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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.



АЛЕУТСКАЯ БОЛЕЗНЬ НОРОК (ПЛАЗМОЦИТОЗ)
Наставление по применению набора антигена 

и контрольных сывороток в реакции 
иммуноэлектроосмофореза для серологической 

диагностики алеутской болезни норок
(Утверждено 4 июля 1980 г.)

1. Набор для серологической диагностики алеутской болезни 
норок (диагностикум) выпускает биопромышленность; он содержит 
пять флаконов антигена и один флакон контрольных положительной 
й нормальной сывороток.

1.1. Антиген представляет собой розоватую прозрачную жид
кость, свободную от взвешенных частиц; готовят его из тканей но
рок, зараженных штаммом «П-1» вируса алеутской болезни; стериль
ный и не обладает инфекционностыо; серологически активен в реак
ции иммуноэлектроосмофореза (РИЭОФ).

Антиген выпускают в герметически закрытых пенициллиновых 
флаконах по 5 мл, содержащих в 1 мл 500 доз (тест-доз) для 
РИЭОФ. На флаконах с антигеном должна быть этикетка или над
пись несмываемой краской с указанием наименования предприятия- 
изготовителя или его товарного знака, наименования биопрепарата, 
количества его в дозах, номера серии, номера госконтроля, даты 
изготовления.

1.2. Контрольную позитивную сыворотку получают от экспери
ментально зараженных норок, а контрольную негативную — от здо
ровых. Контрольные сыворотки выпускают во флаконах по 1 ма 
(100 доз). На каждые 2500 доз антигена прилагается по 100 доз 
позитивной и нормальной сывороток. На флаконах с сывороткой 
указывают наименование биопрепарата, его количество в дозах.

1.3. На каждой коробке с диагностикумом должна быть этикет
ка с указанием предприятия-изготовителя или его товарного знака, 
полного наименования диагностикума, количества вложенных в ко
робку диагностических препаратов в дозах, номера серии, номера 
госконтроля, даты изготовления, срока годности, условий хранения 
и обозначения технических условий. В каждую коробку должно 
быть вложено наставление по применению набора антигена и кон
трольных сывороток для серологической диагностики алеутской бо
лезни норок.

1.4. Антиген и контрольные сыворотки пригодны для примене
ния в течение 12 мес со дня приготовления при условии хранения 
в темном месте при температуре от 4 до 110°С. Замораживание ди
агностикума не допускается. Антиген и сыворотки, утратившие про
зрачность, к употреблению непригодны.

1.5. По истечении указанного срока хранения неизрасходован
ный диагностикум проверяют на местах путем определения титра 
антигена и позитивной сыворотки, аналогично методике, изложен
ной в п. 6. При титре не ниже 1 :4  антиген разрешается использо
вать в течение 3 мес, после чего его необходимо снова проверить, 
При титре ниже 1 :4  использование антигена не допускается.

1.6. Положительную сыворотку после истечения срока годнос
ти проверяют на местах, и при титре не менее 1 : 6 разрешается 
использовать ее для РИЭОФ в течение 3 мес, затем ее снова прове
ряют, При титре менее 1,16 сыворотку бракуют, В необходимых
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случаях допускается получение позитивной сыворотки в хозяйст
вах от спонтанно больных норок, давших положительную РИЭОФ 
с антигеном алеутской болезни норок.

2. Реакция иммуноэлектроосмофореза, или встречного иммуно
электрофореза, — это разновидность реакции преципитации, харак
теризующаяся тем, что миграция антител и антигена в агаровом ге
ле происходит навстречу друг другу под действием электрического 
поля. Электрофоретическая подвижность белков зависит от величи
ны заряда молекулы и pH раствора. При pH 8,6—8,9 антиген ви
руса алеутской болезни заряжен отрицательно и движется от ка
тода к аноду, а вода, содержащаяся в агаровом геле, — навстречу 
ему, увлекая за собой белки сыворотки крови и в особенности мед
ленно движущиеся гаммаглобулины (антитела).

2. К РИЭОФ может быть использована для обнаружения анти
тел и определения их титров. РИЭОФ позволяет установить серо
логический диагноз на алеутскую болезнь через 7—105 сут после 
заражения, однако иногда в силу особенностей патогенеза болезни 
может наблюдаться выпадение положительной реакции.

2.2. Исследование крови норок на алеутскую болезнь посред
ством РИЭОФ проводят ветврачи и ветфельдшера звероводческих 
хозяйств, ветврачи практических ветеринарных лабораторий и на
учно-исследовательских учреждений после специальной подготовки. 
Исследования проводят в порядке, предусмотренном действующей 
инструкцией по борьбе с алеутской болезнью норок.

