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ВЕЗИКУЛЯРНАЯ БОЛЕЗНЬ 
И ВЕЗИКУЛЯРНАЯ ЭКЗАНТЕМА

5.13.
МЕТОДИЧЕСКИЕ УКАЗАНИЯ

по лабораторной Диагностике 
везикулярной болезни 

и везикулярной экзантемы свиней
(утверждены 16 июня 1979 г., б/ н)

1. Общие положения.
1.1. Лабораторная диагностика везикулярной болезни 

(ВВС) и везикулярной экзантемы синей (БЭС) заключается в;
■ обнаружении антигена в патологическом материале (ве

зикулы, везикулярная жидкость) методами реакции 
связывания комплемента (РСК), реакции диффузион
ной преципитации (РДП);

■ выделении возбудителя из патологического материала 
в культуре клеток и его идентификации в серологиче
ских реакциях: иммунофлуоресценции (ИФ), РСК или 
реакции нейтрализации (PH);

■ выявлении антител в крови больных и переболевших 
животных (ретроспективная диагностика) в одной из 
серологических реакций РСК, РДП, PH;

я  биологической пробе;
я  исследовании физико-химических свойств выделенно

го вируса.
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1.2. При диагностике везикулярной болезни и везику
лярной экзантемы проводят дифференциацию везикуляр
ного стоматита и ящура в РСК или РДП и биологической 
пробе с использованием сопутствующих каждой инфекции 
диагностических наборов, выпускаемых биологической 
промышленностью.

1.8. Лабораторный диагноз на везикулярную болезнь и 
везикулярную экзантему свиней ставят на основании поло
жительных результатов исследования патологического ма
териала на обнаружение антигена с помощью одной из'серо
логических реакций (РСК, РДП) или выделения возбудите
ля в РСК или PH или установления двукратного нарастания 
титра антител в организме животных с учетом эпизоотоло- 
гических и клинических данных.

1.4. Для постановки лабораторного диагноза методом 
обнаружения антигена в патологическом материале требу
ется 1...8 дня, для выявления вируса и его идентифика
ции — до 10 дней, для выявления прироста антител в крови 
животных — от 2 до 4 недель.

2. Взятие и подготовка материала для исследования.
2.1. В лабораторию для исследования направляют стен

ки невскрывшихся везикул и везикулярную жидкость от 
2...5 больных животных в количестве не менее 2 г. Везику
лы от свиней берут с кожи «п ятач кавен ч и ка , мякишей 
или вымени, предварительно промыв эти участки кожи во
дой с антибиотиками (1000 ЕД пенициллина и стрептоми
цина на 1 мл). Стенки везикул срезают ножницами, поме
щают во флакон или пробирки, опечатывают и в термосе со 
льдом направляют в лабораторию с нарочным.

Для ретроспективной диагностики на исследование на
правляют пробы крови от 5... 10 переболевших животных.

2.2. В лаборатории везикулы отмывают физиологиче
ским раствором, растирают в ступке и добавляют 1:5 фос
фатно-буферный раствор с pH 7,2...7,4. После двукратного 
замораживания и оттаивания взвесь центрифугируют при 
10 000 об/мин на холоде в течение 30 мин. Надосадочную 
жидкость исследуют в РСК на наличие антигена. Для РДП 
используют неразведенную везикулярную жидкость из
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невскрывшихся везикул или 35...50%-ную взвесь на фи
зиологическом растворе из стенок везикул.

2.3. Для выделения вируса в культуре клеток готовят 
10%-ную взвесь из везикул на фосфатно-буферном раство
ре или питательной среде и» не подвергая замораживанию 
и оттаиванию, центрифугируют при 3000 об/мин в течение 
20 мин. В надосадочную жидкость добавляют антибиотики 
по 1000 ЕД/мл пенициллина и стрептомицина и использу
ют для заражения.

3. Обнаружение типоспецифического антигена в пато
логическом материале в РСК.

3.1. Компоненты реакции:
■ испытуемый антиген, приготовленный, как указано в 

п. 2.2;
■ два типоспецифических комплементсвязывающих (КС) 

антигена вируса ВВС (0-72 и Т-75);
■ два типоспецифических КС антигена вируса ВЭС (С-72 

и А-48);
■ контрольный (отрицательный) антиген;
■ две типоспецифических комплементсвязывающих сы

воротки к вирусу ВВС (0-72 и Т-75);
■ две типоспецифических КС сыворотки к вирусу ВЭС 

(С-72 и А-48);
М контрольная (отрицательная) сыворотка;
■ гемолизин;
■ комплемент;
■ эритроциты барана (2% -ная взвесь).

3.2. Испытуемый антиген исследуют в двукратных раз
ведениях, остальные антигены и сыворотки — в удвоенном 
титре.

3.3. Постановка реакции: реакцию ставят в пробирках, 
титрование гемолизина и комплемента проводят в объеме 
2,5 мл, а основной опыт — в объеме 0,5 мл.

РСК проводят в четыре этапа: титрование гемолизина, 
титрование комплемента, титрование антигенов и сыво
роток в присутствии комплемента и постановка главного 
опыта.
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3.3Л . Титрование гемолизина. Д ля титрования гемоли
зина готовят основное его разведение 1:100 (0,2 мл гемоли
зина и 9,8 мл физиологического раствора, с учетом того, 
что гемолизин в ампуле разведен глицерином), затем — раз- 
ведение 1:1000 и из этого разведения готовят все последу
ющие по схеме 1.

Титром гемолизина считают наивысшее его разведение, 
дающее полный гемолиз эритроцитов.

Рабочим разведением гемолизина считают четырехкрат
ную концентрацию его предельного титра с учетом консер
вирования глицерином.

Например, если предельный титр гемолизина 1:4000, 
рабочее разведение его составит 1:1000, то берут его в соот-

С х й м а  1
Приготовление разведений гемолизина

ч. Необхо ди мые 
чоразиедения

1:1600 1:2000 1:8000 1:4000 1:6000 1:6000

Компоненты

Гемолизин 1:1000 1.0 1.0 1.0 1,0 1.0 1.0

Физиологический
раствор 0.6 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

С х е м а  2
Титрование гемолизина

ч . Разведение 
^ч^гемолизина

Компоненты

1:1000 1:1600 1:2000 1:3000 1:4000 1:6000

Гемолизин 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5 0.5

Физиологический
раствор 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Комплемент 1:20 0,5 0,5 0,5 0,5 0.5 0,6

Эритроциты 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Вст ряхиваю т , помещают н а  водяную баню при  ЗТ°С на  30 м ин

Учет степени 
гемолиза 0 0 0 0 + ++++

Примечание: 0 — полный гемолиз; ++++ —  полная задержка.
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ношении 2:1000 (0,2 мл гемолизина и 99,8  мл физиологи
ческого раствора).

