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ПРЕДИСЛОВИЕ

Успешное выполнение намеченной X X V II 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.

3



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.



Временное наставление по применению 
токсоплазменного антигена КазНИВИ и ИЗ АН КазССР 

в реакции связывания комплемента (РСК, РДСК) 
для серологической диагностики токсоплазмоза 

и токсоплазмоносительства у животных
( У т вер ж ден о 31 д ек а б р я  1976 г . )

1. Определение, назначение и метод применения.

1.1. Токсоплазменный антиген К азН И ВИ  и Института зоологии 
АН К азС С Р представляет собой ультразвукоустойчивую  стабильную 
антигенную фракцию из токсоплазм. Препарат лнофилизирован в 
ампулах, имеет вид мелкопористой белой таблетки, хорошо раство­
рим, его рабочее разведение указано на этикетке.

Антиген хранится при 4 — 10°С . Срок годности сухого препара­
та —  2 года. Разведенный антиген можно использовать в течение 
7— 10 дн.

1.2. Антиген применяется для серологической диагностики ток­
соплазмоза и токсоплазмоносительства у  ж ивотных путем постанов­
ки реакции связы вания комплемента (Р С К , Р Д С К ), Основанием для 
проведения серологических исследований могут быть эпизоотологи- 
ческие и клинические показания, которые позволяют заподозрить 
проявление токсоплазмоза у  ж ивотных (невыясненная этиология 
бесплодия, патология родов, гибель молодняка и переболевание 
взрослых ж ивотны х).

1.3. Диагноз на токсоплазмоз проводят согласно «Временной 
инструкции по борьбе с токсоплазмозом сельскохозяйственных жи­
вотных» и «Методическим указаниям по лабораторным исследова­
ниям на токсоплазмоз ж ивотных», утвержденным Главным управ­
лением ветеринарии М инсельхоза СС СР 21 января 1985 г.

2. Компоненты реакции:

физиологический раствор, pH 6,8— 7,4 ;
эритроциты барана, трижды отмытые физиологическим раство­

ром центрифугированием при 2— 3 тыс. об/мин в течение 15—  
20 мин. Из осадка отмытых эритроцитов готовят 2,5— 3 % -ную 
взвесь на физиологическом растворе;

гемолитическая сыворотка. В  качестве этого компонента исполь­
зую т гемолизин, выпускаемый биопромышленностью, титр которого 
указан на этикетке ампулы. В  реакции гемолизин берут в тройном 
титре. Например, если титр гемолитической сыворотки 1 : 1200, то 
следует развести сыворотку 1 :4 ,  для чего к 0,1 мл сыворотки при­
бавляю т 39,9 мл физиологического раствора. Перед работой 2,5—  
3 % -ную  взвесь эритроцитов и разведенную  по тройному титру ге­
молитическую сы воротку смешивают в равны х объемах и смесь 
(гемолитическую систему) ставят в термостат при 37 °С на 45 мин 
для сенсибилизации эритроцитов;
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комплемент —  сыворотка крови морских свинок, отделенная от 
сгустка через сутки после взятия крови. Л учш е всего использовать 
сухой комплемент, выпускаемый биопромышленностью. Д ля реакции 
используют комплемент в рабочем титре, который определяют в день 
ее постановки;

токсоплазменный антиген К азН И ВИ  и И нститута зоологии АН 
К азС С Р в рабочем титре;

исследуемые сыворотки крови в разведении 1 :5 ,  инактивиро­
ванные прогреванием в течение 30 мин при температуре: для круп­
ного рогатого скота, овец и свиней — 57 °С; для лошадей — 58 —  
59 °С; для птиц, крыс, мышей —  60  °С; для ослов и мулов — 64 °С; 
кроликов и зайцев, собак, кошек, лисиц —  65 °С.

Д ля титрования комплемента и контрол ей реакции такж е ис­
пользуют предварительно проверенные нормальные сыворотки крови 
от клинически здоровых ж ивотных и свободны х от неспецифических 
реакций и сыворотки крови от ж ивотных гипериммунизированных 
токсоплазмами для больных токсоплазмозом.

Реакцию связы вания комплемента ставят в объеме 1 мл: анти­
ген, сы воротку и комплемент берут в дозе по 0,2 мл, а гемолити­
ческую систему —  0,4 мл.

3. Титрование комплемента.

3.1. В  день постановки реакции производят титрование компле­
мента, для чего его разводят физиологическим раствором 1 : 10—  
1 : 15. Эти разведения комплемента являю тся наиболее оптимальны­
ми для постановки реакции в объеме 1 мл.

