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1.
БОЛЕЗНИ, ОБЩИЕ ДЛЯ ВСЕХ 

ИЛИ НЕСКОЛЬКИХ ВИДОВ 
ЖИВОТНЫХ

ЯЩУР

МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ ПО ВЫЯВЛЕНИЮ, 
ИДЕНТИФИКАЦИИ ТИПОВОЙ СПЕЦИФИЧНОСТИ 

И КОЛИЧЕСТВЕННОМУ ОПРЕДЕЛЕНИЮ 
АНТИТЕЛ К ВИРУСУ ЯЩУРА 

В СЫВОРОТКЕ КРОВИ животных
{утверждены 10 февраля 1988 г., № IIS-ва)

1. Общие положения.
1.1. Настоящие методические указания предназначены 

для научно -ис с л ед о ватс л ьск и х и других учреждений, за­
нимающихся лабораторной диагностикой ящура и изуче­
нием динамики формирования гуморального иммунитета у 
переболевших или вакцинированных животных.

1.2. Выявление, идентификация и количественное опре- 
деление антител к вирусу ящура проводится в два этапа, 
выполняемых одновременно или последовательно:

■ выявление и определение уровня постинфекционных 
антител с помощью непрямой реакции иммунофлуо* 
рееценции {НРИФ);

■ идентификация типовой специфичности и количествен­
ное определение антител с помощью реакции радиаль­
ной иммунодиффузии (РРИД),
1.3. Выявление постинфекционных антител в НРИФ 

основано на способности сыворотки крови переболевших 
животных давать специфическое свечение, в отличие от 
сыворотки вакцинированных или интактных животных, 
не дающей специфического свечения.

1.4. Сущность НРИФ заключается в формировании 
зоны специфической преципитации вирусных антигенов 
антителами, включенными в состав агарового геля. Дан­
ная реакция является типоспецифичной. По мере снижения
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концентрации специфических антител при разведении сы­
воротки интенсивность зоны преципитации уменьшается, 
а размер — увеличивается,

2. Взятие и пересылка материала на исследование,
2.1. Материалом для исследования на наличие анти­

тел к вирусу ящ ура служ ат сыворотки крови животных, 
подозреваемых в переболевании ящуром или другими 
везикулярными болезнями либо вакцинированных про* 
тив них,

2.2. Для достоверного выявления антител и определе­
ния их типовой специфичности пробы сыворотки крови дол­
жны быть взяты не ранее 7 дней с момента появления у 
животных признаков везикулярного заболевания или про­
ведения вакцинации. На исследование следует направлять 
5, „10 проб сыворотки от каждой возрастной группы ж и­
вотных, При сомнительных результатах первичного иссле­
дования необходимо отобрать кровь повторно от тех же ж и­
вотных спустя 7 „ . 10 дней.

2.3. Кровь у  крупного и мелкого рогатого скота берут из 
яремной вены, а у свиней — из ретробульбарного венозного 
синуса. Сыворотку, полученную общепринятым методом, 
консервируют антибиотиками (по 500 ЕД/мл пенициллина 
и стрептомицина) или замораживают при: - 2 ОХ. На иссле­
дование сыворотку (не менее 5 мл от каждого животного) 
направляют в термосе со льдом,

2.4. На партию проб сыворотки оформляют сопроводи­
тельный документ, в котором должно быть указано:

■ наименование и адрес хозяйства, где отобраны сыво­
ротки;

■ вид животных, от которых взяты сыворотки;
■ количество и номера проб, а также дата их взятия;
■ причина направления сывороток на исследование;
■ краткие клинические признаки болезни, время их про­

явления и предполагаемый диагноз;
■ дата вакцинации и характеристика использования вак­

цин;,
■ фамилия и должность лица, направившего сыворотки 

на исследование.
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8. Аппаратура, материалы, реактивы, растворы и  СЫ­
ВОРОТКИ.

В Л. Для исследования сыворотки в НРИФ применяют:
■ вентилятор настольный) 
к  весы лабораторные;
и камеру влажную (стерилизатор или кювета с крышкой, 

на дно которых кладут смочен кую водой фильтроваль­
ную бумагу);

и микроскоп люминесцентный;
■ потенциометр или рН-метр;
и  термостат электрический с автоматическим регулято­

ром;
■ препараты из культуры клеток, содержащие антиген 

вируса ящура (готовят во Всероссийском кау'шо-иесяе- 
дошггельском ящурном институте в соответствии с «При­
ложением*);

■ препараты ш  неинфицировяниой культуры клеток (для
контроля);

■ пипетки вместимостью 1 и б мл с ценой деления 0,1 мл;
■ пробки резиновые;
■ флаконы пенициллиновые;
■ воду дистиллированную;
■ буферный фмзиологическ»^: раствор (БФР) с pH 7,2-..7,4. 

