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ПРЕДИСЛОВИЕ

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.



БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ

ВИРУСНЫЙ (ТРАНСМИССИВНЫЙ) 
ГАСТРОЭНТЕРИТ

Методические указания по лабораторной диагностике 
вирусного (трансмиссивного) гастроэнтерита свиней

(Рекомендованы 30 мая 1978 г,)
1. Общие положения.
1.1. Лабораторная диагностика вирусного (трансмиссивного) 

гастроэнтерита свиней заключается в:
выявлении вирусного антигена в датологическом материале ме

тодом иммунофлуоресценции (ИФ);
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выделении вируса в культуре клеток и его идентификации мето
дом ИФ и реакции нейтрализации (PH);

выявлении специфических антител в сыворотке крови больных 
и переболевших животных в реакции непрямой гемагглютинации 
(РИГА).

При необходимости проводят гистологическое исследование, 
электронную микроскопию и биологическую пробу.

1.2. Лабораторный диагноз на вирусный гастроэнтерит свиней 
ставят на основании получения положительных результатов по одно
му из методов, указанных в п. 1.1.

Окончательный диагноз ставят на основании эпизоотологических, 
клинических и патолого анатомических данных с учетом результатов 
лабораторного исследования.

1.3. Срок исследования по выделению и идентификации вируса- 
15—30 дн.

2. Индикация вируса.
2.1. Для лабораторной диагностики в лабораторию направляют 

в термосе со льдом патологический материал (кусочки легкого, пе
чени, селезенки, почки, головного мозга и пораженные участки тон
кого отдела кишечника) от вынужденно убитых в агональном со
стоянии или павших животных. Патологический материал от трупов, 
пролежавших более 2 ч после гибели, к исследованию непригоден,

2.2. Методом ИФ исследуют с применением флуоресцирующей 
сыворотки мазки-отпечатки или гистологические срезы из органов и 
тканей или культуру клеток, зараженную патологическим материа
лом.

Препараты подсушивают на воздухе, фиксируют смесью этило
вого спирта и уксусной кислоты (9:1)  в течение 15—20 мин или 
охлажденным при 4°С ацетоном в течение 5—7 мин, прополаскива
ют в 0,15 М растворе фосфатного буфера и дистиллированной воде 
и подсушивают на воздухе,

2.3. Перед использованием каждой серии флуоресцирующей сы
воротки рекомендуют проверять ее титр. Для этого сыворотку раз
водят на 1—2 разведения выше и ниже указанного титра и каждым 
разведением окрашивают препараты, приготовленные из органов 
больных вирусным гастроэнтеритом и здоровых свиней.

Минимальное разведение сыворотки, обеспечивающее яркое (на 
+  +  +  и +  + Н-+) специфическое свечение клеток в препаратах из 
тканей свиней, зараженных возбудителем вирусного гастроэнтерита 
свиней, называют титром.

2.4. Метод иммунофлуоресценции применяют в прямом и не
прямом вариантах.

2.5. П р я м о й  в а р и а н т  м е т о д а  ИФ. На фиксированные 
препараты наносят флуоресцирующую сыворотку и выдерживают в 
течение 30 мин при температуре 37 °С во влажной камере (чашка 
Петри с увлажненным диом). Затем препараты промывают забуфе- 
ренным раствором и дистиллированной водой, подсушивают на воз
духе и просматривают под люминесцентным микроскопом (свето
фильтры ФС-1, СЭС-7, БС-8 и окуляры ЖЗВ-19 или Т-2Н).

Для контроля специфичности свечения препараты обрабатывают 
нормальной меченой сывороткой.

2.6. Н е п р я м о й  в а р и а н т  м е т о д а  ИФ. На препараты 
наносят специфическую к возбудителю вирусного гастроэнтерита не
меченую сыворотку и выдерживают 20 мин при температуре 37 °С
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во влажной камере. Затем препараты промывают забуференным 
раствором, подсушивают на воздухе и наносят флуоресцирующую 
антивидовую сыворотку на 15 мин при температуре 37 °С, после чего 
их промывают, подсушивают и просматривают под люминесцентным 
микроскопом.

Для контроля специфичности свечения на препараты наносят 
немеченую нормальную сыворотку крови свиней, затем — флуоресци
рующую антивидовую сыворотку.

2.7. О ц е н к а  р е з у л ь т а т о в .  Иммунофлуоресценция счита
ется положительной при наличии в препаратах ярко-зеленого свече
ния клеток или цитоплазмы с наличием ярко светящихся гранул 
разного размера при отсутствии флуоресценции в контрольных пре
паратах. Свечение лейкоцитов и дегенеративно измененных клеток 
не учитывают.

3. Выделение вируса в культуре клеток.
3.1. Выделение вируса проводят на первичных и перевиваемых 

линиях клеток почек поросят. Для заражения культуры готовят 
10 %-ную суспензию из органов поросят (отдельно паренхиматоз
ные органы и кишечник) на растворе Хенкса, центрифугируют при 
3 тыс. об/мин в течение 30 мин. К надосадочной жидкости добавля
ют антибиотики, выдерживают в течение часа при комнатной тем
пературе или 6 ч при температуре 3—4°С, еще раз центрифугируют 
при 5 тыс. об/мин в течение 30 мин, проверяют на стерильность и 
используют для заражения культуры клеток.