Комплемент титруют по нормальной и заведомо положительной 
сывороткам в присутствии антигена и без него, а такж е по 2— 3 ис­
следуемым сывороткам в безантигенном ряду для определения их 
антикомплементарных свойств и правильного выбора титра компле­
мента, В  безаятигенные ряды пробирок вместо антигена вносят по 
0,2 мл физиологического раствора.

Схема титрования комплемента дана в таблице 1.
3.2. После выдерживания пробирок в термостате производят 

учет результатов титрации комплемента, Схема определения титра 
комплемента приведена в таблице 2.

3.3. Титром комплемента является наименьшая его доза, кото­
рая д ает полный гемолиз взвеси эритроцитов. В  приведенной схеме 
(табл. 2) титр комплемента в разведении 1 :1 0  равен 0,06, так  как 
в  1, 2, 4 и 5 рядах в пробирках с  1 по 8 отмечается полный гемолиз 
эритроцитов, при соответствую щ ей задерж ке гемолиза —  во всех 
пробирках 3-го ряда (положительная сыворотка +  антиген).

3.4. Учитывая возможные антикомп л ементарные свойства анти­
гена, в основной опыт комплемент берется с надбавкой к  найденному 
титру (в  нашем примере он равен 0 ,0 6 ). Д ля токсоплазменного 
антигена делаю т надбавку: 10— 2 0 % — для Р С К  и 50— 55 % — для 
Р Д С К . Т огда в объеме 0,2 мл (разовой дозы комплемента) рабочий 
титр комплемента в разведении 1 : 10 будет составлять для Р С К  
0 .0 6 + 1 0 — 2 0 %  и равняться 0 ,066— 0,072.

Если в основной опыт взят рабочий титр 0,072, то для получе­
ния разовой дозы комплемента (0 ,2  мл) к нему нужно добавить 
0 ,!2 8  мл физиологического раствора (0 ,0 7 2 + 0 ,1 2 8 ) , определить об­
щее количество комплемента в рабочем титре, необходимое для по­
становки основного опыта. Например, если в опыте будет исполь­
зовано 100 пробирок, то для постановки реакции потребуется 20 мл
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1. Схема титрования комплемента

Номера пробирок Контроль

Ингредиенты, мл
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 компле­

мента
гемоли­
тической
системы

Комплемент в разведении 1 : 10 0 ,2 0 0 ,1 8 0 ,1 6 0 ,1 4 0 ,1 2 0 ,1 0 0 ,0 8 0 ,0 6 0 ,0 4 0 ,0 2 0 ,2

Физиологический раствор — 0 ,0 2 0 ,0 4 0 ,0 6 0 ,0 8 0 ,1 0 0 ,1 2 0 ,1 4 0 ,1 6 0 ,1 8 0 ,4 0 ,6

Антиген в рабочем титре или 
физиологический раствор для 
безантигенного ряда

0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 — —

Сыворотка (нормальная, ток- 
соплазменная, исследуемая в 
разведений 1 : 5...)

0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 0 ,2 — —

Термостат при 37 °С 45 мин

fO
£2 Гемолитическая сыворотка 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4 0 ,4



to 2. Схема определения титра комплемента

Ингредиенты

Номера проб1фОк и титр комплемента Контроль

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 компле­
мента

гемоли­
тической
системы0,2 0,18 0,16 0,14 0,12 0,10 0,08 0,06 0,04 0,02

Нормальная сыворотка +  
антиген + 
комплемент +  
гемолитическая система

Нормальная сыворотка +  
физиологический раствор + 
комплемент +  
гемолитическая система

Положительная сыворотка +  
антиген +  
комплемент +  
гемолитическая система

Положительная сыворотка +  
физиологический раствор +  
комплемент +  
гемолитическая система

Исследуемая сыворотка +  
физиологический раствор +  
комплемент +  
гемолитическая система

+ +  + +  —  + +
+ +  + +

+  + +  -  + +
+  + +

++ ++ ++ ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++  "  ++
+ +  + +  + +  + +  + +  + +  + +  + +  + +  + +  +4*

+ +  + +  -  - Ь +
+ +  + +

+ ++ - + +—  + ++



комплемента (0,2 м л -100). Это количество получают путем добав­
ления к 7,2 мл разведенного 1 : 10 комплемента 12,8 мл физиологи­
ческого раствора (0 ,0 7 2 + 0 ,1 2 8 — 100—20).

3,5. При достаточном опыте работы с токсоплазменным антиге­
ном титрацию комплемента можно проводить только по безантиген- 
ному ряду нормальной, токсоплазменной и 2— 3 исследуемым сыво­
роткам.

4. Постановка основной реакции.
4Л, В  основную реакцию наряду с используемыми сыворотками 

берут в качестве контроля заведомо положительные и отрицательные 
сыворотки, с которыми реакция ставится так же, как с испытуемыми.