Вначале готовят раствор А (9,08 г калия фосфорнокис­
лого однодамещенного» х. и., растворяют в воде объе­
мом до 1 л) и раствор Б (9,48 г натрия фосфорнокис­
лого двувамещенного безводного, х. ч„ или 23,75 г 
NagHP0lf “I2HE0  растворяют в воде объемом до 1л),
Для приготовления 1/15 М раствора фосфатного буфе­

ра с pH 7,2..,7,4 смешивают 280 мл раствора А м 720 мл 
раствора Б. Для получения БФР с тем же pH берут 300 мл 
раствора фосфатного буфера и 700 мл 0,85% -него раствора 
натрия хлористого, ж. ч. Растворы готовят на кипяченой 
дистиллированной воде. Перед употреблением проверяют 
pH полученного БФР, При отклонении pH в щелочную сто­
рону добавляют раствор А, в кислую — раствор Б;

■ альбумин бычий, меченный родамином;
■ сыворотки крови крупного рогатого скота, овец и сви­

ней, не содержащие псетинфекционных антител к ви-
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русу «щура, т, е. нормальные или негативные сыворот­
ки (для контроля);

■ сыворотки крови крупного рогатого скота, овец и сви­
ней — ящурных реконвалесцентов, т. е, позитивные 
сыворотки (для контроля);

■ сыворотки крови крупного рогатого скота, овец и сви­
ней, привитых инактивированной вакциной, т. е. сыво­
ротки, содержащие поствакцинальные антитела (для 
контроля);

■ сыворотки сухие кроличьи люминесцирующие против 
глобулинов быка, барана и свиньи (антивидовые). 
Рабочие разведения люминесцирующей днтнвидовой

сыворотки и бычьего альбумина, меченного родамином, 
готовят согласно наставлениям, прилагаемым к втим ре­
активам Институтом эпидемиологии и микробиологии 
им. Н, Ф, Гамалеи (Москва), который их выпускает.

3.2. Для постановки РРИД применяют;
■ баян водяные 100 и 56°С;
■ pH-метр;
■ пробирки серологические с резиновыми пробками;
■ штативы для пробирок;
■ пипетки серологические вместимостью 1, 2, 5 и 10 мл;
■ колбы, цилиндры и другую1 посуду различной емкости;
■ предметные стекла 26x76 мм;
■ камеру герметическую или эксикатор для постановки 

реакции во влажной атмосфере;
■ штамп для шготовления лунок диаметром 4,0 и 7,7 мм;
Л уровень;
Ш осветитель ОИ-16 с синим светофильтром;
■ ш ланга резиновые разных диаметров;
■ раствор буферный физиологический (см. п. 3.1);
■ воду дистиллированную;
Ш антигены эталонные 7 типов вируса ящура и других ве­

зикулярных болезней (ВВС 0-72 и Т-75, БЭС А-48 и 
С-72, ВС «Индиана» и «Нью-Джерси»), изготавливае­
мые БНИЯИ по инструкциям, утвержденным ГУВ МСХ 
СССР;

Л сыворотки эталонные 7 типов ящура и других везику­
лярных болезней (ВЕС €-72 и Т-75, ВЭС А-48 и С-72, ВС



if, Воладш, общие Зля неех ияинеатышх еиЗт животных 9

«Индиана» и «Нью-Джерси?*), изготавливаемые ВНИЯИ 
по инструкциям:, утвержденным ГУБ МСХ СССР, или 
препараты иммуноглобулинов, выделенных из иммун­
ных сывороток, полученных на инактивированный ви­
рус перечисленных болезней; 

ш агар белый или импортный фирм «Серва» или «Дифко»; 
ж азид натрия или кислота карболовая,

4. Требования к условиям проведения исследований.
4.1. Работа noi выявлению, идентификации типовой спе­

цифичности и количественному определению антител к  ви­
русу ящура может проводиться в условиях обычных ветери­
нарно-диагностических лабораторий и не требует создания 
более строгого санитарного режима, поскольку проводится 
с неинфекционными материалами,

5. Проведшие исследований по выявлению и опреде­
лению уровня постинфекционных антител с помощью 
НРИФ.

5.1. Техника проведения НРИФ,
5.1.1. Сыворотки инактивируют при 56°С в течение 

30 мин, а затем разводят БФР с pH 7,2...7,4 в соотношени­
ях 1:10 и 1:20.

5.1.2. Препараты располагают в кювете и соответству­
ющим образом маркируют графитовым карандашом на ма­
товом шлифе стекла.

5.1.3. НРИФ состоит из двух этапов.
Первый этап, Препараты, содержащие вирусный анти­

ген, обрабатывают последовательными разведениями ис­
пытуемой сыворотки, нанося на них по 2...3 капли сыворот­
ки, начиная с конечного ее разведения, с последующим: ин­
кубированием во влажной камере при 37°С в течение 30 мин. 
На каждое разведение сыворотки берут не менее двух препа­
ратов. Несвяэавшиеся антитела сыворотки отмывают в двух 
порциях (по 10 мин в каждой) БФР с pH 7,2...7,4, охлаж­
денного до 4°С, и подсушивают на воздухе под вентиля­
тором.

Второй этап. Препараты окрашивают смесью рабочих 
разведений двдммнесцирующей антивндовой сыворотки
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и бычьего альбумина, меченного родамином (по 2...3 кап­
ли на препарат). Препараты, обработанные на первом этапе 
НРИФ сывороткой крупного рогатого скота, допустимо 
окрашивать люминеецирукицей сывороткой против глобу­
линов барана и наоборот.

После этого препараты, как и на первом этапе реакции, 
снова инкубируют во влажной камере при 37°С в течение 
30 мин, затем отмывают в двух-трех порциях БФР от не- 
связавшихся антител к ополаскивают в дистиллированной 
воде (для удаления осадка солей, находящихся в БФР).

