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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.



ЭНЗООТИЧЕСКИЙ ЭНЦЕФАЛОМИЕЛИТ 
(БОЛЕЗНЬ ТЕШЕНА)

Методические указания по лабораторной диагностике 
энзоотического энцефаломиелита (болезни Тешена)

свиней
(Утверждены 1 ноября 1985 г.)

1. Общие положения.
1.1. Лабораторные диагностические исследования на энзооти

ческий энцефаломиелит (болезнь Тешена) свиней включают:
обнаружение антигена (вируса) в мазках-отпечатках из пато

логического материала методом прямой иммунофлуоресценции (ИФ ); 
выделение вируса в культуре клеток и идентификация его методом 
ИФ или в реакции нейтрализации (PH ); выявление типоспецифи
ческих антител в сыворотках крови больных или переболевших жи
вотных в PH; биопробу на поросятах 2—4-месячного возраста (в не
обходимых случаях).

1.2. Для проведения диагностических исследований используется 
набор диагностикумов болезни Тешена свиней, состоящий из анти
гена, специфической сыворотки и флуоресцирующего иммуноглобу
лина.

1.3. Предварительный диагноз на энзоотический энцефаломиелит 
свиней ставят на основании получения положительного результата 
по одному из методов, указанных в щ 1.1, Окончательный диагноз 
устанавливают на основании эпизоотологических, клинических и па
тологоанатомических данных с учетом результатов лабораторного 
исследования.

1.4. Д ля исследования в лабораторию направляют кусочки моз
жечка, продолговатого и спинного мозга от павших или вынужденно 
убитых в стадии паралича больных животных. Патологический ма
териал доставляют в термосе со льдом (допускается использование 
сухого льда) или консервированным 30 %-ным раствором глицерина, 
приготовленным на фосфатно-буферном растворе pH 7,2.

2. Метод иммунофлуоресценции.
2.1. Д ля исследования методом иммунофлуоресценции на обез

жиренных предметных стеклах готовят мазки-отпечатки из свежего 
или свежезамороженного патологического материала (мозжечка, 
продолговатого и спинного мозга).

2.2. Препараты высушивают на воздухе 20—30 мин, фиксируют 
в ацетоне 15 мин при температуре минус 1—2°С. На препараты 
наносят флуоресцирующий иммуноглобулин, входящий в состав на
бора диагностикумов, в рабочем разведении, указанном на этикетке, 
и помещают их во влажную камеру (чашки Петри с фильтроваль
ной бумагой, увлажненной дистиллированной водой) на 25 мин при 
температуре 37 °С, затем промывают в трех сменах фосфатно-бу
ферного раствора (Ф Б Р), ополаскивают дистиллированной водой и 
высушивают на воздухе. Препараты исследуют под люминесцентным 
микроскопом (возбуждающие светофильтры СЭС-14-4, ФС-1, БС-8-2, 
запирающий Ж С-18).

2.3. Д ля контроля применяют метод подавления ИФ, который
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заключается в том, что на приготовленные из патологического ма
териала мазки-отпечатки наносят нефлуоресцирующую специфиче
скую сыворотку к вирусу болезни Тешена, а затем флуоресцирующий 
иммуноглобулин к тому же вирусу. Подготовку препаратов и их 
исследование проводят, как указано в п. 2.2.

2.4. Положительным результатом исследования считают специ
фическое. ярко-зеленое свечение цитоплазмы клеток на фоне мозго
вой ткани, которая светится серовато-желтым или зеленоватым 
цветом, В контрольных препаратах специфическое свечение отсутст
вует.

3. Выделение и идентификация вируса в культуре клеток,
3.1. В ы д е л е н и е ,  т и т р о в а н и е  и т и п и р о в а н и е  в и 

р у с а  в культуре клеток проводят одновременно. Для этой цели 
используют первично-трипсинизированную культуру клеток почек по
росят (ПЭС) или перевиваемую линию клеток СПЭВ. В качестве 
ростовой среды применяют среду 199 и 0,5 %-ный гидролизат лакт- 
альбумина или 5 %-ный гемогидролизат аа с добавлением 10 % сы
воротки крупного рогатого скота (pH среды 7,0—7,2). Поддержи
вающая среда состоит из тех же сред, но без сыворотки крупного 
рогатого скота (pH 7,2—7,4). Антибиотики добавляют по 100 ЕД 
пенициллина и 50 мкг стрептомицина на 1 мл среды. Для приготовле
ния разведений компонентов при постановке реакции применяют со
левые буферные растворы с pH 7,2—7,4 (раствор Хенкса, фосфатно
буферный раствор, забуференный физраствор и др.).

