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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.



ПАРАТУБЕРКУЛЕЗ

Наставление по диагностике 
паратуберкулезного энтерита 

(паратуберкулеза) крупного рогатого скота

(П рилож ение к «Инструкции о мероприятиях по проф илактике 
и ликвидации паратуберкулезного энтерита 

(паратуберкулеза)», утверж д енной Главветупром Минсельхоза СССР
18 августа 1975 г.)

Для диагностики паратуберкулеза у крупного рогатого скота при
меняют клинический, аллергический, серологический, бактериологиче
ский и гистологический методы исследований.

2. Серологическая диагностика.
2.1. Реакцию связывания комплемента (РСК) проводят в соответ

ствии с временным наставлением по постановке реакции связывания 
коплемента для диагностики паратуберкулеза крупного рогатого скота 
и овец с антигеном Сибирского научно-исследовательского ветеринар
ного института.

3. Бактериологический и гистологический методы исследования.
ЗА. Лабораторный диагноз на паратуберкулез ставят на основании 

положительных результатов бактериоскопического и гистологического 
исследований. При необходимости проводят бактериологическое иссле
дование.

3.2. От подозреваемых в заболевании паратуберкулезом животных 
собирают фекалии и пересылают их в лабораторию в закрытых пробир
ках или баночках. Из фекалий выбирают комочки слизи или обрывки 
слизистой оболочки и, растирая их на предметных стеклах, готовят 
мазки.

3.3. Для посмертного бактериологического и гистологического ис
следований отбирают З-г-5 различных участков тонкого отдела кишеч
ника и 2—4 брыжеечных лимфатических узла, кусочек илеоцекальной 
заслонки с прилегающим лимфатическим узлом. При этом желательно 
отбирать измененные участки кишечника (с утолщенными стенками, с 
выраженной складчатостью слизистой оболочки) и увеличенные лимфа
тические узлы.

Для бактериологического исследования отобранный материал мож
но консервировать стерильным 30%-ным водным раствором глицерина 
или замораживанием. Для проведения бактериологического исследова
ния отрезки кишечника и лимфатические узлы необходимо помещать 
в разные банки. Материал для гистологического исследования в обяза
тельном порядке фиксируют в 10%-ном растворе формалина (1 часть 
продажного формалина на 9 частей воды).

3.4. Бактериоскопическое исследование. Для исследования готовят 
4—6 мазков и окрашивают их по методу Циля — Нильсена. В каждом 
мазке просматривают до 50 полей зрения. При этой окраске темно
красные микобактерии паратуберкулеза располагаются на синем фоне 
палисадами (частоколом) или кучками по 2, 3 и больше, что является 
характерным для возбудителя этой болезни. При обнаружении в мазках 
единичных и нетипично расположенных кислотоустойчивых бактерий
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из исследуемого материала повторно готовят и просматривают 4— 
6 мазков.

3.5. Гистологическое исследование. Для исследования вырезают 
кусочки из стенки кишечника шириной до 2 мм и лимфатических узлов 
не толще 2 мм. Отмывают их 2—3 ч в проточной воде от формалина. 
Проводят через серию спиртов и заливают в целлоидин, наклеивают на 
деревянные блоки и готовят срезы толщиной 10— 15 мкм. Часть препа
рата окрашивают гематоксилин-эозином, а для обнаружения возбуди
теля — по Цилю — Нильсену.

Гистологические изменения при паратуберкулезном энтерите от
личаются от других энтеритов наличием типичных раз ростов э пите ли о- 
идных клеток, располагающихся диффузно и в виде гранулем. Среди 
эгштелиоидных клеток находятся и гигантские клетки типа Лангганса. 
Раз росты эпител иоидных клеток располагаются в слизистой оболочке 
кишечника, а иногда и в подслизистом слое. При этом ворсинки слизи
стой оболочки увеличены, часто сливаются и имеют вид колбообразных 
вздутий. Некоторые ворсинки сдавлены и атрофированы. Либеркюновы 
железы также подвергаются атрофии.

В брыжеечных лимфатических узлах эпител и оидные клетки рас
полагаются преимущественно в краевых и центральных синусах, а в 
лимфатических сосудах — в их стейках (продуктивный эндолимфан
гит).

В срезах, окрашенных по Цилю — Нильсену, микобактерии пара
туберкулеза находятся- в эпителиоидных и гигантских клетках и реже 
вне их.

