
m i n ii t< ii и  ни m i  ni»t м » т \ <  run it гид
II 11ГЧ»Дс»|«>Г1М I HUM Им < IliirKoihWVVHAMMJI

•Инструкция 
по предупреждению 
и ликвидации сапа

•Наставление 
по диагностике сапа

Москва
Ф Г Н У  «Росинформагротсх» 

2000
проектирование и строительство



О тветствен н ы й  за вы пуск  

н ачальник  о т д е л а  п о  о с о б о  оп асн ы м  болезн ям , 
о б щ и м  д ля  ч елов ек а  и ж и в отн ы х  Д еп артам ен та  ветеринарии 

В . Н . А б р а м о в  (Т е л .  975 -32-60 ).

Инструкция по предупреждению и ликвидации сапа. 
И 72 Наставление по диагностике сапа. —  М .: Ф Г Н У  « Р о -  

си н ф ор м агр отехх^ О О О , —  24  с .

IS B N  5-7367-0234-7

Разработаны сотрудниками Всероссийского института контроля, стан­
дартизации и сертификации ветеринарных препаратов, Всероссийского 
научно-исследовательского ветеринарного института (г . Казань), с о ц и а ­
листами Департамента ветеринарии М инсельхозпрода России.

Инструкция и Наставление предназначены: для ветеринарных специа­
листов.

В издание включены требования по предупреждению заноса и распро­
странения сапа в Российской Федерации, мероприятия по диагностике и 
ликвидации этой о собо  опасной болезни непарнокопытных семейства л о ­
шадиных.

Издается по за к а зу  Департамента ветеринарии М инсельхозпрода России.

У Д К  6 t9  
ББК48.7

IS B N  5-7367-0234-7 €> Департамент науки н технического прогресса 
Минсельхозпрода России,

Департамент ветеринарии Минсельхозпрода России. 2000



УТВЕРЖДАЮ
Зам еститель начальника 

Департамента ветеринарии
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НАСТАВЛЕНИЕ  
ПО ДИАГНОСТИКЕ САПА

I. Клинический осмотр
1Л . П ри к ли н и ческом  о см о т р е  обр а щ а ю т  внимание на состоян и е 

к ож н ого  покрова, п ов ер хн остн ы х  ли м ф ати чески х  у з л о в  и сосуд ов , 
сли зи стой  о б о ло ч к и  н осовой  п о ло сти , о б щ е е  состоя н и е здоровья 

ж и вотн ого .
П о  вн еш н ем у п р ояв лен и ю  б о л е зн и  разли чаю т сап н осовой , кож ­

ны й и л е го ч н о й . И н о гд а  все зри  кли н и ческ и е  ф орм ы  м о гу т  бы ть  
вы раж ены  о дн ов р ем ен н о .

1.1.1. П р и  носовом  сапе на сли зи стой  о б о ло ч к е  носовой  п олости  
появляю тся м елки е  ж елтоваты е у зелк и , окруж енны е красным о б о д ­

ком . Н а их м есте образую тся  характерны е язвы и звездчаты е рубцы .

Развитие язв соп ровож дается  гнойны м  и стечен и ем  из носа, и н о ­
гда с п р и м есью  крови, а такж е п р и п ухал  нем  п о д ч елю стн ы х  ли м ф а­
ти ч еск и х  у злов .

1.1.2. П р и  сап н ы х, п ов ер хн остн ы х  пораж ениях  кож и н аблю д аю т  
п усту лу , язву с  гн ой н ы м  содер ж и м ы м  и ли  за п олн ен н ую  гр ан уля ­
ц ион н ой  тк ан ью  или  р убец .

П р и  г л у б о к и х  п ораж ениях  в т о л щ е  кож и обн аруж и ваю т п ло т ­
н ы е у з лы  с  гн ой н о-н екроти чески м  содерж и м ы м  на разрезе, язвы 

и ли  рубц ы , к оторы е м о гу т  б ы ть  р асп олож ен ы  п о  х о д у  ли м ф ати че­
ск и х  сосуд ов .

1.1.3. П р и  пораж ении  л е гк и х  н аблю д аю тся  сла бы й  г лу х о й  ка­

ш ель , бы страя  у т о м ля ем о ст ь  ж и в отн ого , п ериодические п одъем ы  

тем п ератур ы  т е ла  вы ш е 38 ,5 °С .
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2. А л л е р г и ч е с к о е  и с с л е д о в а н и е

Д ля  а ллер ги ч еск о го  исследован и я  на сап п ри м ен яю т м аллеи н , 

п редставляю щ ий  со б о й  стер и льн ы й  к ультур альн ы й  ф и льтрат  воз­
б уд и теля  сапа, вы ращ ен н ого  на ж идкой  п и тательн ой  среде.

П р и  ди агн ости к е  б о л е зн и  прим еняю т дв ук р атн ую  гла зн ую  и 
п одк ож н ую  м а ллеи н ов ы е  пробы .

2.1. Г лазн ая  м аллеи н ов ая  проба.
2.1.1. П ер ед  проведением  исследования лош ади  (о с лы , м у л ы ) 

д олж н ы  бы ть  в теч ен и е  су то к  освобож дены  о т  ф изической нагрузки 
и содерж аться на привязи. О бследован и е ж ивотны х, им ею щ их конъ­
ю нктивиты  и д р уги е  заболевания глаз, глазной  п робой  н е  проводят.

О б сле д у ем ы м  ж ивотны м  наносят  3 .. .4  капли  м аллеи н а  с п о м о ­
щ ь ю  глазн ой  пипетки  на кон ъю н к ти ву  о д н о го  глаза  при оттянутом  

ниж нем  веке.
Реакцию  уч и ты ваю т через 3, 6, 9, 12 и 24 ч п утем  осм отр а  с л и ­

зи стой  о б о ло ч к и  глаза.
П о лож и тельн а я  реакция характеризуется  д ли т е л ь н о й  и ли  крат­

коврем енной  ги п ер ем и ей  и оп ухан и ем  конъю нктивы  разной  степе- 
ми с гн ой н ы м  и стеч ен и ем  из в н утр ен н его  у г л а  гла за  и ли  ск оп лен и ­
ем  гн оя  в к он ъю н к ти вальн ом  м еш ке.

Реакц и ю  сч и таю т  отр и ц ательн ой  при отсутств и и  к аки х-ли бо  
изм енений  и ли  при с л а б о м  покраснении  конъю нктивы  и сле зо т еч е ­
нии.