Для приготовление гемсистемы используют гемолизин 
в рабочем разведении и смешивают с равным количеством 
2%-ной взвеси эритроцитов и выдерживают при комнат
ной температуре в течение 10 ...15  мин.

3 .3 .2 . Титрование комплемента. Комплемент титруют 
в разведении 1:20 в различных дозах по схеме 3.

С х е м а  3
Титрование комплемента

Компоненты
реакции

Процентное содержание комплемента в дозах

0,6 I 1,6 2 2,6 3 3,6 4

Комплемент 1:20 0,06 0,1 0,16 0,2 0,25 0.3 0,35 0.4

Физиологический
раствор 1,45 1,4 1,36 1,3 1,26 1,2 1,15 1,1

Гемолизин в ра
бочем разведении 0,5 0,6 0,6 0,6 0,6 0,5 0,5 0,5

Эритроциты 0,6 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Выдержать на водяной баке при 37°С 15 мин

Учет результата ++++ : ++ + 0 0 0 0 0

Титром комплемента считают наименьшее его коли
чество, при котором наступает полный гемолиз эритро
цитов. Для титрования антигенов, сывороток и постанов
ки главного опыта используют 2 дозы комплемента, ко
торые соответствуют пробирке, находящейся через одну 
пробирку вправо от последней пробирки с полным гемо
лизом.

По схеме 3 полный гемолиз дают 2% комплемента, сле
довательно, рабочей дозой комплемента является разведе
ние с содержанием 3% комплемента. Разведение готовят 
из цельного комплемента.

Например, по схеме 3 в опыт на 100 пробирок требуется 
10 мл разведенного комплемента, для этого берут 0,3 мл 
цельного комплемента и добавляют 9,7 мл физиологиче
ского раствора.
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3.3.3. Титрование типоспецифических антигенов. Тит
рование антигенов проводят с целью установления рабочей 
дозы антигена по схеме 4. Типоспецифические сыворотки 
используют в двойном титре.

С х е м а  4
Титрование типоспецифических антигенов

n . Р а з в е д е н и е  
а н т и г е н о в

К о м п о н е н т ы

1:2 1:3 1:4 1:6 1:3 1:10 1:12 1:16

Антиген типоспе
цифический 0,1 од од О Д од од од од

Сыворотка типо
специфическая од од О Д о д о д од од ОД

Комплемент од од од о д о д од од од

Водяная баня при ЗТ’С 30 мин

Гемсистема 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Водяная баня при 37°С 30 мин

Учет результата ++++ ++++ +++ + + 0 0 0

Титром антигена считают его наибольшее разведение, 
давшее со специфической сывороткой задержку гемолиза 
не менее чем на три креста.

Рабочим разведением антигена считается удвоенный 
титр антигена. По схеме 4 рабочее разведение антигена бу
дет равно 1:2.

3.3.4. Титрование типоспецифических сывороток про
водят по схеме 4, используя разведения их до предельного 
татра, а антигены — в рабочих разведениях.

3.3.б. Постановка главного опыта РСК. Реакции связы
вания комплемента ставят в объеме 0,5 мл. Первую фазу 
реакции (фазу связывания комплемента) проводят на водя
ной бане при температуре 37°С в течение 20...30 мин. Вто
рую фазу (фазу выявления) также проводят на водяной бане 
при температуре 37°С в течение 20...30 мин.
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Сх е ма  5
О пределение серотипа вирусов 

ВВС и ВЭС

Компоненты
С ы в о р о т к и  к  т и п а м  в и р у с о в Б е зЛЫВ1\.

0*78 Т -75 С -72 А -48
СЫВ(ДЯ
ротки

Испытуемый антиген О Д од ОД ОД ОД

Типоспецифическая сыво
ротка о д О Д од 0 ,1 -

Комплемент од ОД од 0 ,1 0 ,1

Физиологический раствор - “ - 0 ,1

Водяная баня при 37°С, 30 мин

Гемсистема 0,2 0,2 0,2 0 ,2 0,2

Водяная баня при 37° С, 30 мин

Учет результата + + + + - - - -

Учет РСК проводят по 100%-ному гемолизу. Главный 
опыт ставят по схеме 5.

Учет результатов проводят по схеме 6.
3.4. Положительной РСК считается в том случае, ког

да наблюдается 100%-ная или 75%-ная задержка гемо
лиза (четыре-три креста) в присутствии одной из типо
специфических сывороток и антигена из испытуемого ма
териала при полной задержке гемолиза в контрольных 
пробирках с соответствующими специфическими анти
генами и сыворотками и при полном гемолизе в пробир
ках с контрольным — нормальным антигеном и гетеро
логичными сыворотками.

При получении сомнительного результата (один-два 
креста) РСК повторяют.

При получении повторного сомнительного результата 
реакцию считают положительной.

При получении отрицательного результата в РСК (теп
ловой вариант с учетом по 100% -ному гемолизу) проводят 
постановку модифицированной РСК с регистрацией резуль
татов фотоэлектроколориметрией.



Учет результатов постановки РСК
С х е м а  6

Антигены

■■ -  ------ —
Типоспецифические сы воротки  в рабочих титрах

Нор
мальная

сыво~
ротка

Без
сы во
ротки

ВВС 
гат. 0-72

ВВС 
гот. Т-75

ВЭС 
шт- С-72

ВЭС 
ш т, А-48

Ящ ур ВС

А О С Над. Н-Дж.

Ш т. 0 -72  стан д . (B BC ) 4-Н-+ — — - — — — — — — —

Ш т. Т -75 стан д. (ВВС) — ++++ — — — — — — — — —

Шт. С -72 станд* (В ЭС ) — — 4-1 М — — — — — — —

Ш т. А -48 этая . (В ЭС ) — — — ++++ — — — — — —

Испытуемый антиген  в 
вице 20%-ной взвеси , 
цельн.

