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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.



Временные методические указания по определению 
биологической активности вирусвакцикы из штамма 

ВНИИБТ против инфекционного ларинготрахеита птиц
(Утверждены 17 июля 1985 г.)

1. Общие положения.
1.1. В связи с возможным снижением биологической активности 

(титра) сухой вирусвакцины против инфекционного ларинготрахеита 
птиц из штамма ВНИИБТ* при хранении или транспортировке, пе-

* Именуемой ниже — вакцина,
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ред ее применением аэрозольным методом необходимо определять 
биологическую активность препарата с целью обеспечения точности 
дозировки при иммунизации.

1.2. На коробке с вакциной указаны количество клоачных доз 
в ампуле и биологическая активность (титр) вакцины данной серии. 
Титр вакцины должен быть не ниже 105 ЭИДбо/мл (эмбриональных 
инфекционных доз). В каждой ампуле содержится 2 мл вируса и
2 мл наполнителя.

1.3. Работу по определению биологической активности вакцины 
выполняют вирусологические отделы республиканских, краевых, об­
ластных ветеринарных лабораторий, а также зональные специализи­
рованные ветеринарные лаборатории (по болезням птиц).

1.4. Биологическую активность вакцины определяют методом 
титрования на куриных эмбрионах с последующей статистической об- 
работкой полученных данных.

2. Материалы и методы.
2.1. Для проведения работы по титрованию вирусвакцины ИЛТ 

необходимо иметь: бокс с предбоксником, оборудование для виру­
сологических исследований; стерильные бактериологические пробир­
ки, закрытые ватно-марлевыми или резиновыми пробками; стериль­
ные флаконы на 100 мл; стерильные пипетки на 1, 2, 5 и 10 мл; пи­
петки Мора на 25 и 50 мл; фарфоровую кружку или стеклянную 
банку с дезинфицирующим раствором (для отработанных пипеток и 
других материалов); спиртовку или газовую горелку; ножницы изо­
гнутые глазные остроконечные; пинцеты глазные; шприцы «Рекорд» 
на 1 мл с инъекционными иглами № 16; подставку с гнездами 
(ячейками) для куриных эмбрионов; картонные или металлические 
лотки; пробойники; лейкопластырь или парафин; этиловый спирт;
3 %-ный спиртовой раствор йода; раствор дезинфицирующего ве­
щества (1—2 %-ный раствор едкого натра или 5 %-ный раствор мо­
нохлорамина); охлажденный стерильный физиологический раствор, 
приведенный фосфатным буфером к pH 7,2—7,4; антибиотики (пе­
нициллин, стрептомицин).

2.2. Для определения биологической активности вакцины исполь­
зуют 9-дневные куриные эмбрионы с белой скорлупой из хозяйств, 
благополучных по инфекционному ларинготрахеиту птиц, где не 
проводится вакцинация против этой болезни.

2.3. Куриные эмбрионы заражают соответствующими разведения­
ми вирусвакцины (то есть вирусом ИЛТ) в аллантоисную полость 
(см. п. 3.1 и 3.2).

2.4. Инструменты, используемые при заражении эмбрионов (пин­
цет, шприц на 1 мл, иглы, пробойники), стерилизуют кипячением в 
дистиллированной воде. В процессе работы пинцеты и пробойники 
обрабатывают 96°-ным спиртом и фламбируют.

2.5. Непосредственно перед заражением эмбрионы овоскопиру- 
ют, отбирают эмбрионы с хорошей подвижностью и развитой хорио­
наллантоисной оболочкой (ХАО) и отмечают границу пуги (есте­
ственная воздушная полость).

3. Титрование вирусвакцины.
3.1. Р а з в е д е н и е  в и р у с в а к ц и н ы  д л я  т и т р о в а н и я .  

Исходное разведение лиофилизированного вируса ИЛТ (вирусвак­
цины) готовят начиная с разведения 10-1 (без учета наполнителя). 
Берут 9 ампул вакцины (по 2 мл вируса в ампуле), из которых
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составляют 3 пробы (по 3 ампулы б каждой пробе), и параллельно 
их титруют.

Содержимое трех ампул (6 мл вируса) растворяют в 60 мл сте* 
рильного физиологического раствора (разведение 1 ; 10), содержаще­
го 400 ЕД/мл пенициллина и 400 мкг/мл стрептомицина, затем вирус­
содержащую суспензию центрифугируют 10 мин при 1 тыс. об/мин. 
Из надосадочной жидкости готовят возрастающие 10-кратные раз­
ведения до 10~7.

В ряд соответственно обозначенных стерильных пробирок (по 
количеству разведений вируса) разливают стерильный физиологи­
ческий раствор по 9 мл.

