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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.



ИНФЕКЦИОННЫЙ ЛАРИНГОТРАХЕИТ КУР

Временное наставление по лабораторной диагностике 
инфекционного ларинготрахеита кур

(Утверждено 2 7  а вгу ст  1964 г ,)

Возбудитель относится к группе герпес, содержит ДИК» его 
размер 250 нм,

Материал для исследования: трупы кур, паренхиматозные орга
ны, трахеи, гортани, выделения из трахеи и гортани, сыворотка 
крови.

Микроскопические исследования: мазки-соскобы с конъюнктивы, 
гортани и трахеи павших или клинически больных кур в ранней ста
дии заболевания высушивают на воздухе, фиксируют спирт-эфиром 
в течение 20 мин и окрашивают раствором краски Гимза (1 капля 
краски на 1 мл дистиллированной воды) при 37 °С в течение 2 ч или 
при комнатной температуре — 12—18 ч. Затем мазки промывают во
дой, обесцвечивают, быстро погружая в метиловый спирт, снова 
промывают водой и просматривают под микроскопом с иммерсион
ной системой. Ацидофильные включения обнаруживают в ядрах кле
ток. Ядро с включениями увеличено, с более темной окраской — 
стенки ядра, Цитоплазма пораженной клетки — голубая, ядро — 
темно-фиолетовое, а включение — красное с розовым оттенком. Во
круг включения наблюдается неокрашенная зона. Включения имеют 
разнообразную форму (круглую, вытянутую, треугольную).

Выделение вируса инфекционного ларинготрахеита на куриных 
эмбрионах. При вскрытии павших или вынужденно убитых кур 
отбирают пораженные гортань, трахею, конъюнктиву. Собранный 
материал гомогенизируют с физиологическим раствором в разведении 
1 : 10, центрифугируют при 1—1,5 тыс. об/мин в течение 10 мин, 
Далее к надосадочной жидкости добавляют антибиотики по 1000 ЕД 
(стрептомицина и пенициллина) на 1 мл суспензии. Материал вы
держивают в течение 3—12 ч при температуре 2—4°С и заражают 
им 9—12-дневных куриных эмбрионов.

Эмбрионы заражают нанесением суспензии на хорионаллантоис
ную мембрану в дозе 0,2 мл по принятой методике. Зараженных 
эмбрионов помещают в термостат при температуре 37 °С на 5—6 дн., 
при этом их ежедневно просматривают на овоскопе. Всех погибших 
эмбрионов вскрывают в день гибели, а оставшихся живыми — на 
5-й день после заражения, предварительно охладив их в течение 
2—3 ч при температуре 4°С. В стерильные пробирки с растертым 
стеклом отдельно помещают измененные хорионаллантоисные обо
лочки вместе с эмбриональной жидкостью. Из каждого эмбриона 
делают высевы одновременно на МПА и МПБ.

Пораженные вирусом хорионаллантоисные оболочки после бак
териологического контроля тщательно гомогенизируют в пробирках
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со стеклом. Гомогенат из отдельных пробирок объединяют в общий 
флакон, а затем расфасовывают по 1—2 мл в ампулы, которые хра
нят при температуре 10—12 °С. Вирус инфекционного ларинготра- 
хеита вызывает на 4—5-й день инкубации на хорионаллантоисной 
мембране зараженных куриных эмбрионов появление многочисленных 
беловатых узелков или крупных некротических очагов с зоной отека 
на месте введения.

Специфичность вируса инфекционного ларинготрахеита опреде
ляют постановкой биопробы и реакцией нейтрализации на куриных 
эмбрионах с заведомо позитивными сыворотками.

Биопробу ставят на восприимчивой птице 30—40-дневного воз
раста нанесением вирусного материала по 0,5 мл на слизистую тра
хеи и слегка ее скарифицируя, а на 3—5-месячной птице — путем 
нанесения вируса на слизистую клоаки.

За птицей устанавливают ежедневное наблюдение в течение 
10—14 дн., отмечая клинические признаки болезни (кашель, хрипы, 
поражение гортани, ринит), У птиц, зараженных в клоаку, учиты
вают наличие «клоачной пробы».