2 .1 .2. Ж и вотн ы м , не реагировавш им  на п ер в ую  аппликацию  а л ­
лер ген а , препарат через 5 . . .6  суток  наносят  п овторно  в той  ж е  дозе  
на кон ъю н к ти ву т о г о  ж е  глаза .

Реакц и ю  учи ты ваю т, как указано  в п. 2.1 Л .
2.2. П одкож н ая  м аллеи н овая  проба.
2.2.1. П о д к ож н ую  м а ллеи н о в ую  п р обу  при м ен яю т нс ранее 1,5 

м есяца п о с л е  п р еды дущ ей  подкож ной  пробы . П ер ед  е е  проведени­
ем  ж ивотны х вы держ иваю т на привязи не м енее су то к  и поят по­
д о гр ето й  водой .

2.2.2, У  лош ад ей  (о с л о в , м у л о в ) и зм еряю т тем п ер атур у  т е л а  в 
7 .. .8 , 14 ... 15 и 2 1 ...2 2  ч.

О б след о в а н и е  ж и в отн ы х  с кратковрем енны м  или  д ли тельн ы м  

повы ш ением  тем п ератур ы  д о  3 9 °С  и вы ш е п одк ож н ой  м аллен н о- 
вой п р обой  нс проводят.
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2.2.3, М аллеи н  ж ивотным вводят подкож но в область  подгрудка 
в количестве I см\

О б щ ую  тем пературную  реакцию тела  и м естную  реакцию в о б ­
ласти  введения аллер ген а  учиты ваю т через б . ..8, 10...12, I . . J 6 ,  
20 ...24  и 30 ...3 6  ч.

П олож ительная  реакция характеризуется постепенны м подъе­
мом температуры  до  39 ,б°С  и выш е и м едленны м  ее  спадом  с воз­
мож ным слабы м  вторичным подъем ом  через 30 ...3 6  ч, а такж е о б ­
разованием в м есте введения маллеина воспалительной  припухло­
сти разной степени  выраженности.

Реакцию  считаю т отрицательной  при норм альной  температуре 
тела  или  кратковременном подъем е ее не б о л е е  39,5°С  и отсутст­
вии изменений в м есте введения маллеина.

3. С е р о л о ги ч е с к о е  и сслед о в а н и е

3.1. П ластинчатая реакция агглю тинации с сапным цветным ан­
тигеном  (Р А ) .

3.1.1. К ом поненты  реакции.
3.1.1.1. А н ти ген  сапной цветной д ля  пластинчатой Р А  представ­

ляет  собой  гом оген н ую  взвесь в буф ерном  растворе инактивиро­
ванной окраш енной культуры  возбудителя  сапа. П ри хранении д о ­
пускается образование осадка, переходящ его  в гом оген н ую  взвесь 
при встряхивании. П еред  употреблением  ф лакои с  антигеном вы­
держ иваю т в течение 15...20  мин при температуре 18 ...3 0 оС  и 
встряхивают.

3.1.1.2. И спы туем ая сы воротка крови лош адей  нативная или 
консервированная.

Консервирование сы воротки  крови проводят кристаллами бор ­
ной кислоты  (2 . . .4 %  к о бъ ем у  сы воротки ) д о  получения насы щ ен­
ного раствора или  путем  однократного  замораживания. *

Н еконсервированная сы воротка крови пригодна для  исследова­
ния в течение 5 суток  с о  дня взятия крови с  сохранением  ее при 
тем пературе 4 ., .8 вС-

Сы  во ротка, консервированная борной  кислотой , пригодна для  
исследования в течение 10 суток , заморож енная сы воротка —  в 
течение 3 суток  п осле  однократного  оттаивания.

М утны е, проросш ие, гемолнзированны р сы воротки крови ис­
следованию  на сап не подлеж ат.

(2



3 .1 .1 .3 . С ы в о р отк а  сапная д ля  Р А  и Р С К  (п ози ти вн ая  сы в ор отк а ) 
и зготав ли в ается  на би оп редп рм яти и .

3.1 .1 .4 . С ы в о р отк а  крови л о ш а д ей  неспециф ическая  н екон сер - 
внрованная (н егати вн ая  сы в ор отк а ) и зготавли вается  на б и о п р е д -  

приятин .
3.1 Л . 5. Ф и зи о л о ги ч е с к и й  р аств ор  —  0 ,8 5 % -н ы й  раствор  х л о р и ­

да  натрия pH  б ,8-7,2. К о р р ек ц и ю  p H  п р ов од ят  10% -ны м  раствором  
с о л я н о й  к и сло ты  и ли  10% -ны м  р аствором  ги д р оок и си  натрия.

3.1 .2 . П о ста н ов к а  Р А .

Р еа к ц и ю  п р ов од ят  на ч и ст ы х  с у х и х  м ет а лли ч еск и х  эм а ли р ов а н ­
н ы х  п ласти н к ах  с  лун к а м и  при  тем п ер а тур е  1 8 .,.3 0 °С . Н а  б о р т и ­
ках п ласти н к и  п ротив  каж дой  лун к и  зап и сы ваю т н ом ер  и с с л е д у е ­

м ой  сы в ор отк и  крови.

В  н ач але  работы  ставят к о н тр оль  антигена с позитивной  сапной 

сы в ор отк ой  и с н егативной  сы вор откой  крови  лош ад ей , а такж е кон ­

т р о ль  антигена  на сп он тан н ую  агглю ти н ац и ю  (к  0,03 с м 3 антигена 

д о б а в ля ю т  0,03 см 3 сы вор отки  и ли  ф и зи оло ги ч еск о го  раствора).
И с с л е д у е м ы е  сы в ор отк и  крови  в д о з е  0,03 см 3 в н осят  на д н о  

л у н к и  при  п о м ощ и  ш п р и ц а -п олуав том ата  и ли  м икроп и п етки .

П о с л е  вн есен и я  каж дой сы в ор отк и  ш лр и ц -п о луа в то м а т  (м и к р о ­

п и п е т к у ) тр и ж д ы  п р о м ы в а ю т  ф и зи оло ги ч еск и м  р аств ор ом  и п од ­
с у ш и в а ю т  ф и льт р о в а ль н о й  б ум а го й .