Из исходного разведения вируса ( 1 : 10)  отмеряют 1 мл и пе­
реносят в следующую пробирку с 9 мл физиологического раствора, 
при этом пипетка не должна касаться жидкости. Таким образом по­
лучают разведение 1 : 100 (10-2 ). Использованную пипетку погружа­
ют в дезинфицирующий раствор. Другой чистой пипеткой перемеши­
вают вируссодержащую суспензию разведения 10~2 и 1 мл ее пере­
носят в следующую пробирку, получают разведение 10~3, и так до 
7-й пробирки (т. е. до разведения 10~7).

3.2. Заражение эмбрионов. Каждым разведением вируса, на­
чиная с 10~7 до 10-1, одним стерильным шприцем зараж аю т в ал­
лантоисную полость по 4 эмбриона 9-дневного возраста в дозе 
0,2 мл (всего 28 эмбрионов). Для этого яйцо помещают вертикаль­
но тупым концом вверх. Поверхность скорлупы в области естествен­
ной пуги протирают 96°-ным спиртом и фламбируют. Легким уда­
ром пробойника над центром воздушного мешка делают прокол 
скорлупы. Через отверстие в вертикальном направлении вводят иглу 
в аллантоисную полость на глубину 2—3 мм ниже границы воздуш­
ного мешка. Отверстие в скорлупе после инъекции заклеивают рас­
плавленным парафином или лейкопластырем. Кроме того, 6 эмбрио­
нов оставляют незараженными для контроля.

Зараженные и контрольные эмбрионы укладывают в лоток вер­
тикально пугой и помещают в термостат, где инкубируют 144 ч при 
температуре 37±0,5°С  и относительной влажности 60—70 %. В тер­
мостат ставят кювет (объемом 0,5 л) с водой.

3.3. Эмбрионы овоскопируют 2 раза в день. Эмбрионы, павшие 
в течение 24 ч после заражения, во внимание не принимают, их со­
бирают и уничтожают, так как в этот период они могут погибнуть 
не только от действия вируса. Гибель эмбрионов в последующие дни 
относят за счет действия вакцинного вируса инфекционного ларин- 
готрахеита (при условии, что посевы из каждого эмбриона на пи­
тательные среды МПБ, МПА, М ППБ и среду Сабуро останутся сте­
рильными). Через 6 дней все эмбрионы вскрывают. При этом учиты­
вают изменения, характерные для вируса ИЛТ (мелкие серо-белые 
узелки некроза, рассеянные по всей хорионаллантоисной оболочке 
или слившиеся в бляшки). В контрольных (незаряженных) куриных 
эмбрионах изменений на ХАО не должно быть.

Титр вируса высчитывают по методу Рида и Менча по каж ­
дой пробе отдельно. Примерный расчет по этому методу приводится 
в таблицах 1 и 2.

Знаком ( +  ) обозначены эмбрионы, погибшие после 24 ч инку­
бации или выжившие, но имеющие характерные для вируса И ЛТ 
изменения при вскрытии их через 6 дн. после заражения; знаком 
«0» — эмбрионы, не имеющие изменений, свойственных вирусу ИЛТ.

Из таблицы 1 видно, что при разных разведениях вируса пора-
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1. Результаты титрования вируса ИЛТ на РЭК

Разведения исследуемого материала

Исследуемая 
серия вакцины 10—1 10“ 2 10—3 10—4 ю—5 10“  6 10-7

Серия № 1 4 - + + + + + 0
+ + + + + 0 0
+ + + + 4 ~

0 0
+ + + + 0 0 0

жается различное количество эмбрионов. На основании этих данных 
высчитывают кумулятивную инфекционность вакцины, исходя из то­
го, что если у эмбриона имеются поражения ХАО вирусом в разве­
дении 10“ 6, то они будут и при более высоких концентрациях виру­
са. Далее проводят статистический расчет (табл. 2).

2. Расчет процента кумулятивной инфекционности

Количество эмбрионов в каждом разведении

Разве­
дения
вируса

абсолютные данные кумулятивные данные

число
эмбрионов, не 
пораженных 

вирусом ИЛТ

число
эмбрионов, 
пораженных 

вирусом ИЛТ

число
эмбрионов, не 
пораженных 

вирусом ИЛТ

число 
эмбрионов, 
пораженных 

вирусом ИЛТ

10—1 0 4 0 20
10-* 0 4 0 16
1 0 -3 0 4 0 12
1 0 -4 0 4 0 8
10-* 1 3 1 4
1 0 -6 3 1 4 1
10-7 4 0 8 0

Поражен­
ных

эмбрионов
%

100
100
100
100
80
20

0

Стрелкой показано, в каком направлении следует суммировать 
абсолютные данные результата титрования (в графах 2 и 3) для под­
счета кумулятивных данных (в графах 4 и 5).

Процент кумулятивной инфекционности для каждого разведения 
рассчитывают по формуле

100а 
а -(- b

где a — данные графы 5 (т. е. количество эмбрионов с поражением 
ХАО); b — данные графы 4 (т. е. количество эмбрионов без пора­
жений ХАО).

