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Введение

     Вирусология – наука, занимающаяся изучением мельчайших микроорганизмов – вирусов. Данное определение принято большинством ученых, однако его нельзя считать исчерпывающим, так как предметом вирусологии является не только вирусы, но и заболевания, которые они вызывают у растений, животных и человека.

     В настоящее время вирусология достигла больших успехов. Открыты многие вирусы позвоночных, растений, бактерий, появились новые методы исследований. Но против ряда вирусных инфекций еще не созданы надежные биологические препараты, не в полной мере выяснены вопросы зкологии вирусов, не при всех болезнях разработаны методы диагностики, ждут своего разрешения пути ликвидации вирусных болезней без применения вакцин.

     Исследования в области молекулярной биологии позволили расшифровать нуклеотидную последовательность генома многих вирусов, которые открывают перспективы в создании генно-инженерных вакцин - методами генетической гибридизации открывается простор экспресс диагностики вирусных болезней.   

      Вирусология, являясь самостоятельной комплексной научной дисциплиной, имеет свои методы исследования, ее цели, и задачи, которые тесно переплетаются с задачами цитологии, биохимии, биофизики, бактериологии, генетики, общей биологии, эпидемиологии,  эпизоотологии.

Расширение возможностей в лечении и профилактике вирусных болезней с использованием противовирусных препаратов, иммуномодуляторов и вакцин с различным механизмом действия нуждается в быстрой и точной лабораторной диагностике. Узкая специфичность некоторых противовирусных препаратов также требует быстрой и высокоспецифичной диагностики инфицирующего агента. Появилась необходимость в количественных методах определения вирусов для мониторинга противовирусной терапии. Помимо установления этиологии заболевания лабораторная диагностика имеет важное значение в организации противоэпидемических мероприятий.

Ранняя диагностика первых случаев эпидемических инфекций позволяет своевременно провести противоэпидемические мероприятия - карантин, госпитализацию, вакцинацию и пр. Реализация программ по ликвидации инфекционных заболеваний, например натуральной оспы, показала, что по мере их выполнения возрастает роль лабораторной диагностики. Существенную роль играет лабораторная диагностика в службе крови и акушерской практике, например, выявление доноров, инфицированных вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ), вирусом гепатита В (HBV), диагностика краснухи и цитомегаловирусной инфекции у беременных.
Тема: Диагностические методы исследования
Цель занятия: Изучить и освоить методы диагностики вирусных инфекции
В лабораторной диагностике вирусных инфекций имеются три основных подхода (табл. 1, табл. 2):

1) непосредственное исследование материала на наличие вирусного антигена или нуклеиновых кислот;

2) изоляция и идентификация вируса из клинического материала;

3) серологическая диагностика, основанная на установлении значительного прироста вирусных антител в течение болезни.

Таблица 1
Методы диагностики вирусных инфекций

	Наименование вирусов
	Культуральные свойства

	
	

	
	

	Аденовирусы
	Культура клеток наиболее информативна для респираторных образцов; ИФА наиболее часто используется при исследовании фекалий; электронная микроскопия используется в соответствующим образом оснащенных лабораториях для исследования фекалий

	Арбовирусы
	Следует использовать меры предосторожности как при работе с микроорганизмами I-II групп патогенности; электронная микроскопия используется в соответствующим образом оснащенных лабораториях для исследования образцов тканей; серологические методы наиболее широко используются для диагностики и эпидемиологических исследований

	Калицивирусы и родственные им вирусы
	Культура клеток применима только для астровирусов; иммунологические методы потенциально применимы, но требуют необходимых реактивов; электронная микроскопия используется в соответствующим образом оснащенных лабораториях 

	Цитомегаловирусы
	Однослойная микрокультура клеток (shell vial) может быть использована для быстрой детекции репликации вируса; определение IgM антител - для диагностики первичной инфекции, особенно у новорожденных, IgG антител -для установления восприимчивости к инфекции

	Энтеровирусы
	Для некоторых штаммов обычные культуры клеток не могут быть использованы; ПЦР является методом выбора для диагностики инфеций центральной нервной системы (ЦНС)

	Вирус

Эпштейна-Барра
	In situ методы применимы для диагностики вирус-ассоциированных опухолей; ПЦР может быть использована для диагностики инфекций ЦНС; обычно диагноз устанасливается серологически

	Фило- и аренавирусы
	Следует использовать меры предосторожности как при работе с особо опасными инфекциями; электронная микроскопия используется в соответствующим образом оснащенных лабораториях

	Вирус гепатита А
	Определение IgG и IgM антител наиболее приемлемо в качестве первичного диагностического теста

	Вирус гепатита В
	Детекция специфических вирусных антигенов и антител к ним используется для диагностики и мониторинга инфекций

	Вирусы гепатитов С и G
	Серологические методы наиболее широко используются для диагностики и эпидемиологических исследований; молекулярные методы могут быть использованы при наличии соответствующих материалов и оборудования

	Вирус гепатита D
	Диагноз только при наличии инфекций вирусом гепатита В; исследование биоптата печени может быть необходимо для подтверждения диагноза