++++ + — — — ~ — — — — —

Т о ж е  1:2 +44 — — — — — — — - — -

Т о ж е  1:4 ++ — — — — — - — — — -

Контрольный антиген — — — - — - — — — - —

Б ез антигена — — — — — — — — — — —

П р и м еч а н и я . И спы туем ы й антиген  отн оси тся  к  1-му сероти п у вируса ВВС ш т. 0 -72.

О бозначение результатов РС К ; нч-++ —  100% -ная задерж ка гем олиза; +++ —  75% -ная задерж ка'гем оли за; 
++ —  50% -ная задерж ка гем олиза; н----- 25% -н ая задерж ка гем ол и за ;------- полны й гем олиз.
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4, Модифицированный метод РСК с учетом результа
тов фотоэлектроколориметрии,

4.1. Данный метод используют для исследования проб 
патологического материала (везикул и везикулярной жид
кости) с низкой комплементсвязывающей активностью, 
Метод основан на учете результатов гемолиза на спектро
фотометре (фотоэлектроколориметре) с нефелометром.

4.2. Компоненты реакции;
■ испытуемый антиген, приготовленный, как указано в 

п. 2.2;
а  два типоспецифических КС антигена вируса ВВС (0-72 

и Т-75);
■ два типоспецифических КС антигена вируса ВЭС (С-72 

и А-46);
■ контрольный (отрицательный) антиген;
Я две типоспецифические КС сыворотки к вирусу ВВС 

(0-72 и Т-75);
Я две типоспецифичеекие КС сыворотки к вирусу ВЭС 

(С-72 и А-48);
■ три типоспецифичеекие сыворотки к вирусу ящура ти

пов А, О и С;
■ две типоспецифические сыворотки к вирусу везикуляр

ного стоматита типов «Индиана» и «Нью-Джерси*;
■ контрольная (отрицательная) сыворотка;
■ гемолизин;
■ комплемент;
■ эритроциты барана, приготовленные на вероналовом 

буфере;
■ физиологический раствор.

4.3. Приготовление стандартной суспензии эритроцитов. 
Эритроциты барана 3...4 раза отмывают и из осадка го

товят 0,6.,.0,7%-ную взвесь на вероналовом буфере. Стан
дартную взвесь готовят по следующей схеме:

Ne про
бирок

Суспензия от
мытых эритро

цитов <№l)
Веронало- 
вый буфер 

(мл)
Физиологи
ческий рас

твор
Оптическая
плотность

1 0,25 Х.7Б 3,0 0,51
2 0,25 1,76 3,0 0,50
3 0,25 1,75 3,0 0,49
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В РСК используют взвесь эритроцитов, в которой сред
ний показатель оптической плотности должен быть ра
вен 0,50.

4.3.1. Примечание: Состав вероналового буфера:
■ барбитуровая кислота — 2,875 г;
■ барбитурат натрия — 1,875 г;
■ сернокислый магний — 0,616 г;
■ хлористый кальций — 0,080 г;
■ хлористый натрий — 45,5 г;
■ дистиллированная вода — 2 л.

Вначале в мерной колбе на 2 л растворяют барбитуро
вую кислоту в 500 мл подогретой дистиллированной воды, 
а затем все остальные компоненты с добавлением воды до 
метки. Раствор стерилизуют автоклавированием при 110°С 
в течение одного часа. Хранят до 2 мес. при 4°С. Перед 
употреблением разбавляют 2:3 дистиллированной водой.

4.4. Гемолитическая система. Готовят разведение гемо
лизина соответственно удвоенному его титру в обычной РСК. 
Смешивают равные объемы раствора гемолизина и стан
дартной суспензии эритроцитов. Смесь выдерживают в те
чение 15 мин при комнатной температуре.

4.6. Титрование комплемента проводят трехкратно. Ком
племент разводят 1:200 и титруют по следующей схеме:

Комплемент
1:200 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0,55 0,66

Веронал овый 
буфер 1,3 1,76 1,20 1.16 1.10 1,05 1,00 0,95 0,90

S0 мин при 57° С на водяной бане

Гемсистема 0,6
Физ. раствор 3,0 i

Учет результатов.
Полученные результаты наносят на миллиметровую бу

магу и находят точку, соответствующую 50% -ному гемо
лизу эритроцитов (ОП -  0,25). В опыт берут 1,2 СН50 ком
племента.

4.6. Постановка основного опыта. Готовят двукратные 
разведения испытуемого антигена от 1:5 до 1:400, а далее
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в зависимости от примерной исходной активности антиге
на* Разливают по 0,5 мл каждого разведения антигена. 
Количество пробирок зависит от числа специфических сы
вороток, взятых в опыт. Вносят по 0,5 мл рабочего разве
дения сывороток согласно титру в обычной РСК. Добавля
ют комплемент в рабочем разведении и инкубируют при 
37°С в течение 30 мин. Затем вносят по 0,5 мл гемсисте- 
мы, выдерживают снова 30 мин при 37°С и проводят учет 
реакции.

4.7. Учет реакции. В левый кюветодержатель ФЭКН-57 
ставят кювету с буфером, а в правый кюветодержатель — 
кювету с измеряемой пробой. Вращением правого барабана 
устанавливают стрелки прибора на нуль. Проводят отсчет 
показания прибора по правому барабану. Разница показа
ния прибора на 0,15 и более между опытной пробиркой и 
контрольной — на антикомплементарность антигена + сы
воротки, принимается за положительный результат. Раз
ница 0,10...0,14 — за сомнительный, 0,10 и ниже — за от
рицательный результат.

4.8. Настройку прибора ФЭКН-57 и измерение прово
дят по инструкции, прикладываемой к прибору.

Для измерения использует фотоэлектроколориметр с 
нефелометром. Учет результатов проводят с использовани
ем кюветы на 10 мм при переключении на нефелометриче- 
ское измерение с красным светофильтром (№ 8).

При малых объемах материала объем каждого реагента 
можно уменьшить до 0,25 мл, добавить физраствора 1,5 мл. 
Измерение при этом проводят в кюветах на 5 мм.

5. Выявление типоспецифического антигена в патоло
гическом материале методом РДП.