От павших и клинически больных кур в ранней стадии заболе
вания делают мазки-соскобы со слизистой пораженной трахеи, 
конъюнктивы. Мазки окрашивают краской Гимзы (1 капля краски 
на 1 мл дистиллированной воды) при 37 °С в течение 2 ч или при 
комнатной температуре в течение 12— 18 ч. После этого мазки про
мывают водой, обесцвечивают (быстрым погружением мазка в мети
ловый спирт), промывают водой и просматривают под микроскопом 
с иммерсионной системой. Ацидофильные включения обнаруживают 
в ядре пораженной клетки. Обычно ядро с включением увеличено, 
с более темной окраской стенки. Цитоплазма зараженной клетки ок
рашивается в голубой цвет, ядро — в темно-фиолетовый, а включе
ни я— в красный с розовым оттенком. Вокруг включения наблюда
ется неокрашенная зона. Включения имеют разнообразную форму 
(круглую, вытянутую, треугольную).

Для исключения вируса оспы кур, вызывающего на хорионал
лантоисной мембране поражения, сходные с поражениями вирусом 
инфекционного ларинготрахеита, заражают цыплят 30—60-дневного 
возраста (ранее непривитых против оспы птиц) в гортань, перье
вые фолликулы голени и гребешок. Оспенная реакция у зараженной 
птицы проявляется на 6—8-й день припуханием и покраснением 
фолликул и образованием ложных дифтеритических наложений в 
ротовой полости. При вирусоскопии по Морозову в мазках из раз
вившихся фолликул обычно обнаруживают оспенные элементарные 
тельца.

Постановка реакции нейтрализации вируса инфекционного ла
ринготрахеита кур. Реакцию нейтрализации при диагностике на ин
фекционный ларинготрахеит с испытуемыми сыворотками от пере
болевшей птицы применяют для установления природы наблюдав
шейся инфекции, дифференциальной диагностики атипичных случаев 
заболевания, проявляющихся клиническими признаками поражения 
респираторных органов.

Для этого проводят типизирование выделяемых штаммов виру
са инфекционного ларинготрахеита, используя различные гиперим
мунные кроличьи сыворотки.

Для постановки реакции нейтрализации требуется следующая 
лабораторная посуда и компоненты: пробирки Флоринского, бакте
риологические пробирки, резиновые пробки № 12 и 14, градуиро-
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ванные пипетки, штативы 100- и 40-гнездные, антибиотики (пени
циллин и стрептомицин), 9— 12-дневные куриные эмбрионы.

В штативе расставляют несколько рядов стерильных пробирок, 
закрытых стерильными пробками, причем количество рядов должно 
соответствовать числу испытуемых сывороток, а количество проби
рок в одном ряду — числу разведений вируса.

Сухими стерильными пипетками в стерильные пробирки разли
вают испытуемые сыворотки в дозе 0,5 мл в каждую пробирку. 
Параллельно для контроля разливают нормальную сыворотку (кро
личья или куриная в той же дозе). Предварительно все сыворотки 
инактивируют при 56 °С 30 мин. После того как испытуемые сыво
ротки разлиты, к ним и контрольным сывороткам добавляют в рав
ном объеме (по 0,5 мл) разведения вируса: 1 : 10, 1 : 100, 1 : 1000, 
1 :1 0  000. Вирус можно добавлять одной пипеткой при условии, 
если начинать разливать с наибольшего разведения.

Реакцию нейтрализации вируса инфекционного ларинготрахеи- 
та кур ставят по таблице 1.

1. Постановка реакции нейтрализации

Нормаль Иммунная 
сыворот

ка, мл

Разведение вируса

Ряд Номер
пробирки

ная сыво
ротка, 

мл ю —1 ю —2 10“  3 1 0 - 4 Ю - 6

1 1
2
3
4
5

2 1
2
3
4
5

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

Смесь встряхивают и помещают в холодильник при температу
ре 2—4°С на 1—2 ч. После этого смесь инокулируют на хорионал
лантоисную оболочку 10—12-дневных куриных эмбрионов в дозе по 
0,2 мл. Каждым разведением смеси вируса с сывороткой заражают 
по 4 эмбриона. Зараженные куриные эмбрионы инкубируют при 
температуре 37 °С. На 5-й день после заражения эмбрионы вскры
вают и регистрируют специфические поражения хорионалЛан- 
тоиса.

Реакция нейтрализации на куриных эмбрионах считается поло
жительной, если в эмбрионе (инокулированном смесью вируса с 
гипериммунной сывороткой) не будут обнаружены фокусы пораже
ния на хорионаллантоисе, т. е. размножение вируса будет подавлено 
антителами. Результаты реакции нейтрализации выражаются ин
дексом нейтрализации. Реакцию нейтрализации на куриных эмбрио
нах учитывают по таблице 2.