В  к а ж д ую  л у н к у  рядом  с  сы в ор отк о й  при  п о м ощ и  ш прица- 
п о луав то м а та  и ли  м и к р оп и п етк и  в н осят  0,03 с м 3 антигена. Затем  

ан ти ген  в каж дой  л у н к е  т щ а т е л ь н о  см еш и в а ю т  с  сы в ор отк ой  р уч ­
н ы м  см е с и т е л е м  д о  п о лу ч е н и я  о д н о р о д н о й  см еси , расп ределяя  ее  
п о  всей  п о в ер х н ости  л у н к и .

П л а с т и н к у  с  сы в ор отк ам и  и а н ти ген о м  покачи ваю т в т еч ен и е  4 

м и н  о с т о р о ж н ы м и  в р ащ ательн ы м и  дви ж ен и ям и  в р уч н ую  и ли  при  

п о м о щ и  аппарата  д ля  покачивания  д и а гн о сти ч еск и х  п ласти н ок .

3 .1 .3. У ч е т  р е зу ль т а то в  реакции  п р ов од ят  в и зуа льн о  через 4 м ин 

п о с л е  см еш и в ан и я  сы в ор отк и  крови  с  а н ти ген ом  при сле гк а  на­
к ло н н о м  п о ло ж ен и и  пласти н к и .

Р еа к ц и ю  сч и та ю т  п о ло ж и т е л ь н о й  при н али ч и и  о тч е тли в о  вы ра­

ж ен н ой  а гглю ти н а ц и и  о к р аш ен н ы х  сап н ы х  бактерий  антигена  в 
ви де  м е л к и х  и ли  к р уп н ы х  х л о п ь е в  при  7 5 -1 00%  - н ом  п р о св етле ­

нии  ж и д к ости  (3 -4  к реста ).

Р еа к ц и ю  сч и т а ю т  о тр и ц а тельн о й  при  о ц ен к е  м ен ее  3-4 крестов.
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Р еак ц и ю  о ц ен и в а ю т  в крестах  п о  с х ем е :
+ + -Н - (4  к р е ст а ) —  вы раж енная а гглю ти н а ц и я  в ви де  к р уп н ы х  

х ло п ь е в  р о зо в о го  цвета с  п о лн ы м  п р о св ет лен и ем  ж и д к ости ;
+-Н - (3  к р еста ) —  м ен ее  круп н ы е х ло п ь я  с  н еп о лн ы м  (7 5 % -н ы м ) 

п р о св етлен и ем  ж и д к ости ;
+ +  (2  к р еста ) —  а гт лю т и н а т  в виде м елк и х  х ло п ь е в , 5 0 % -н ое  

п р о св етлен и е  ж и д к ости ;

+  (1 к р е ст ) —  м елк о зер н и сты й  а гтлю ти н ат , н езн а ч и тельн о е  
(2 5 % -н о е ) п р о св етлен и е  ж и д к ости ;

- (м и н у с ) —  о тсу т ст в и е  а гглю ти н а ц и и , с м е с ь  гом о ген н ая , рав­

н о м ер н о  окраш ен а .
3 .1 ,4. П о с л е  у ч е т а  реакции  п ласти н к и  и с м е с и т е л ь  д ези н ф и ц и ­

р у ю т  п о гр уж ен и ем  и х  на 5 м и н  в 1% -ны й  раствор  х ло р а м и н а , затем  

м о ю т  в о д о п р о в од н ой  в одой , о п о ла ск и в а ю т  д и ст и лли р о в а н н о й  во­

д о й , в ы суш и в аю т  на в о зд у х е  и и с п о л ь з у ю т  п о в то р н о . Д л я  п р ов ед е­
ния д ези н ф ек ц и и  и с уш к и  п ласти н о к  и с п о л ь з у ю т  к ассеты  и ш тати­

в ы -суш и лк и .
3.2. Реакц и я  связы вания  к о м п лем ен та .
3 .2 .1 . К о м п о н е н ты  реакции .

3.2.1.1. А н т и ге н  са п н ой  д ля  Р С К , и зготав ли в ается  на б и оп р ед - 
приятии.

3.2 .1 .2 . И сп ы туем а я  сы в ор отк а  крови  л о ш а д е й , нативная и ли  
консерви р ован н ая  (п о  п. 3.1 Л . 2 ).

3.2 .1.3. С ы в о р отк а  сапная д ля  Р А  и Р С К  (п о зи ти в н ая  сы в о р о т ­

ка ), и зготав ли в ается  на б и оп р едп р и я ти и .
3.2.1.4. С ы в о р отк а  крови  л о ш а д е й  н есп ец и ф и ческая  н ек он сер - 

вироаанмая (н егати в н ая  сы в о р о тк а ), и зготав ли в ается  на б и о п р е д ­

приятии .
3.2 .1 .5 . С ы в о р отк а  гем оли ти ч еск а я  д л я  Р С К , и зготав ли в ается  на 

б и о п р ед п р и я ти н .

3.2 .1 .6 . К о м п л е м е н т  с у х о й  д ля  Р С К , и зго та в ли в а егся  на би о - 

предп ри яти и .

3,2.1 Л .  Ф и зи о л о ги ч е с к и й  р аствор  (п о  п. З Л Л  .5 .).

3 .2 .1 .8 . 2 ,5 % -н ая  взвесь  эр и тр о ц и то в  барана в ф и зи о ло ги ч ес к о м  

растворе. К р о в ь  у  барана б е р у т  у т р о м , д о  к о р м лен и я , из яр ем н ой  

вены  во ф лак он  со  ст ек ля н н ы м и  и ли  м ета лли ч еск и м и  б уса м и , 

в стр я хи в аю т в т еч ен и е  7 -10  м и н  и затем  ф и л ь т р у ю т  ч ер ез  м ар лю . 
Э р и тр оц и ты  3-4 раза о тм ы в а ю т  ф и зи оло ги ч еск и м  раствором  п утем
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центриф угирования при 2500-3000 об/мин до  полного  обесцвечи­
вания промывной ж идкости. И з осадка эритроцитов готовят 2,5% - 
ную  взвесь в ф изиологическом  растворе.

3.2.2. Титрование гем олитической  сы воротки (гем олизина ).
Титрование гем олизина проводят при использовании каждой 

новой серии и в дальнейш ем  еж егодно.
И з основного  разведения гем олизина 1:100 (0,1 см 3 гем олизина 

и 9,9 см 3 ф изиологического  раствора) готовят последую щ ие разве­
дения.