5.1. Для постановки РДП используют 1,5%-ный агар, 
приготовленный на дистиллированной воде с добавлением 
1,6% хлористого натрия. Для сохранения агара к нему до
бавляют 10% -ный раствор фенола из расчета 50 мл раство
ра на 1 л агара и 0,03 г мертиолята. Такой агар хранится в 
течение двух месяцев. Перед постановкой реакции его раз
ливают в чашки Петри и штампом делают лунки (диаметр 
лунок 5 мм, расстояние между лунками 5 мм).
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5.2. Компоненты реакции:
■ испытуемые антигены, приготовленные, как указано в 

п. 2.2;
■ два контрольных типоспецифических антигена штам

мов ВБС (0-72 и Т-75);
ш контрольный типоспецифический антиген штамма ВЭС 

(С-72);
к две типоспецифические сыворотки к штаммам ВБС{0- 72 

и Т-75);
■ типоспецифическая сыворотка к штамму ВЭС (С-72);
1  типоспецифические сыворотки к 7 типам вируса ящура.

5.3. Постановка реакции. В центральные лунки вно
сят испытуемый и контрольный антигены, в перифери
ческие — типоспецифические сыворотки. Чашки инку
бируют при 37°С. Учет реакции проводят через 24, 48 и 
72 ч.

5.4. Учет реакции. Положительная реакция характе
ризуется образованием четкой, белого цвета одной или двух 
линий преципитации между антигеном и гомологичной 
сывороткой.

Возбудитель относят к тому виду (типу), с сывороткой 
которого испытуемый антиген дает положительную ре
акцию.

6. Выделение вируса в культуре клеток.
6.1. Для выделения вируса используют перевиваемую 

(ПП) или первично-трипсинизированную культуры клеток 
почки поросенка. Для заражения используют 10%-ную 
взвесь из стенок везикул, приготовленную, как указано 
в п. 2.3.

Одной исследуемой пробой заражают не менее 4...6 про
бирок или флаконов с культурой клеток, внося в каждую 
пробирку по 0,1 мл (во флакон — по 0,5 мл) взвеси, предва
рительно удалив из пробирок питательную среду и промыв 
культуру клеток раствором Хенкса.

Пробирки выдерживают в течение 60 мин при комнат
ной температуре, после чего в них добавляют поддержи
вающую питательную среду (0,9 мл в пробирки, 10 мл — 
во флаконы) и инкубируют в течение 3...5 сут, не меняя
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среды. Для контроля оставляют 4...6 пробирок с незара- 
женной культурой клеток.

6.2. Поддерживающая среда состоит из раствора Хенкса 
с 0,5% -ным гидролизатом лактальбумина с добавлением по 
200ЕД/мл пенициллина и стрептомицина, с pH 7,2,..7,4.

6.3. Учет реакции. Для выявления цитопатического дей
ствия вируса в зараженных культурах их ежедневно про
сматривают под малым увеличением микроскопа в течение 
3...5 дней. При наличии вируса ВВС или БЭС в исследуе
мом материале ЦПД обнаруживается через 24...48 ч. Оно 
характеризуется мелкоклеточной деструкцией по всему мо- 
нослою с последующим образованием мелких конгломера
тов и отслоением от стекла. Для вируса БЭС характерно 
появление светопреломляющих округлых клеток по всему 
монослою с последующим образованием гроздевидных скоп
лений, которые затем также отслаиваются от стекла.

6.4. При наличии ЦЦД-вируса на два креста (деструк
ция 50% клеток) проводят его идентификацию в РСК (как 
описано в п. 3) или в реакциях нейтрализации и иммуно
флуоресценции.

7. Идентификация выделенного вируса с помощью ме
тода иммунофлуоресценции (прямой вариант).

7.1. Метод иммунофлуоресценции используется только 
для идентификации вируса ВЭС.

7.2. Выделенный вирус выращивают в культуре клеток 
на покровных стеклах. При появлении ЦПД (через 6..,8 ч 
инкубации) покровные стекла вынимают из пробирок и мно
гократно отмывают фосфатно-буферным раствором, затем 
стекла подсушивают на воздухе и фиксируют метиловым 
спиртом в течение 5 мин.

7.3. Для выявления вируса ВЭС используют специфи
ческую флуоресцирующую сыворотку в рабочем разведе
нии. Для контроля используют нормальную флуоресциру
ющую сыворотку в том же разведении.

7.4. Проведение реакции. Фиксированные препараты 
многократно отмывают фосфатно-буферным раствором, 
высушивают на воздухе в течение 10...20 мин и обрабаты
вают флуоресцирующей сывороткой. Для контроля одно-
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типные препараты обрабатывают нормальной флуоресци
рующей сывороткой. Препараты помещают во влажную 
камеру и выдерживают в течение 30 мин при 37°С. Окра
шенные препараты многократно промывают фосфатно-бу
ферным раствором, высушивают на воздухе, покрывают 
забуференным глицерином (9:1) и покровным стеклом и 
микроскопируют.

7.5. Оценка результатов. Положительной считается ре
акция, при которой в препарате наблюдается специфиче
ское флуоресцирующее свечение клеток или цитоплазмы 
клеток не менее чем на два креста в трех и более полях 
зрения.

7.6. В сомнительных случаях окончательный диагноз 
на ВЭС ставят по результатам PH.

8. Идентификация и серотипирование выделенного ви
руса ВВС и ВЭС в реакции нейтрализации.

8.1. Идентификацию и серотипирование выделенного 
вируса проводят с помощью типоспецифических вирусней- 
трализующих сывороток:

■ две сыворотки к вирусам ВВС (к штаммам 0*72 и Т-75);
■ две сыворотки к вирусам ВЭС (к штаммам С-72 и А-46).

8.2. При необходимости дифференциации выделенного 
вируса от вируса ящура и вируса везикулярного стоматита 
в PH дополнительно используют сыворотки к указанным 
вирусам.

8.3. Постановка реакции. Выделенный вирус в культу
ре клеток отстаивают при комнатной температуре (20°С), 
затем центрифугируют при 3000 об/мин в течение 20 мин и 
надосадочную жидкость используют для постановки PH. 
Из надосадочной жидкости готовят десятикратные разве
дения (от 10-1 до Ю-0) на 0,5%-ном гидролизате лактальбу- 
мина и к 0,5 мл каждого разведения добавляют такой же 
объем типоспецифической сыворотки. В реакции исполь
зуют в четырехкратном титре сыворотки, инактивирован
ные при температуре 57°С в течение 30 мин. Смесь встря
хивают, выдерживают при комнатной температуре в тече
ние 60 мин. Затем по 0,2 мл каждой смеси вносят в пробирки 
с культурами и доливают в них поддерживающую среду до
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объема 1 мл. Перед заражением проводят однократное от* 
мывание монослоя поддерживающей средой.