5.1.4. Контрол и. Для исключения возможных ошибок 
НРИФ должна сопровождаться следующими контрол ям и:

а) препараты на первом этапе реакции обрабатывают 
сывороткой ящурных реконвалесцентов с известной имму- 
нофлуоресцентиой активностью, т. е. позитивной сыворот­
кой, разведенной БФР в соотношении 1:10 и 1:20 (положи­
тельный контроль);

б) п р е п а р а т ы  на первом этане реакции обрабатывают 
нормальной, т. е, негативной сывороткой, разведенкой БФР 
в соотношении 1:10 и 1:20 (отрицательный контроль, в ко­
тором специфического свечения не должно быть);

в) при необходимости дифференциации постинфекци­
онных антител от постввкдивалышх антител препараты 
обрабатывают сывороткой от вакцинированных животных 
в разведениях 1:10 и 1:20 (отрицательный контроль);

г) препараты из неинфицированной культуры клеток 
обрабатывают теми же реактивами, что и в контроле «а» 
(отрицательный контроль, используемый, как и контроля 
*б* и *в», для исключения возможного ложно специфиче­
ского свечения).

6.2. Люминесцентная микроскопия препаратов,
5.2.1. Вначале микроскопируют контрольные препара­

ты с тем, чтобы убедиться в качестве реактивов и антиге­
нов. Неудовлетворительные контроля делают нецелесооб­
разным исследование и остальных препаратов, т. е. выяв­
ление постинфекционных антител в сыворотках в атом 
случае становится невозможным.

5.2.2. Техника люминесцентной микроскопии, Препа­
раты исследуют под люминесцентным микроскопом в отра-



L Болезни, общие йт всех или рйКжшыш* видев животных 11

женном (падающем) свете при объективе х40, окуляре *4 
(или х5)„ возбуждающих светофильтрах ФС, ЕС и СС и за­
пирающем светофильтре ЖС-18 (или ЖС-19), увеличении 
бинокулярной насадки х1,1 (или >1,6). Детальное описа­
ние центрировки и других правил работы люминесцент­
ных микроскопов дано в прилагаемых к ним инструкциях.

5.2.3. При необходимости в ходе исследования прово­
дят фаза в о-контрастную микроскопию тех же полей зре­
ния препарата, но в проходящем свете (с целью дяфферен- 
цнровки клеточных элементов от посторонних частиц),

6.2.4. До и после исследования препараты можно хра­
нить несколько дней в сухой кювете при 4вС или комнат­
ной температуре в темном месте*

5.3. Критерии специфичности свечения,
5.3.1. Важные критерии, определяющие специфичность 

свечения в препаратах:
а) цвет должен быть зеленым или изумрудно-зеленым;
б) локализация только цитоплазматическая;
в) интенсивность свечения должна отчетливо превышать 

таковую соседних неинфициршанных клеток, а также кле­
ток в отрицательных кш тролях;

г) количество светящихся клеток не должно заметно 
отличаться от числа клеток с таким же зеленым свечением 
в положительном контроле (см. п. 5.1,4а).

5.3.2, Вое другие цвета свечения клеток: серо-зеленый, 
серый, желтый, розовый или красный (разных оттенков) — 
не являются специфическими.

5.4. Оценка результатов НРИФ.
5.4.1, Наличие в сыворотке постинфекционных анти­

тел определяют путем обнаружения в препаратах клеток со 
специфическим свечением, сходным с таковым в положи­
тельном контроле,

5.4.2, Диагностический результат считают положитель­
ным при обнаружении специфического свечения хотя бы в 
одной из 5... 10 сывороток, присланных из данного хозяй­
ства.

5.4.3, Наличие в препаратах яркого серо-зеленого, се­
рого или другого оттенка свечения клеток указывает на 
сомнительный результат реакции. Это может быть связано
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с присутствием в данной сыворотке высокого титра поетвак- 
цинальных антител. При сомнительных результатах через
7... 10 сут повторно получают и исследуют сыворотку от тех 
же животных,

5.4 .4 . Результат НРИФ является отрицательным при 
отсутствии специфического свечения в препаратах, обрабо­
танных обоими разведениями испытуемой сыворотки.

5 .5 . Титрование постинфекционных антител.
5 .5 .1 . Для определения уровня антител в испытуемой 

сыворотке проводят ее титрование с помощью НРИФ в сле­
дующем порядке:

а испытуемую сыворотку, давшую положительную НРИФ, 
разводят БФР с pH 7 .2 ...7 ,4  последовательно 1:40, 
1 : 8 0 , 1 : 2 8 0 ;

а  на препараты из культуры клеток, инфицированной 
вирусом ящура любого типа, пипеткой наносят выше­
указанные разведения испытуемой сыворотки, начиная 
с наивысшего;

а дальнейшее исследование проводят по той ж е схеме, 
что и при выявлении постинфекционных антител (см. 
подразделы 5 .1 ,..5 .4 ),
5 .6 . Оценка результатов титрования.
6 ,6 .1 ,0  титре постинфекционных антител в сыворотке 

судят по предельному ее разведению, которое способно да­
вать положительную НРИФ.

5 .6 .2 . При проведении НРИФ с использованием го­
мологичных препаратов, т, е. при соответствии типа ви­
русного антигена в них с типовой принадлежностью ан­
тител испытуемой сыворотки, титры антител у  ж и ю т-  
ных-реконвалесдентов, выявляемых этой реакцией, как 
правило, превышают титры вируснейтралкзующих анти­
тел на 2 . , .3  log2-

5 .6 .3 . При использовании для титрования гетерологич­
ных препаратов титры постинфекционных антител в сыво­
ротках, как правило, совпадают с титром вируснейтрали- 
зующих антител или превышают их на 1 ...2  log2.

5 .6 .4 . Выявление специфического свечения в препара­
тах, обработанных испытуемой сывороткой крупного рога­
того скота в разведениях 1:10,1:20 и 1:40, свидетельствует
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об остром переболевании животного ящуром, т, е. о том, 
что с момента его заболевания прошло около недели.