С х ем а  р азведен и я  г ем о ли зи н а

О сн овн ое разведение 
гем олизина  1:100, см 3

Ф и зиологический  
раствор, см 3

П олуч ен н ое  разведение 
гемолизина

0,2 0,8 1:500

0,1 0,9 1:1000

0,1 1,4 1:1500

0,1 1,9 1:2000

0,1 2,4 1:2500

0,1 2,9 1:3000

Затем по 0,2 см 3 каж дого разведения переносят в ряд пробирок, 
в каж дую  пробирку добавляю т по 0,2 см3 комплемента в разведе­
нии 1:20, 0,2 с.\г 2 ,5% -ной  взвеси эритроцитов и 0,4 см 3 ф изиоло­
гического  раствора. Ш татив с пробирками встряхивают и помещ а­
ю т в водяную  баш о на 10 мин при температуре 37-38°С.

Титром  гем олизина считаю т наибольш ее е го  разведение, при 
котором  наблю дается полны й  гем оли з эритроцитов.

3.2.3. П риготовление гем олитической  системы.
Гем оли ти ческ ую  систем у готовят смеш иванием в равных о бъ е ­

мах 2 ,5% -ной взвеси эритроцитов барана в ф изиологическом  рас­
творе и раствора гем олитической  сыворотки, взятой в удвоенном  
титре (например, при титре гем олизина 1:1000 б ерут  2:1000, т.е. 
д ля  прнготоления 100 см 3 гем олизина берут  0,2 см 3 гемолизина из 
ам пулы  и разводят в 99,8 см 3 ф изиологического раствора). П о лу -
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чен н ы е  100 см * раствора г ем о ли зи н а  п р и ли в а ю т  при  п остоя н н ом  
пом еш и ван и и  к 300 см  в звеси  эр и тр оц и тов . Г е м о л и т и ч е с к у ю  си с ­

т е м у  п о м еш а ю т  в в о д я н ую  б а н ю  при т ем п ер а тур е  3 7 -3 8 °С  на 20 

м ин д ля  сен си би ли зац и и  эр и троц и тов .

3 .2 .4. Т и т р о в а н и е  к о м п лем ен та .
Т и т р о в а н и е  к о м п лем ен та  п р о в од я т  п ер ед  каж дой  п остан ов к ой  

реакц ии . О т б и р а ю т  н е о б х о д и м о е  д ля  д а н н о го  о б ъ е м а  и сслед о в а н и й  

к о ли ч е ст в о  ам п ул  (ф л а к о н о в ) с  к о м п лем ен то м  (и з  р асч ета  I а м п ула  
и ли  ф лак он  на 100 п р о б и р о к  р еакц и и ), р аств ор яю т  преп арат  в ф и­
зи о л о ги ч е с к о м  растворе, к о ли ч е ст в о  к а гор  о  го  ук азан о  на а м п у ле  

(ф л а к о н е ), с ли в а ю т  в о д н у  ем к о ст ь  и п ер ем еш и в аю т . Т а к и м  о б р а ­

зом  п о л у ч а ю т  о сн о в н о й  раствор  к о м п лем ен та , к отор ы й  х р а н я т  в 
х о л о д и л ь н и к е  на протяж ен и и  п остан ов к и  реакции . И з  э т о го  рас­

тв ор а  го т о в я т  р а зведен и е  1 ;20 д ля  ти трован и я .

К о м п л е м е н т  т и т р у ю т  в б а к те р н о ли т и ч еск о й  си стем е , д л я  ч е го  

п ози ти в н ую , н ега ти в н ую  и 1-2 сы в ор отк и  из оп ы та  р а зводят  ф и ­
зи о ло ги ч е с к и м  раств ор ом  1:10, и н ак ти в и р ую т  при  т ем п ер а тур е  60- 

6 2 °С  в т еч ен и е  30 м и н  и р а зли в а ю т  п о  0,2 см 3 к а ж д ую  в два  ряда 

п роби р ок .
В н е с е н и е  о с т а л ь н ы х  и н гр ед и ен тов  и у с ло в и я  титрован и я  п ок а ­

заны  в та бл . 1 на п р и м ер е  н егати вн ой  сы в ор отк и , при этом  во вто ­
р ы е  ряды  сы в о р о т о к  в м есто  ан ти ген а  в н о ся т  0,2 см 3 ф и зи о л о ги ч е ­
с к о го  раствора .

П р и  р а б оте  с апп аратом  Ф л о р и н с к о г о  д ля  разведения к о м п ле ­

м ен та  б е р у т  д о п о л н и т е л ь н ы й  ряд  п р о би р ок , в к о тор ы х  д е л а ю т  т с  
ж е  разведения  к о м п лем ен та , н о  о б ъ е м  ув е ли ч и в а ю т  в 10 раз. Затем  
разн и вателем  Ф л о р и н с к о г о  п ер ен о ся т  п о  0,2 с м 3 р а зв ед ен н ого  к о м ­
п лем ен та  во все  п р оби р к и  к аж д ого  ряда  и в н осят  о с т а л ь н ы е  и н гр е ­

д и ен ты , как ук азан о  в т а б л . 1.
Т и т р о м  к о м п ле м ен т а  в б а к те р н о ли т и ч еск о й  с и ст ем е  сч и та ю т  

м и н и м а ль н о е  к о ли ч е ст в о  е го , н е о б х о д и м о е  д ля  п о л н о го  г ем о ли за  

эр и тр оц и тов  барана в п р о би р к а х  с  н егати вн ой  сы в ор отк о й  и 
сы в ор отк а м и  из оп ы та  с  а н ти ген ом  и б е з  ан ти ген а , а  так ж е  в п ро ­

б и р к а х  с  сап н ой  сы в ор отк о й  б е з  ан ти ген а  при  п о л н о й  задер ж ке ге ­

м о ли за  в п р оби р к ах  с  сап н ой  сы в ор отк о й  и а н ти ген ом .
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Таблица l
Схема титрования комплемента в бактсриолнтичсскоП системе 

(по первому рялу пробирок)
К ом нле- 1!омера пробирок

мен ГЫ
1 m 3 ПП 5 Г*1г п 1 8 1нп1 1°

Нс1чтш ная 
сыворотка в 
разделении 
1:1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 ОД 0,2 0.2 0,2 0.2
A irrn rc ii в 
рабочем раз- 
велении 0,2 ОД 0,2 0,2 0.2 ОД 0,2 0,2 0.2 0.2
К ом плем ент
1:20 0,02 0,04 0,06 0.08 0.2 0,12 0,14 0,16 0,18 0,20
Ф нзиолои *- 
ческии рас­
т е р 0,18 0,16 0,14 0,12 0,1 0,08 0,06 0,(Н 0.02 0,00