	Вирус гепатита Е
	Электронная микроскопия может используется в соответствующим образом оснащенных лабораториях; наиболее часто используется серологическая диагностика (обычно в централизованных лабораториях)

	Вирус простого герпеса
	Однослойная культура клеток (shell vial) может быть использована для быстрой детекции репликации вируса; иммунофлюоресцентная микроскопия используется для детекции вирусных антигенов в кожных элементах; ПЦР является методом выбора для диагностики инфекций ЦНС; серологические методы обычно используются для установления восприимчивости к инфекции

	Герпесвирусы б, 7, 8
	Значимость культуры клеток варьирует в зависимости от вируса (не применима для 8-го типа); иммунологические методы являюстся методами выбора, но необщедоступны; микроскопия может использоваться в эпидемиологических целях

	Вирус иммунодефицита человека
	Определение антигена р24 используется для ранней диагностики и мониторинга; количественный анализ вирусной РНК является важным для оценки эффективности противовирусной терапии

	Вирус

папилломы

человека
	Детекция кондилоцитов и позднего структурного антигена вируса в биоптате используется для диагностики; молекулярные методы могут быть использованы при наличии соответствующих материалов и оборудования

	Парвовирусы
	олекулярные методы могут быть использованы при наличии соответствующих реагентов и оборудования; серологические методы используются наиболее широко для диагноситики и эпидемиологических исследований, но неприемлемо для пациентов с

иммунодефицитными состояниями

	Вирус гриппа
	РИФ и ИФА материалы из носа используются для быстрой диагностики; серологичекие методы обычно используются в целях эпидемиологической диагностики

	Вирус крови
	Серологические методы используются для определения иммунного ответа на инфекцию и восприимчивость к инфекции; ПЦР является методом выбора для диагностики инфекции ЦНС

	Вирус

эпидемического паротита
	Иммунофлюоресцентная микроскопия используется для детекции вирусных антигенов в материале из респираторных органов; ПЦР является методом выбора для диагностики инфекции ЦНС; серологические методы используются для оценки иммунного ответа и восприимчивости к инфекции

	Вирус парагриппа
	ИФА материала из носа используется для быстрой диагностики

	Вирус

полиомиелита
	In situ ДНК-гибридизация используется для обнаружения вируса в тканях; ПЦР используется для исследования спинномозговой жидкости и крови

	Поксвирусы
	Значение культуры клеток варьирует в зависимости от типа вируса; электронная микроскопия используется в специально оборудованных лабораториях; серологические методы используются наиболее широко, но требуют специальных реагентов и экспертной оценки

	Вирус бешенства
	                          -

	Респираторно-синцити-альный вирус
	Иммунофлюоресцентная микроскопия используется для детекции вирусных антигенов в материале из респираторного тракта

	Риновирусы
	Для дифференциации от энтеровирусов в культуре клеток необходим тест на кислотоустойчивость или какой-либо другой специальный тест

	Рота вирусы
	Электронная микроскопия используется в специально оборудованных лабораториях

	Вирус краснухи
	пределение IgM антител используется для диагностики первичной инфекции,особенно у новорожденных, IgG антител -для определения восприимчивости к инфекции и сероконверсии (при исследовании парных сывороток крови)

	Трансмиссивные возбудители спонгиформной энцефалопатии
	Экспериментальное заражение животных и другие экспериментальные методы в специализированных лабораториях

	Вирус

опоясывающего герпеса
	Однослойная микрокультура клеток (shell vial) может быть использована для быстрой детекции репликации вируса; РИФ используется для обнаружения вируса в кожных элементах; серологические методы используются для определения восприимчивости к инфекции


* Культура клеток - культивация вируса непосредственно из клинического материала с использованием культуры клеток (или тканей) и технологий, доступных практически во всех вирусологических лабораториях. Иммунологические методы - детекция вирусных антигенов в клиническом материале с помощью ИФА и РИА. Микроскопия - обнаружение вирусных антигенов или вирусов с помощью световой или электронной микроскопии. Световая микроскопия включает ИФА и другие подобные методы. Электронная микроскопия подразумевает визуализацию вирусов с помощью электронного микроскопа.
Таблица 2

Сравнение различных подходов к диагностике вирусных инфекций 
	Методы
	Время
	Преимущества
	Недостатки

	Культура клеток
	Дни - недели
	Высокая специфичность и чувсвительность; возможность дальнейшей работы с выделенным вирусом
	Необходимость в специальном оборудовании, длительность

	Прямые методы диагностики
	Часы - 1 день
	Быстрота; применимость для вирусов, которые сложно культивировать
	Риск получения ложноположительных и ложноотрицательных результатов; сложность одновременного проведения большого количества исследований

	Серологические   
	Недели
	Определение имунного ответа на вирус; применимость для вирусов, которые сложно культивировать
	Возможность перекрестных реакций; во многих случаях необходимы парные сыворотки крови


При любом выбранном подходе к вирусной диагностике одним из важнейших факторов является качество исследуемого материала. Так, например, для прямого анализа образца или для изоляции вируса исследуемый материал должен быть получен в самом начале заболевания, когда возбудитель еще экскретируется в относительно больших количествах и не связан пока антителами, а объем образца должен быть достаточен для проведения прямого исследования. Также важен выбор материала в соответствии с предполагаемым заболеванием, то есть того материала, в котором исходя из патогенеза инфекции вероятность присутствия вируса наибольшая.