3. Для постановки РИЭОФ используют прибор для электро
фореза «ПЭФ-З», «ЭФ-2» или аналогичных марок, вакуумный насос 
с электродвигателем, осветитель «ОИ-19» или настольную лампу с 
металлическим или пластмассовым абажуром, столик с уровнем для 
разлива расплавленного агара, прибор для определения pH раство
ров (универсальный иономер «ЭВ-74» или аналогичный), пробой
ник для изготовления лунок в агаровом геле, резиновую трубку, 
стеклянные пластинки 8X15 см, направляющую пластинку нз орг
стекла для пробойника, пипетки градуированные на 1, 2, 5 и 10 мл, 
капилляры стеклянные для взятия крови у норок, кюветы эмали
рованные, агар особой очистки «Дальрыбсбыт» или аналогичный 
высококачественный агар для электрофореза, бумагу фильтроваль
ную, мединал, веронал, однозамещенный фосфорнокислый калин 
(КН2Р 0 4), двузамещениый фосфорнокислый натрий, (Na2H P 0 4- 
•2Н20 ) , хлористый натрий химически чистый и дистиллированную 
воду.

4. Техника постановки РИЭОФ.
4.1. На чистую обезжиренную стеклянную пластинку размером 

8X15 см наливают 30 мл 1 %-ного горячего раствора агара, при
готовленного на буферном растворе, разведенном пополам дистил
лированной водой. После застывания в агаровом геле делают лунки 
при помощи пробойника, соединенного трубкой с вакуумным насо
сом. Всего на агаровой пластинке делают 204 лунки с таким расче
том, чтобы разместилось 10 полных горизонтальных рядов по 20 
лунок в каждом и одиннадцатый короткий (для контроля) — посе
редине нижнего края стекла с четырьмя лунками. Диаметр лунок 
должен быть 2,8 мм, глубина — 2,5 мм, фактический объем — около 
0,01 мл, расстояние между центрами соседних лунок каждого го
ризонтального ряда — 6 мм. Края агаровой пластинки на расстоя
нии не менее 1 см не должны иметь лунок.
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Для более точного расположения лунок используют заранее 
размеченную миллиметровую бумагу, которую кладут под стеклян
ную пластинку, или накладывают направляемую пластинку из орг
стекла с просверленными для пробойника отверстиями.

При единичных исследованиях можно использовать предметные 
стекла или стеклянные пластинки меньшего размера,

После разлива агара пластинки должны быть использованы не 
позднее 2 ч при хранении во влажной камере (камера для электро
фореза, эксикатор и т. п.).

4.2. Для РИЭОФ применяют мединал-вероналовый или дру
гие буферные растворы с pH 8,6—8,9, пригодные для электрофоре
за белков. Мединал-вероналовый буфер готовят путем растворения 
10,32 г медина л а в 300 мл дистиллированной воды и последующе
го добавления 1,84 г веронала. Раствор помешивают и держат в 
водяной бане при 40°С до полного растворения веронала. Затем 
объем раствора доводят дистиллированной водой до 1 л и измеря
ют pH. В том случае если реакция приготовленного мединал-веро- 
налоного раствора получилась ниже 8,6, следует добавить медипал, 
а если выше — веронал. После добавления мединала или веронала 
каждый раз определяют pH раствора, доводя его до нужной кон
центрации.

Ежедневно после окончания работы буферный раствор сливают 
в одну емкость и хранят при комнатной температуре. Буферный 
раствор при массовых исследованиях используют в течение 3—4 дн. 
При ухудшении четкости линий преципитации в контроле следует 
заменить раствор и проверить активность диагностикума в соответ
ствии с п. 1.5.

4.3. Кровь для исследования у норок берут в стеклянные капил
ляры, которые с одного конца закрывают пластилином и центрифу
гируют при 1,5—3 тыс. об/мин в течение 5 мин. Затем отламыва
ют часть капилляра с сывороткой и, не допуская ее разбрызгива
ния, осторожно выдувают при помощи специальной груши или ре
зиновой трубки в очередную лунку четного вертикального ряда. 
При необходимости можно использовать цельную кровь, осадок 
эритроцитов, гемолнзированную или хилезную сыворотку. Для 
контроля реакции в последние лунки 10-го и 12-го четных верти
кальных рядов вносят соответственно положительную и нормаль
ную сыворотки. Антиген закапывают пастеровской пипеткой во все 
лунки нечетных рядов (включая и контрольные) и помещают плас
тинку в камеру электрофореза с тем расчетом, чтобы ток прохо
дил параллельно горизонтальным рядам. К краям пластинки при
крепляют по 4—5 полосок фильтровальной бумаги и опускают их 
свободные концы в ванны с буферным раствором, наполненные при
мерно на 7з объема. Камеру закрывают крышкой и подключают к 
выпрямителю тока так, чтобы положительный полюс был справа 
(со стороны крайнего вертикального ряда с сыворотками). Сила то
ка должна составлять 10—15 мА на каждую стеклянную пластин
ку (0,08—0,12 мА/см2), напряжение на выходе — 120—220 В. Тре* 
буемые параметры тока достигаются путем изменения количества 
полосок фильтровальной бумаги, если регулировка тумблером не 
приводит к желаемому результату,