8.3.1. Контроли:
■ незараженная культура клеток;
и культура клеток, зараженная выделенным вирусом в

разведении от 10"1 до 1СГ8;
ш культура клеток, в которую внесены типоспецифиче-

ские сыворотки в разведении 1:10.
Культуры клеток инкубирует при 37°С и ежедневно про

сматривают под микроскопом.
8.4. Учет реакции. Культуры просматривают в течение 

3...5 дней до выявления ЦПД в пробирках с культурой, 
зараженной вирусом.

По выявлении ЦПД определяют титр инфекционности 
выделенного вируса (предельное его разведение, которое 
вызывает ЦПД в 50% зараженных пробирок не менее, чем 
на два креста).

Предельное разведение вируса, дающее ЦПД, обозна
чают как одну дозу ТЦДБ0 (титр высчитывают по методу 
Рида и Менча). Индекс нейтрализации высчитывают по раз
ности показателей ТЦД50 выделенного вируса в присутствии 
типоспецифических сывороток и определяют серотиповую 
принадлежность вируса.

9. Ретроспективная диагностика.
9.1. Для ретроспективной диагностики исследуют пар

ные или однократно отобранные сыворотки переболевших 
животных. Сыворотки исследуют на наличие антител с по
мощью типоспецифических антигенов в РСК, РДП или PH.

9.2. Реакция связывания комплемента. РСК проводят в 
варианте длительного связывания.

Компоненты реакции:
■ типоспецифические антигены ВВС (штаммы 0-72 и Т-75);
■ типоспецифические антигены ВЭС (штаммы С-72 и А-48);
■ контрольный отрицательный антиген;
■ типоспецифические сыворотки к штаммам (0-72, Т-75,

С-72 и А-48);
■ контрольная отрицательная сыворотка;
■ испытуемые сыворотки, инактивированные;
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■ гемолизин к эритроцитам теленка;
■ комплемент.

9.3. В РСК используют 3%-ную взвесь эритроцитов те
ленка и гемолизин соответственно к ним. Комплемент ис
пользует биофабричного производства. Типоспецифические 
антигены предварительно титруют с соответствующими ти
поспецифическими сыворотками для определения рабоче
го разведения, как указано в п. 3.7.

9.4. Для дифференциации везикулярного стоматита и 
ящура при исследовании сывороток используют соответ
ствующие антигены.

9.5. Схема постановки главного опыта при ретроспек
тивной диагностике.

Ингредиенты Количество <мл>

Испытуемая сыворотка в двукратных разведени
ях, начиная с 1:4 до 1:32 ОД

Антиген в рабочем разведении ОД

Комплемент в рабочей дозе ОД

Выдерживают при 4°С в течение 18 ч

Гемсистема 0,2

Выдерживают на водяной бане при 37°С 30... 40 мин

Учет реакции

9.6. Схема учета главного опыта при ретроспективной 
диагностике.

Ингредиенты Разведение сывороток

Сыворот
ки Антигены 1:4 1:8 1:16 1:32

От боль
ного
животного
востром
периоде

1. Типоспецифический 
антиген штамма 0-72 ++++ ++ 0 0

2. Типоспецифический 
антиген штамма Т-76 ++ + 0 0

3. Типоспецифический 
антиген штамма С-72 0 0 0 0

4. Типоспецифический 
антиген штамма А-48 0 0 0 0
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И н г р е д и е н т ы Р а з в е д е н и е  с ы в о р о т о к

С ы в о р о т 
к и А н т и г е н ы Ы 1:8 1:16 1:32

б. Контрольный (отрица
тельный) антиген 0 0 0 0

6. Без антигена (кон
трольная сыворотка на 
а нтикомплеме нтарностъ)

0 0 0 0

От рекой- 
валес-

1. Типоспецифический 
антиген штамма 0-72 ++++ ++++ ++++ ++

цента
2. Типоспецифический 
антиген штамма Т-76 ++++ + + + + + + 0

3. Типоспецифический 
антиген штамма С-72 0 0 0 0

4. Типоспецифический 
антиген штамма А-48 0 0 0 0

б. Контрольный (отрица
тельный) антиген 0 0 0 0

6. Без антигена (кон
трольная сыворотка на 
антикомплементарность)

0 0 0 0

Ретроспективный диагноз считается положительным 
при двукратном нарастании титра специфических антител 
к вирусу ВВС или ВЭС.

9.7, Реакция диффузионной преципитации. Для иссле
дования в РДП используют парные пробы сывороток и ти
поспецифические антигены ВВС (штаммы 0-72 и Т-75), ВЭС 
(штаммы С-72 и А-48), ящура (А, О, С, Сат-1, Сат-2, Сат-3 
и Азия-1), а также контрольные положительные и кон
трольные отрицательные сыворотки. Постановку и учет 
РДП проводят, как указано в пп. 4,3 и 4.4.

9.8. Реакция нейтрализации. Для реакции нейтрализа
ции используют парные сыворотки свиней и вирусы ВВС 
(штаммы 0-72 и Т-75), ВЭС (штаммы С-72 и А-48) и виру
сы ВС и ящура (7 серотипов). Испытуемые сыворотки инак
тивируют и разводят от 1:8 до 1:64. Вирусы предваритель
но титруют в культуре клеток и используют в PH в дозе 
1000 ТЦД50 в 1 мл. Постановку реакции проводят обще
принятым методом.
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9.9. Ретроспективный диагноз считается положитель
ным при нарастании титра антител в парных сыворотках 
или при обнаружении титра антител 1:32 и выше у 10 и 
более свиней от числа однократно обследованных,

10. Биологическая проба.
10.1. Биопробу проводят на белых мышах однодневно

го возраста и морских свинках. Материалом для зараже
ния служит взвесь из стенок везикул (1:10) от больных 
свиней.

10.2. Испытуемый материал вводят морским свинкам 
интраплантарно в дозе 0,2 мл, мышам — интрацеребраль- 
но в дозе 0,02 мл. Наблюдают за животными в течение 
10 дней после заражения.