Г  смолнпги но­
ская система

I Зримерный
результат

В о д я н а я  бан я  2 0  м н н  при 3 7 -3 8 °С

0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0.4 0,4 0,4 0,4

В од ян ая  б а н я  20  м и н  п ри  3 7 -3 8 °С

Ч Г  Ч Г  Ч Г  Ч Г  П Г  П Г  П Г  П Г  П Г  П Г

Д о п о л н и т е л ь н ы й  р я д  п р о би р ок  

д л я  п р е д в а р и т е л ь н о го  р а зведен и я  к ом п лек та

Комплемент
1:20 ОД 0,4 0,6 0,8 КО 1Д 1,4 К б 1,8 2,0
Ф и зи оло ги ­
ческий рас­
твор 1,8 1,6 1*4 1.2 к о 0.8 0.6 0,4 0.2 0,0

3.2.5. Приготовление комплемента.
Количество комплемента для главного опыта определяют но 

формуле

х=— ,
20

где X — количество комплемета. необходимое для главного 
опыта;
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Т  —  ти тр  к о м п лем ен та  в б а к тер н оли ти ч еск о й  си ст ем е ;

П  —  к о ли ч еств о  п р оби р ок  в реакц ии ;
20 —  кратн ость  разведения  к о м п лем ен та  при ти трован и и . 

Н ап ри м ер , в оп ы те  200 п р оби р ок , ти тр  к о м п лем ен та  (п о  та б л . 1) 
—  0,1- С л е д о в а т е л ь н о , к о ли ч еств о  е г о  д ля  п р ов ед ен и я  оп ы та :

0,Ь200
20

=  1 ,0см 3.

Н ео б х о д и м о е  к о ли ч е ст в о  р а зв ед ен н ого  к о м п лем ен та  д ля  глав * 

к о го  оп ы та  равно  4 0  с м 3 (т .е .  0,2 ем л-200). С л е д о в а т е л ь н о , к 1,0 с м 1 
о с н о в н о го  раствора  к о м п ле м ен т а  д о б а в ля ю т  39 ,0  с м 3 ф и зи о ло ги ч е ­

ск о го  раствора.

3.3. П остан ов к а  гла в н о го  опы та .

К а ж д у ю  сы в ор отк у  крови , п р ед в а р и тельн о  п р ои н актн ви рован - 
н ую , как ук азан о  в п. 3 .2 .4 ., и с с л е д у ю т  в т р е х  п р оби р к ах : б е з  ан ти ­
гена  в разведении  1:5 (к о н т р о л ь  с ы в о р о т к и ) и с а н ти ген ом  в разве­

д ен и я х  1:5 и 1:10.
Д л я  э т о го  в п ер в ую  и т р е т ь ю  п р о б и р к у  ра зли в аю т ф и зи о л о ги ч е ­

ский  расгв ор  в к о ли ч е ст в е  0,4 с м 3 и 0,1 с м 3 соотв етств ен н о . З атем  в 

п ер в ую  вн осят  0,1 с м 3 и сп ы т уем о й  сы в ор отк и , см еш и в а ю т  и п ер е ­

н осят  0 ,2  см 3 во в т о р ую  и 0,1 с м 3 —  в т р е т ь ю  проби р ки .
В о п ы тн ы е  п р оби р к и  в н осят  п о  0,2 см 3 са п н о го  ан ти ген а  в р а б о ­

чем  разведении , в к о н т р о ль н ы е  —  п о  0,2 с м 3 ф и зи о ло ги ч ес к о го  
раствора, во вес  проби р ки  —  п о  0,2 с м 1 к о м п лем ен та  в у с т а н о в ле н ­
ном  ти тре . Ш тати в ы  в стр я хи в аю т и п о м еш а ю т  в в о д я н ую  б а н ю  на 
20  м и н  при тем п ерату  ре 3 7 . . .3 8 °С .

Затем  во вес  п р оби р к и  вн осят  по  0,4 с м ' г о м о ли т и ч ес к о й  си сте ­
м ы , встряхи ваю т и вновь п о м е щ а ю т  в в о д я н ую  б а н ю  на 2 0  м ин  при  
т ем п ер а тур е  37 ..3 8 аС .

О д н о в р е м ен н о  ставят  с л е д у ю щ и е  к о н т р о ля : 

позитивная и негативная  сы в ор отк и  в т е х  ж е р азв ед ен и ях , ч то  и 
и сп ы т уем ы е  с а н ти ген о м  и б е з  а н ти ген а ;

ан ти ген  б е з  сы в ор отк и  (н а  анти к о м п ле м ен т а р н о ст ь ); 

ан ти ген  б е з  сы в ор отк и  и к о м п лем ен та  (н а  г ем о т о к си ч н о ст ь ); 

гсм сн стем а  с  ф и зраствор ом .

П р и  м а ссов ы х  и сслед о в а н и я х  д оп уск а ется  п остан овка  реакции  в 
о д н о й  п р оби р к е  с р а зв ед ен и ем  сы в ор отк и  1:10 (0 ,0 2  с м 3 сы вор отки  

и 0 ,18  с м 3 ф и зи о л о ги ч е с к о го  раствора ). П ри  р аботе  с  аппаратом
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Ф л о р и н с к о го  к  0,02 см 3 сы воротки  д о б а в ля ю т  0,2 с м 3 ф и зи оло ги ч е­
ск о го  раствора. С ы воротки  с  задерж кой гем оли за  и сс л ед ую т  по­

вторно, как указано выше.
3.4. У ч е т  р езультатов  реакции проводят дваж ды : н еп осредст­

вен н о  п о сле  п о с ле д н е го  прогревания проби р ок  в водяной  бане и на 
с л ед ую щ и е  сутк и  п о сле  хранения пробирок ' при тем пературе
4 , . .8 ЙС.