3.6. Бактериологическое исследование. Кусочки лимфатических 
узлов и отдельно соскобы (ткань) слизистой оболочки и подслизистого 
слоя кишечника в количестве 4—5 г измельчают ножницами до 2—3 мм, 
помещают в разные стерильные ступки, покрытые стерильной перга
ментной бумагой. Лимфатические узлы заливают 3%-ным раствором 
серной кислоты в соотношении 1 : 10, а слизистую оболочку кишечни
ка — 6%-ным раствором этой кислоты и выдерживают 10— 15 мин. 
Затем раствор серной кислоты сливают, а материалы заливают в зави
симости от концентрации серной кислоты соответственно на 5 или 
10 мин стерильным физиологическим раствором в таком же объеме. 
Физиологический раствор сливают, кусочки материала растирают и сус
пендируют в небольшом количестве стерильного физиологического рас
твора. Высевают на модифицированную казеиновую среду Дюбо — 
Смита с добавлением фактора роста (экстракт из микобактерий Тимофе
евой травы) и для контроля на среду Петраньяни.

Посевы выдерживают в термостате при 38°С 3—4 мес. Рост возбуди
теля паратуберкулеза на средах при сильном обсеменении тканей появ
ляется через 18—20 дн., при слабом обсеменении— в течение 3 мес. 
Культуры вырастают в виде плоских колоний с неровными краями 
и ядром в центре. В дальнейшем они принимают бугристый вид. Для 
идентификации выделенную культуру высевают на казеиновую среду 
Дюбо — Смита с фактором роста и без него. Возбудитель паратуберку
леза в первых генерациях размножается на питательной среде только 
в  присутствии фактора роста. Микобактерии, паратуберкулеза не пато
генны для лабораторных животных.

3.7. Приготовление питательной среды для бактериологического 
исследования.

А. Состав модифицированной казеиновой питательной среды 
Дюбо — Смита (ВИЭВ, А. П. Аликаева):
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Однозамещенный фосфорнокислый
калий, КН2Р 0 4 .................. .. . 1 г

Дву замещенный фосфорнокислый
натрий, Na2H P 0 4 ........................  6,25 г

Сернокислый магний, MgS04 . , , 0,01 г 
Хлористый кальций, СаС12 • * » > 0,0005 г 
Сернокислый цинк, ZnS04 . . . . .  0,0001 г 
Сернокислая медь, CuS04 . . . .  0,0001 г 
Лимоннокислое аммонийное же

лезо ................... * ........................... 0,05 г
А спарагин........................................... 1 г
Гидролизат к а з е и н а ........................80 мл
Спиртовой экстракт микобактерий 

Тимофеевой травы по Смиту , , 20 мл 
Дистиллированная в о д а ................ до 1 л
Агар Д и ф к о ........................................ 1,5%
Стерильная инактивированная сы

воротка крупного рогатого скота 20%
П енициллин........................................ 50 ЕД на 1 мл среды

Б, Приготовление гидролизата казеина. Нагревают до 28°С 1 л 
водопроводной воды. Добавляют 84 г казеина. Устанавливают едким 
кали pH равным 8,0. Подогревают на водяной бане 3 ч при температуре 
28°С. Снова доводят pH до 8,0. Добавляют 2 г панкреатина и 2 мл 
хлороформа. Полученную смесь переливают в бутыль, закрывают рези
новой пробкой и оставляют при комнатной температуре. Через 10 дн. 
фильтруют через полотно, устанавливают pH 7,4, разливают по флако
нам и стерилизуют при 120°С 30 мин. Гидролизат может сохраняться 
длительно при комнатной температуре.

В. Приготовление спиртового экстракта микобактерий тимофее- 
вой травы по Смиту. Культуру микобактерий Тимофеевой травы выра
щивают на мясо-пептонном бульоне, содержащем 4% пептона и 10% 
глицерина. Через 3—4 нед при получении пышного роста культуру от
деляют от жидкости путем пропускания через двойной бумажный 
фильтр. Культуру отжимают в воронке, промывают стерильной дистил
лированной водой и нагревают при 80°С в течение 30 мин в аппарате 
Коха. Высушивают в эксикаторе в чашках Петри над серной кислотой 
или хлористым кальцием или в термостате при 45°С, а затем помещают 
в стерильную ступку и тщательно растирают в порошок; 20 г сухого 
порошка 3 раза экстрагируют кипячением в спурте в течение 20 мин в 
колбе с обратным холодильником, употребляя каждый раз 150 мл 
спирта. Все порции экстракта собирают и оставляют на ночь. Над оса
дочную жидкость пропускают через бумажный фильтр и сливают в кол
бу, затем сгущают при пониженном давлении до образования вязкой 
красновато-оранжевой жидкости. Полученную жидкость смешивают 
с 80 мл 50%-ного раствора глицерина, приготовленного на дистилли
рованной воде. Устанавливают pH равным 7,6. Жидкость прогревают 
в кипящей водяной бане 10 мин. Горячую жидкость помещают в дели
тельную воронку и оставляют на ночь. Оставшийся на поверхности жид
кости слой жироподобных веществ снимают, а нижнюю светлую часть 
жидкости (pH 7,0) сливают, разливают в ампулы, запаивают и автокла
вируют при 120°С 20 мин. Экстракт можно хранить длительное время.