10.3. Морские свинки чувствительны к вирусам вези
кулярного стоматита и ящура, мыши чувствительны толь
ко к вирусу ВБС, Через 36..,72 ч при наличии вируса ВБС 
мыши гибнут с явлениями паралича. Из органов и тканей 
павших животных готовят суспензию (как указано в п. 2.2) 
и исследуют в РСК на наличие антигена вируса ВБС.

11. Идентификация вируса ВБС и ВЭС и дифференциа
ция их от вирусов ящура и везикулярного стоматита по 
физико-химическим свойствам.

11.1. Для определения чувствительности выделенного 
вируса к эфиру и к pH 5,0, а также стабилизирующего дей
ствия MgCl2 при 50°С используют нативную культураль
ную вируссодержащую жидкость.

11.2. Определение чувствительности вируса к эфиру. 
Вируссодержащую жидкость в количестве 5... 10 мл смешива
ют с равным объемом эфира, встряхивают в течение 20 мин 
при комнатной температуре и смесь оставляют на 18...20 ч 
при 4°С. Затем смесь центрифугируют при 2000 об/мин в 
течение 10 мин, верхний слой, содержащий эфир, удаля
ют, а нижний слой, содержащий вирус, титруют в куль
туре клеток ПП.

11.3. Определение чувствительности вируса к pH 5,0. 
К 9 частям среды с pH 5,0 (доводят до нужного значения 
добавлением 1 N НС1) добавляют 1 часть вируссодержащего
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материала, выдерживают в течение 1...2 ч при комнатной 
температуре и затем титруют в культуре клеток ПП.

11.4, Определение стабилизирующего действия 1М 
MgCl2 при 50°С. Вируссодержащий материал смешивают с 
равным объемом 2 М MgCl2 и подогревают в течение одного 
часа при 60°С, затем его титруют в культуре клеток ПП.

11.5. Сравнительные данные физико-химических свойств 
вирусов.

Свойства ВЭС ВВС ВС Ящур

Чувствитель
ность к эфиру Устойчив Устойчив Неустой

чив Устойчив

Чувствитель
ность к pH 6,0 Устойчив Устойчив Устойчив Неустой

чив

Стабилизация 
1 М MgCl*

Не стабили
зируется

Стабили
зируется

Не стаби
лизируется

Не стаби
лизируется

По результатам физико-химических исследований про
водят идентификацию и дифференциацию вирусов ВВС, 
ВЭС, везикулярного стоматита (ВС) и ящура,

С изданием настоящих Методических указаний счита
ется утратившим силу «Временное наставление по лабора
торной диагностике везикулярной болезни свинейутвер
жденное Главным управлением ветеринарии МСХ СССР 
19 февраля 1975 г.
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КРАТКИЙ СЛОВАРЬ 
ИСПОЛЬЗОВАННЫХ 

ВЕТЕРИНАРНЫХ ТЕРМИНОВ

Антигены (анти + греч. genes — порождающий) — чужерод- 
ные для организма высокомолекулярные органические вещества 
коллоидной структуры (белки, белково-липидные и белково- 
полисахаридные комплексы), способные при поступлении (вве
дении парентерально) вызывать синтез особых глобулинов-анти
тел и вступать в специфическое взаимодействие с ними.

Антитела (анти. + тело) — противотела — специфические 
белки (иммуноглобулины), образующиеся в организме под воз
действием антигенов. Они накапливаются в сыворотке крови и 
тканях, вступают в специфическую связь с соответствующими 
антигенами и разрушают или обезвреживают их.

Биологическая проба (биопроба) — один из методов диагно
стики инфекционных болезней с помощью заражения патоло
гическим материалом подопытных животных (куриных эмбри
онов, культур клеток) и их исследования.

Вирион — полноценная внеклеточная вирусная частица.
Вкрусовыделение — выделение возбудителей инфекции из 

организма больного животного или вирусоносителя.
Вирусоносительство — наличие возбудителя инфекции в 

определенных органах и тканях клинически здорового живот
ного, не сопровождающееся иммунологической перестройкой 
организма.

Вирусы (лат. virus — яд) — облигатные внутриклеточные 
паразиты, отличающиеся от растительных и животных орга
низмов малыми размерами, отсутствием клеточного строе
ния и автономного метаболизма, наличием только одного типа 
нуклеиновой кислоты и дезъюнктивным способом размно
жения.
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В, безоболочечные — вирусы, в структуре которых отсутству
ет липопротеидная оболочка.

В. оболочечные — вирусы, в структуре которых присутству* 
ет липопротеидная оболочка.

Вирусоскопия (вирусы +• skopeo ~~ смотрю, наблюдаю) — ме
тод микроскопического изучения морфологии вирусов.

Гемагглютинация (греч. haima — кровь + agglutinatio — 
склеивание) — склеивание и выпадение в осадок эритроцитов 
под воздействием вирусов, бактерий, токсинов идр., способ
ных адсорбироваться на поверхности эритроцитов, а также ге- 
магглютининов.

Гемадсорбция (греч. haima — кровь + adsorbtio — поверх
ностное поглощение) — способность культур клеток, заражен
ных вирусами, адсорбировать эритроциты различных живот
ных, что объясняется включением в плазматическую мембрану 
синтезирующихся вирусных белков.

Диагностика (греч. diagnostihos — способный распознавать) — 
раздел клинической ветеринарии о методах исследования жи
вотных для распознавания их болезней и состояния организма 
с целью назначения необходимого лечения и профилактиче
ских мероприятий.

Диагностический набор — набор стандартных препаратов, 
используемых для постановки диагноза (антиген, специфиче
ская и контрольная сыворотки идр.).

ДНК-зондов метод — метод генодиагностики, основанный 
на способности меченой одноцепочечной молекулы ДНК взаи
модействовать с комплементарной ей молекулой нуклеиновой 
кислоты определенного вируса с образованием двухцепочечной 
структуры.

ДНК-содерзкащке вирусы — вирусы, имеющие один тип нук
леиновой кислоты — ДНК, у большинства она представлена 
двухцепочечной структурой, у некоторых — одной цепью.

Идентификация (лат. identlftco — отождествляю) — призна
ние тождественности, опознание-определение видовой (типо
вой) принадлежности микроорганизма на основании всесторон
него изучения его свойств.