В данном примере % инфекционности при разведении вируса 
1 0 -1 равен

100-20

20
100% ;
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% инфекционности при разведении вируса 10"5 равен

100*4
4 + 1

400
~z—  =  80 % и т. д.

Одна ЭИД50 равна тому количеству вируса, которое вызывает 
поражение ХАО у 50 % эмбрионов.

Из таблицы 2 видно, что ни при одном разведении вируса ин- 
фекционность не составляет 50 %, следовательно, ЭИДзо находится 
между разведениями 10 "5 и 10" 6.

Разведение вируса, при котором процент инфекционности при* 
ближается к 50, но выше этой цифры, называется высшей критиче­
ской дозой, а если он ниже 50 — низшей критической дозой.

В данном примере высшей критической дозой является разведе­
ние вируса 10"5 (80 % инфекционное™), а низшей критической до* 
зой — 10"6 (20 % инфекционное™).

Для расчета коэффициента пропорциональности (X) предложена 
формула

С - Д  3

где X — коэффициент пропорциональности; С — процент инфекцион­
ное™ высшей критической дозы; Д  — процент инфекционное™ низ­
шей критической дозы.

Ставим цифровые значения в формулу

80 — 20 60

Установлено, что ЭИДзо равна логарифму высшей критической 
дозы плюс коэффициент пропорциональности. В данном случае ло­
гарифм высшей критической дозы равен 5 (10-5 ), коэффициент про­
порциональности— 0,5. Следовательно, при окончательном подсчете 
ЭИД5о= 5 + 0 ,5 “ 5,5 (т. е. 105>б ЭИД50/0,2 мл). Для определения 
биологической активности вирусвакцины в 1 мл к полученному чис­
ловому выражению логарифма прибавляют постоянную величину 0,7, 
т. е. в данном случае ЭИД5о = 5,5 lg+  0,7 1g—6,2 lg. Значит, титр 
вируса в 1 мл будет равен 6,2 lg.

3.4. Для перевода титра вируса в абсолютные числа находят 
антилогарифм числа 6,2, пользуясь приложением к настоящим мето­
дическим указаниям (т. е. искомое число антилогарифма в данном 
примере 6,20, где 6 — характеристика, 20 — мантисса, которая опре­
деляется на месте пересечения десятых и сотых цифровых значений 
в таблице, а характеристика указывает на количество знаков в циф­
ровом выражении). В приведенном примере в 1 мл вакцины содер­
жится 1 585 000 ЭИДбо (это и есть абсолютное число),

3.5. Для более точного расчета необходимо провести не менее 
трех параллельных титрований, так как за биологическую актив­
ность вакцины принимается среднеарифметическая величина трех 
параллельных титрований.

Для аэрозольной вакцинации применяют вакцину с титром не 
ниже 105 ЭИДбо/мл.

3.6. Результаты титрования записывают в соответствующей кни­
ге (журнале) учета. При этом указывают наименование вакцины и



Приложение

Антилогарифмы

Десятки
Единицы

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 1000 1259 1585 1995 2512 3162 3981 5012 6310 7943

1 1023 1288 1622 2042 2570 3236 4074 5129 6457 8123
2 1047 1318 1660 2089 2630 3311 4169 5243 6607 8318
3 1072 1349 1698 2138 2692 3388 4266 5370 6761 8511
4 1096 1380 1738 2L88 2754 3467 4365 5495 6918 8710
5 1122 1413 1778 2239 2818 3548 4467 5623 7079 8913
6 1148 1445 1820 2291 2884 3631 4571 5754 7244 9120
7 1175 1479 1862 2344 2951 3715 4677 5888 7413 9333
8 1202 1514 1905 2399 3020 3802 4786 6026 7586 9550
9 1230 1549 1950 2455 3090 3890 4898 6166 7762 9772

П р и м е ч а н и е ,  Для определения абсолютного числа соответствующего лагорифма необходимо мантиссу (цифру, сто­
ящую после запятой) проантилогарифмировать. С этой целью находят по горизонтали цифру, соответствующую десятым долям, 
а по вертикали— сотым долям мантиссы, и на пересечении этих цифр находят числовое значение антилогарифма. В дальней­
шем. исходя из характеристики (целое число), в полученном числовом выражении отделяют количество цифр на одно больше,
чем указано в характеристике.

П р и м е р .  Логарифм числа равняется 6,20. Антилогарифмируют мантиссу 20. Находят по горизонтали цифру 2, а по вер- 
тикали — 0. На пересечении этих цифр определяют ч и с л о 1585, Согласно характеристике, устанавливают абсолютное число, 
которое равняется 1 585 000.



учреж дения, ее изготовивш его, номер серии и д а ту  изготовления, д а ­
ту поступления на исследование и наим енование хозяйства, откуда 
поступила вакцина, и результат исследования.
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