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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.



Наставление по применению 
кампилобактериозных (вибриозных) 

люминесцИрующих сывороток 
при лабораторной диагностике 

кампилобактериоза (вибриоза) животных
(Утверждено Главным управлением ветеринарии

Минсельхоза СССР 15 мая 1980 г.)

1. Сведения о сыворотках и подготовка к работе.
1.1. Кампилобактериозные * (вибриозные) люминесцирующие сы­

воротки представляют собой жидкие или высушенные лиофильным 
способом гл обули новые фракции соответствующих агглютинирующих 
сывороток, к которым химическим путем присоединен флуорохром- 
флуоресцеикизотиоцианат.

1.2. Кампилобактериозные люминесцирующие сыворотки пред­
назначены для обнаружения и идентификации возбудителей кампило­
бактериоза (вибриоза) крупного рогатого скота и овец в чистых и сме­
шанных культурах, патологическом и клиническом материалах.

1.3. Биологической промышленностью выпускаются для указанной 
цели две люминесцирующие сыворотки:

1) бивалентная — для обнаружения и идентификации бактерий 
Campylobacter fetus subspecies fetus 1 серовара и Campylobacter fetus 
subspecies intestinalis 2 серовара;

2) моновалентная — для выявления бактерий Campylobacter spu- 
torum subspecies bubulus.

1.4. Сухие сыворотки выпускаются в ампулах, содержащих пори­
стую массу желто-оранжевого цвета, легко растворимую в воде; жид­
кие — во флаконах. Это прозрачная жидкость желто-оранжевого цвета 
с зеленой флуоресценцией.

На этикетке ампулы (флакона) должно быть указано: наименование 
предприятия-изготовителя, наименование сыворотки, ее объем, номер 
серии и госконтроля, рабочее разведение и дата изготовления.

1.5. Срок годности лиофилизированных сывороток— 1 год, жид­
ких — 6 мес при условии хранения их в темном месте при температуре 
2—4 С.

Сыворотки с истекшим сроком годности можно применять после 
предварительного установления красящего титра, если они сохранили 
специфичность и вызывают свечение гомологичных культур на четыре 
креста в титре не ниже половины разведения, указанного на этикетке.

1.6. Для проведения исследований необходимо иметь:
люминесцирующие сыворотки, указанные в подпункте 1.3;
нефлуоресцирующее иммерсионное масло или его заменитель,

состоящий из диметилфталата—*100 мл и нафталина сублимирован­
ного — 1,75 г или тимола чистого — 5 г;

глицерин с фосфатным буфером pH 8,0 (9 частей глицерина ней­
трального и 1 часть фосфатного буфера, pH 8,0);

физиологический раствор хлорида натрия с фосфатным буфером 
pH 7,4 (см. подпункт 1.7);

* Названия болезни «кампилобактериоз» и вида ее возбудителей 
«кампилобактер» приняты по существующей международной классифи­
кации.
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спирт этиловый;
Люминесцентный микроскоп;
покровные стекла толщиной не более 0,2 мм;
предметные стекла нелюминесцирующие и хорошо обезжиренные.
1.7. Физиологический раствор с фосфатным буфером готовят сле­

дующим образом: на аналитических весах отвешивают 9,078 г химически 
чистого однозамещенного фосфата калия (КН2Р 0 4), помещают в мерную 
колбу на 1 л, растворяют в дистиллированной воде и доводят объем до 
метки; затем отвешивают 11,876 г двузамещепного фосфата натрия 
(Na2H P 04-2H20), переносят в другую мерную колбу на 1 л и поступают 
так же, как с фосфатом калия.

При использовании двузамещепного фосфата натрия, содержащего 
12 молекул воды (Na2H P 0 4- 12Н30), для получения ! л раствора берут 
навеску 23,752 г, а безводного препарата (Na2H P 0 4) — 9,476 г.

Для получения буфера pH 7,4 смешивают 4 части раствора двуза- 
мещенного фосфата натрия и 1 часть раствора однозамещенного фосфата 
калия. Если при смешивании растворов в соотношении 4 : 1  не полу­
чают нужный pH, то, изменяя это соотношение, достигают необходимой 
величины pH (при кислотном pH добавляют раствор двузамещенного 
фосфата натрия, при щелочном — раствор однозамещенного фосфата 
калия).