Иммуноферментный анализ — группа методов, позволяю
щих выявлять комплекс антиген — антитело с помощью суб
страта, который расщепляется ферментом (пероксидазой, ще
лочной фосфатазой идр.) с появлением окрашивания.

Инактивация вирусов (лат. inactivus — неактивный) — унич
тожение инфекционной активности вирусов путем поврежде
ния генома физическим или химическим воздействием.



656 Лабораторная диагностика вирусных болезней животных
......... .............................. .

Индикация возбудителя инфекции (лат. indicath — указа' 
ние) — выявление и идентификация патогенных микроорга
низмов в различных объектах.

Инокуляция возбудителя (лат, tnoculatio — прививка) вве
дение возбудителя путем инъекции (искусственное заражение 
или внесение его в организм животного членистоногими пере
носчиками при укусах).

Консервирование вирусов (лат. conservare — сохранять) — 
общее название методов воздействия физическими и (или) хи
мическими факторами на какие-либо объекты с целью длитель
ного сохранения в них вирусов.

Контаминация (лат. contaminatio — смешение) — обсемене
ние поверхности тела животного» предметов ухода» почвы, воды, 
кормов, биопрепаратов и других объектов патогенными микро
организмами.

Культивирование вирусов — выращивание вирусов в искус
ственных условиях.

Культуры клеток (клеточные культуры) — клетки многокле
точного организма, живущие вне его в искусственно созданных 
условиях среды.

Куриный эмбрион — оплодотворенное куриное яйцо, выдер
жанное в инкубаторе.

Лабораторные животные — животные, используемые в ла
бораториях при проведении исследований (мыши, крысы, кро
лики, морские свинки, хомяки, голуби и др«).

Лиофилизация (греч. 1уо — растворяю+phileo —- люблю) — 
высушивание предварительно замороженного материала в глу
боком вакууме.

Моноклональные антитела — строго специфические анти
тела, способные выявить минимальные различия в химиче
ском составе и пространственной конфигурации молекул, яв
ляются продуктом отдельных клонов антителопродуцирую
щих клеток.

Парные сыворотки — сыворотки, взятые в самом начале за
болевания и 2...3 недели спустя. Повышение титра антител в 
4 раза и более считается основой положительной реакции.

Пассаж (фр. passage — переход) — последовательное зара
жение восприимчивых объектов (животные, куриные эмбрио
ны, культуры клеток) микроорганизмами.

Полимеразная цепная реакция (от англ. Polymerase Chain 
Reaction, ПЦР) — метод генодиагностики, основанный на мно
гократном увеличении копий строго определенных фрагментов
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молекулы ДНК вируса при помощи фермента термостабильной 
ДНК-полимеразы.

Реакция гемагглютинации (РГА) — метод обнаружения и 
идентификации вирусов, основанный на способности многих 
вирусов, обладающих тканевым тропизмом, агглютинировать 
эритроциты определенных видов животных.

Реакция иммунофлуоресценции (РИФ) (лат. fluorescens — 
светящийся) — серологическая реакция, основанная на взаи
модействии антиген — антитело, при этом один из компонен
тов, участвующий в реакции, связан с флуоресцирующим кра
сителем.

Реакция нейтрализации (PH) — метод идентификации ви
руса, основанный на феномене потери им инфекционности в 
результате взаимодействия со специфическими антителами.

Реакция связывания компемента (РСК) — метод серологи
ческого исследования, основанный на способности образующе
гося комплекса антиген — антитело связывать комплемент, что 
выявляется по отсутствию гемолиза при добавлении гемолизи
на и эритроцитов.

Реакция торможения гемагглютинации (РТГА) — метод 
идентификации вируса или выявления противовирусных ан
тител в сыворотке крови, основанный на феномене отсутствия 
агглютинации эритроцитов вирусом, в присутствии специфи
ческих к нему антител.

РНК-еодержащие вирусы — вирусы, имеющие один тип нук
леиновой кислоты — РНК, у большинства она представлена од
ной цепью, у некоторых — двухцепочечной структурой.

Серовариант — самостоятельная группа внутри определен
ного вида и серогруппы (серотипа) микроорганизмов, обуслов
ленная наличием антигенов, отличающихся от антигенов дру
гих микроорганизмов этого вида и серогруппы (серотипа), что 
выявляется с помощью серологических реакций.

Серогрулпа (серотип)— самостоятельная группа внутри 
определенного вида микроорганизмов, обусловленная наличи
ем антигенов, отличающихся от антигенов других микроорга
низмов этого вида, что выявляется с помощью серологических 
реакций.

Серологические реакции — реакции, широко используемые 
при постановке диагноза инфекционных болезней, методы об
наружения антител и антигенов в крови и других тканях.

Сыворотка крови (лат. serum — сыворотка + sanguis — 
кровь) — составная часть крови, представляющая собой плаз
му, из которой удалены форменные элементы и фибрин в про
цессе свертывания крови.
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Тельца включения — своеобразные морфологические обра
зования» обнаруживаемые в цитоплазме или ядрах клеток опре
деленных тканей при некоторых вирусных инфекциях и состо
ящие из скопления вириоков и вирусных белков.

Термолабильность (греч. thermos — теплый + лат. labilis — 
нестойкий) — неустойчивый к тепловому воздействию, изме
няющийся при нагревании.

Термостабильность (греч. thermos — теплый + лат. stabilis — 
неизменный) — сохраняющий свои свойства при нагревании.

Титр вируса — концентрация инфекционных единиц виру
са в определенном объеме материала.

Цитопатогеиное действие вирусов (ЦПД, цитопатический 
эффект) — специфическая морфологическая деструкция (раз
рушение) и функциональная патология зараженных вирусами 
клеток в культурах.

Штамм (нем. stamm — род, корень) — культура микроорга
низмов одного вида с одинаковыми морфологическими и био
логическими свойствами.