Титр вируса инфекционного ларинготрахеита — это доза, кото
рая вызывает специфическое поражение хорионаллантоисной обо
лочки у 50 % зараженных куриных эмбрионов (ИД50) * Индекс нейт-

130



2. Реакция нейтрализации на куриных эмбрионах

Нормальная кро- 1 
лнчья сыворотка 2

4
Гипериммунная 1 
кроличья сыворот- 2 
ка 3

4

+ +
4 ~ ++ +++ —+ —

+
+

ИД50 =
=  4 ,0  

в 0,1 мл

ИД50 =  юоо 
=  1,0 

в 0,1 мл

О б о з н а ч е н и я :  ( + ) — поражения хорионаллантоисной оболочки,
характерные для вируса инфекционного ларинготрахеита; (—) — отсутствие 
поражений хорионаллантоисной оболочки.

рализации представляет собой разность логарифмических показате
лей титров вируса в присутствии нормальной и иммунной сыво

роток.
Как видно из таблицы 2, разность логарифмических показателей 

тнтра вируса в присутствии нормальной и гипериммунной кроличьих 
сывороток была равна 3, Найденное по таблице 2 антилогарифмов 
число и будет индексом нейтрализации. В данном случае оно равно 
1000. Следует считать индексы нейтрализации 1—9 отрицательными, 
10—49 — сомнительными, а от 50 и выше — положительными.

Д ля определения индекса нейтрализации необходимо предвари
тельно освоить метод статистического учета результатов титрования 
вируса инфекционного ларинготрахеита на хорионаллантоисе кури
ного эмбриона.

Ниже приводится пример статистической обработки одного опы
та титрования штамма вируса инфекционного ларинготрахеита 
(табл. 3).

При титровании вируса процент инфекционности его возрастает 
прямо пропорционально не абсолютным величинам испытуемых доз, 
а их логарифмам.

Титр вируса вычисляют по следующей формуле; 

у  ^ - 5 0
Y  — Z %

где X — титр вируса; У — процент инфекционности при высшей кри
тической дозе; Z — процент инфекционности при низшей критической 
дозе.

80 — 50 
8 0 — 20

30
60

=  0,5.

В нашем примере титр вируса инфекционного ларинготрахеита 
равен 3,5 в 0,1 мл или 4,5 в 1 мл,
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3. Схема расчета титра И Д &0 по м етоду Рида и Менча

Число куриных эмбрионов в каждом 
разведении

Разведение
абсолютные данные кумулятивные

данные
Специфические 

поражения с 
хорионаллантоис
ных оболочек, %

изменения на хорионаллантоисной 
оболочке

+ +

10-1 0 4 0 12 100
10-2 0 4 0 8 100
10—3 1 3 1 4 80
10-4 3 1 4 1 20
10—6 4 0 8 0 —

Реакция преципитации в агаровом  геле. В реакции использую т 
пластинки с луночкам и и чаш ки П етри. А гар готовят по общ епри
нятой методике. Луночки заполняю т антигенами и сы вороткам и по 
0,2 мл каж дую . В одну луночку в каж дой  чаш ке наливаю т сы во
ротку, а в остальные — различные антигены, в том числе один конт
рольный (норм альная аллантоисная ж идкость, взвесь незараж енной  
хорионаллантоисной мембраны, раствор, на котором приготовлен 
антиген)*

Чаш ки оставляю т при комнатной тем пературе или в терм остате 
при 37 °С и еж едневно в течение 3 дн, наблю даю т за  появлением 
линий преципитации.

М етод флуоресцирую щ их антител. М азки-отпечатки из пораж ен
ного хорионаллантоиса, культуры  ткани  ф ибробластов куриного 
эмбриона, м азки  со слизистой трахеи, конъюнктивы больной птицы 
окраш иваю т по общ епринятой м етодике специфическими иммуно- 
флуоресцентными сы вороткам и. Р езультаты  иммунофлуоресценции 
оцениваю т в крестах в зависим ости от интенсивности свечения и 
количества флуоресцирую щ их клеток. П олож ительная им муноф луо
ресценция в м азках  от больной птицы наблю дается в остром перио
де заболевания, когда обнаруж иваю т внутриядерны е вклю чения и 
м ож но вы делить вирус на куриных эмбрионах.
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