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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.



ЭНТЕРОВИРУСНЫЙ ГАСТРОЭНТЕРИТ

Методические указания по лабораторной диагностике 
энтеровирусного гастроэнтерита свиней

( Рекомендованы 5 апреля 1978 г.)

1. Общие положения.
1.1. Лабораторная диагностика энтеровирусного гастроэнтерита

свиней заключается в:
выделении вируса в культуре клеток и его идентификации в 

реакции нейтрализации (P H );
выявлении типоспецифических антител в сыворотках крови 

больных и переболевших животных в PH  на культуре клеток;
биологической пробе на поросятах 2—4-месячного возраста 

(в необходимых случаях).
1.2. Лабораторный диагноз на энтеровирусный гастроэнтерит 

свиней ставят на основании получения положительных результатов 
до одному из указанных в п. 1.1 методов.

Окончательный диагноз устанавливается на основании эпизоото- 
логических, клинических и патологоанатомических данных с учетом 
результатов лабораторного исследования,

1.3. Срок исследования по выделению и идентификации возбу
дителя энтеровирусного гастроэнтерита— 10-^30 дн,

2. Выделение вируса в культуре клеток.
2.L Для лабораторной диагностики в лабораторию направляют: 

от больных животных — ректальные смывы (соскобы со слизистой 
оболочки прямой кишки); от вынужденно убитых в агональном со
стоянии животных — кусочки пораженных участков тощей, под
вздошной, ободочной и прямой кишок.

2.2. Ректальные смывы собирают стерильными ватными тампо
нами, помещают в пробирки с буферным раствором, содержащим 
1000 ЕД  пенициллина и 500 мкг стрептомицина на 1 мл. Кусочки 
пораженного кишечника помещают в 30 %-ный глицерин и пересы
лают в термосе со льдом.

2.3. Ректальные смывы дваж ды замораживают с последующим 
оттаиванием при температуре 37 °С, тампоны отжимают стерильным 
пинцетом, полученную суспензию центрифугируют при 6 тыс, об/мин 
в течение 30 мин. К надосадочной жидкости добавляют хлороформ 
в соотношении 1 : 1, встряхивают на шуттель-аппарате 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 и 
добавляют к ней 1000 ЕД  пенициллина и 500 мкг стрептомицина на
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1 мл. Смесь выдерживают при комнатной температуре в течение 
1 ч, проверяют на стерильность и используют для заражения куль
туры клеток,

2.4* Вирус из материала выделяют на первичных и перевиваемых 
линиях клеток почек и других органов поросят. Материал каждой 
пробы вносят по ОД мл в 4 пробирки с культурой клеток, из кото
рых предварительно удаляют питательную среду, а монослой клеток 
промывают раствором Хенкса. Зараженную культуру клеток выдер
живают при температуре 37 °С в течение 30 мин, затем в каждую 
пробирку вносят по 0,9 мл поддерживающей среды (среда 199 или 
0,5 %-ный гидролизат лактальбумина). Для контроля культуры кле
ток оставляют незараженными 4 пробирки. Зараженные и контроль
ные пробирки инкубируют при 37 °С.

2.5. Результаты заражения учитывают через каждые 24 ч в те
чение 7—8 сут до появления цитопатических изменений, При отсутст
вии Ц П Д  в первом пассаже проводят еще два последовательных 
пассажа.

Ц П Д  вируса энтеровирусного гастроэнтерита наступает через 
24— 168 ч после заражения и характеризуется появлением мелких 
фокусов округлых зернистых клеток с последующим увеличением их 
до полного разрушения монослоя.

3. Идентификация вируса.
3.1. Выделенный вирус идентифицируют в P H  в культуре кле

ток с использованием в реакции 1000 ЦПДво и 20 нейтрализующих 
доз сыворотки, которые определяют методом титрования вируса и 
антител (в каждой новой серии).

3.2. Т и т р о в а н и е  в и р у с а *  Для титрования вируса вирус
содержащую культуральную жидкость предварительно центрифуги
руют при 3 тыс. об/мин в течение 30 мин. Из надосадочной жидкости 
готовят 10-кратные разведения на буферном растворе ( 10“ 1— 10“ ®). 
Затем по 0,1 мл каждого разведения вируса, начиная с ко
нечного, вносят в пробирки с культурой клеток, в которых 
предварительно ростовую среду заменяют на 0,9 мл поддер
живающей. Д ля контроля 4 пробирки с культурой клеток остав
ляют незараженными. Опытные и контрольные пробирки инкуби
руют при 37 °С.

3.3. У ч е т  р е з у л ь т а т о в  проводят на 4—7 сут, Титр виру
са определяют по методу Рида и Менча. Дозу вируса определяют 
исходя из его титра с помощью таблицы антилогарифмов. Например, 
при титре вируса 108 1000 Ц П Д его будет 10~5.