3.2. П о д г о т о в к а  м а т е р и а л а  к и с с л е д о в а н и ю .  
Пробы головного, и спинного мозга, если они фиксированы глицери
ном, отмывают фосфатным буферным раствором от глицерина, ра
стирают в ступке и готовят 10 %-иую суспензию на том же буфер
ном растворе. Суспензию дважды замораживают в морозильной ка
мере холодильника с последующим оттаиванием при 37 °С, затем 
центрифугируют при 5 тыс. об/мин в течение 30 мин. Надосадочную 
жидкость переносят в стерильную пробирку и добавляют к ней хло
роформ в соотношении 1: 1.  Смесь встряхивают в течение 1 ч и 
оставляют ее на 14—16 ч при температуре 4°С. Затем суспензию 
отделяют от хлороформа центрифугированием при 3 тыс. об/мин 
в течение 30 мин, добавляют по 1000 ЕД пенициллина и 500 мкг 
стрептомицина на 1 мл, выдерживают при комнатной температуре в те
чение 1 ч, проверяют на отсутствие бактериальной флоры (посев 
МПА, МПБ, МППБ) и используют для заражения культуры клеток.

3.3. В ы д е л е н и е  в и р у с а .  Подготовленный материал каж
дой пробы вносят по 0,1 мл в 4 пробирки с культурой клеток, из 
которых предварительно удаляют питательную среду, а монослой 
клеток промывают раствором Хенкса. Зараженную культуру клеток 
выдерживают при температуре 37 °С в течение 30 мин, затем в 
каждую пробирку вносят по 0,9 мл поддерживающей среды. Для 
контроля культуры клеток 4 пробирки оставляют незаряженными, 
Зараженные и контрольные пробирки инкубируют при 37—38 °С.

3.4. Т и т р о в а н и е  и т и п и р о в а н и е  в ы д е л я е м о г о  
и з о л я т а  в и р у с а .  Для титрования и типирования выделяемого 
изолята вируса используют подготовленную суспензию пробы мозга.

Типирование проводят в реакции нейтрализации на культуре 
клеток с помощью иммунной сыворотки к вирусу болезни Тешена, 
входящей в состав набора диагностикумов. Иммунная сыворотка 
используется в рабочем разведении, указанном на этикетке,
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Для проведения титрования в первом ряду пробирок делают 
последовательные 10-кратные разведения суспензии пробы мозга с 
10"1 по 10-6. Для типирования во второй ряд пробирок с 0,5 мл 
каждого разведения суспензии добавляют по 0,5 мл иммунной сы
воротки в рабочем разведении и встряхивают, Все пробирки вы
держивают в термостате 1,5 ч при 37 °С.

Каждое разведение суспензии, начиная с 10~5, вносят по 0,1 мл 
в пробирки с культурой клеток (по 4 на каждое разведение), в ко
торых предварительно ростовую среду заменяют на 0,9 мл поддер
живающей. Таким же образом все разведения суспензии с сыво
роткой вносят по 0,2 мл в 4 пробирки с культурой клеток, в которых 
предварительно ростовая среда была заменена на 0,8 мл поддержи
вающей, Для контроля оставляют 4 пробирки незараженными. Ино- 
кулировавные и контрольные пробирки инкубируют в термостате 
при 37—38 °С.

3.5, У ч е т  р е з у л ь т а т о в .  Для учета результатов пробирки 
просматривают под малым увеличением микроскопа через каждые 
24 ч в течение 7—8 сут до появления цитопэтических изменений. 
ЦПД вируса энзоотического энцефаломиелита свиней наступает че
рез 24—168 ч и характеризуется округлением клеток, преломляющих 
свет, с последующим разрушением всего монослоя. При отсутствии 
ЦПД вируса в первом пассаже проводят еще два последовательных 
пассажа с одновременным титрованием и типированием. Если ЦПД 
в течение 3 пассажей не проявилось, результат считают отрица
тельным.

При наличии ЦПД проводят учет по титрованию и типированию 
изолята вируса. Для определения титра вируса одна пробирка с 
проявлением ЦПД составляет 0,25 lg. Например, ЦПД отмечено во 
всех пробирках с разведением от 10~* до 10~4 и в двух пробирках— 
с разведением 10~5. Титр вируса составит 4,5 lg.

Результат типирования считают положительным, если титр виру
са без сыворотки составляет не ниже 3 lg, а во всех пробир
ках, инокулированных вируссывороточной смесью, ЦПД не отме
чено.

4. Идентификация вируса в культуре клеток методом ИФ.