Не последнюю роль в успешной диагностике играет среда, в какую берется материал, как он транспортируется и как хранится. Так, носоглоточные или ректальные мазки, содержимое везикул помещают в среду, содержащую белок, предотвращающий быструю потерю инфекционности вируса (если планируется его изоляция), или в соответствующий буфер (если планируется работа с нуклеиновыми кислотами).
Прямые методы диагностики клинического материала

Прямые методы - это методы, которые позволяют обнаружить вирус, вирусный антиген или вирусную нуклеиновую кислоту (НК) непосредственно в клиническом материале, то есть являются наиболее быстрыми (2-24 ч). Однако из-за ряда особенностей возбудителей прямые методы имеют свои ограничения (возможность получения ложноположительных и ложноотрицательных результатов). Поэтому они часто требуют подтверждения непрямыми методами.

Электронная микроскопия (ЭМ). С помощью этого метода можно обнаружить собственно вирус. Для успешного определения вируса его концентрация в пробе должна быть примерно 1-106 частиц в 1 мл. Но поскольку концентрация возбудителя, как правило, в материале от больных незначительна, то поиск вируса затруднен и требует предварительного его осаждения с помощью высокоскоростного центрифугирования с последующим негативным контрастированием. Кроме того, ЭМ не позволяет типировать вирусы, так как у многих из них нет морфологических различий внутри семейства. Например, вирусы простого герпеса, цитомегалии или опоясывающего герпеса морфологически практически неотличимы.

Одним из вариантов ЭМ, используемым в диагностических целях, является иммунная электронная микроскопия (ИЭМ), при которой применяются специфические антитела к вирусам. В результате взаимодействия антител с вирусами образуются комплексы, которые после негативного контрастирования легче обнаруживаются.

ИЭМ несколько более чувствительна, чем ЭМ, и используется в тех случаях, когда вирус не удается культивировать in vitro, например при поиске возбудителей вирусных гепатитов [1].

Реакция иммунофлюоресценции (РИФ). Метод основан на использовании антител, связанных с красителем, например флюоресцеинизотиоцианатом. РИФ широко применяется для выявления вирусных антигенов в материале больных и для быстрой диагностики.

В практике применяются два варианта РИФ: прямой и непрямой. В первом случае применяются меченные красителем антитела к вирусам, которые наносятся на инфицированные клетки (мазок, культура клеток). Таким образом, реакция протекает одноэтапно. Неудобством метода является необходимость иметь большой набор конъюгированных специфических сывороток ко многим вирусам.

При непрямом варианте РИФ на исследуемый материал наносится специфическая сыворотка, антитела которой связываются с вирусным антигеном, находящимся в материале, а затем наслаивается антивидовая сыворотка к гамма-глобулинам животного, в котором готовилась специфическая иммунная сыворотка, например антикроличья, антилошадиная и т. п. Преимущество непрямого варианта РИФ состоит в потребности лишь одного вида меченых антител.

Метод РИФ широко применяется для быстрой расшифровки этиологии острых респираторных вирусных инфекций при анализе мазков-отпечатков со слизистой оболочки верхних дыхательных путей [2,3]. Успешное применение РИФ для прямой детекции вируса в клиническом материале возможно лишь в случае содержания в нем достаточно большого числа инфицированных клеток и незначительной контаминации микроорганизмами которые могут давать неспецифическое свечение.

Иммуноферментный анализ (ИФА). Иммуноферментные методы определения вирусных антигенов в принципе сходны с РИФ, но основываются на мечении антител ферментами, а не красителями. Наиболее широко используется пероксидаза хрена и щелочная фосфатаза, применяют также р-галактозидазу и р-лактамазы [4]. Меченые антитела связываются с антигеном, и такой комплекс обнаруживается при добавлении субстрата для фермента, с которым конъюгированы антитела. Конечный продукт реакции может быть в виде нерастворимого осадка, и тогда учет проводится с помощью обычного светового микроскопа, или в виде растворимого продукта, который обычно окрашен (или может флюоресцировать или люминесцировать) и регистрируется инструментально.

Поскольку с помощью ИФА можно измерять растворимые антигены, то не требуется наличия интактных клеток в образце и таким образом могут использоваться различные виды клинического материала

Другое важное преимущество метода ИФА - возможность количественного определения антигенов, что позволяет применять его для оценки клинического течения болезни и эффективности химиотерапии. ИФА, как и РИФ, может применяться как в прямом, так и в непрямом варианте.

