванной водой, не касаясь поверхности стекол пальцами, затем отмывают 
в растворе нашатырного спирта как при обработке новых стекол:

2.3. Мазки из мочи, крови, суспензии органов, полостных жидко
стей, воды, культуры и т. п. на предметном стекле делают на площади 
около 2,0Х 2,5см , обводят восковым карандашом на обратной стороне 
стекла, высушивают при комнатной температуре.

2.3.1. Прозрачную мочу (не содержащую кристаллов соли, спермиев 
и других посторонних частиц) центрифугируют при 8— 10 тыс. об/мин 
в течение 30 мин (для осаждения лептоспир), сливают над осадочную 
жидкость, осадок ресуспендируют в оставшейся капле мочи и наносят 
на предметное стекло для последующего высушивания и окраски.

Мочу, содержащую значительное количество посторонних частиц, 
сначала очищают центрифугированием при 3 тыс. об/мин 10 мин, сли
вают надосадочную жидкость и центрифугируют ее для осаждения леп
тоспир при 8— 10 тыс, об/мин 30 мин, сливают надосадочную жидкость 
и делают мазок из ресуспендироваиного осадка. Д ля исследования при
годна только свежая моча, хранившаяся не более 10— 12 ч при темпера
туре не выше 20°С. При более высокой температуре допускается хране
ние мочи до 6—8 ч.

2.3.2. Кровь, взятую от больного, подозрйтельного по заболеванию 
или подозреваемого в заражении животного, смешивают с двойным ко
личеством 1,5%-ного раствора лимоннокислого натрия, центрифугируют 
при 3 тыс. об/мин 10 мин или отстаивают в течение часа. Препараты 
готовят из прозрачного над осадочного слоя жидкости. Целесообразно 
осаждение лептоспир из надосадочной жидкости проводить центрифуги
рованием при 8— 10 тыс. об/мин в течение 30 мин.

2.3.3. Суспензию из органов павших (убитых) животных при бес
симптомном течении лептоспироза готовят из коркового слоя почек, 
при остром течении — из ткани почек и печени. У абортированного 
плода готовят и исследуют суспензию из всех органов. Патологический 
материал должен быть взят и исследован в течение 6 ч б летнее время и 
10— 12 ч при условии хранения его в охлажденном состоянии. Вероят
ность выделения лептоспир в более поздние сроки снижается.

Кусочки исследуемого органа массой 2—3 г растирают в ступке 
с 5—7 мл питательной среды или физиологического раствора или сте
рильной воды до получения гомогенной взвеси. Суспензию отстаивают 
в холодильнике I—2 ч или центрифугируют в течение 10 мин при 3 тыс, 
об/мин и делают мазки из надосадочной жидкости.

2.3.4. Препараты из транссудата грудной и брюшной полостей,
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содержимого желудка плода и других жидких субстратов готовят по той 
же методике, что и из мочи (п. 2.3.1).

2.3.5. Препараты из культур лептоспир готовят без предваритель
ной обработки путем нанесения на стекло капли культуры.

2.3.6. Воду для исследования центрифугируют при 8—10 тыс. 
об/мин в течение 30 мин, сливают над осад очную жидкость, а осадок ре- 
су с пендир у ют в капле надое ад очной жидкости и наносят на предметное 
стекло.

2.4. Мазки высушивают при комнатной температуре, не допуская 
к ним насекомых; фиксируют ацетоном 5 мин или этиловым спиртом 
15 мин и снова высушивают на воздухе.

Для окрашивания препараты размещают горизонтально на мостике. 
На каждый мазок наносят 3—5 капель разведенного флуоресцирующего 
глобулина, распределяют его по всей поверхности-мазка и выдерживают 
при комнатной температуре 20 мин. Для лучшего окрашивания препа
раты следует периодически покачивать. Затем глобулин сливают.

Препараты промывают водопроводной водой и физиологическим 
раствором (pH 7,4—7,6) по 5 мин, меняя за это время раствор 4—5 раз. 
Затем препараты промывают в таком же порядке дистиллированной 
водой; воду стряхивают и мазки подсушивают на воздухе или исполь
зуя обогреватель с вентилятором. После этого на мазок наносят неболь
шую каплю смеси, состоящей из 9 частей глицерина и 1 части 0,05 М фос
фатного буфера (pH 8,0), накрывают покровным стеклом, плотно при
жимают его к предметному стеклу, удаляя излишки забуференного 
глицерина.

2.5. Для контроля приготавливают 2—3 мазка одного из диагно
стических штаммов лептоспир и окрашивают их параллельно с мазками 
из патологического материала.

