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Несоблюдение стандарта преследуется по закону

Настоящий стандарт распространяется на свиней и устанавли­
вает методы лабораторной диагностики трансмиссивного гастро­
энтерита.

Стандарт обязателен для научно-исследовательских учрежде- 
нин

Стандарт полностью соответствует СТ СЭВ 2698—80.

1. МЕТОДЫ ОТБОРА ПРОБ

1.1. Пробы крови берут из вены cava cramalis в объеме 5 см* 
с соблюдением правил асептики от свиней разных возрастных 
групп в количестве от 1 до 5 % поголовья.

1.2. Сыворотку исследуют в течение 3 сут после взятия крови. 
Допускается исследовать сыворотки в течение до 3 мес при усло­
вии хранения ее при температуре минус 20 "С.

1.3. При диагностике острой вспышки заболевания берут пар­
ные пробы крови не менее чем от 20 животных. При взятии пар­
ных проб первую пробу берут от клинически больных свиней или 
подсосных свиноматок, поросята которых покосят, вторую —от 
тех же животных через 3 недели. Парные пробы исследуют одно­
временно.

Иадми* официально* Поралачатк* яоспрмцым 
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2. с ер о  л о ги ч е с к и й  МЕТОД

Сущность метода заключается в выявлении способностей сы­
вороток нейтрализовать цнтопатнчсскос действие (ЦПД) вируса 
трансмиссивного гастроэнтерита в культуре клеток.

2.1. А п п а р а т у р а  н м а т е р и а л ы  
Дли проведения исследования применяют: 
мккротнтратор;
пластины пластмассовые с 96 лунками;
термостат для культивировании клеточных культур в атмосфе­

ре, содержащей 5% углекислого газа; 
термостат; 
микроскоп; 
горелку газовую; 
баню водяную; 
штативы для пробирок; 
стерилизатор; 
холодильник;
пипетки по ГОСТ 20292—74; 
пробирки по ГОСТ 25336—82; 
пробки резиновые;
культуры клеточные почек или щитовидных желез свиней; 
среду поддерживающую с антибиотиком (пенициллин, стрепто­

мицин или др.);
референтные штаммы вируса с известным титром; 
сыворотки крови свиней отрицательную и положительную; 
сыворотку крови телят для культивирования культур тканей; 
трипсин, 0,2%-ный раствор для подготовки клеточных суспен­

зий.
2.2. П р о в е д е н и е  и с с л е д о в а н и я  
Исследования проводят макро- и микроыетодами.
Макрометол применяют для оценки благополучия хозяйства на

трансмиссивный гастроэнтерит, мнкрометод — для определения 
стадии развития инфекционного процесса.

При постановке реакции централизации вирусов указанными 
методами проводят контрольное титрование разведенного вируса 
и известной положительной и отрицательной сывороток.

2.2.1. Макрометод
Сыворотки крови в разбавлении 1 :2 или 1:4 инактивируют 

в термостате при 56 СС в течение 30 мин.
Б пробирки вносят по 0.4 см3 поддерживающей среды и готовят 

двукратные разбавления сывороток крови в соотношении от 1:4 до 
1 :236.

Вирус с известным титром предварительно разбавляют в поддер­
живающей среде так, чтобы 1 см3 содержал 100 ТЦДзо- Затем в
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каждую пробирку с разбавленной сывороткой добавляют но 0 4 см' 
вируса и инкубируют нх в течение 60 мин при температуре 37°С.

Каждой полученной смесью в объеме по 0,2 см3 заражают че­
тыре пробирки с культурой клеток, из которой удалена питатель­
ная среда.

Пробирки инкубируют в течение 30 мин при темперапре 37сС 
после чего в каждую вносят по 0,8 см3 поддерживающей среды, за­
тем продолжают инкубирование в течение 48- 96 ч.

СЛ>ЖаТ 5 пробнРок с незаряженной культурой клс-
2.2.2. Микрометод
Во все лунки пластин вносят по 0,05 см3 поддерживающей сре­

ды без телячьей сыворотки.
С помощью петель готовят двукратные разбавления испытуе- 

,̂Ь*(?_?Ы®°Р0Т0К в требуемом объеме и ы соотношении от 1 : 4  до 
1 :"® ;.Затем во все лунки с разбавленными сыворотками вносят 
по и,05 см вируса, предварительно разведенного в поддерживаю­
щей среде так, чтобы 0.05 см3 содержало 100 ТЦДво-

После 60 мин инкубирования при комнатной температуре во все 
лунки вносят по 0,05 см5 клеточной суспензии вюричных пассажей 
Ж о п  П0ЧеК ИЛИ, ^товидкы х желез свиней в концентрации 
оиииии клеток в 1 см3 поддерживающей среды, содержащей 30 % 
инактивированной телячьей сыворотки.

Пластины с культурами выдерживают в термостате с атмос­
ферой. содержащей 5 % углекислого газа, в течение 4 суг при тем­
пературе 37 С.

Контролем служат восемь лунок с незаряженной культурой.
2.3. О б р а б о т к а  р е з у л ь т а т о в
Реакцию нейтрализации учитывают через 48—96 ч только при 

условии развития цитопатнчсского действия (ЦПД) в пробирках, 
«инфицированных вирусом в разведениях 10~* и 10-3, и в пробир­
ках, «инфицированных смесью вируса с отрицательной сывороткой, 
а также при отсутствии ЦПД в пробирках или лунках, инифицн- 
рояанны.х смесью вируса со специфической сывороткой, и в про­
бирках или лунках, не зараженных вирусом.

Титр внруснейтрализующих антител представляет собой наи­
большее разбавление сыворотки, которое предотвращает развитие 
цитопатнчсского действия в 50 % зараженных пробирок или лунок.

Положительными считают сыворотки, которые полностью нейт­
рализуют 100 ТЦДзо вируса, по крайней мерс в разбавлении 1:4.
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