4.2, Д ля постановки основной реакции берется два ряда проби­
рок: 1-й —  опытный и 2-й —  контрольный (контроль сывороток). 
Каждую сыворотку в разведении 1 :5  наливают по 0,2 мл в опыт­
ную и контрольные пробирки. Антиген в рабочем титре наливают 
по 0,2 мл только в пробирки 1-го ряда, во 2-й контрольный ряд вме­
сто антигена наливают по 0,2 мл физиологического раствора. После 
этого во все пробирки наливают по 0,2 мл комплемента в рабочем 
титре. Одновременно ставят контроли: антикомплементарности анти­
гена (0,2 мл антигена+ 0 ,2  мл комплемента+ 0 ,2  мл физиологического 
раствора), его гемотоксичности (0,2 мл антигена+  0,4 мл физиоло­
гического раствора) и стабильности гемолитической системы (0,6 мл 
физиологического раствора).

4.3, Все пробирки хорошо встряхивают для смешивания ингре­
диентов и ставят для РСК  в термостат при 37 °С на 45 мин, а для 
РД С К  —  в рефрижератор при температуре 4 °С  на 16— 18 ч.

4.4, Для РС К  в пробирки после выдерживания в термостате до­
бавляют по 0,4 мл гемолитической системы, затем их встряхивают 
и ставят в термостат при 37 °С на 45 мин,

4.5, При постановке Р Д С К  пробирки после выдерживания в хо­
лодильнике вначале ставят в термостат на 15 мин, а затем ко всем 
пробиркам добавляют по 0,4 мл гемолитической системы, штатив с 
пробирками хорошо встряхивают и ставят в термостат при 37 °С на 
45 мин.

4.6, Результаты реакции в РСК и РД С К  учитывают сразу после 
выдерживания пробирок в термостате и через 2— 6 ч стояния при 
комнатной температуре.

5. Учет результатов реакции,
5.1. При учете разультатов прежде всего смотрят контроли:
контроль сывороток (2-й ряд) —  во всех пробирках должен

быть гемолиз;
заведомо отрицательные сыворотки должны дать гемолиз;
заведомо положительные сыворотки должны дать задержку ге­

молиза;
контроль антигена: на антикомплементарность —  должен дать 

гемолиз; на гемотоксичность —  задержку гемолиза;
контроль стабильности гемолитической системы должен дать 

задержку гемолиза.
5.2, Результаты учитывают по четырехплюсовой системе или в 

% задержки гемолиза эритроцитов: положительная реакция на 
( +  +  +  +  ) — задержка гемолиза на 1 0 0 % ; на ( +  + + )  — задержка 
гемолиза на 7 5 % ; на ( +  +  ) — задержка гемолиза на 5 0 %  и на 
( + ) — задержка гемолиза на 2 5 % . Полный гемолиз эритроцитов — 
отрицательная реакция.



5.3. Результаты реакции считаются положительными при задерж­
ке гемолиза эритроцитов на менее чем на ( +  +  +  ) в разведении сы­
воротки 1 : 5. С выявленными положительными сыворотками ставится 
количественная проба, т. е. проводится титрование этих сывороток 
в возрастающих вдвое разведениях 1 : 5 ;  1 :1 0 ;  1 : 20 и т .д . (табл. 3 ) ,

3. Схема титрования положительной сыворотки

Разведение сыворотки

Ингредиенты
1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 i g

ю 3 ^  а

Исследуемая 0 ,2 0 0 ,2 0 0 ,2 0 0,2Э 0 ,2 0 0 ,2 0 0 ,2 0
сыворотка 
Антиген, раз­ 0 ,2 0 0 ,2 0 0 ,2 0 0 ,2 0 0 ,2 0 0 ,2 0 —
веденный по 
титру
Комплемент в 0 ,2 0 0 ,2 0 0 ,2 0 0 ,2 0 0 ,2 0 0 ,2 0 0 ,2 0
рабочем титре 
Физнологичес- _ _ _ _ _ 0 ,2 0
кий раствор

Термостат при 37 °С 45 мин или реф риж ерат ор при 4 4 :  1 6 - -18 ч

Г  емолитичес- 0 ,4 0 0 ,4 0 0 ,4 0 0 ,4 0 0 ,4 0 0 ,4 0 0 ,4 0
кая система 

Результат

Термостат при 37 °С 45  мин

+ Н —f - +  + Н —1—b “М —Ь +  + + Ч  ь +

5.4. Титром испытуемой сыворотки считают ее наибольшее раз- 
ведение, давшее задерж ку гемолиза эритроцитов. В приведенном 
примере таблицы 3 титр исследуемой сыворотки равен 1 :4 0 .
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