2.6. Мазки просматривают под люминесцентным микроскопом 
МЛ-1, МЛ-2, МЛ-3, МЛД или биологическим микроскопом с приставкой 
ОСЛ-1. Светофильтры: СЗС-14 (СЗС-7), БС-2, ФС-1 (ФС-2); окулярные 
светофильтры: Т-1Н (Т-2Н) или ЖС-18 (СЗС-19) в МЛ-1 и № 1 или № 2 
в МЛ-2. Увеличение 7X90, сила тока 4,1 А. Микроскопируют через не
флуоресцирующее масло или его заменитель, приготовленный из хими
чески чистого диметилфталата (100 мл) и нафталина сублимированного 
(1,75 г) или тимола чистого (5,0 г).

3. Учет результатов.
3.1. Окрашенные флуоресцирующим глобулином лептоспиры имеют 

зеленоватое, не сияющее свечение всей поверхности микроба (в отличие 
от контурного сияющего свечения микробов других видов). В препарате 
лептоспиры сохраняют свою форму, просматриваются отдельные вто
ричные (первичные не видны) завитки спирали, но, как правило, не 
видны характерные для живых лептоспир булавовидные утолщения на 
концах, наблюдаемые при темнопольной микроскопии.

3.2. Диагноз устанавливают по морфологии лептоспир и интенсив
ности их свечения, оцениваемой в крестах:

(-|—Н + + ) — четкое зеленовато'е свечение;
(+Н—И  — умеренное зеленоватое свечение;

— зеленоватые «тени»;
— нет форм, характерных для лептоспир.

3.3. Диагноз на лептоспироз считают установленным при обнару
жении в патологическом материале микробов с морфологией, типичной 
для лептоспир, с интенсивностью свечения не менее чем в два креста.
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3.4. Все замечания по качеству флуоресцирующего глобулина сле
дует направлять во Всесоюзный государственный научно-контрольный 
институт ветпрепаратов МСХ СССР по адресу: 123022, Москва, Звени
городское шоссе, 5.

151



П Р Е Д М Е Т Н Ы Й  У К А З А Т Е Л Ь

Агар глюкозо-кровяной 227
— дрожжевой 27
— картофельный 82
— кровяной 230
— молочно-солевой 228
— мясо-пептонный печеночно-

глюкозо - глицериновый 
(МППГГА) 82

— печеночно-аминопептидный 
85

— печеночно-глюкозо-глицери
новый (ПГГА) 82

— плотный печеночно-сыворо
точный 85

— полужидкий печеночно-сы
вороточный 85

— полужидкий с дефибриниро- 
ванной кровью 248

— сывороточно-декстрозный 85
— шоколадный 239
Бульон глюкозо-сывороточный 

227
— дрожжевой 27
— мясо-пептонный печеночный 

(МППБ) 82
— печеночно-глюкозо-глицери

новый 82
— с желчью 10%-ный 186, 227
— 40%-ный 230
Вода мясная 82
— печеночная 82
Выбор питательных сред 271
Гель агаровый 1%-ный 31

Дезагрегация ткани 314

Жидкость Карнуа 309

Индикатор для определения ана
эробных условий 39

Консервирующая смесь глице
риновая 185

------фосфатная буферная 185
Лизис желчью 225

Метод выявления капсулообра- 
зования 13, 14

— определения вирулентности 
сиби р еязвен ны х ку л ьту р 14

— флуоресцирующих антител 
(МФА) 180

Молоко с метиленовым синим 
228

— с 0,02%-ньм метиленовым 
синим 230

Обнаружение индола 217 
Окраска мазков гематоксилин- 

эозином 309
------по Козловскому 81
------по методу Гипса 239
------по Романовскому — Гим-

зе 309
------по Стампу 81
------по Фельгену 309
------по Шуляку — Шину 82
Определение гемолитической ак

тивности 8
— концентрации углекислого 

газа 85
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Раствор антибиотиков 272
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0,5%-ный 283
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-------Эндо 186
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— Игла 282, 324
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252

— из куриного мяса 260
— Кларка 218
— Клиглера 217
— комбинированная Олькениц- 

кого'216
— Мартена 251, 260
— плотная ВИЭВ для изоля

ции кампилобактерий 125, 126
— сафранино-железо-новобиоци- 

новая 123, 124
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— с лактозой 252
— с повышенным содержанием 
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— триптический перевар бычье

го сердца 337
— Ферворта — Вольфа в моди

фикации С. И. Тарасова 146
— Флетчера 146
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228
— Хоттингера 259
— Эдварда 258
— энтерококковая дифферен

циально-диагностическая 228
Среды индикаторные с амидо

черным 168
------ с конгоротом 168
------ с лакмусом 167
------ с метил ротом 167
------ с нейтральротом и метиле

новой синью 167
-------обогащения Кауфмана 186
------ - Киллиана 186
-------Мюллера 186
------  селенитовая 185
— плотные питательные 252
Тест «жемчужного ожерелья» 6,7 
Фаготипирование 17—28 
Экстракт дрожжевой 252 
Эритрит-агар 85
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