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П Р Е Д И С Л О В И Е

В деле выполнения решении партии и правительства по дальней
шему развитию животноводства, а также задач, поставленных Продо
вольственной программой страны, ветеринарной службе большую 
помощь оказывают ветеринарные лаборатории.

Ветеринарные лаборатории осуществляют диагностику инфек
ционных и паразитарных болезней животных, выявляют нарушения 
обмена веществ в их организме, проводят исследования, направленные 
на предупреждение отравлений, помогая тем самым специалистам сов
хозов, колхозов и других хозяйств успешно осуществлять лечебно
профилактические мероприятия. От того, насколько своевременно 
ставится диагноз, разработаны и рекомендованы профилактические и 
лечебные меры, зависит успех ликвидации болезней, сохранность 
поголовья животных и повышение их продуктивности.

Последнее время в лабораториях появилось много приборов и 
приспособлений, облегчающих труд специалистов и позволяющих про
водить исследования на более современном и качественном уровне, с 
большой достоверностью. В связи с этим многие ранее действовавшие 
методические указания переработаны.

Кроме того, ежегодно для лабораторной практики предлагаются 
новые методы диагностики. В отечественной и зарубежной литературе 
постоянно публикуется большое количество материалов о новых мето
дах исследований, предлагаются различные модификации существую
щих методик, вводятся дополнительные диагностические тесты.

Ветеринарные лаборатории в своей работе не могут использовать 
всего многообразия имеющихся в литературе методов исследования или 
из-за того, что они недостаточно апробированы, или из-за сложности 
применяемого оборудования. Иногда методы, предлагаемые различны
ми авторами, при определении одних и тех же показателей дают несов
падающие результаты.

В связи с этим в справочник включены методы лабораторных 
исследований патологического материала, получаемого от больных, 
убитых или павших сельскохозяйственных животных, апробированные 
Центральной ветеринарной лабораторией и утвержденные Главным 
управлением ветеринарии Министерства сельского хозяйства СССР. 
Книга содержит методические указания по диагностике инфекционных 
болезней бактериальной этиологии, а также методические указания по 
применению культур клеток в диагностических исследованиях.

Методики изложены по единой схеме-; взятие и пересылка патологи
ческого материала, методы его обработки и обогащения; бактериоско- 
пические исследования, включая световую и люминесцентную микро
скопию; выделение культур возбудителей инфекционных болезней на 
питательных средах; заражение лабораторных животных как с целью 
выделения чистой культуры возбудителя, так и определения степени ее 
патогенности; гистологические исследования; идентификация и диффе
ренциация возбудителей с использованием различных методов; сероло
гические исследования для определения вида возбудителя.
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Приведенные в справочнике методы лабораторных исследований 
унифицированы и стандартизированы. В широком смысле слова унифи
кация и стандартизация подразумевают применение для различных 
исследований одних и тех же аппаратов, приборов, инструментов, по
суды, реактивов, исключая, конечно, специальные методы исследова
ния; применение стандартных (унифицированных) питательных сред и 
диагноста кумов; разработку методических указаний по единой форме. 
Все это позволяет лабораторным работникам с меньшей затратой сил и 
средств, на высоком методическом и техническом уровне, качественно и 
в срок проводить диагностические исследования. Таким образом, стан
дартизация методов исследования явится способом наведения строгого 
порядка в работе ветеринарных лабораторий.

Книга предназначена для ветеринарных врачей, фельдшеров, а 
также лаборантов ветеринарных диагностических лабораторий.

В справочник не вошли материалы по диагностике туберкулеза, 
так как они пересматриваются и дополняются, поэтому их публикация 
будет осуществлена в -последующих изданиях.



ГЕМОФИЛЕЗЫ

Временные методические указания 
по лабораторной диагностике 

гемофилезного полисерозита свиней
(Утверждены Главным управлением ветеринарии 

Минсельхоза С С С Р  17 октября 1978 г.)

1. Общие положения.
1.1. Гемофилезный полисерозит — инфекционное, септическое за

болевание поросят послеотъемного периода, характеризующееся се
розно-фибринозным воспалением плевры, перикарда, брюшины и 
суставов.

1.2. Возбудитель болезни — капсулообразующие штаммы Haemo
philus parasuis (сем. Brucellaceae, род Haemophilus; Bergey, 1974). Это 
мелкая (0,2X 0,5 мкм), грамотрицательная, неподвижная, не образую
щая спор, полиморфная палочка, обладающая резко выраженным 
тропизмом к серозным оболочкам. Для роста на искусственных пита
тельных средах нуждается в специфическом ростовом факторе — ди- 
фосфопиридиннуклеотиде (У-фактор), который содержится в крови, 
дрожжевом экстракте и в продуктах жизнедеятельности некоторых 
бактерий,

1.3. Лабораторный диагноз на гемофилезный полисерозит уста
навливают на основании результатов бактериологического исследо
вания патологического материала от павших или вынужденно убитых 
животных, а также и биологической пробы.