5.6,5. Наличие специфического свечения в препаратах, 
обработанных испытуемой сывороткой в разведениях 1:80 
и выше, указывает на то, что данная сыворотка взята от 
животного-реконвалесцента.

5.7. Результаты исследования оформляют в виде прото­
кола, в котором указывают:

■ дату исследования;
■ наименование и адрес хозяйства, откуда получены сы­

воротки;
■ причину исследования сывороток;
■ краткие данные о времени появления заболевания, кли­

нические его признаки, охват животных заболеванием, 
предполагаемый диагноз,, дату проведения вакцинации 
идр,;

■ характеристику испытуемых сывороток (от какого вида 
животных и когда они взяты, их количество);

■ наименование культуры клеток и типа (штамма) вируса 
ящура, используемых для приготовления препаратов;

и срок и условия хранения препаратов;
■ серию, срок годности и рабочие разведения л юм инее пи­

рующей сыворотки и бычьего альбумина, меченного ро­
дамином;

■ проведенные контрольные исследования (характери­
стика контрольных препаратов и контрольных сыво­
роток);

■ характер свечения в контроля» и препаратах, обработан­
ных разными разведениями исследуемой сыворотки;

■ результат реакции по каждой сыворотке и в целом по 
группе сывороток, полученных ив хозяйства (фермы, 
гурта, отары ж т. п,);

■ дату официального ответа и адресат.

6. Проведение исследований по типнрованню и коли­
чественному определению поепшфекциониых и псствак- 
щшальных антител в РРИД,

6.1. Подготовка компонентов реакции.
6.1.1. Агаровый гель готовят по следующей прописи:
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■ агара — 20 г;
я натрия хлористого — 16 г;
■ воды дистиллированной — до 1000 мл.

Смесь перечисленных ингредиентов доводят до кипе­
ния. После расплавления агара к нему добавляют 1 мл 50% - 
него раствора карболовой кислоты или 1,0 г азида натрия и 
0,03 г метилоранжа. Расплавленный агар фасуют во фла­
коны объемом 50... 100 мл или в ампулы объемом 3...6 мл, 
герметизируют и хранят при +4*0 до 12 мес., а при комнат­
ной температуре — до 6 мес.

6.1.2. Каждую пробу испытуемой и эталонной сыворот­
ки сначала разводят 1:5 буферным физиологическим рас­
твором, а затем последовательно с двукратным шагом до 
1:820 .

При необходимости более точного определения титра 
антител исследуемую сыворотку разводят не двукратным 
шагом, а в арифметической прогрессии, например 1:10, 
1:20, 1:30, 1:40, 1:50 ит. д. Объем каж дого разведения за­
висит от числа эталонных антигенов, с которыми проверя­
ется сыворотка.

Его находят по формуле

Х  = М + .2мл,
b

где X  —- объем разведения сыворотки, мл: а — число эта­
лонных антигенов, с которыми будет исследована сыворот­
ка; 6 — число антигенов, размещаемых на одной иммуно- 
диффузионной пластинке,

Если в результате получается не целое число, то его 
округляют в сторону увеличения объема.

Непосредственно перед постановкой реакции все разве­
дения сыворотки нагревают в водяной бане д© +50...55*С.

6.1.3. Сухие эталонные антигены регидратируют ди­
стиллированной водой в объеме, указанном на их эти­
кетках.

6.1.4. Сухие эталонные сыворотки и препараты имму­
ноглобулинов сначала регидратируют дистиллированной 
водой в объеме, указанном на их этикетках, а затем: готовят 
на буферном физиологическом растворе ряд последователь-
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ных двукратных разведений начиная с 1:20, в объемах, как 
указано в п. 6.1.2.

6 .1 .6 . Подготовка нишунодиффузиоиных пластинок 
заклю чается в следующем: агаровый гель, полученный, 
как  указано в п, 6 .1 .1 , расплавляю т в кипящ ей водяной 
бане, охлаждают до +50..,55°С  и смешивают с равными 
объемами нагретых до этой же температуры испытуе­
мых сывороток, разведенных, как  указано в п. б.1.2ъ По­
лученные жидкости тщательно смешивают к немедлен­
но наносят по 4 мл на обезжиренные предметные стекла, 
установленные по уровню на строго горизонтальный 
стол.

Яршнечаные, Обезжиривают предметные стекла сме­
сью равных объемов спирта и эфира или хромпиком по 
методике подготовки стеклопосуды в вирусологических 
целях.

После затвердения геля пластинки выдерживают при 
комнатной температуре на воздухе 1 ч или во влажной ка­
мере — 18„ ,20 ч, В затвердевшем агаре специальным штам­
пом на каждом стекле вырезают 4 лунки диаметром 4 мм 
или 8 лунки диаметром 7,7 мм, что зависит от активности 
эталонных антигенов. Вели титр их активности в РСК выше 
1:18, то делают лунки диаметром 4 мм, а если шике — 
7,7 мм.