Г. Приготовление солевых компонентов. Взвешиваю!' однозамещен
ный фосфорнокислый калий, двузамещенный фосфорнокислый натрий, 
сернокислый магний и растворяют в 100—250 мл дистиллированной воды
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в литровой колбе. В другой колбе в таком же объеме воды при подогре
вании поочередно растворяют аспарагин и лимоннокислое аммиачное 
железо, которое смешивают с раствором указанных выше солей, прибав
ляют хлористый кальций, сернокислый цинк и сернокислую медь. Их 
дозируют следующим образом.

Расчет для сернокислого цинка (меди). На торзионных или анали
тических весах взвешивают 10 мг вещества, которое растворяют в 10 мл 
воды. К 1 мл этого разведения приливают 9 мл воды и получают раствор, 
в 1 мл которого содержится 0,0001 г сернокислого цинка (меди). Для 
приготовления нужной концентрации раствора хлористого кальция 
взвешивают 50 мг вещества, а затем поступают, как указано выше. 
На 1 л среды добавляют по 1 мл каждого конечного разведения соот
ветствующего вещества.

Д. Порядок составления среды. В колбу с растворами солей и аспа
рагина добавляют 80 мл гидролизата казеина, 20 мл экстракта мико
бактерий Тимофеевой травы, добавляют дистиллированной воды до 1 л 
н пропускают через бумажный фильтр.

Устанавливают соляной кислотой pH, равный 6,5. Разливают 
равномерно по флаконам, добавляют 1,5% агара и стерилизуют при 120°С 
20 мин или при 112°С 30 мин. Такой полуфабрикат длительно сохра
няется при комнатной температуре.

Перед употреблением к расплавленному в водяной бане полуфаб
рикату добавляют 20% стерильной, инактивированной при 50°С I ч 
сыворотки крупного рогатого скота и пенициллин из расчета 50 ЕД 
на 1 мл среды.

Готовую среду разливают по пробиркам, скашивают, выдерживают 
при комнатной температуре в течение суток. Для проверки на стериль
ность пробирки со средой помещают в термостат на 2—3 сут.
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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

Получение и подготовка эри
троцитов барана для постанов
ки РСК и РДСК 86 

Приготовление индикаторных 
бумажек 187

Раствор антибиотиков 272
— веронал-мединаловый буфер

ный 329
— версена 282
— гидролизата лактоальбумина 

0,5%-ный 283
— гидролизата мышечных бел

ков 0,3%-ный 282
— глицерина 216
— двууглекислого натрия 282
— двухромовокислого калия 279
— полиэтиленгликоля 326
— Тироде 281
— трипсина 283
— уксусной кислоты 282
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физиологический хлорида 
натрия с добавлением ионов 
магния и кальция (для поста
новки РСК и РДСК) 86

— Хенкса 281
— хлориду натрия фенолезиро- 

ванные для.РА  86
Реактив биуретовый 328
— йодистый калий 328
Реакция диффузной преципита

ции в геле 333
— с метил ротом 218
— нейтрализации с целые» вы

явления антител к вирусу ин
фекционного ринотрахеита и 
вирусной диареи 332

— непрямой гем агглютинации 
(РПГА) 332

—* преципитации 8
— связывания комплемента 

(РСК) 334
— торможения гемагглютина- 

ции (РТГА) 332
— Фогеса — Проскауэра 218
— Эрлиха 181
— метиленового синего 226

Среда Биттера с рамнозой 187
— водно-сывороточная 145
— дифференциальная висмут- 

сульфат-агар 186
-------Левина 186
-------Плоски рев а 186
-------трехуглеводная с моче

виной 186
------- Эндо 186
— для обнаружения сероводо

рода 216
— для определения способности

бактерий расщеплять мочеви
ну 218 н

— для посева по Свену — Гар
ду 187

— Дюбуа — Смита 90
— Заксе 243
— Игла 282, 324

— из гидролизата мышцы серд
ца крупного рогатого скота 
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
— Симмонса 216
— с лактозой 252
— с повышенным содержанием 

лактозы 187
— с теллуритом калия 228
— триптический перевар бычье

го сердца 337
— Ферворта — Вольфа в моди

фикации С. И. Тарасова 146
— Флетчера 146
— 6,5%-ного хлорида натрия 

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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