Полученный буфер добавляют к физиологическому раствору 
(8,750 г хлорида натрия на 1 л дистиллированной воды) в соотношении 
1 : 50. Если при этом физиологический раствор будет иметь pH ниже
7,4, то увеличением количества добавляемого буфера добиваются нуж­
ной реакции физиологического раствора.

1.8. Для работы сухую сыворотку в ампуле растворяют с соблюде­
нием стерильности дистиллированной водой до указанного на этикетке 
объема сыворотки. Содержимое ампулы переносят в стерильную про­
бирку и хранят под резиновой пробкой при температуре 2—4°С не более 
14 сут.

1.9. Для получения рабочего разведения растворенную сухую или 
жидкую сыворотку разводят забуференным физиологическим раство­
ром хлорида натрия pH 7,4 до разведения, указанного на этикетке (ра­
бочее разведение сыворотки готовить впрок не рекомендуется).

2. Обнаружение возбудителя кампилобактериоза (вибриоза) в 
культуре.

2.1. Для исследования пригодны чистые и смешанные культуры, 
выращенные на общепринятых питательных средах. Из культуры гото­
вят 2 мазка средней густоты (несколько десятков бактерий в поле зрения 
микроскопа) на разных стеклах. Мазки делают ближе к узкому краю 
стекла площадью не более 1 см2. При значительном загрязнении куль­
тур делают по 2 мазка для каждой сыворотки.

Место нанесения культуры очерчивают карандашом по стеклу с об­
ратной его стороны, мазки маркируют и подсушивают на воздухе.

2.2. Мазки фиксируют этиловым спиртом в течение 15 мин, для чего 
их погружают в вертикальном положении в стеклянный сосуд со спир­
том. Каждое стекло отделяют металлической проволокой или стеклян­
ной соломкой. После фиксации и испарения спирта мазки ополаскивают 
физиологическим раствором хлорида натрия с фосфатным буфером 
pH 7,4 и подсушивают на воздухе.

2.3. Подсушенные зафиксированные мазки помещают в чашки 
Петри или кюветы на увлажненную фильтровальную бумагу, наносят 
на один мазок 2—3 капли бивалентной сыворотки кампилобактер фетус
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в рабочем разведении, на второй — сыворотки кампилобактер подвида 
бубулюс и распределяют сыворотки по всей поверхности мазка. Чашки 
Петри закрывают крышкой, кюветы — стеклом и помещают в термостат 
при температуре 37°С на 30 мин.

Затем сыворотку с мазков удаляют, мазки погружают в физиологи­
ческий раствор pH 7,4 на 20 мин и промывают, периодически встряхивая 
и меняя раствор через 10 мин. Отмытые от сыворотки мазки ополаски­
вают дистиллированной водой и высушивают на воздухе.

2.4. Перед просмотром мазка на его поверхность наносят неболь­
шую каплю глицерина с буфером pH 8,0, накрывают покровным стек­
лом, слегка притирают, излишек глицерина удаляют. На покровное 
стекло наносят нефлуоресцирующее иммерсионное масло или его заме­
нитель и проводят люминесцентную микроскопию, используя свето­
фильтры СЗС-7, СЗС-14, БС-8, ФС-1, ФС-2, окулярные — Т-1Н, Т-2Н^ 
ЖС-18, № 1, № 2, увеличение 5(7)Х90, сила тока 4,1—4,5 А.

2.5. При микроскопии учитывают, что окрашенные люминесцирую- 
щей сывороткой кампилобактер и и светятся ярким зеленоватым светом 
бол.ее интенсивно по периферии (ободок). Это свечение оценивают по 
следующей системе:

(Н—f—|—f-) — яркая, сверкающая зеленая люминесценция морфоло­
гически типичных микробов с более интенсивным свечением по их пери­
ферии (положительная);

( + + + )  — отчетливо выраженная, достаточно яркая зеленоватая 
люминесценция морфологически типичных микробов с более интенсив­
ным свечением по их периферии (положительная);

— недостаточно яркая желтовато-зеленоватая люминесцен­
ция, периферический ободок выявляется с трудом (сомнительная);

(+ )  — люминесценция очень слабая, морфология микробов разли­
чается с трудом (отрицательная);

(—) — люминесценция отсутствует, видны лишь тени микробов (от­
рицательная).

