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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.



ТРИПАНОЗОМОЗЫ

Методические указания по лабораторным 
исследованиям на случную болезнь лошадей, 

ослов, мулов

(Утверждены 16 октября 1984 г.)

1. Общие положения.

1.1. Случная болезнь — протозойное заболевание лошадей, ос- 
лов, мулов, вызываемое возбудителем Trypanosoma equiperdum; про­
текает преимущественно хронически.

1.2. Диагноз на случную болезнь ставят на основании резуль­
татов микроскопического и серологического исследований материа­
лов с учетом клинических и зпизоотологических данных.

1.3. Для исследования в лабораторию направляют: соскобы со 
слизистой оболочки влагалища, мочеиспускательного канала, взятые 
уретральной ложкой; выпот из надрезов отеков и бляшек, собран­
ный шприцем в стерильные пробирки; сыворотку крови нативную или 
консервированную одним из общепринятых методов.

Патологический материал доставляют в термосе со льдом и ис­
следуют не позднее 6 ч, а сыворотку крови — не позднее 2 дн, пос­
ле взятия.

2. Микроскопическое исследование.

2.1. Из доставленного материала делают раздавленные капли и 
6—8 тонких мазков.

2.1.1. Соскоб или выпот густой консистенции разбавляют теп­
лым физиологическим раствором (37 °С) 1 : 2, наносят каплю на пред­
метное стекло, накрывают покровным и исследуют на наличие по-
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движных трипаносом в затемненном поле микроскопа при малом 
увеличении.

2.1.2. Тонкие мазки высушивают на воздухе, фиксируют метило­
вым спиртом в течение 3—5 мин или этиловым 20—25 мин, окраши­
вают по Романовскому в течение 20—30 мин, затем промывают во­
дой, высушивают и исследуют с использованием иммерсионной си­
стемы микроскопа.

Протоплазма трипаносом окрашивается в голубой цвет, ядро — 
в розовый, жгутик и ундулирующая мембрана — в светло-ро­
зовый.

3. Серологическое исследование.
3.1. Серологическое исследование сыворотки крови проводят в 

реакции связывания комплемента (РСК).
3.2. Компоненты реакции:
антиген трипаносомяый жидкий или лиофилизированный;
комплемент— нативная, консервированная или сухая (изготов­

ленная на биофабрике) сыворотка крови морской свинки;
гемолитическая сыворотка (гемолизин) с титром не ниже 

1 : 1000;
нормальная и испытуемые сыворотки нативные или консервиро­

ванные одним из общепринятых методов;
2,5 %-ная взвесь эритроцитов барана на физиологическом рас­

творе;
физиологический раствор — 0,85 %-ный раствор химически чи­

стого хлорида натрия на дистиллированной воде с pH 6,8—7,2.
3.3. Подготовка компонентов для реакции.
3.3.1. Перед постановкой реакции готовят разведение каждого 

компонента в соответствии с указаниями на этикетках и в количе­
стве, необходимом для всего опыта, включая титрование. В процессе 
работы не допускается дополнительно разводить компоненты, сме­
шивать их с ранее разведенными и использовать в реакции без тит­
рования.

3.3.2. При использовании сухого комплемента содержимое необ­
ходимого количества ампул растворяют в физиологическом растворе 
и сливают в одну пробирку. Полученный раствор комплемента ис­
пользуют для титрования (в разведении 1 : 20) и главного опыта.

3.3.3. Гемолизин используют в реакции в удвоенном титре. Н а­
пример, при титре гемолизина 1 : 1000 его берут 2 : 1000.

3.3.4. Испытуемые трипаносомную и нормальную сыворотки, 
разведенные для главного опыта и титрования комплемента, инакти­
вируют 30 мин при 56—58 °С (сыворотки ослов и мулов — при 
64 °С).

3.3.5. Антиген трипаносомный лиофилизированный или жидкий 
используют в рабочем разведении, которое в 2 раза ниже его пре­
дельного титра. Например, титр антигена 1 : 200, его рабочее разве­
дение будет 1 : 100.

3.3.6. Эритроциты барана отмывают физиологическим раствором 
путем центрифугирования при 1,5—3 тыс. об/мин в течение 10— 
15 мин до полной прозрачности надосадочной жидкости, после чего 
готовят 2,5 %-ную взвесь на физиологическом растворе,

3.3.7. Физиологический раствор, используемый для разведения 
компонентов, готовят в день постановки реакции и кипятят в тече­
ние 5 мин.
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3.4. Разведенные компоненты перед постановкой реакции прове­
ряют на антикомллементарность и гемотоксичность по таблице 1.

1. Проверка компонентов реакции

На анти- Проверка на гемотоксичность

Компоненты, мл компле-
ментар- компле­ гемоли­ физраст­
ность мента зина вора

Комплемент в разведении 
1 :20
Гемолизин в двойном титре

0 ,5 0,5 — —

0 ,5 _ 0 ,5 «-
Эритроциты (2,5 °/о-ная взвесь) 0 ,5 0 ,5 0 ,5 0 ,5
Физиологический раствор 1.0 1.5 1,5 2 ,0

Водяная баня 10 мин при 37—38 °С

Результаты ПГ (—) НГ ( + + + + )  НГ ( + + + + )  НГ ( + + + + )

ПГ — полный гемолиз, НГ — нет гемолиза.