4.1* Культуру клеток ПЭС или СПЭВ выращивают на покров
ных стеклах в пробирках или пенициллиновых флаконах. Сформиро
вавшийся монослой клеток (после отмытия от сыворотки и замены 
ростовой среды на поддерживающую) заражают изолятом вируса в 
объеме 0,2 мл и инкубируют в термостате при температуре 37 °С до 
появления ЦПД (24—48 ч). Стекла извлекают, промывают 2—3 ра
за фосфатно-буферным раствором, подсушивают на воздухе и фик
сируют в течение 15 мин в ацетоне. Одновременно фиксируют и ие- 
зараженную культуру клеток. На препараты, помещенные во влаж
ной камере, наносят флуоресцирующий иммуноглобулин в рабочем 
разведении, указанном на этикетке. Препараты выдерживают 30 мин 
при 37 °С, затем обильно промывают ФБР, ополаскивают дистилли
рованной водой и подсушивают. Микроскопию проводят на люми
несцентном микроскопе.

4.2. Положительным результатом считают специфическое ярко- 
зеленое свечение цитоплазмы клеток в виде фокусов из 3—4 пора
женных клеток, В контрольных препаратах специфическое свечение 
отсутствует.
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5. Ретроспективная диагностика.

5.1. Ретроспективную диагностику энзоотического энцефаломие
лита свиней осуществляют в PH в культуре клеток.

5.2. В PH используют антиген, входящий в состав набора диаг- 
ностикумов, и парные (или однократно отобранные) сыворотки кро
ви переболевших и находившихся в контакте с ними животных.

Сыворотки предварительно инактивируют при 56 °С в течение 
30 мин. Затем готовят двукратные разведения их (до 1:512) в 
объеме 0,5 мл и к каждому разведению сыворотки добавляют по 
0,5 мл антигена с содержанием вируса в 0,1 мл 100 ТЦД50 (дозу 
вируса определяют исходя из его титра, указанного на этикетке). 
Вируссывороточную смесь выдерживают один час в термостате при 
37 °С, после чего смесь каждого разведения по 0,2 мл вносят в 
2—4 пробирки с монослоем культуры клеток, в которых предвари
тельно ростовая среда заменена на 0,8 мл поддерживающей. Одно
временно ставят контроля: 4 пробирки с незараженной культурой 
клеток; по 4 пробирки с культурой клеток, зараженной 100, 10, 1 и 
0,1 дозами вируса; 4 пробирки с культурой клеток, инокулированной 
наименьшим разведением сыворотки (контроль токсичности сыво
ротки) .

Опытные и контрольные пробирки с культурой клеток инкуби
руют при 37 °С.

5.3. Учет результатов титрования антител проводят на 4 и 7 сут. 
Титром антител считают наибольшее разведение сыворотки, которое 
нейтрализует 100 ТЦД50 вируса в 50 % инокулированных вируссы- 
вороточной смесью пробирках.

Результат считается положительным при нарастании титра ан
тител в парных сыворотках в 4 и более раз или при обнаружении 
титров антител 1 : 32 и выше в 50 % и более сывороток крови одно
кратно обследованных животных.

6. Постановка бнопробы.

6.1. Биопробу ставят на здоровых поросятах 2—4-месячного воз
раста из благополучного по инфекционным болезням животных 
хозяйства, Для заражения и контроля используют по 2 поросенка.

6.2. Подопытных поросят заражают 5 %-ной суспензией голов
ного и спинного мозга от убитых больных свиней или вируссодер
жащей культуральной жидкостью.

Суспензию центрифугируют при 3 тыс. об/мин в течение 30 мин, 
в на досад очную жидкость добавляют пенициллин из расчета 
1000 ЕД и стрептомицина 500 мкг на 1 мл, выдерживают при ком
натной температуре в течение 2 ч и проверяют на отсутствие бак
териальной формы (посев на МПА, МПБ, МППБ).

Надосадочную жидкость вводят подопытным поросятам по 0,2— 
0,4 мл интрацеребрально и по 1 мл на скарифицированную слизистую 
каждой ноздри. При заражении подопытных поросят вируссодержа
щей жидкостью доза ее и метод заражения те же, что и при зара
жении суспензией.

Наблюдение за подопытными и контрольными животными ведут 
в течение 1 мес. Животных содержат в изолированных условиях.

6.3. Биопробу считают положительной при развитии у зара
женных животных клинических признаков энзоотического энцефало
миелита свиней и отсутствии таких признаков у контрольных.
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7. Сроки исследования.
7.1. Сроки исследования методом иммунофлуоресценции 1—2 дн., 

по выделению и идентификации вируса энзоотического энцефало
миелита— 10—30 дн., по выявлению типоспецифических антител в 
сыворотках крови — 3— 14 дн„ постановка биопробы— 1 мес.
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