3.2. Материал каждой пробы вносят по 0,2 мл в 4 пробирки с 
культурой клеток, из которых предварительно удаляют питательную 
среду, а монослой промывают раствором Хенкса.

Зараженную культуру клеток выдерживают при температуре 
37 °С в течение 30 мин, затем в каждую пробирку вносят по 0,8 мл 
поддерживающей среды (среда 199 или 0,5 %-ный гидролизат лак- 
тальбумина). Для контроля монослоя оставляют 4 пробирки неза
ряженными. Зараженные и контрольные пробирки инкубируют при 
37 °С.

Для исследования методом ИФ заражают культуру клеток, вы
ращенную на стеклышках.

3.3. Результаты заражения учитывают через каждые 24 ч в те
чение 5—7 сут до появления цитопатических изменений (ЦПД). При 
отсутствии ЦПД в первом пассаже проводят 5—7 последовательных 
пассажей,

ЦПД вируса вирусного гастроэнтерита свиней наступает через 
2—7 пассажей после заражения и характеризуется набуханием, 
утолщением с последующим укорочением и округлением клеток до 
полного разрушения монослоя.

4. Идентификация вируса методами ИФ и PH.
4.1. М е т о д  и м м у н о ф л у о р е с д е н ц и и .  Зараженную 

культуру клеток со стеклышками через 24 и 48 ч инкубации в термо
стате фиксируют и исследуют методом ИФ (см. пп. 2.5, 2,6 и 2.7).

4.2. Р е а к ц и я  н е й т р а л и з а ц и и  (PH). PH проводят в 
культуре клеток с использованием 1000 ЦПД50 вируса и 20 нейтра
лизующих доз сыворотки, которые определяют титрованием вируса 
и антител.

4.3- Т и т р о в а н и е в ир у с а .  Для титрования вируса вирус
содержащую культуральную жидкость предварительно центрифуги-
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руют при 3 тыс. об/мин в течение 30 мин, Из надосадочной жидко
сти готовят десятикратные разведения на растворе Хенкса (Ю-1*  ̂
10~7). Затем по 0,1 мл каждого разведения вируса, начиная с 
конечного, вносят в пробирки с культурой клеток, в которых предва
рительно ростовую среду заменяют на 0,9 мл поддерживающей. 
Для контроля культуры клеток 4 пробирки оставляют незаряжен
ными. Опытные и контрольные пробирки инкубируют при 37 °С.

4.4. Учет результатов проводят на 3, 5, 7 сут. Титр вируса оп
ределяют по методу Рида и Менча. Дозу вируса определяют исходя 
из его титра с помощью таблицы антилогарифмов. Например, при 
титре вируса 10“7 1000 ЦПД его будет 10 '4.

4.5. Специфическую к возбудителю вирусного гастроэнтерита 
свиней сыворотку разводят 1 :2 питательной средой и инактивиру
ют при 56 °С в течение 30 мин. В PH используют 20 нейтрализую
щих доз сыворотки. Например, если титр сыворотки 1 : 1000, то 
20 доз ее составит разведение 1 : 50. Каждую новую серию сыворот
ки титруют,

4.6. 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 ЦПД5о добавляют по 
0,5 мл иммунной сыворотки, содержащей в 0,1 мл 20 нейтрализую
щих доз. Смесь выдерживают 1 ч при 37 °С, затем по 0,2 мл вносят 
в 4 пробирки с культурой клеток, в которых предварительно росто
вая среда заменена поддерживающей.

К о н т р о л  и: четыре пробирки с незараженной культурой кле
ток; по 2—4 пробирки заражают 1000, 100, 10, 1 дозами вируса; 
4 пробирки инокулируют разведением сыворотки, взятым в опыт. 
Опытные и контрольные пробирки с культурой клеток инкубируют 
при 37 СС.

4.7. Учет реакции проводят на 4 и 7 сут, Реакция считается 
положительной, если специфическая сыворотка нейтрализовала ЦПД 
вируса в 50 % пробирок, инокулированных вирус-сывороточной 
смесью.

5. Ретроспективная диагностика.
5.1. Определение специфических антител в парных сыворотках 

крови больных и переболевших животных проводят с помощью ре
акции непрямой гемагглютинации (РИГА),

5.2. К о м п о н е н т ы :  эритроцитарный диагностикум (эритроци
ты, сенсибилизированные вирусом вирусного гастроэнтерита свиней); 
испытуемые сыворотки больных и переболевших животных, контроль
ные (положительная и отрицательная) сыворотки к вирусу вирус
ного гастроэнтерита свиней, забуференный физиологический рас
твор с pH 7,2.

5.3. Реакцию ставят на плексигласовых пластинах в объеме 
0,4 мл. Испытуемые сыворотки инактивируют при температуре 56— 
58 °С в течение 40 мин, затем готовят двукратные разведения их 
(от 1 : 4 до 1 : 16) в 0,2 мл забуференного физиологического раство
ра. Добавляют по 0,2 мл эритроцитарного диагностикума. Реакцию 
ставят при комнатной температуре или при 37 °С в течение 2 ч.