Твердофазный ИФА, дающий растворимый окрашеный продукт реакции, нашел наибольшее распространение. ИФА может быть использован как для определения антигена (тогда на твердую фазу - дно лунки полистиролового планшета - наносятся антитела), так и для определения антител (тогда на твердую фазу наносятся антигены) [5, б].

Радиоиммунный анализ (РИА). Метод основан на метке антител радиоизотопами, что обеспечивало высокую чувствительность в определении вирусного антигена. Широкое распространение метод получил в 80-е годы, особенно для определения маркеров HBV и других некультивируемых вирусов. К недостаткам метода относится необходимость работать с рад иоактивными веществами и использования дорогостоящего оборудования (гамма-счетчиков).

Молекулярные методы. Первоначально классическим методом выявления вирусного генома считался высокоспецифичный метод гибридизации НК, но в настоящее время все шире используется выделение геномов вируса с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР).

Молекулярная гибридизация нуклеиновых кислот. Метод основан на гибридизации комплементарных нитей ДНК или РНК с образованием двунитевых структур и на выявлении их с помощью метки. Для этой цели используются специальные ДНК- или РНК-зонды, меченные изотопом (32Р) или биотином, обнаруживающие комплементарные нити ДНК или РНК. Существуют несколько вариантов метода:

- точечная гибридизация - выделенную и денатурированную НК наносят на фильтры и затем добавляют меченый зонд; индикация результатов - авторадиография при использовании 32Р или окраска - при авидин-биотине;

- блот-гибридизация - метод выделения фрагментов НК, нарезанных рестрикционными эндонуклеазами из суммарной ДНК и перенесенных на нитроцеллюлозные фильтры и тестируемые мечеными зондами; используется как подтверждающий тест при ВИЧ инфекции;

- гибридизация in situ - позволяет определять НК в инфицированных клетках [7].

ПЦР основана на принципе естественной репликации ДНК. Суть метода заключается в многократном повторении циклов синтеза (амплификации) вирусспецифической последовательности ДНК с помощью термостабильной Taq ДНК-полимеразы и двух специфических затравок - так называемых праймеров.

Каждый цикл состоит из трех стадий с различным температурным режимом. В каждом цикле удваивается число копий синтезируемого участка. Вновь синтезированные фрагменты ДНК служат в качестве матрицы для синтеза новых нитей в следующем цикле амплификации, что позволяет за 25-35 циклов наработать достаточное число копий выбранного участка ДНК для ее определения, как правило, с помощью электрофореза в агарозном геле.

Метод высокоспецифичен и очень чувствителен. Он позволяет обнаружить несколько копий вирусной ДНК в исследуемом материале. В последние годы ПЦР находит все более широкое применение для диагностики и мониторинга вирусных инфекций (вирусы гепатитов, герпеса, цитомегалии, папилломы и др.) [8, 9].

Разработан вариант количественной ПЦР, позволяющий определять число копий амплифицированного сайта ДНК. Методика проведения сложна, дорогостояща и пока недостаточно унифицирована для рутинного применения.

Цитологические методы в настоящее время имеют ограниченное диагностическое значение, но при ряде инфекций по-прежнему должны применяться. Исследуются материалы аутопсии, биопсии, мазки, которые после соответствующей обработки окрашиваются и анализируются под микроскопом. При цитомегаловирусной инфекции, например, в срезах ткани или в моче обнаруживаются характерные гигантские клетки-"совиный глаз", при бешенстве - включения в цитоплазме клеток (тельца Бабеша-Негри). В некоторых случаях, например при дифференциальной диагностике хронических гепатитов, имеет значение оценка состояния ткани печени.

Непрямые методы диагностики

Выделение вирусов - один из самых старых и трудоемких методов диагностики. Однако и сегодня выделение вируса с последующей идентификацией с помощью одного из современных методов (ИФА с моноклональныии антителами или ПЦР) является наиболее достоверным методом диагностики - так называемый "золотой стандарт*.

Для успешного выделения вирусов клинический материал должен быть без соответствии с патогенезом предполагаемого заболевания и в наиболее ранние сроки.

Как правило, берутся:

- при респираторных инфекциях - носоглоточный смыв;

- при энтеровирусных инфекциях - смыв и фекалии (рео-, энтеровирусы);

- при поражениях кожи и слизистых оболочек - соскобы, содержимое пузырьков (герпес, ветряная оспа);

- при экзантемных инфекциях - смывы (корь, краснуха);

- при арбовирусных инфекциях - кровь, спинномозговая жидкость.

Для выделения вирусов используют культуры клеток, лабораторных животных, эмбрионы кур. Процесс длительный, иногда требующий проведения нескольких пассажей, прежде чем вирус будет обнаружен и идентифицирован с помощью одного или нескольких методов - в реакции нейтрализации (РН), РИФ, ИФА или ПЦР.

В настоящее время в большинстве случаев выделение вирусов заменено обнаружением вирусспецифических антигенов в инфицированных клеточных культурах с помощью указанных методов. Для этих целей широко применяются моноклональные антитела, особенно к ранним белкам возбудителя в РИФ или ИФА. Такой подход позволяет получить ответ уже через 24-72 ч после инфицирования клеток культуры тканей.