3.4. Т и т р о в а н и е  с п е ц и ф и ч е с к о й  с ы в о р о т к и  про
водят в PH  в культуре клеток 1000 Ц П Д 50 гомологичного вируса 
при двукратных разведениях исследуемой сыворотки. Сыворотки 
предварительно инактивируют при 56 °С в течение 30 мин. Затем го
товят их двукратные разведения на растворе Хенкса в объеме 
0,5 мл и к каждому разведению сыворотки добавляют по 0,5 мл 
гомологичного вируса с содержанием его в 0,1 мл 1000 ЦПД5о- 
Смесь помещают на 1 ч в термостат. После контакта по 0,2 мл каж 
дого разведения сыворотки с вирусом вносят в 2—4 пробирки с 
монослоем культуры клеток, в коюрых предварительно ростовая 
среда заменена на 0,8 мл поддерживающей.

Д ля контроля оставляют 4 пробирки с незараженной культурой 
клеток, по 2—4 пробирки зараж аю т 1000, 100, 10 и 1 дозами виру
са, 4 пробирки инокулируют наименьшим разведением сыворотки.
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Опытные и контрольные пробирки с культурой клеток инкубируют 
при 37 °С.

3.5. Учет титрования антител проводят на 4—7 сут. Титром 
антител считают то наибольшее разведение сыворотки, которое нейт
рализует 1000 ЦПДбо вируса в 50%  инокулированных пробирок.

3.6. Для идентификации выделенного вируса в PH используют 
1000 ЦПД50 вируса и 20 нейтрализующих доз сыворотки. Например, 
если титр иммунной сыворотки 1 :512, то 20 нейтрализующих доз 
ее составит разведение 1 : 25.

Типирование выделенных вирусов проводят сыворотками, им
мунными к лабораторным штаммам, принадлежащим к 3, 4, 5, 6,
8 и 9 серотипам.

3.7. П о с т а н о в к а  PH.  К каждому из исследуемых вирусов 
в объеме 0,5 мл с содержанием в 0,1 мл 1000 Ц П Д50 добавляют по 
0,5 мл иммунной сыворотки к одному из шести серотипов вируса 
знтеровирусного гастроэнтерита, содержащей в 0,1 мл 20 нейтрали
зующих доз.

Смесь выдерживают в течение 1 ч при 37 °С, затем 0,2 мл 
смеси вируса с сывороткой вносят в 2—4 пробирки с монослоем 
культуры клеток, в которых предварительно ростовая среда была 
заменена на 0,8 мл поддерживающей. Контроли те же, что при тит
ровании антител (п. 3.4).

3.8. Учет реакции проводят на 4—7 сут.
Исследуемый вирус относят к тому серотипу, иммунная сыво

ротка к которому нейтрализовала ЦПД вируса в культуре клеток 
50 % пробирок (положительная реакция),

4. Ретроспективная диагностика.
4.1. Ретроспективную диагностику энтеровирусного гастроэнте

рита проводят в PH в культуре клеток.
4.2. В PH используют F7, F12, F34, F78, F59 и V13 штаммы 

вируса энтеровирусного гастроэнтерита и парные (или однократно 
отобранные) сыворотки крови переболевших животных.

Исследуемые сыворотки инактивируют при 56 °С в течение 
30 мин.

Методику постановки PH и учет результатов проводят так же, 
как при титровании антител в иммунных сыворотках (п. 3.4).

4.3. Результат считается положительным при нарастании анти
тел в парных сыворотках в 4 и более раз или при обнаружении 
антител в титре 1 :32 и выше в сыворотках крови 50 и более про
центов однократно обследованных животных.

5. Постановка биопробы.
5.1. Биопробу ставят на здоровых поросятах 2—4-месячного воз

раста из благополучного по инфекционным болезням хозяйства. Для 
заражения и контроля используют по 2 поросенка.

5.2. Подопытных поросят заражают 10 %-ной суспензией, приго
товленной из слизистой оболочки тонкого и толстого отделов кишеч
ника вынужденно убитых больных свиней, или вируссодержащей 
культуральной жидкостью.

Суспензию центрифугируют при 3 тыс. об/мин в течение 30 мин, 
в надосадочную жидкость добавляют пенициллин из расчета 
100.0 ЕД и стрептомицин 500 мкг на 1 мл, выдерживают при ком
натной температуре в течение 2 ч и проверяют на стерильность (по
сев на МПА, МПБ, среду Китта^-Тароцци).
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Указанную надосадочвую жидкость вводят подопытным поро
сятам по 60 мл перорально и по 1 мл в каждую ноздрю.

При заражении подопытных поросят вируссодержащей жидко
стью ее доза и метод заражения те же, что и при заражении сус
пензией.

Наблюдение за подопытными и контрольными животными ве
дут в течение 2 нед.

5.3. Биопробу считают положительной при развитии у заражен
ных животных клинических признаков энтеровирусного гастроэнте
рита и при их отсутствии у контрольных.
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