С начала  уч и ты ваю !’ р езультаты  к он гр олей . Е сли  в пробирках с  
позитивной  сы вор откой  и антигеном , с  антигеном  б е з  сы воротки  и 
ком плем ента , с  гем оли ти ч еск ой  си стем ой  и ф и зи ологи чески м  рас­
твором  б у д ет  полная задерж ка гем олиза , а в пробирках с  негативной 
сы вороткой  и антигеном , с сапной и негативной сы воротками без  
антигена и с  антигеном  без  сы воротки —  полны й  гем олиз, постанов­
ку реакции считаю т правильной , и проводят учет  результатов.

Р еакц и ю  уч и ты ваю т по степ ен и  задерж ки гем оли за  эритроц и ­
тов , к о тор ую  о п р ед еля ю т  п о  ш кале, п ри готовлен н ой  п еред  учетом  
реакции. Д л я  э т о го  содер ж и м ое  трех-пяти  п робирок  с  п олн ы м  ге­
м оли зом  сли в аю т  в одну , затем  гем оли зи р ов ан н ую  ж и д к ость  и ф и ­
зи оло ги ч еск и й  раствор разли ваю т в п робирки  по с лед ую щ ей  схем е :

К ом п лем ен ты
Н о м е ра проби|ю к

] 2 3 I 4 ...1| 5

Г с м о л  изированная 
ж идкость  (с м 3) 1,0 0,75 0,5 0,25 т
Ф н зи оло гн ч еск и  й 
раствор  (с м 3) т 0,25 0,5 0,75 1.0

П р оц ен т  гем оли за 100 75 50 25 0

В  соответстви и  с  этой  ш калой  устан авли ваю т степ ен ь  задержки 
гем оли за  эритроц итов  в каж дой пробирке.

3.5. Реакц и ю  оц ен и в аю т  в крестах  в зависим ости  о т  процента 
гем оли зи ровам н ы х эритроц итов :

-t-4 -н - (4  креста ) —  п ол  н ое  о тсутстви е  гем оли за ;

•Н-ч- (3 креста) — гемолиз 25% эритроцитов;
Ч-ч- (2  креста ) —  гем о ли з  50%  эритроцитов ; 
ч- (1 крест ) —  гем о ли з  7 5 %  эритроцитов ;
- (м и н у с ) -ч- п олн ы й  гем оли з.
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3.6. Д иагностическим  титром  сы воротки считаю т разведение ее  
1:10. При задерж ке гем олиза  эритроцитов в этом  разведении сы во­
ротки на -и -н -  и + + +  реакцию считаю т п олож ительной  независимо 
от  результатов реакции с сы вороткой  в разведении 1:5. При за­
держ ке па + +  и +  реакция считаю т сом нительной , если  задерж ка 
гем олиза в разведении сы воротки 1:5 соответствует -Н-Н- или  -Н-+.

В о  веек други х  случаях  реакцию считаю т отрицательной .

4. П а т о ло го а н а т о м и ч е с к о е  и сслед о в а н и е

4 .1. Болезнь протекает с образованием гранулем  в легких, на сли ­
зистой оболочке носовой полости, гортани, трахеи, на коже, в других  
органах и тканях с  поражением лимфатических узлов. Гранулем ы  
м огут подвергаться распаду с образованием рубцую щ ихся язв.

4.2. П ри исследовании вначале осматриваю т кож ный покров 
ж ивотного, разрезаю т обнаруж енны е узлы . Затем труп  вскрывают 
без снятия кожи, осматриваю т слизибты с оболоч к и  органов ды ха­
ния, о бслед ую т  легкие, печень, селезенку , лимф атические у злы  го ­
лов ы  и д р уги х  органов.

4.2.1. На слизисты х оболоч к ах  обнаруж иваю т узелки , язвы с 
красным ободком  или рубцы , в паренхиматозны х органах —  свет­
ло -сер ы е узелки  разной величины , при этом  часто изменения на­
блю д аю т  одноврем енно и в регионарны х лимф атических узлах .

4.2.2. Пораж ения в легк и х  м огут  бы ть в виде милиарны х у зе л ­
ков, а такж е в форме м елких и крупны х очагов  (ацинозная, ациноз- 
но-нодозная лобуляр ная  или  лобарная пневмония), иногда с  кавер­
нами. О бнаруж иваю тся такж е саловидны с участки склероза  ткани.

Пораж енны е лимф атические узлы  резко увеличены , плотны , мо­
гут  содерж ать обы звествленны е инкапсулированные узелки  или  
бы ть на разрезе однородны м и, без рисунка, с ер о -белого  цвета. Н е ­
редко наблю дается воспаление окруж аю щ ей у зел  клетчатки (п е ­
риаденит) с образованием  общ его  п лотн ого  ф иброзного  узла .

5. Б а к т е р и о л о ги ч е с к о е  и сслед ов а н и е

5.1. Бактериологическая диагностика вклю чает культуральн ое  и 
би ологи ч еск ое  исследования бноматериапа. Д ля  исследования ис­
п о льзую т  подчелю стны е, заглоточны е, бронхиальны е, средостен­
ны е лим ф атические узлы , носовую  перегородку, гортань, глотку*
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тр а хею , а  такж е и зм ен ен н ы е  участки  л е гк о г о , п ечен и , с елезен к и , 

к ож и  с  п о д к о ж н о й  клетч атк ой .

5.2. К у л ь т у р а л ь н ы е  и сслед ов а н и е .

И з  б и о м а т ер и а ла  д е л а ю т  вы сев  с  п о м о щ ь ю  п астеровской  п и п ет­

ки с  гр уш ей  и ли  ш прица  с  д ли н н о й  тон к ой  и гло й  (о т д е л ь н о г о  д ля  
к а ж д о го  о р га н а ) в МГ1Б и на М П А  с  2 . . .4 %  гли ц ер и н а  (М П Г Б ,  
М П Г А ) ,  p H  6 ,8 ...7 ,0 .

П о сев ы  и н к у б и р у ю т  при т ем п ер а тур е  3 7 . . ,3 8 °С . Р о с т  о бы ч н о  
п ояв ляется  на 2 . . .4  сутк и .

П р и  р о сте  в о зб уд и т еля  б у л ь о н  м утн еет , на д н е  п оявляется  с л и ­

зи сты й  с е р о -б с л ы й  осад ок , п одн и м аю щ и й ся  ш топ ор ом  при  встря­
хи ван и и  п роби р ки ; н ек о тор ы е  ш там м ы  о б р а зу ю т  п ри стен оч н ое  

к о л ь ц о  и ли  п л е н к у  на п ов ер хн ости  б у л ьо н а .
Н а  а гар е  в о зб у д и т е л ь  сапа  растет  в ви де  гла д к и х  п о лу п р о зр а ч ­

н ы х  к о ло н и й  с е р о в а т о -б е л о го  цвета  с  п ер лам утр ов ы м  оттен к ом , 

с ли в а ю щ и х ся  за тем  в сли зи сты й  н а лет  на п ов ер хн ости  среды .