Элементарные тельца — см. Вирион (2, 8).
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ПРЕДМЕТНЫЙ
УКАЗАТЕЛЬ

Агар мясо-пептонный (МПА) 
101, 109, 125, 326, 387,
444, 450, 475, 4S3, 542, 500

Альбумин бычий 7, 226, 618
Аппарат Киппа 126, 480

Бульон мясо-пептонный 
(МПБ) 78, 101, 200, 225, 
320, 444, 450, 470, 403, 400, 
542 ,500

— триптозо-фосфатный 52 9
Буфер вероналовый 35, 375
— боратный 148
— фосфатно-солевой 2 74, 325, 

320, 561, 604
— калий-фосфатный 231,

236,407
— карбонатно-бикарбонатный 

335, 561, 604, 618

Гемолизин 25,114 , 300,
300, 507

Гемолитическая система 
(гемсистема) 25,116,216

Жидкость Руге 106, 446
— Карнуа 108

Иммуноасцитическая жид
кость (ИАЖ) 04

Комплемент 27,116 , 220, 300, 
370, 507

Метод вирусоскопии 00, 443, 
548

— Кербера 66
— иммуноферментного 

анализа (ИФА) 00, 159, 173, 
228, 233, 244, 314, 328, 386, 
349, 406, 409, 436, 561,
603, 609, 617

— кофал-теста 524
— перекрестного иммунитета 64
— полимеразной цепной 

реакции (ПЦР) 200, 253, 
307, 342, 416, 425, 625

— Рида и Менча 66, 242, 297, 
324, 380, 304, 500, 523,
552, 556

— электронной микроскопии 
327, 503

Окраска гистопрепаратов по 
Ленцу 80

—■ Турбиной 584
— Туревичу 0 2 ,584
— мазков по Борману — 

Гайнуллиной 74
— Михину 74
— Морозову 100, 446
— Муромцеву 73
— Пашену 100, 447
— Селлерсу 74

Перевиваемая линия почки 
свиньи (СПЭВ) 70, 386, 392



указатель

— культура клеток ВНК-21 
18,110

— культура клеток почки 
поросенка (РК-15) 289, 892

Первично-трипсинизирован- 
ная культура клеток почки 
свиньи (ПЭС) 70, 141, 386

— почки эмбриона коров 
(ПЭК) 141, 218, 239

“  селезенки эмбриона коров 
(СЭК) 218

— легкие эмбриона коров 
(ЛЭК) 218

— тестикулов бычка (ТВ) 218, 
239

— почка ягненка 110

Раствор 30-50% -ного стериль
ного глицерина 21, 72,100, 
108, 385, 482, 588, 615

— азида натрия 600
— азотнокислого серебра 

106, 446
— Альсевера 55, 271, 361
— бис-диазобензидина 55
— борно-боратный буферный 

576
— бромистого этидия 180, 253, 

306, 342, 416, 626
— версена 17, 69, 296
— гексаметафосфата натрия 

215
— забуференый физиологиче

ский (ЗФР) 7, 298, 325, 353, 
386, 399, 663, 596

— лимоннокислого натрия 
127,136, 402, 448, 458, 469, 
476, 536

— мединал-вероналовый 83, 
569

— мертиолята 376, 600
— натрия хлористого 7,171, 

215, 269, 276, 287, 352, 376, 
392, 571,611

— трипсина 18, 69, 296
— физиологический 21,54,

78, 83,101,110,127,134, 
212, 236, 257, 263, 265, 80S,

661

364, 367,419, 428,444, 448, 
455, 469, 475, 482, 607, 535,
542, 547, 554, 616, 630 

-фосфатно-буферный 7, 21,
54, 77, 109, 215, 229, 234, 
271, 294, 322, 353, 358, 362, 
367, 386, 448, 502, 507,
591, 620

— формалина 86, 100,108,
482, 503, 637, 617

— Хенкса 18, 70, 87,*141, 211, 
240, 296, 323, 377, 387, 486,
492, 535, 589, 616 ’

— хромоген-субстратный 318, 
332, 338, 353, 564, 606

— Эванса 299
— Эдингтона 108
— Эрла 18, 296, 589 
Реакция гемагглютинации

(РГА) 127, 135, 221, 270,
359, 403, 449, 459, 472, 477,
543, 597

— гемадсорбции (РГАд) 142, 
220

— диффузионной преципита
ции (РДП) 4, 75,118, 146, 
214, 268, 280, 376, 483, 488,
493, 500, 636, 545, 552, 599

— длительного связывания 
комплемента (РДСК) ИЗ

— иммунодиффузии (РИД) 
154,170,276

— иммунофлуоресценции 
(РИФ) 77,112,142, 212,
242, 262, 268, 298, 322, 378, 
385, 516, 562,591

— иммуноосмофореза 84
— иммуноэлектроосмофореэа 

(РИЗОФ) 569, 573
— нейтрализации (PH) 69, 86, 

143, 227, 241, 324, 379, 389, 
393, 395, 464, 493, 497, 522, 
543, 548

— нейтрализации вирусных 
гемагглютининов (РНВГ) 226

— непрямой гемагглютинации 
(РНГА) 83, 227, 325, 494, 
501,516
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— непрямой иммунофлуо- 
ресденции (РНИФ) 5, 112, 
292, S22

— пассивной гемагглютинации 
(РИГА) 53

— подавления иммунофлуо
ресценции 213, 366 
радиальной иммунодиф
фузии (РРИД) 5, 276

— серозащиты (РЗ) 65 
связывания комплемента 
(РСК) 24, 35, 215, 268, 299, 
368,507

— угнетения связывания 
комплемента (РУСК) 59

— торможения (задержки) 
гемагглютинации (РТГА, 
РЗГА) 125, 135, 144, 221, 
262, 265, 272, 357, 361, 399, 
448, 457, 477, 597

— гемадсорбции (РТГАд) 142, 
220, 262

— непрямой гемагглютинации 
(РТНГА) 225

Среда 199, 323, 386, 486, 618, 
540, 590

— 0,5% -ногогидролизаталак- 
тальбумина 18, 70,110 ,

240, 323, 386, 486, 518,
540, 589

— б% -ногогемогидролизата 
386

— Игла 18, 70, 110, 486, 518, 
640, 590

— Игла (МЕМ) 289, 393
— Китта-Тароцци 326, 542
— поддерживающая 18, 323, 

386, 393, 486, 618, 540, 590
—* ростовая 18, 296, 393, 486, 

518, 590

Тельца Бабеша — Негри 74
Термолабильные ингибиторы 

126, 403, 449, 480
Термостабильные ингибиторы 

126, 480
Тканевая цитопатическая доза 

(ПИЩ 18, 70, 87,143, 380, 
394, 544

Цитопатическое действие 
(ЦПДНЗ, 70,87,110,143, 
219, 241, 324, 380, 388, 394, 
486,544

Эритроцитарный диагностику м 
65, 83, 325
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