3.5, После проверки компонентов готовят гемолитическую систе­
му, смешивая равные объемы гемолизина в рабочем титре с 2,5 %- 
ной взвесью эритроцитов и выдерживают ее 25—30 мин при 37^- 
38 °С.

3.6. Титрование компонентов реакции.
3.6.1. Гемолизин титруют при использовании новой серии или в 

случае подозрения на снижение титра.
Из основного разведения гемолизина 1 : 100 (0,1 мл гемолизина 

и 9,9 мл физиологического раствора) готовят следующие разведения 
по таблице 2.

2. Разведения гемолизина

Основное разведение ге­ Физиологический раст­ Полученное разведение
молизина 1:100, мл вор, мл гемолизина

0 ,2 0 ,8 1:500
0,1 0 ,9 1:1000
0,1 1.4 1:1500
0,1 1,9 1:2000
0,1 2 ,4 1:2500
0,1 2,9 1:3000

Затем в ряд пробирок переносят по 0,5 мл каждого разведения 
гемолизина, добавляют в каждую пробирку 0,5 мл комплемента в 
разведении 1 :20, 0,5 мл 2,5 %-ной взвеси эритроцитов, 1,0 мл физи­
ологического раствора и выдерживают в водяной бане 10 мин при 
37—38 СС.

Титром гемолизина считают наибольшее его разведение, при ко­
тором получен полный гемолиз эритроцитов.
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3.6.2, Комплемент титруют в гемолитической системе из разве­
дения 1 : 20 в дозах от 0,1 до 0,37 с интервалом 0,03 мл. В каждую 
пробирку добавляют недостающее до 0,5 мл количество физиологи­
ческого раствора, по 1,0 мл гемолитической системы и физиологиче­
ского раствора (вместо антигена и сыворотки) и выдерживают в во­
дяной бане 10 мин при 37—38 °С,

Титром комплемента в гемолитической системе считают наимень­
шее его количество, вызывающее полный гемолиз эритроцитов.

При использовании биофабричного комплемента титрование его 
в гемолитической системе необязательно.

3.6.3. Титрование комплемента в бактери о литической системе 
проводят перед каждой постановкой реакции на 3—4 сыворотках: 
позитивной (трипаносомной), негативной и 1—2 сыворотках из опыта.

Каждую сыворотку разливают по 0,1 мл в два ряда пробирок, 
добавляют по 0,4 мл физиологического раствора и инактивируют, 
как указано в п. 3.3.4, или сначала готовят разведение сывороток 
1 :5, инактивируют и разливают по 0,5 мл. Затем в пробирки обоих 
рядов вносят комплемент, разведенный 1 :20 в дозах от 0,13 до 0,37 
с интервалом 0,03 мл.

Для более точной дозировки рекомендуют приготовить в допол­
нительном ряду пробирок необходимые разведения комплемента в 
10-кратных объемах, затем аппаратом Флоринского с пипетками объ­
емом 0,5 мл перенести разведение комплемента в ряды с сыворот­
ками для титрования.

Внесение остальных компонентов и режим титрования указаны 
в таблице 3 на примере негативной сыворотки.

Титром комплемента в бактериолитической системе считают ми­
нимальное количество его, вызывающее полный гемолиз эритроцитов 
в пробирках с негативной и испытуемыми сыворотками с антигеном 
и без антигена, а также с трипаносомной сывороткой без антигена, 
при полной задержке гемолиза в пробирках с трипаносомной сыво­
роткой и антигеном (в таблице 1 титр равен 0,25).

Для главного опыта берут дозу комплемента, полученную при 
титровании.

3.7. Общее количество комплемента для главного опыта опреде­
ляют по формуле

где X — количество комплемента для главного опыта; Т — титр ком­
племента в бактериолитической системе; П — количество пробирок 
в реакции; 20 — разведение комплемента при титровании;

Например, в опыте 100 пробирок, титр комплемента 0,25, рас­
чет его на опыт:

0,25-100
20

1,25.

Необходимое количество разведенного комплемента для реакции 
равно 50 мл (0,5*100), следовательно, к 1,25 мл основного раствора 
комплемента добавляют 48,75 мл физиологического раствора.