Серодиагностика

Серологическая диагностика, основанная на реакции антиген - антитело, может быть использована для определения как тех, так и других, и играет роль в определении этиологии вирусной инфекции даже при отрицательных результатах выделения вируса.

Успех серологической диагностики зависит от специфичности реакции и соблюдения временных условий взятия крови, необходимых для синтеза организмом антител.

В большинстве случаев используют парные сыворотки крови, взятые с интервалом в 2-3 нед. Положительной реакция считается по крайней мере при 4-кратном нарастании титра антител. Известно, что большинство специфических антител относятся к классам IgG и IgM, которые синтезируются в различное время инфекционного процесса. При этом IgM антитела относятся к ранним, и тесты, используемые для их определения, применяются для ранней диагностики (достаточно исследовать одну сыворотку). Антитела класса IgG синтезируются позже и длительно сохраняются.

Для типирования вирусов применяется РН, при группоспецифической диагностике, например, аденовирусной инфекции, используют реакцию связывания комплемента (РСК). Наиболее употребительнымий являются реакция торможения гемагглютинации (РТГА), РСК, РИФ, реакции пассивной и обратной пассивной гемагглютинации (РПГА, РОПГА), различные варианты ИФА, практически повсеместно заменившего равный ему по чувствительности РИА.

РТГА используется для диагностики заболеваний, вызванных гемагглютинирующими вирусами. Она основана на связывании антителами сыворотки больного добавленного стандартного вируса. Индикатором реакции являются эритроциты, агглютинирующиеся вирусом (формирование характерного "зонтика") при отсутствии специфических антител и оседающие на дно неагглютинированными при их наличии.

РСК является одной из традиционных серологических реакций и используется для диагностики многих вирусных инфекций. В реакции принимают участие две системы: антитела сыворотки больного + стандартный вирус и эритроциты барана + антитела к ним, а также оттитрованный комплемент. При соответствии антител и вируса этот комплекс связывает комплемент и лизиса бараньих эритроцитов не происходит (положительная реакция). При отрицательной РСК комплемент способствует лизису эритроцитов. Недостатком метода является его недостаточно высокая чувствительность и трудность стандартизации реагентов.

Для учета значимости РСК также, как и РТГА, необходимо титрование парных сывороток, то есть взятых в начале заболевания и в период реконвалесценции.

РПГА - агглютинация сенсибилизированных вирусными антигенами эритроцитов (или полистироловых шариков) в присутствии антител. На эритроцитах могут быть сорбированы любые вирусы, независимо от наличия или отсутствия у них гемагглютинирующей активности. В связи с наличием неспецифических реакций сыворотки исследуются в разведении 1:10 и более.

РНГА - агглютинация эритроцитов, сенсибилизированных специфическими антителами в присутствии вирусных антигенов. Наибольшее распространение РОПГА получила при выявлении HBs-антигена как у больных, так и у доноров крови.

ИФ метод также, как ИФА, применяется для определения антител в сыворотке. Все большее значение и распространение получает ИФА для диагностических целей. На твердую фазу (дно лунок полистироловых планшет или полистироловые шарики) сорбируется вирусный антиген. При добавлении соответствующих антител, находящихся в сыворотке, происходит их связывание с сорбированными антигенами. Наличие искомых антител обнаруживается с помощью анти-антител (например, человеческих), конъюгированных с ферментом (пероксидазой). Добавление субстрата и реакция субстрат - фермент дают окраску. ИФА может быть использована и для определения антигенов. В этом случае на твердую фазу сорбируются антитела.

Моноклональные антитела. Большой прогресс в диагностике вирусных инфекций достигнут в последнее десятилетие, когда с развитием генно-инженерных исследований была разработана система получения моноклональных антител. Тем самым были резко повышены специфичность и чувствительность диагностических методов определения вирусных антигенов. Узкая специфичность моноклонов, представляющих небольшую долю вирусных белков, которые могут не присутствовать в клиническом материале, успешно преодолевается использованием нескольких моноклональных антител к различным вирусных детерминантам.

Таблица 3

Методы серологической диагностики некоторых вирусных инфекций 
	Возбудители
	Тест
	Комментарии

	Респираторные инфекции:
	
	

	вирусы гриппа А и В   
	РСК, РТГА
	РСК - для стабильного типоспецифичного антигена; РТГА - для штаммоспецифичного антигена

	вирус парагриппа
	РТГА, РСК, ИФА
	Частые перекрестные реакции с другими парамиксовирусами

	респираторно-

синцитиальный

вирус
	РСК, ИФА
	ИФА является наиболее чувствительным

	аденовирусы
	РСК, ИФА
	Определяется группоспецифичный антиген

	Инфекций центральной нервной системы:
	
	

	энтеровирусы
	РСК, РН, ИФА
	Необщедоступно, используется параллельно с выделением вируса

	вирус паротита
	РТГА, РИФ, ИФА
	Частые перекрестные реакции с другими парамиксовирусами