2. Бактериологическое исследование.
2.1. Материал для лабораторного исследования берут не позднее 

4—6 ч после смерти от 2—3 трупов поросят, павших с признаками 
острого полисерозита и не подвергавшихся антибиотикотерапии. По
верхность кожи в области разреза обрабатывают дезинфицирующим 
раствором и стерильным инструментом вскрывают брюшную и груд
ную полости. Затем стерильным шприцем или пастеровской пипеткой 
набирают экссудат из перитонеальной, плевральной, перикардиальной 
полостей и переносят в одну стерильную пробирку или флакон. В эту 
же пробирку (флакон) вносят соскобы, сделанные стерильным скаль
пелем с поверхности пораженных серозных оболочек (плевра, перикард, 
гюритонеум). От каждого животного патологический материал поме
щают в отдельную пробирку (флакон), закрывают резиновой пробкой, 
маркируют и в термосе со льдом нарочным отправляют в ветеринарную 
лабораторию.

2.2. Исследование патологического материала заключается в вы
делении чистой культуры Н. parasuis и складывается из микроскопии 
мазков из патологического материала, выделения культур возбудителя 
на специальных средах, их идентификации и определения патогенности 
на морских свинках,
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2.3. М и к р о с к о п и ч е с к о е  и с с л е д о в а н и е .  Достав
ленный патологический материал суспендируют непосредственно в 
пробирке (флаконе). Из суспензии готовят мазки, высушивают их на 
воздухе, фиксируют над пламенем горелки, окрашивают по Граму и 
микроскопируют. В мазках возбудитель имеет вид мелких, полиморф
ных, грамотридательных палочек, диплобактерий, нитей или коротких 
цепочек.

2.4. Б а к т е р и о л о г и ч е с к о е  и с с л е д о в а н и е .  Вы
севы на питательные среды должны быть проведены не позднее 24 ч 
после взятия патологического материала.

2.4.1. Две-три капли суспензии из экссудата и соскобов с серозных 
оболочек наносят на поверхность предварительно подсушенного кро
вяного мясо-пептонного агара в чашке Петри. Стерильным стеклянным 
шпателем материал распределяют по всей поверхности агара, а затем 
дробно рассевают на 3 чашки с указанной питательной средой. После 
20—30-минутного подсушивания бактериологической петлей делают 
крестообразный посев штрихом по диаметру чашки культуры негемо
литического штамма белого стафилококка или кишечной палочки 
(«баккормилка»). Посевы инкубируют в аэробных условиях при 37— 
38°С в течение 24 ч.

Субкультуры негемолитических штаммов белого стафилококка 
или эшерихий поддерживают в лаборатории. Д ля исследований исполь
зуют агаровую или бульонную культуры, которые хранят в холодиль
нике при 4—8°С не более 10 дн.

2.4.2. На кровяном МПА рост гемофильных бактерий наблюда
ется в зоне, прилегающей к культуре «баккормилки», в виде мелких 
(0,1—0,2 мм), правильной круглой формы негемолитических колоний 
с гладкой, выпуклой, блестящей поверхностью, слизистой консистен
ции. Сателлитный рост гемофильных бактерий около «баккормилки» 
обусловлен диффузией в агаровую среду У-фактора, выделяемого 
культурой кишечной палочки или стафилококка. Микроскопически 
видимые колонии гемофильных бактерий растут не далее I—2 см от 
штриха «баккормилки».

2.4.3. При обнаружении в посевах сателлитных негемолитических 
колоний из них делают мазки, которые окрашивают по Граму и Гинсу. 
В мазках из культуры Н. parasuis имеет вид мелких (0,2X0,5 мкм) 
грамотрицательных палочек и нитей различной длины. При окраске 
по методу Гинса в мазке на темном фоне находят мелкие, палочко
видные (нитевидные) бактерии красного цвета, окруженные узкой свет
лой зоной (капсула).

2.4.4. Из 3—4 сателлитных негемолитических колоний бактерий, 
имеющих типичную для Н. parasuis морфологию, делают пересевы в 
чашки Петри на шоколадный агар, на 10%-ный сывороточный МПА 
с последующим посевом бактерии-«кормилки». Одновременно делают 
высев культур на тот же сывороточный МПА без бактерии-«кормилки» 
(рецепты питательных сред см. в приложении). Посевы инкубируют 
24 ч при 37—38°С.