2.6. Видовую принадлежность обнаруженного возбудителя уста­
навливают по известной сыворотке, вызывающей специфическое свече­
ние морфологически типичных для кампилобактерий микробных клеток 
с интенсивностью не менее чем на три креста,

При обнаружении свечения микробных клеток в мазках, обработан­
ных люминесцирующей бивалентной сывороткой кампилобактер фетус 
и отсутствии свечения в мазках, обработанных люминесцирующей сыво­
роткой кампилобактер подвида бубулюс, делают заключение о принад­
лежности культуры к кампилобактер фетус.

При обнаружении свечения микробных клеток в мазках, обработан­
ных сывороткой кампилобактер подвида бубулюс, дают заключение о 
принадлежности культуры к этому виду. Если будут обнаружены све­
тящиеся микробные клетки типичной морфологии в мазках, обработан­
ных обеими сыворотками, делают заключение о наличии смешанной куль­
туры.

3. Обнаружение возбудителя кампилобактериоза (вибриоза) в 
патологическом и клиническом материале.

3.1. Для люминесцентной микроскопии спермы, слизи или содер­
жимого желудка абортированного плода одновременно с посевами де­
лают по два мазка для каждой сыворотки.

Пробы слизи из препуция и шейки матки предварительно подготав­
ливают; тампон, которым брали слизь, отжимают в физиологическом 
растворе и удаляют, смыв с тампона переносят в центрифужную пробир-
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ку и центрифугируют 15 мин при 4—5 тыс. об/мин; мазки делают из 
осадка, по два для каждой сыворотки.

3.2. Дальнейшую обработку мазкод и учет результатов проводят, 
как указано в пп. 2.2—2.6.

3.3. Д ля гашения неспецифического свечения фона препарата при 
исследовании патологического или клинического материала можно при­
менять бычий альбумин, меченный родамином в смеси с диагностической 
люминесцирующей сывороткой в соответствии с наставлением по его 
применению (бычий альбумин, меченный родамином, выпускает Всесоюз­
ный институт эпидемиологии и микробиологии имени Н. Ф. Гамалеи 
АМН СССР, 123098, Москва, Д-98, ул. Гамалеи, 18).

4. Оценка результатов.
4.1. При обнаружении в мазках из культуры йли материала, обра­

ботанных люминесцирующей бивалентной сывороткой кампилобактер 
фетус, свечения морфологически типичных для кампилобактерий микроб­
ных клеток ставят положительный люминесцентный диагноз, который 
расценивается как сигнальный и служит основанием для проведения в 
хозяйстве мероприятий против кампилобактериоза (вибриоза) до полу­
чения результатов бактериологического исследования.

4.1.1. При получении положительного результата люминесцентной 
микроскопии исходного Материала проводят бактериологическое иссле­
дование с целью выделения культуры кампилобактерий и последующей 
идентификации ее по культурально-биохимическим свойствам.

4.1.2. При положительном результате люминесцентной микроско­
пии культуры подвид определяют общепринятыми бактериологическими 
методами.

4.2. При сомнительном (слабое свечение на два креста, свечение 
кампилобактерий атипичной формы) и отрицательном результатах лю­
минесцентной микроскопии исходного материала проводят бактериоло­
гическое исследование с люминесцентной микроскопией культур (при 
сомнительном результате люминесцентная микроскопия культур обя­
зательна).

4.3. При сомнительном результате люминесцентной микроскопии 
культур диагноз ставят на основании идентификации культур общепри­
нятыми методами.

4.4. Отрицательный результат люминесцентной микроскопии куль­
туры кампилобактерий указывает, что данная культура не относится к 
возбудителю кампилобактериоза (вибриоза) крупного рогатого скота и 
овец.
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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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