6.1.6. Лунки иммунодиффувионных пластинок запол­
няют эталонными антигенами, не допуская их переполне­
ния и растекания по поверхности агара. Затем пластинки 
помещают во влажную камеру или в эксикатор и помеща­
ют в термостат при +37Х . Предварительный учет реакции 
проводят через 6.,.7 ч после постановки. Окончательно ре­
зультаты учитывают через 18 ч,

6.1.7. Реакцию учитывают по наличию зоны специфи­
ческой преципитации. Для ее выявления применяют косое 
освещение иммунодиффуэионных пластинок осветителем 
ОИ-19, Положительная реакция характеризуется образо­
ванием кольца преципитации в виде опалесцирующей или 
вуалевой зоны вокруг лунки с антигеном, гомологичным 
возбудителю, вызвавшему заболевание, или вакцинному 
штамму.
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Примечание. В отдельных случаях возможно появление 
зоны опалесценции вокруг лунок с гетерологичными ан­
тигенами. Для исключения ложнопдложителышх реэулъ- 
татои шшстшшй с такими зонами следует не 18 ,..20 ч 
поместить в виду , после чего учесть результаты повторно,

6,1.8. Учет результатов.
Антитела, обнаруженные в испытуемой пробе сыворот­

ки , относят к  тому серотипу, с антигеном которого они дали 
положительную реакцию, Их предельным титром считают 
максимальное разведение испытуемой сыворотки, с кото­
рым наблюдается положительная реакция.

Титры сыворотки, полученной от вакцинированных 
животных, зависят от активности использованной вакци­
ны, кратности и сроков ее применения и физиологических 
характеристик животного (возраст, вид). У однократко вак­
цинированного против ящура взрослого крупного рогатого 
скота обычно титры через 30,.,90сут после введения вак­
цины лежат в диапазоне 1:20...1:80, а после двукратной 
иммунизации ваги ж е сроки они возрастают до 1:80., ,1:160. 
Титры у молодняка, как правило, в 2...3 раза ниже, чем 
у взрослых животных. У свиней и овец титры ниже, чем у 
крупного рогатого скота.

После переболевания животных титры значительно 
выше, чем после вакцинации, и обычно превышают разве­
дение 1:160.

6,1.0. Результаты исследования сыворотки в РРИД про­
токолируют в специальных журналах, в соответствии с 
п, 5.7.

7. Общее заключение.
7.1. Выявление в НРИФ специфического свечения сви­

детельствует о наличии в испытуемой сыворотке поетин- 
фекционных антител, т. е, о пвреболевннии животного 
ящуром,

7.2. Исследование рекой нал есцентных сывороток в РРИД 
позволяет определить типовую специфичность антител, а по 
ним ретроспективно поставить диагноз на заболевание. 
Исследование поствакцинальных сывороток в этой реак­
ции позволяет определить типовую специфичность и состо-
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яние гуморального иммунитет®, а такж е эффективность 
применяемых средств активной имыунивации против ящу­
ра и других везикулярных болезней животных.

Общая продолжительность исследования сыворотки со­
ставляет 18 ч, в том числе дифференциация поотннфекци- 
онных антител от поствакцинальных с помощью НРИФ — 
4 ч, тштарование антител и определение титра их активно­
сти С: помощью РРИД “ ■ 18 ч.

ПРИЛОЖЕНИЕ к  «Методическим указаниям по выяв­
лению, идентификации типовой специфичности и количе­
ственному определению антител к вирусу ящура в сыворот­
ке крови животных*.

Способ приготовления препаратов (антигенов) для НРИФ. 
1. Аппаратура, материалы, реактивы, питательные

среды.
1.1. Для приготовления препаратов дополнительно, кро­

ме указанного в п. 8.1 «Методических указаний* , необхо­
димо следующее:

■ автоклав;
■ бокс стерильный;
я горелка газовая или спиртовая;
Я круг наждачный;
Я холодильник электрический бытовой или на -20°С;
я шкаф вытяжной;
Я шкаф сушильный электрический лабораторный;
я центрифуга лабораторная стационарная е набором цен­

трифужных пробирок;
Я банки стеклянные вместимостью 0 ,5 ...1 л ;
■ матрасы вместимостью 1 ...1 ,5л ;
Я пипетки пастеровские;
Я стекла предметные;
я  ацетон, осч, или производства ГДР, ЧССР;
я спирт этиловый ректификованный или спирт гидро­

лизный;
Я эфир для наркоза;
Я вереей (0,02% -кый раствор);
я вирус ящура (любого типа ила штамма), адаптирован­

ный к  культуре клеток, с титром около 10 ТЦД^/мл;
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■ раствор Хенкса (без индикатора);
■ среда питательная поддерживающая (среда Игла для 

перевиваемой культуры клеток, 0,5% -ныи гидролизат 
лактальбумина на растворе Хенкса или Эрла — для пер­
вичных культур клеток);

■I среда питательная ростовая, т. е. соответствующая под­
держивающая среда с 10%-ным содержанием сыворот­
ки крови кру пного рогатого скота;

■ суспензия или монослой первичной культуры клеток 
бычьей или свиной ночки (БП, СП) или перевиваемой 
культуры клеток ВИК-21;

■ трипсин (0,25%-ный раствор).

1.2. Растворы и среда должны быть стерильными. Посу­
да должна быть обработана общепринятым способом, а пред­
метные стекла — по следующей методике. Заранее на одном: 
из концов каждого предметного стекла с помощью наждач­
ного круга делают матовый шлиф шириной около 1 см, по­
том стекла тщательно моют в нейтральных детергентах, 
ополаскивают дистиллированной водой к хранят в смеси 
спирт-эфира (поровну). Перед употреблением их протирают 
насухо, проводят через пламя горелки и охлаждают. После 
употребления стекла вновь обрабатывают та  той же схеме.

2. Приготовление препаратов.
2.1. Препараты готовят путем инфицирования одно­

слойной культуры клеток вирусом ящура,
2.2. Однослойные культуры клеток выращивают в мат­

расах. вместимостью 1... 1,5 л общепринятым способом. При 
атом монослой клеток ВНК-21 формируется через 1...2 сут, 
СП — через 3 ...5 , БП — через 5...7 сут,

2.3. Для инфицирования выращенной культуры клеток 
используют оптимальную дозу вируса, определяемую на­
кануне путем титрования на соответствующей культуре кле­
ток. Необходимо, чтобы эта доза вируса вызывала в указан­
ной культуре лишь частичную деструкцию монослоя через
18 ...24 ч инкубации.