Культуры, которые не обладают гемолитическими свойствами, 
не растут на сывороточном МПА, но дают рост на шоколадном и на 
сывороточном МПА с бактерией-«корми л кой», относят к виду Н. para
suis.

2.5. Биологическое исследование для определения патогенных 
свойств Н. parasuis проводят на морских свинках. Д ля этой цели ис
следуемую культуру высевают на шоколадный агар и выращивают 
при 37—38°С в течение 24 ч. Выращенную культуру смывают стериль-
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ньш 0,85%-ным раствором поваренной соли и доводят концентрацию 
бактериальной суспензии до 20 ед. мутности по оптическому стандарту. 
Эту суспензию в дозе 1 мл вводят в н утр и брюшин но трем морским евин- 
нам массой 300—350 г.

Наблюдение за зараженными животными ведут в течение 5 сут,
Культуру признают патогенной в случае гибели одной или более 

морских свинок. Из перитонеального и плеврального экссудатов, а 
также из печени, селезенки и крови сердца каждой павшей морской 
свинки делают посевы на кровяной или сывороточный МПА в чашках 
Петри с «баккормилкой». Наличие в посевах роста сателлитных 
колоний бактерий с типичными морфологическими и тиикториальными 
свойствами свидетельствует о выделений исходной культуры Н. para- 
suis.

2.6. Лабораторный диагноз на гемофилезный полисерозит считают 
установленным при выделении из патологического материала куль
туры Н. parasuis, патогенной для морских свинок.

2.7. Срок лабораторного исследования — 8 сут.
2.8. Диагноз на гемофилезный полисерозит устанавливают на ос

новании анализа эпизоотологических, клинических и патологоанато
мических данных с обязательным учетом результатов бактериологиче
ского исследования материала от павших или вынужденно убитых 
животных.

П р и л о ж е н и е
I. Этапы проведения бактериологического исследования:

1- й день — посев патологического материала на питательные 
среды. Микроскопия мазков из патологического материала;

2- й день — просмотр посевов, микроскопия культур из колоний, 
типичных для гемофильных бактерий. Отвивка субкультур;

3- й день — учет роста субкультур на питательных средах. За
ражение морских свинок;

4 -  8-й дни — учет результатов биопробы.
П. Рецепты питательных сред.
1. Шоколадный агар. К расплавленному 2%-иому МПА (pH 7,2) 

дри температуре 80—90°С добавляют 10% (по объему) стерильной 
дефибринированной крови лошади или барана. Питательную среду 
тщательно перемешивают и после охлаждения до 50—60°С разливают 
в чашки Петри. Среда пригодна для употребления в течение 10 дн. 
при условии хранения в темноте при 5—8°С.

2. Для культивирования Н. parasuis с «баккормилками» исполь
зуют кровяной МПА (pH 7,2), содержащий 5% крови овцы, и сыворо
точный МПА (pH 7,2) с добавлением 10% сыворотки крови крупного 
рогатого скота, лошади или овцы, которые готовят обычным способом.

В качестве питающей бактериальной культуры («баккормилки») 
используют любой негемолитический штамм эшерихий или белого 
стафилококка. Культуру стафилококка легко получить посевом смыва 
кожных покровов рук на кровяной МПА.

III. Окраска по методу. Гинса.
К одному объему черной туши добавляют 3 объема дистиллиро

ванной воды: Разведенную тушь центрифугируют 15—20 мин при 
2—3 тыс. об/мин для осаждения крупных частиц. Надосадочную жид
кость используют для работы.

На предметном стекле в капле туши суспендируют петлю иссле
дуемой агаровой культуры, делают мазок (как мазок из крови), высу-
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шивают, фиксируют метиловым или этиловым спиртом в течение 3— 
5 мин. Окрашивают 3—5 мин карболовым фуксином Циля, разведенным 
в соотношении 1 : 3. Промывают водой, высушивают и микроскопи- 
руют. При микроскопировании на темном фоне препарата контрастно 
выделяются неокрашенные капсулы, внутри которых находятся бак
терии красного цвета.
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П Р Е Д М Е Т Н Ы Й  У К А З А Т Е Л Ь

Агар глюкозо-кровяной 227
— дрожжевой 27
— картофельный 82
— кровяной 230
— молочно-солевой 228
— мясо-пептонный печеночно-