Д л я  идентиф икации  в о зб уд и т еля  в ы д елен н у ю  к у ль т у р у  м и кро- 
ск о лм р ую т , м азки  ок р аш и в аю т по Г р а м у  си н ькой  Л еф ф лер а  (с т а ­

р о й ) и ли  п о  Р о м а н о в ек о м у -Г и м за , п ер есев а ю т  на к а р то ф ельн ую  

ср ед у  П а в ло в ск о го , о б е зж и р ен н о е  м о ло к о , о п р е д е ля ю т  п одвиж ­
н о ст ь  в висячей  к ап ле , а  так ж е и с с л е д у ю т  в реакции  а гглю ги н а ц и и  
на с т е к л е  с  сап н ой  сы в ор отк о й , взятой  в разведении  1:10.

В о з б у д и т е л ь  сапа п р ед ста в ля ет  с о б о й  тон к и е зер н и сты е грам от- 
р и ц а тельн ы е  п а ло ч к и  с за к р углен н ы м и  концам и , р а сп о ло ж ен н ы е  

о д и н о ч н о  или  к ор отк и м и  ц еп очк ам и . П р и  окраске по  Р ом ан ов ск о - 

м у -Г и м за  и си н ьк о й  Л еф ф лер а  о т м е ч а ю т  х о р о ш о  вы раж енную  зер ­

н и сто сть .
П р и  вы ращ ивании на  к артоф ельн ой  ср еде  П а в лов ск о го  через 

2 .. .3  с у то к  п оявляю тся  м елк и е  п олуп р озр ач н ы е с  ж елтоваты м  о т ­
тен к ом  к олон и и , к оторы е затем  сли ваю тся , образуя  сли зисты й  « м е ­
д о в ы м » н алег. Ц в ет  налета  м еняется  о т  ян тарн о-ж елтого  в первы е 3 
су то к  р оста  д о  б ур о -к ор и ч н ев ого  и красноватого  к  6 .. .8 суткам .

В о з б у д и т е л ь  сапа м е д ле н н о  (н а  8 .. .  И  с у т о к ) свер ты вает  м о ло к о , 
н еп одви ж ен . С л е д у е т  о тм ети т ь  зн а ч и тельн о  вы раж ен н ое б р о у н о в ­

с к о е  д в и ж ен и е  к лет о к  в о зб уд и т еля  в висячей  капле.

Б о льш и н ств о  ш там м ов  а гглю ти н и р ует ся  сан н ой  сы в ор отк ой .

В ы д е ле н н у ю  к у л ь т у р у  и с с л е д у ю т  на б и о л о ги ч е с к и е  свой ства  

(п о  р. 5 .3 .).
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5.3. Б и о ло ги ч еск о е  и сслед ов а н и е

И з о то б р а н н ы х  уч астк ов  б и ом а тер н а ла  (п .  5 .1 .) о д н о в р ем ен н о  с  
п осев ом  го т о в я т  с у с п е н зи ю  п утем  растирания  тк ан ей  с ф и зи о ло ги ­
ческим  раствором  в с т у п к е  с  с о б л ю д е н и е м  у с ло в и й  с т ер и ль н о с ти  и 

вводят п од к ож н о  в о б ла ст и  ш еи  тр ем  х ом я ч к ам -сам ц ам  в д о з е  1 см 3 
и ли  т р ем  м ор ск и м  свинкам -сам ц ам  в д о з е  3 с м 3.

В ы д е ле н н у ю  из б и о м а т ер и а ла  к у л ь т у р у  (п . 5 .2 .) вв одя т  д в у м  
хом ячкам  и ли  двум  свинкам  в т е х  ж е д о за х .

С р о к  н а блю д ен и я  за  зар аж ен н ы м и  х ом я ч к ам и  —  12 су то к , м ор ­
ск и м и  сви н кам и  —  25 суток .

П р и  н а ли ч и и  в б и о м а т ер и а ле  в о зб уд и теля  сапа  в м есте  п од к ож ­
н о го  введения ч ерез  3 . . .4  с у то к  о бр азуется  язва с  у п л о тн е н н ы м и  

краями. Б о льн ы е  ж и в о тн ы е  м а ло п о д в и ж н ы , у  н и х  развиваю тся  ри ­

нит, кон ъю н к ти в и т , о р хи т .
Г и б е л ь  х ом я ч к ов  при  д о ст а т о ч н о й  д о з е  и в и р улен тн о сти  в о зб у ­

д и теля  н а ступ а ет  ч ер ез  5 . . .7  с у то к , м о р ск и х  св и н ок  —  через 8 ... 15 

су то к . У  м о р ск и х  св и н о к  за б о ле в а н и е  м о ж е т  п ер ей ти  в х р о н и ч е ­
ск у ю  ф ор м у.

Ж и в о т н ы х  с  к ли н и ч еск и м и  признакам и  б о л е з н и  у с ы п л я ю т  эф и ­

р ом , в ск р ы в аю т  и п р о в од я т  вы сев  и з  сер дц а , с е ле зен к и , п ечени , 
сем ен н и к ов  на п и т а те ль н ы е  ср еды , затем  и с с л е д у ю т  в ы д елен н у ю  
к у ль т у р у  как ук азан о  в и. 5.2 . А н а л о ги ч н о  п о ступ а ю т  с павш им и 

зараж ен н ы м и  ж и в отн ы м и .
П р и  вскры тии  у  б о л ь н ы х  и п авш и х ж и в отн ы х  на селе зен к е , п е­

чени , в л е гк и х , сем ен н и к а х  о бн а р уж и в а ю т  гем о р р а ги ч еск и е  м нек ­

р о ти ч еск и е  у з е лк и .