2.4. Культуру клеток инфицируют в следующей после­
довательности;
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я  из матраса с выращенным монослоем удаляют росто­
вую питательную среду и ополаскивают свежей поддер­
живающей средой;

в  в матрас вносят соответствующую дозу вируса и 150... 
200 мл поддерживающей среды* ставят в термостат 
при 37СС на 16.--2Q ч и периодически проводят свето­
вую микроскопию моноелоя (для контроля ЦПД ви­
руса).
2.5. Препараты готовят при наличии в монослое 10... 

30% пораженных клеток* т. е. при начальных признаках 
ЦПД вируса, когда при световой микроскопии обнаружи­
вают единичные очаги округления и деструкции клеток* а 
также отслоение некоторых из них от стекла,

2.6, Препараты готовят на специально обработанных 
предметных стеклах (см. п. 1.2) в следующей последова­
тельности:

■ из матраса удаляют поддерживающую питательную
среду;

■ клетки моноелоя «снимают» со стекла и дезагрегируют 
по общепринятому способу с помощью 80...50 мл рас­
твора трипсина или вереена, подогретого до 37%);

■ диспергированные клетки центрифугируют при 800... 
1000 об/мин в течение 5.,.10 мин;

■ полученный осадок ресуспендируют в 5 „.10-кратном 
объеме раствора Хенкеа (без индикатора);

к  клеточную суспензию, содержащую около 10 клегок/мл, 
наносят с помощью пастеровской пипетки на предмет­
ные стекла в виде серии из 2...3 капель диаметром 
0 ,5 .,,0 ,7 см и расстояния между ними около 1 см;

и жидкость из капель суспензии высушивают на воздухе 
(под вентилятором) до получения на стеклах беловатого 
осадка* состоящего из клеток,
Из одного матраса таким образом можно приготовить

200...400 препаратов* которые должны быть тонкими, т, е. 
содержать не более одного слои клеток.

2.7. После высушивания препараты сразу же или на 
другой день фиксируют в течение 10...20 мин в ацетоне, 
охлажденном от +4°С до -10°С, Фиксатор при атом должен 
свободно циркулировать между предметными стеклами.
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2.8. После фиксации препараты высушивают на возду­
хе (в вытяжном шкафу), затем прогревают при 56ЛС в тече­
ние 4 сут (для инактивации вируса) ж хранят до использо­
вания в закрытых фильтровальной бумагой банках при +4°С 
или -20°С, периодически проверяя их качество с помощью 
НРИФ.

2.9. Для контроля подобным же образом готовят пре­
параты из аналогичной, но не инфицированной культуры
клеток.

Методические указания разработаны Всесоюзным на­
учно-исследовательским ящурным институтом МСХ СССР 
(А. М. Рахманов, X. А. Ш ажко, Н, В. Кудрявцев, Г. А. Куд­
рявцева, В. А. Мищенко).
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КРАТКИЙ СЛОВАРЬ 
ИСПОЛЬЗОВАННЫХ 

ВЕТЕРИН АРНЫ Х ТЕРМИНОВ

Антигены (анти + греч. genes — порождающий) — чужерод­
ные для организма высокомолекулярные органические вещества 
коллоидной структуры (белки, белково-липидные и белково- 
цолисах&ридные комплексы), способные при поступлении (вве­
дении парентерально) вызывать синтез особых глобулинованти- 
тед и вступать в специфическое взаимодействие с ними.

Антитела (анти. + тело) — противотела — специфические 
белки (иммуноглобулины), образующиеся в организме под воз­
действием антигенов, Они накапливаются в сыворотке крови и 
тканях, вступают в специфическую связь с соответствующими 
антигенами и разрушают иля обезвреживают их,

Био логическая проба (биопроба) — один из методов диагно­
стики инфекционных болезней с помощью заражения патоло­
гическим материалом подопытных животных (куриных эмбри­
онов, культур клеток) н их исследования,

Внрион — полноценная внеклеточная вирусная частица,
Вирусоьы деление — выделение возбудителей инф екции из 

организм а больного ж ивотного или вирусокосителя,
Вируооиосительетва — наличие возбудителя инфекции в 

определенных органах и тканях клинически здорового живот­
ного, не сопровождающееся иммунологической перестройкой 
организма.

Вирусы (лат. virus — яд) — облигатные внутриклеточные 
паразиты, отличающиеся от растительных я животных орга­
низмов малыми размерами, отсутствием клеточного строе­
ния и автономного метаболизма, наличием только одного типа 
нуклеиновой кислоты и дизъюнктивным способом размно­
жения,
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В, бееобол очечные — вирусы , в структуре которых отсутству­
ет липопротеид нал оболочка,

В. оболочечные — вирусы, в структур© которых присутству­
ет липопротеид нал оболочка.

Вирусоскопня (вирусы + вЫрео — смотрю, наблюдаю) =  ме­
тод микроскопического изучения морфологии вирусов,

Гемагтлютннацкя (греч. kaima — кровь + agglutirmHo — 
склеивание) — оклеивание и выпадение в осадок эритроцитов 
под воздействием вирусов, бактерий, токсинов к др., способ­
ных адсорбироваться на поверхности эритроцитов, в также ге- 
магглютик инов.