4.4. Предварительную читку реакции проводят через 45 мин пос
ле размещения пластинки в силовом поле. Для этого отключают 
от сети выпрямитель, открывают крышку камеры, вынимают плас
тинку и просматривают ее в косопроходящем свете (осветитель
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ОИ-19 или другие источники света) на темном фоне в затемненном 
помещении. Положительная РИЭОФ характеризуется наличием тон
кой четкой прямой линии преципитации в горизонтальных рядах 
геля примерно на середине расстояния между лунками с сыворот
кой и антигеном. Расплывчатые полосы в геле, диффузные или ог
раниченные изменения его прозрачности, а также отсутствие изме
нений расцениваются как отрицательный результат. Окончательную 
читку реакции проводят после экспозиции стекла с агаровой плас
тинкой в гипертоническом растворе (12,5 %) хлористого натрия и 
последующего отмывания в дистиллированной воде (6—18 ч) для 
удаления неспецифических полос сывороточного белка. При обна
ружении едва различимой линии преципитации результат РИЭОФ 
считается сомнительным. В этом случае реакцию ставят повторно 
с новой пробой сыворотки. Подтвержденный сомнительный резуль
тат РИЭОФ засчитывают как положительный.

Показания РИЭОФ признают действительными, если на дан
ной пластинке в контроле с положительной сывороткой будет ясно 
выражена линия преципитации, а с нормальной — агар останется 
без изменения. Положительный результат РИЭОФ указывает на 
заражение норок алеутской болезнью и на необходимость изолиро
ванного их содержания до момента убоя.

5. Результат исследования крови норок в хозяйствах записы
вают в акте с указанием даты проведения исследования, количества 
и процента реагирующих норок по отделениям и бригадам, наиме
нования диагностикума, номера его серии и госконтроля, предприя
тия-изготовителя, срока годности, фамилии, имени и отчества вет- 
работника, проводившего исследования. Один экземпляр акта хра
нится в хозяйстве, второй направляется главному ветврачу района.

6. Для экспериментальных целей в РИЭОФ испытывают не 
только цельные сыворотки и антиген, но и их последовательные раз
ведения, Для титрования антител у обследуемых норок берут кровь 
в пробирки в объеме не менее 1—3 мл и получают сыворотку об
щепринятым способом, затем готовят ее последовательно двукрат
ные разведения в физрастворе от 1 : 2 до 1 : 262 144 при помощи 
микротитратора Такачи или микрометодом в пробирках. Каждое 
разведение испытуемой сыворотки вносят в отдельную лунку чет
ных вертикальных рядов; в нечетные ряды закапывают неразве- 
денный стандартный антиген и пластинку помещают в камеру .для 
электрофореза на 45 мин. Одновременно ставят контроль положи
тельной стандартной сыворотки начиная с разведения 1 :2  до пре
дельного титра (1:256) со стандартным антигеном. Учет реакции 
проводят в соответствии с п. 4.4. За титр антител в испытуемой 
сыворотке принимают наибольшее ее разведение, в котором произо
шла реакция при одновременном положительном результате с кон
трольной позитивной сывороткой в предельном (1 : 256) или поло
винном (1 : 128) титре.

При титровании антигена готовят последовательные двукрат
ные его разведения от 1 :2  до 1 :64 в фосфатно-буферном растворе 
с pH 7,2—7,4, приготовленном по общепринятой прописи. В лунки 
четных вертикальных рядов вносят неразведенную контрольную по
зитивную сыворотку, а в нечетные ряды — антиген в последователь
ных разведениях. Пластинку помещают в камеру для электрофоре
за и через 45 мин проводят учет реакции, как указано в п. 4.4.

7. По истечении срока годности диагностикума или при подо
зрений на снижение его активности проводят титрование антигена и
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сыворотки, как указано в п. 6, с той лишь разницей, что антиген 
титруют до разведения 1 :4  (с неразведеняой сывороткой), а сы
воротку в разведении до 1 : 16 (с неразведенным антигеном), О слу
чае несоответствия диагностикума указанным в настоящем настав
лении требованиям сообщают во Всесоюзный Государственный на
учно-контрольный институт ветнрепаратов и высылают одновременно 
по одному флакону антигена и контрольных сывороток.
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