б. Гистологическое исследование
Д л я  г и с т о л о ги ч е с к о го  и сслед ов а н и я  б е р у т  и зм ен ен н ы е  кусочк и  

о р га н о в  и ткан ей , из к о тор ы х  п о с л е  ф иксации  гото в я т  срезы  на за ­
м ор аж и в аю щ ем  м и к р о т о м е  и ли  п о с л е  за ли в к и  ц е лло и д и н о м  (п ар а ­

ф и н ом ).
С р езы  о к р аш и в аю т  гем а то к си ли н -эо зи н о м  и п р о см а тр и в а ю т  

сн ач ала  при  м а ло м  у в е ли ч е н и и  (о к у л я р  х  7, о бъ ек ти в  х  10), затем  
при обн а р уж ен и и  у з е л к о в  р ассм атр и в аю т  и х  при  б о л ь ш о м  у в е л и ­

чении  (о б ъ е к т и в  х40  - х  6 0 ).
Т и п и ч н о й  ф орм ой  с а п н о го  и зм ен ен и я  яв ляется  инф екционная 

гр а н улем а  (у з е л о к )  сп ец и ф и ч еск о го  стр оен и я . В  ц ен тр е  развиваю -
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щ е го с я  у з е л к а  обн а р уж и в а ю т  н ей тр о ф к льн ы е  л ей к о ц и ты , л и м ф о ­
ц иты  и эп и т ели о и д н ы е  к летки . Д и ф ф ер ен ц и р ую щ и м  п ризнаком  
является  кар и ор ек си с  (р а сп а д  я д ер ) л ей к о ц и то в .

В  стадии  и н к ап суля ц и и  ц ен тр  у зе лк а  п р ед став лен  г лы б ч а т о -  

зер н и сты м  р асп адом  х р ом а ти н а  я д ер  лей к о ц и т о в  и окраш ен  в т е м ­
н о -си н и й  цвет. В н утр ен н и й  с л о й  к л ет о ч н о й  зон ы  с о с т о и т  из эп н те - 
л и о и д н ы х  к лет о к  б л е д н о -р о зо в о го  цвета, а наруж ны й, окраш ен н ы й  

т е м н ее , —  из ли м ф о и д н ы х  к лет о к  с ф и бр областам и  и к о л л а г е н о ­

вы м и  в олок н ам и .
Ц ен тр альн а я  ч асть  о б ы зв е с т в л е н н ы х  у з е л к о в  окраш ен а  в т е м н о ­

си н и й , а н екроти ческая  м асса  —  в р о зов ы й  цвета. И зв есть  вы ступ а ­
е т  в ви де  г л ы б о к  и  зер ен  на о б щ ем  р озов о м  ф оне н ео б ы зв еств лен ­

н ой  н ек р оти ч еск ой  м ассы . За соед и н и тельн о тк ан н о й  к а п су ло й  рас­
п о ла га ю тся  ли м ф о и д н ы е  к летк и  в ви де  си н ев а то го  ободк а .

П о м и м о  у зе лк о в , сап н ы е  и зм ен ен и я  м о гу т  п р оявляться  в виде 

д и ф ф узн о го  в осп ален и я  с  экссуд ати в н ы м  и п р одук ти в н ы м  акц ен ­

т о м , к о т о р о е  хар ак тер и зуется  н али ч и ем  о ч агов  л ей к о ц и та р н ы х  

ск о п лен и й  с  яв лен и я м и  кар и ор ек си са  и ли  п р оли ф ер ац и ей  л и м ф о ­
и д н ы х  и эп и т ел  и ои д н ы х  к леток .

И зм ен ен и я  с л и зи с т о й  н о со в о й  п о ло с т и  м о гу т  п ред став ля ть  с о ­
б о й  к о м би н а ц и ю  у з е л к о в , п ер в и ч н ы х  и в тор и ч н ы х  язв  и р убц ов .

7. П о с т а н о в к а  д и а г н о з а

7. \. П р и  п о ло ж и т е л ь н о м  р езу ль т а те  х отя  б ы  о д н о го  из с л е д у ю ­
щ и х  м ет о д о в  и сслед ов ан и я : к ли н и ч еск о го  о см отр а , гла зн ой  м а л- 

лси н ов оЙ  п р обы , и сслед ов а н и я  сы в ор отк и  крови  в Р А  и ли  Р С К  ж и ­
в о тн ы х  сч и т а ю т  п одозр ев аем ы м и  в заболев ан и и  сап ом .

7.2. Д и а гн о з  на сап  сч и та ю т  ус та н о в ле н н ы м  в с л е д у ю щ и х  с л у ­
чаях :

7 .2 .1. П о л о ж и т е л ь н а я  м а ллеи н о в а я  проба , подтверж ден н ая  ре­

з у л ь т а т о м  п а то ло го а н а т о м и ч еск о го  и сслед ов а н и я ;
7.2 .2. О б н а р уж ен и е  хар ак тер н ы х  д ля  сапа  и зм ен ен и й  во вн ут­

р ен н и х  о р га н а х  и ткан ях ;

7.2 .3. В ы д е ле н и е  к у ль т ур ы  из п а т о л о ги ч е с к о го  м атери ала  с о  

св ой ств ам и , хар ак терн ы м и  д л я  в о зб у д и т еля  сапа ;

7.2.4. П о л у ч е н и е  п о ло ж и т е л ь н ы х  р езу льта то в  б и о л о ги ч е с к о го  

и сслед о в а н и я , даж е е с л и  к у ль т ур ы  в о зб уд и т еля  и з и сх о д н о го  м ате ­

р и ала  не в ы делен ы .
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€  и зданием  н а стоя щ его  Н астав лен и я  на тер р и то р и и  Р о сси й ск о й  
Ф ед ер а ц и и  не д ей с т в у ю т  «М е т о д и ч е с к и е  ук азания  по  л а б о р а т о р ­

н ой  д и а гн о сти к е  са п а », у т в ер ж д ен н ы е  Г У В  М и н с е л ь х о з а  С С С Р  24 

и ю ля  1985 г., «Н а с т а в л е н и е  п о  п остан ов к е  п ласти н ч а то й  реакции  

а гглю ти н а ц и и  с  сап н ы м  ц в етн ы м  а н т и ге н о м » , у т в ер ж д е н н о е  Г У В  

М и н с е ль х о зп р о д а  С С С Р  19 октября  1990 г., «Н а с т а в л е н и е  п о  при­

м ен ен и ю  м а ллеи н а  д ля  д и а гн ости к и  са п а », у тв ер ж д е н н о е  Д еп а р та ­

м ен то м  ветеринарии  М и н с е л ь х о зп р о д а  Р о сси и  2 8  а п р еля  1995 г.
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