	вирус простого герпеса
	РСК, РИГА, ИФА, РИФ
	Малоинформативно для диагностики инфекции

	Гепатит:
	
	


	вирус гепатита А
	РИА, ИФА
	IgM антитела для диагностики

	вирус гепатита В
	РИА, ИФА
	Определение IgM анти-НВс антител; предпочтительнее использовать непосредственное определение вирусных антигенов

	Инфекций с преимущественным кожным проявлением:
	
	

	вирус краснухи
	РИФ, ИФА, РСК
	С целью диагностики или подтверждения наличия иммунитета

	вирус

опоясывающего герпеса
	РСК, РИФ
	Только для диагностики инфекции

Для подтверждения наличия иммунитета

	Других инфекций:
	
	

	вирус цитомегалии
	РСК, РИГА, ИФА, РИФ
	Ограниченное применение (за исключением скрининга донорской крови и органов)

	краснуха
	ИФА, РИФ
	Стандартный подход к диагностике

	вирус Эпштейна-Барра
	Гетерофильный

тест

РИФ
	Стандартный метод, возможность негативного

результата, особенно у детей

Для диагностики в проблемных случаях


Контрольные вопросы:

1 Перечислите прямые методы диагностики.

2 Перечислите непрямые методы диагностики.

3 Расскажите сущность серодиагностика.

4 Что такое моноклональные антитела?
Список рекомендуемой литературы:
1 Белоусова Р.В. Практикум по ветеринарной вирусологии.М: Колос, 2006г.-248с.

2 Госманов Р.Г. Ветеринарная вирусология.-М.: Колос, 2006г.-183с.

Тема: Лабораторная диагностика оспенных инфекций

          Цель занятия:1Изучить порядок вирусологического исследования при           диагностике оспы овец и кур.
  2Провести вирусоскопическое  исследование оспенного  материала.

         Оборудование и материалы:Световые микроскопы,  иммерсионное масло,  бактериологические петли,   предметные стекла, спиртовая горелка, вирусосодержащий материал, реактивы для окрашивания по методу Морозова, банки с дезраствором, дистиллированная вода, таблицы.

Задание: Поставить биопробу и произвести вирусоскопию.
      Вирионы оспы относятся к крупным вирусам, кирпичевидной или овоидной формы. Их размеры находятся в пределах 170-250x300—325 нм. Они содержат двухцепочную ДНК, представляющую гантелеобразный нуклеоид, покрытый трехслойной оболочкой. На его противоположных сторонах находятся боковые тела. На наружной оболочке располагаются отростки, придающие поверхности вириона характерный рисунок. Вирусы оспы содержат РНК - полимеразу и обший нуклепротеидный антиген.

      Оспа овец и коз — острая контагиозная болезнь, протекающая с признаками папулеэнопустулезных поражений кожи. Вирус, вызывающий оспу у овец, непатогенен для коз и на​оборот.

      Оспа птиц. Данную болезнь вызывают несколько самостоятельных вирусов оспы кур, ос​пы голубей, оспы индеек, оспы канареек и оспы скворцов. Оспа у кур проявляется в двух клинических формах:

       кожной и дифтеритической. В последнем случае преимущественно поражаются слизистые оболочки ротовой полости, носа и коньюктива.

 Взятие материала для диагностических исследований

1 Содержимое везикул. Пораженную поверхность кожи протирают ватным тампоном, смоченным спиртом.   Везикулу прокалывают тонкооттянутым капилляром
 пастеровской пипетки, которую наклоняют для обеспечения сбора жидкости.

2 Папулы и корочки. Их соскабливают скальпелем   и собирают пинцетом.

3 Мазки из свежих везикул. Везикулы осторожно срезают лезвием безопасной    бритвы и поверхностью среза на предметном стекле делают отпечатки, затем высушивают па воздухе.

4 При диагностике оспы кур направляют голову, имеющую характерные признаки поражения.

 Порядок исследования при оспе овец

1 Вирусоскопия.

2 Обнаружение специфического антигена вирусов оспы методом РИФ и РДП.

3 Биопроба на неиммунной молодой овце. В этом случае вируссодержащую суспензию готовят общепринятым способом, которую в дозе 0.1—0.15 мл вводят внутрикожно в бесшерстную поверхносгь хвоста и ведут наблюдение в течение 10 дней. В положительном случае на месте инъекции развивается характерный оспенный процесс (розеола, папула, везикула, пустула, некроз). Специфичность биопробы подтверждают путем обнаружения элементарных телец Борреля.

Порядок исследования при оспе кур

1 Вирусоскопия.

2 Выделение вирусов оспы путем заражения КЭ на ХАО и идентификация в     РДП.

3 Биопроба на цыплятах. Заражение цыплят производят на скарифицированную кожу гребня, сережек и в перьевые фолликулы голени. В положительном   случае на 5—7 день по​являются характерные оспенные поражения. Методом вирусоскопии удается обнаружить элементарные тельца.