Гемадсорбция (греч. hatma — кровь +  adsorbШ  — поверх­
ностно© поглощение) — способность культур клеток, заражен­
ных вирусами, адсорбировать эритроциты различных живот­
ных, что объясняется включением а плазматическую мембрану 
синтезирующихся вирусных белков,

Диагностика (греч, dUignoutlhos — способный распознавать) — 
раздел клинической ветеринарии о методах исследования жи­
вотных для распознавания: их болезней и состояния организма 
с целью назначения необходимого лечения и профилактиче­
ских мероприятий.

Д  и агностический набор — набор стандартных препаратов, 
используемых для постановки диагноза (антиген, специфиче­
ская и контрольная сыворотки и др.).

ДНК-з©ндов метод— метод генодиагностики, основанный 
на способности меченой однсцепочечноЙ молекулы ДНК взаи­
модействовать с комплементарной ей молекулой нуклеиновой 
кислоты сшределенного вируса с образованием двухцепочечной 
структуры.

ДИК-содержащие вирусы — вирусы, имеющие один тип нук­
леиновой кислоты — ДНК, у большинства она представлена 
двухцепочёчяой структурой, у некоторых — одной цепыо.

Идентификация (лат, identlfico — отождествляю) — призна­
ние тождественности, опознание-определение видовой (типо­
вой) принадлежности микроорганизма на основании всесторон­
него изучения его свойств.

Илииуноферментный диализ — группа методов, позволяю­
щих выявлять комплекс антиген — антитело с помощью суб­
страта, который расщепляется ферментом (пероксядаэой, ще­
лочной фосфатазой и др.) с появлением окрашивания.

Инактивация ямрусив (лат. inactivua — неактивный) — унич­
тожение инфекционной активности вирусов путем поврежде­
ния генома физическим или химическим воздействием.
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Индикация возбудителя инфекции (лат. indicatio — указа­
ние) — выявление и идентификация патогенных микроорга­
низмов в разлитшых объектах.

Инокуляции возбудителя (лат. tm m latio  — прививка) — вве­
дение возбудителя путем инъекции (искусственное заражение 
или внесение его в организм животного членистоногими пере­
носчиками при укусах).

Консервирование вирусов (лат. camervare — сохранять) — 
общее название методов воздействия физическими и (или) хи­
мическими факторами на какие-либо объекты с целью длитель­
ного сохранения в них вирусов.

Контаминация (лат. contaminatlo — смешение) — обсемене­
ние поверхности тела животного, предмете» ухода, почвы, воды, 
кормов, биопрепаратов и других объектов патогенными микро­
организмами.

Кул ьтивирование вирусов — выращивание вирусов в искус­
ственных условиях.

Культуры клеток (клеточные культуры) — клетки многокле­
точного организма, живущие вне его в искусственно созданных
условиях среды.

Куриный эмбрион — оплодотворенное куриное яйцо, выдер­
жанное в инкубаторе.

Лабораторные животные — животные, используемые в ла­
бораториях при проведении исследований (мыши, крысы, кро­
лики, морские свинки, хомяки, голуби идр.).

Лиофилизация (греч. 1ус — растворяю + phileo — люблю) — 
высушивание пред варительно замороженного материала в глу­
боком вакууме.

Моноклональные антитела — строго специфические анти­
тела, способные выявить минимальные различия в химиче­
ском составе и пространственной конфигурации молекул, я в ­
ляются продуктом отдельных клонов антителопродуцирую­
щих клеток.

Парные сыворотки сыворотки , взятые в самом начале за­
болевания и 2...S недели спустя. Повышение титра антител в 
4 разя и более считается ос но гой положительной реакции.

Пассаж (фр, passage — переход) — последовательное зара­
жение восприимчивых объектов (животные, куриные эмбрио­
ны, культуры клеток) микроорганизмами.

Полимеразная цепная реакция (от англ. Polymerase Chain 
Reaction, ПЦР) — метод генодиагностики, основанный на мно­
гократном увеличении копий строго определенных фрагментов
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молекулы ДНК вируса при помощи фермента термостабилькой 
ДЫК-полимеразьь

Р еак ц и я  гемагглютинации (РГА) — метод обнаружения и 
идентификации вирусов, основанный на способности многих 
вирусов, обладающих тканевым тропизмом, агглютинировать 
эритроциты определенных видов животных.

Реакция иммунофлуоросцеиции (РИФ ) (лат, fluorescent — 
светящийся) — серологическая реакция, основанная в» взаи­
модействии антиген — антитело, при этом один из компонен­
тов, участвующий в реакции, евяаан с флуоресцирующ им кра­
сителем.

Реакция нейтрализации (PH) — метод идентификации ви­
руса, основанный на феномене потери им инфекционное™ в 
результате взаимодействия со специфическими антителами.

Реакция связывания компемента (РСК) — метод серологи­
ческого исследования, основанный на способности образующе­
гося комплекса антиген — антитело связывать комплемент, что 
выявляется по отсутствию гемолиза при добавлении гемолизи­
на и эритроцитов.

Реакция торможения гемагглютинации (РТГА) — метод 
идентификации вируса или выявления противовирусных ан­
тител в сыворотке крови, основанный на феномене отсутствия 
агглютинации эритроцитов вирусом, в присутствии специфи­
ческих к нему антител.

РНК-содержащие вирусы —- вирусы, имеющие один тип нук­
леиновой кислоты — РНК, у большинства она представдвий од­
ной цепью, у некоторых — двухцепочечной структурой,

Серовариант—  самостоятельная группа внутри определен­
ного гида и серогруппы (серотипа) микроорганизмов, обуслов­
ленная наличием антигенов, отличающихся от антигенов дру­
гих микроорганизмов этого вида и еерогруппы (серотипа), что 
выявляется с помощью серологических реакций.