К о н т р  о ли: эритроцитарный диагностикум + контрольная по
ложительная сыворотка; эритроцитарный диагностикум + контроль
ная отрицательная сыворотка; эритроцитарный диагностикум-f забу
ференный физиологический раствор,

5.4. Учет результатов РИГА проводят при полном оседании 
эритроцитов в контроле с отрицательной сывороткой.
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Давшими положительный результат считают те пробы сыворо
ток, которые в разведении 1 : 16 и выше вызывают агглютинацию 
эритроцитарного диагностикума при положительном результате в 
контроле с положительной сывороткой и отрицательном результате 
реакции в других контролях.

5.5. РИГА можно ставить методом микро агглютинации с по
мощью аппарата Такачи.

6. Биологическая проба.
6Л. Биопробу ставят на супоросных свиноматках за 3—5 дней 

до опороса или на поросятах-сосунах 1—2-дневного возраста, взя
тых из благополучного по инфекционным болезням хозяйства.

Свиноматку или поросят заражают 10 %-ной суспензией, приго
товленной из пораженных стенок тонкого отдела кишечника вынуж
денно убитых в агональном состоянии животных или вируссодер
жащей культуральной жидкостью. Суспензию центрифугируют при 
3 тыс. об/мин в течение 30 мин, в надосадочную жидкость добавля
ют пенициллин из расчета 1000 ЕД и стрептомицина 500 мкг на 1 мл, 
выдерживают при комнатной температуре в течение 2 ч и проверя
ют на стерильность (методом посева на МПБ, МПА, среду Китта— 
Тароцци). 10 мл указанной надосадочной жидкости вводят через рот 
одной свиноматке или поросятам от одной свиноматки (первая 
группа),

Контролем служит вторая супоросная свиноматка или незаря
женные поросята второй свиноматки (вторая группа).

6.2. Биопробу считают положительной, если через 24 ч (реже 
через 48 ч) после заражения поросята, родившиеся от зараженной 
свиноматки, или поросята первой группы заболевают с клиникой 
вирусного гастроэнтерита свиней.

В сомнительных случаях проводят исследование органов от вы
нужденно убитых в агональном состоянии поросят подопытной груп
пы на наличие вируса этой болезни методом ИФ и PH.

7. Метод электронной микроскопии.
7.1. Электронную микроскопию проводят в научно-исследователь

ских учреждениях.
7.2. Материалом для исследования служат пораженные участки 

тонкого отдела кишечника от вынужденно убитых больных поросят.
7.3. Из пораженных участков кишечника готовят препараты- 

отпечатки. Участки кишечника длиной 4—5 см разрезают вдоль и 
разворачивают слизистой оболочкой вверх на предметном стекле. 
К поверхности слизистой прикладывают коллоидной стороной се
точки, используя для каждой сеточки новые участки. Сеточки промы
вают 2—3 каплями дистиллированной воды и подвергают негатив
ному контрастированию.

На коллоидную пленку сеточек наносят пипеткой 2 %-ный ра
створ фосфорно-вольфрамата натрия, который снимают фильтроваль
ной бумагой. Затем препараты просматривают в электронном мик
роскопе.

7.4. Для приготовления раздавленных препаратов на поверхность 
слизистой оболочки пораженного кишечника помещают 3—4 капли 
дистиллированной воды, тупым концом глазного скальпеля через 
воду много раз ударяют по слизистой для получения вируссодержа
щей суспензии. На полученную суспензию накладывают сеточки 
коллоидной стороной на I—2 мин. Затем сеточки промывают 2—3
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каплями дистиллированной воды и подвергают негативному контра
стированию.

7.5. О б р а б о т к а  п р е п а р а т о в  и м м у н н о й  с ы в о р о т 
кой.  До негативного контрастирования приготовленные сеточки об
рабатывают гипериммунной сывороткой к эталонному штамму ви
руса вирусного гастроэнтерита свиней с титром не менее 1 ; 260, 
Для этого на предметное стекло с луночкой помещают несколько 
капель сыворотки, в которую помещают коллоидные сеточки и вы
держивают в течение 1 ч при комнатной температуре во влажной 
камере. Затем сеточки отмывают дистиллированной водой, подвер
гают негативному контрастированию и просматривают в электронном 
микроскопе. Для контроля просматривают такие же сеточки, обрабо
танные гетерологичной иммунной сывороткой.

7.6. Учет результатов проводят на приборе с разрешающей спо-о
собностью 5 А,

Диагноз на вирусный гастроэнтерит свиней считается положи
тельным при наличии в препаратах внрионов размером 70—120 нм, 
на оболочке которых размещены частоколом булавовидные шипы, 
характерные для коронавирусов; в препаратах, обработанных иммун
ной сывороткой к вирусу этой болезни, обнаруживают на оболочке 
вирионов скопления белковых молекул, В контрольных препаратах, 
обработанных гетерологичной иммунной сывороткой, таких скоплений 
на вирионах не наблюдается. Диагноз подтверждают электронными 
фотографиями,
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