Обнаружение вирионов оспы методом световой микроскопии (вирусоскопия)

С помощью светового микроскопа могут быть обнаружены только крупные вирионы, размеры которых превышают 200 нм. Хотя они и лежат в пределах разрешающей способ​ности, но видеть их без специальных методов обработки не удается. Для обнаружения вирионов оспы (элементарных телец) применяют различные методы окраски препаратов, по​зволяющих искусственно увеличить вирусную частицу и повысить контрастность микрокартины. Лучшим из них является окраска препаратов аммиачным серебром по Морозову. Дан​ный метод основан на последовательном использовании трех реактивов.

Реактив № 1 (фиксатор- жидкость Руге): 1 мл ледяной уксусной кислоты, 2 мл 40%-ного формальдегида, 100 мл дистиллированной воды.

Реактив № 2 (протравитель): 5 г танина, 100 мл дистиллированной воды, 1 мл жидкой карболовой кислоты.

Реактив № 3 (краситель): 5 г азотнокислого серебра растворяют в 100 мл дистиллиро​ванной воды и 20 мл отливают в другой сосуд, а к оставшимся 80 мл раствора по каплям добавляют 25%-ный раствор аммиака, пока не растворится осадок до легкой опалесценции. Если аммиака окажется много, то в этом случае добавляют по каплям раствор азотнокисло​го серебра до нужной концентрации. Для окраски препаратов оспы используют разведенный раствор 1:10.

 Окраска препаратов

Мазки высушивают на воздухе и обрабатывают реактивом № 1 в течение 1.5- 2 мин., затем промывают водой, наносят реактив № 2 и подогревают на легком пламени спир​товки до отхождения паров — 1 мин. Препарат тщательно промывают водой и наносят реактив № 3, подогревают до появления темно-коричневой окраски (1—2 мин.), снова про​мывают водой и высушивают на воздухе.

В положительном случае на желтом фоне обнаруживают мелкие округло-овальной формы темно-коричневые тельца, лежащие группами, рядами или скоплениями, но не оди​ночно.

 Контрольные вопросы:  

1 Расскажите морфологию и структуру вирусов оспы.

2 На каком принципе основан вирусоскопический метод?

3 Как проявляется оспа у овец и кур?

4 Как проводят биопробу при оспе овец?

5 Как проводят биопробу при оспе кур?

Список рекомендуемой литературы:
1 Бакулов И.А., Макаров В.В., Урванцев Н.Н. Методы борьбы с вирусными     болезнями животных. - М. Россельхозиздат, 1976г.- 213с

2 Дереки 3. Диагностика вирусных болезней животных. - М. Колос, 1980г.-180с.

3 Общая и частная вирусология. Руководство под редакцией В.М. Жданова и  С.Я. Гайдамович. - М. Медицина, 1982г.-275с.

4 Сюрин В.Н., Фомина Н.В. Частная ветеринарная вирусология. - М. Колос, 1979г.-250с.

Тема: Лабораторная  диагностика   парагриппа-3 крупного рогатого скота

Цель занятия: Освоить РТГА при ретроспективной диагностике парагриппа крупного рогатого скота.

Оборудование и материалы: Доски с луночками из плексиглаза, мерные пипетки на- 1, 2, 5 мл., резиновые баллончики с наконечником, изотонический раствор натрия хлорида, антиген ПГ-3, испытуемые сыво​ротки крови, 1%-ная взвесь эритроцитов морских свинок, набор сухих диагностикумов для диагностики парагриппа-3 крупного рогатого скота, банки с дезраствором, таблицы.
Задание: Индикация вируса парагриппа-3 в культуре клеток и его идентификация в РЗГАд.

     
Парагрипп крупного рогатого скота - острое контагинозное заболевание телят, чаще 2-3 месячного возраста, характеризующееся поражением респираторного тракта. Возбудителем является вирус, имеющий близкое антигенное родство с вирусом парагриппа человека 3-то типа. Парагриппозные вирусы человека и животных входят в семейство и род парамиксовирусов. Они состоят из оболочки и внутреннего компонента, представляющего однонитевую рибонуклеопротеидную спираль, свернутую в клубок (РНП). Оболочка покрыта многочис​ленными шипами, расположенными радиально. Они представляют специфические белки, обеспечивающие гемагглютинирующие, гемолизирующие свойства и нейраминидазную ак​тивность вирусов. Кроме того в оболочке содержится фактор Ф, вызывающий симпластообразование в клеточных культурах, а также аденозинтрифосфатаза, белковые и липидные компоненты клетки хозяина.

 Лабораторная диагностика парагриппа - 3 крупного рогатого скота

      Предварительная клинико - эпизоотологическая диагностика представляет большие трудности, так как симптомы этой болезни имеют сходство с аденовирусной инфекцией, рино-трахеитом, вирусной диареей крупного рогатого скота и др. Кроме того парагрипп часто протекает в виде смешанной инфекции совместной бактериями и микоплазмами. Поэтому точный диагноз можно установить только с помощью лабораторных методов исследования, основных по идентификации вируса парагриппа - 3 с помощью набора сухих диаг​ностикумов.