3.8. Постановка главного опыта.
3.8.1. Испытуемые сыворотки исследуют в разведении 1 :5 и 1 : 

:10 с антигеном и 1 :5  без антигена (контроль). При массовых ис­
следованиях допускается постановка реакции в одном разведении
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g  3. Титрование комплемента в бактериолитической системе (на примере негативной сыворотки)
N5______ _ ____ _________________________ ____ ________ ___________ ___________________________

Номера пробирок
Компоненты реакции бирок 1 1 2 3 1 4 5 1 6 7 1 8 9

Негативная сыворотка 1 :5 Первый 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
инактив ир ов анн ая Второй 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Комплемент в разведении 1 : 20 Первый 0,13 0,16 0,19 0 ,22 0,25 0,28 0,31 0,34 0,37

Второй 0,13 0,16 0,19 0 ,22 0,25 0,28 0,31 0,34 0,37
Физиологический раствор Первый 0,37 0,34 0,31 0,28 0,25 0,22 0,19 0,16 0,13

Второй 0,37 0,34 0,31 0,28 0,25 0,22 0,19 0,16 0,13
Антиген в рабочем разведении Первый 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Второй — — — — — — — —
Физиологический раствор Первый — — — — _ _ _ _ _ -,

Второй 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Водяная баня 20 мин при 37—38 °С

Гемолитическая система Первый 1.0 1,0 1.0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Второй 1,0 1,0 1.0 1.0 1,0 1,0 1.0 1,0 1.0

Водяная баня 15 мин при 37—35 °С

Результат титрования Первый НГ НГ ЧГ ЧГ ПГ ПГ ПГ ПГ ПГ
Второй НГ НГ ЧГ ЧГ ПГ ПГ ПГ ПГ ПГ

О б о з н а ч е н и я :  НГ — нет гемолиза, ЧГ — частичный гемолиз, ПГ — полный гемолиз,



1 :5  (без контроля) е последующей перестановкой всех реагирую­
щих сывороток, как указано выше.

Д ля этого каждую сыворотку разливают по 0,1 и 0,05 мл (опыт­
ные пробирки) и 0,1 мл (контрольные), добавляют соответственно 
0,4, 0,45 и 0,4 мл физиологического раствора и инактивируют, как 
указано в п. 3.3.4.

В опытные пробирки вносят по 0,5 мл трипаносомного антигена 
в рабочем разведении, в контрольные — по 0,5 мл физиологического 
раствора, во все пробирки — по 0,5 мл комплемента в установлен­
ном титре.

После выдерживания реакции в водяной бане (20 мин при 37— 
38 °С) во все пробирки вносят по 1 мл гемолитической системы и 
вновь помещают в баню на 15 мин при 37—38 °С.

3,8.2. Контроли главного опыта:
позитивная и негативная сыворотки в разведении 1 : 5 с  антиге­

ном и без антигена;
антиген в двойной дозе без сыворотки (на антикомплементар- 

ность);
антиген в двойной дозе без сыворотки и комплемента (на гемо­

токсичность) ,
3.9. Учет и оценка результатов реакции.
3.9.1. Учет результатов реакции проводят дважды: сразу после 

водяной бани и на следующий день при хранении реакции в холо­
дильнике.

Сначала учитывают результаты контролей: в пробирках с по­
зитивной сывороткой и антигеном, с двойной дозой антигена без сы­
воротки и комплемента должна быть полная задерж ка гемолиза; в 
пробирках с позитивной и негативной сыворотками без антигена, с 
негативной сывороткой и антигеном, с двойной дозой антигена без 
сыворотки — полный гемолиз.

Степень задержки гемолиза эритроцитов определяют по шкале, 
приготовленной перед учетом реакции. Д ля этого содержимое 4—5 
пробирок с полным гемолизом сливают в одну и готовят разведения 
по таблице 4.

4. Разведения гемолиэированной жидкости

Компоненты, мл

Гемолизированная жидкость 
Физиологический раствор 
Процент гемолиза

Номера пробирок

1 2 3 4 5

1 ,0 0,75 0 ,5 0,25
0,25 0 ,5 0,75 1 ,0

100 75 50 25 0

Степень гемолиза в пробирках с исследуемыми сыворотками 
определяют в сравнении с гемолизом в пробирках шкалы.

Процент гемолиза выражают в крестах:
(4~+ +  + ) — отсутствие гемолиза, надосадочная жидкость бес­

цветная;
( + + + )  — гемолиз 25 % эритроцитов;
( + + )  — гемолиз 50 % эритроцитов;
( +  ) — гемолиз 75 % эритроцитов;
(—) — полный гемолиз эритроцитов, осадок отсутствует,
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3.9.2. Диагностическая оценка реакции. Положительной считают 
реакцию, оцененную на 2—4 креста в разведении 1 :5  или 1—4 кре­
ста а разведении 1 : 10, сомнительной — на 1 крест в разведении 1 :5 , 
отрицательной — при полном гемолизе эритроцитов в обоих разведе­
ниях сыворотки.

ЗЛО. Животных, с сывороткой крови которых получена сомни­
тельная РСК, исследуют повторно через месяц.

4. Диагноз считают установленным при получении одного из 
следующих показателей:

обнаружение возбудителя при микроскопическом исследовании 
патматериала;

получение положительного результата РСК.
5. Сроки исследований: микроскопического — 1 день, серологиче­

ского — 4 дня.
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