Серогрушш (серотип) — самостоятельная группа внутри 
определенного вида микроорганизмов, обусловленная наличи­
ем антигенов, отличающихся от антигенов других микроорга­
низмов этого вида, что выявляется с помощью серологических 
реакций.

Се р о логические реакции — реакции, широко используемые 
при постановке диагноза инфекционных болезней, методы об­
наружения антител и антигенов в кроил и других тканях.

Сыворотка крови (лат. serum — сыворотка + sanguis — 
кровь) — составная часть крови, представляющая собой плаз­
му, из которой удалены форменные элементы и фибрин в про­
цессе свертывания крови.
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Тельца включения — своеобразные морфологические обра­
зования, обнаруживаемые в цитоплазме или ядрах клеток окре* 
деленным тканей при некоторых вирусных инфекциях и состо­
ящие на скоп лени л вирионов и вирусных белков.

Термолабнльность (греч. therntct — теплый + лат. iabilis — 
нестойкий) — неустойчивый к тепловому воздействию, изме­
няющийся при нагревании.

Термостабильность (греч. (Легто* — теплый + лат. stabUis —- 
неизменный) — сохраняющий свои свойства при нагревании.

Титр вируса — концентрация инфекционных единиц виру­
са в определенном объеме материала.

Цитонатогевное действие вирусов (ЦПД, цитопатическкй 
аффект) — специфическая морфологическая деструкция (раз­
рушение) и функциональная патология зараженных вирусами 
м еток в культурах.

Штамм (нем. &tamm — род, корень) — культура микроорга­
низмов одного вида с одинаковыми морфологическими и био­
логическими свойствами.

Элементарные тельца — см. Вирион (2, 8).
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215, 26В, 576, 287, 355, 376, 
392,571 , 611

— трипсина 18, 68 ,886
— физиологический 81. 64,

78, 8 3 ,1 0 1 . ПО. Ш , 184, 
512, 526, 257, 263, 265, 568,

364, 367, 419, 488,444, 448, 
456, 469, 475, 482, 507, 535, 
542, 547,554,616, 630

— фосфатно-буферный 7, 21,
54, 77, Ш , 515* 289, 234,
271, 294, 322, 353, 358, 368, 
367, 386, 448, 502, 607, 
591,620

— формалина 86, 100,108,
482, 503, §87, 617

— Хенкса 18, 70, 87,141, 211, 
240, 296, 323, 877, 887, 486, 
492, 535, 589, 616

— хромоген-субстратный 318, 
332, 338, 353, 564, 606

— Эванса 299
— Эдешгтена 103
— 8рла 18, 296,389
Реакция гем агглютинаци и

(РГА) 127, 135, 221, 270,
359 , 403, 449, 459, 472 , 477,
54,3, 607

— гемздеорбции (РГАд) 145, 
220

— диффузионной преципита­
ции (РДП) 4, 75, ИЗ, 145, 
214, 268, 280, 376, 483, 488, 
493,500,636, 545, 552, 599

— длительного связывания 
комплемента (РДСК) ИЗ

— иммунодиффузии (РИД)
154, 170,276

— иммушфлуоресценцин 
(РИФ) 77, 1 /2 ,142, 212, 
242, 262, 268, 298, 322, 378, 
386, 516, 552, 591

— иммуноосмофореза 84
— иммуноелектрооемоф среза 

(РИЭОФ) 669, 573
— нейтрализации (PH) 69, 86, 

143» 227* 241, 324, 379, 389, 
893, 395, 464, 493, 497, 522, 
643, 548

— нейтрализации вирусных 
тамигшотшшнов (РНВГ) 226

— непрямой гемагглютинеции 
(РИГА) S3, 227, 325, 494. 
501,516
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— непрямой иммунофлуо- 
ресценции (РНИФ ) 6, 112,
292, 322

— пассивной гемагглютинации 
(РПГА) 53

“  подавления иммунофлуо* 
ресценции 213, 386

— радиальной нммунодиф- 
фу айн (РРИ Д) 6, 276

— серозащить: (Р8) 65
— связывания комплемента 

(РСК) 24 , 35, $18, $68, 299, 
868, 807

— угнетения связы вания 
комплемента (РУСК) 59

— торможения (задержки) 
гем агглютинации (РТТА, 
РЗГА) 126,135, 144, 221, 
262, 268, 272, 387, 361, 399, 
448, 457 , 477, 597

—■ гемадсорбщщ (РТГАд) 142, 
220,262

“  непрямой гем агглютинации 
(РТНГА) 328

Среда 199, 328, 886, 486, 818, 
840,890

— 0,5% -ногогидролиааталак- 
тельбумина 18, 70, НО,

240,333, 386, 486, 518,
640, 589

— 5% -ногогемогидролизата 
386

— Игла 18, 70, ПО, 486, 5/3 ,
540, 500

— Игла (МЕМ) 289, 893
— Китта-'Гароцци 356, 842
— поддерживаю щая i$ ,  333, 

386, 393, 486, 818, 840, 590
— ростовая 18, 296, 393, 486, 

618, 690

Тельца Бабепш — Негри 74 
Термолабильные ингибиторы 

126, 403, 449, 480 
Термостабильные ингибиторы 

126,480
Тканевая цитопатическая доза 

(ТЦД) 18, 70, 87, 143, 380,
394.544

Цитологическое действие 
(ЦПД) 19, 70, 87, ПО, 143, 
$19, 241,324, 380, 388, 394,
486.544

Эритроцитарный диагностику» 
55, 83, 325
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