глюкозо - глицериновый 
(МППГГА) 82

— печеночно-аминопептидный 
85

— печеночно-глюкозо-глицери
новый (ПГГА) 82

— плотный печеночно-сыворо
точный 85

— полужидкий печеночно-сы
вороточный 85

— полужидкий с дефибриниро- 
ванной кровью 248

— сывороточно-декстрозный 85
— шоколадный 239
Бульон глюкозо-сывороточный 

227
— дрожжевой 27
— мясо-пептонный печеночный 

(МППБ) 82
— печеночно-глюкозо-глицери

новый 82
— с желчью 10%-ный 186, 227
— 40%-ный 230
Вода мясная 82
— печеночная 82
Выбор питательных сред 271
Гель агаровый 1%-ный 31

Дезагрегация ткани 314

Жидкость Карнуа 309

Индикатор для определения ана
эробных условий 39

Консервирующая смесь глице
риновая 185

------- фосфатная буферная 185
Лизис желчью 225

Метод выявления капсулообра- 
зования 13, 14

— определения вирулентности 
сиби р еязвен ны х ку л ьту р 14

— флуоресцирующих антител 
(МФА) 180

Молоко с метиленовым синим 
228

— с 0,02%-ньм метиленовым 
синим 230

Обнаружение индола 217 
Окраска мазков гематоксилин- 

эозином 309
------по Козловскому 81
------по методу Гипса 239
------по Романовскому — Гим-

зе 309
------по Стампу 81
------по Фельгену 309
------по Шуляку — Шину 82
Определение гемолитической ак

тивности 8
— концентрации углекислого 

газа 85

Получение и подготовка эри
троцитов барана для постанов
ки РСК и РДСК 86 

Приготовление индикаторных 
бумажек 187

Раствор антибиотиков 272
— веронал-мединаловый буфер

ный 329
— версена 282
— гидролизата лактоальбумина 

0,5%-ный 283
— гидролизата мышечных бел

ков 0,3%-ный 282
— глицерина 216
— двууглекислого натрия 282
— двухромовокислого калия 279
— полиэтиленгликоля 326
— Тироде 281
— трипсина 283
— уксусной кислоты 282
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физиологический хлорида 
натрия с добавлением ионов 
магния и кальция (для поста
новки РСК и РДСК) 86

— Хенкса 281
— хлориду натрия фенолезиро- 

ванные для.РА  86
Реактив биуретовый 328
— йодистый калий 328
Реакция диффузной преципита

ции в геле 333
— с метил ротом 218
— нейтрализации с целые» вы

явления антител к вирусу ин
фекционного ринотрахеита и 
вирусной диареи 332

— непрямой гем агглютинации 
(РПГА) 332

—* преципитации 8
— связывания комплемента 

(РСК) 334
— торможения гемагглютина- 

ции (РТГА) 332
— Фогеса — Проскауэра 218
— Эрлиха 181
— метиленового синего 226

Среда Биттера с рамнозой 187
— водно-сывороточная 145
— дифференциальная висмут- 

сульфат-агар 186
-------Левина 186
-------Плоски рев а 186
-------трехуглеводная с моче

виной 186
------- Эндо 186
— для обнаружения сероводо

рода 216
— для определения способности

бактерий расщеплять мочеви
ну 218 н

— для посева по Свену — Гар
ду 187

— Дюбуа — Смита 90
— Заксе 243
— Игла 282, 324

— из гидролизата мышцы серд
ца крупного рогатого скота 
252

— из куриного мяса 260
— Кларка 218
— Клиглера 217
— комбинированная Олькениц- 

кого'216
— Мартена 251, 260
— плотная ВИЭВ для изоля

ции кампилобактерий 125, 126
— сафранино-железо-новобиоци- 

новая 123, 124
— Симмонса 216
— с лактозой 252
— с повышенным содержанием 

лактозы 187
— с теллуритом калия 228
— триптический перевар бычье

го сердца 337
— Ферворта — Вольфа в моди

фикации С. И. Тарасова 146
— Флетчера 146
— 6,5%-ного хлорида натрия 

228
— Хоттингера 259
— Эдварда 258
— энтерококковая дифферен

циально-диагностическая 228
Среды индикаторные с амидо

черным 168
-------с конгоротом 168
-------с лакмусом 167
-------с метил ротом 167
-------с нейтральротом и метиле

новой синью 167
------- обогащения Кауфмана 186
-------- Киллиана 186
------- Мюллера 186
-------  селенитовая 185
— плотные питательные 252
Тест «жемчужного ожерелья» 6,7 
Фаготипирование 17—28 
Экстракт дрожжевой 252 
Эритрит-агар 85
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