 Взятие и подготовка вируссодержащего материала

1 Носоглоточная слизь. Взятие слизи производят в начале болезни путем протирания носовых ходов и задней стенки глотки сухим стерильным тампоном.

2 Кусочки слизистых оболочек носовых раковин, трахеи, глотки, легочной ткани.

   Данный материал лучше брать от больных животных, убитых с диагностической целью. За​мораживание и хранение материала быстро инактивируют вирус парагриппа - 3, поэтому рекомендуется испытуемый материал помешать в термос с обычным льдом и немедленно доставлять в лабораторию. Вируссодержащую суспензию готовят по общепринятой методи​ке.
 Порядок исследования

1 Обнаружение специфического антигена в эпителиальных клетках слизистой носоглотки методом иммунофлуоресценции.

2 Выделение вируса из патматериала и его идентификации в РТГА, РЗГАД.

3 Ретроспективная диагностика.

     Иммунофлуоресценция. Вирусы парагриппа созревают на поверхности клетки и медленно освобождаются от нее, поэтому отторгаемые в ходе воспалительного процесса эпителиальные клетки содержат специфический вирусный антиген или зрелые вирионы. При подготовке препаратов сухим тампоном собирают слизь со слизистой носоглотки больных животных и делают мазки на предметных стеклах, которые обрабатывают люминесцирующей специфической сывороткой по общепринятой методике. При парагриппозной инфекции свечение антигена наблюдают в цитоплазме клетки.

 Выделение и идентификация вирусов

      Выделение вирусов производят путем заражения первично - трипсинизированных культур клеток почек эмбрионов коров. Наблюдения ведут в течение 15-18 дней, периоди​чески просматривают с целью обнаружения ЦПД и ставят тест гемадсорбций с 0,5%-ной взвесью эритроцитов морских свинок. При отсутствии гемадсорбций проводят пассажирование культуралъной жидкости и клеток до появления положительного результата. Если в течение 5 пассажей гемадсорбция не будет наблюдаться, то результат считают отрицатель​ным. При появлении четкой гемадсорбции производят заражение свежих клеток культур вируссодержащей суспензией для постановки реакции задержки гемадсорбций (РЗГАД).

 Постановка РЗГАД

В пробирки с выращенным монослоем вносят по 0,2 мл вирусной суспензии, а затем 1 мл поддерживающей питательной среды и выдерживают в термостате при 37°С 5 дней. После чего монослой отмывают раствором Хенкса и в каждые 3 пробирки вносят по 0,2 мл гипериммунной специфической сыворотки 1:10 и 0,6 мл раствора Хенкса, а в 3 контрольные пробирки - по 0,8 мл раствора Хенкса, выдерживают 20 мин. при комнатной температуре монослоем вниз. Во все пробирки вносят по 0,2 мл 0,5%-ной взвеси эритроцитов морской свинки и выдерживают еще 30 мин. Результат учитывают после легкого встряхивания. В пробирках, где вирус нейтрализован специфической сывороткой, гемадсорбция не наблю​дается.

При идентификации вирусов парагриппа используют также РТГА. В качестве антиге​на берут культуральную жидкость из тех пробирок с клеточной культурой, где отмечается четкая гемадсорбция эритроцитов морской свинки.

 Ретроспективная диагностика

     Данный метод основан на выявлении прироста антигемагглютинирующих антител в парных сыворотках крови. Первый раз кровь у животных берут в начале заболевания, а затем через 2-3 недели и одновременно исследуют в РТГА. Перед исследованием сыво​ротки подвергают освобождению от термостабильных ингибиторов, используя каолино​вый метод или СО2, и термолабильных. В последнем случае пробы прогревают при 56°С в течение 30 мин.

     РТГА ставят аналогично, как это делают при идентификации вируса.

     Четырехкратный и большой прирост титра антител во второй сыворотке по сравне​нию с первой указывает на активный инфекционный процесс в организме, вызванный тем вирусом, на который в организме вырабатываются антитела.
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Результат считают положительным в том случае, если титр антител возрастает в 4 и более раз.

Контрольные вопросы:

1Перечислите особенности структуры вириона парагриппа крупного рогатого скота?

2 На чем основан быстрый метод диагностики парагриппа – 3?

3Назовите методы выделение и идентификация вирусов?
4 В чем заключается  ретроспективная  диагностика парагриппа - 3?

Список рекомендуемой литературы:
1 Бакулов И.А., Макаров В.В., Урванцев Н.Н. Методы борьбы с вирусными     болезнями животных. - М. Россельхозиздат, 1976г.- 213с

2 Дереки 3. Диагностика вирусных болезней животных. - М. Колос, 1980г.-180с.

3 Онуфриев В.П., Лихачев Н.В. и др.   Инфекционные болезни крупного рогатого скота. - М. Колос, 1974г.-253с.

Тема: Дифференциальная диагностика вирусов болезни Ньюкасла и    гриппа птиц (классической чумы птиц)

Цель занятия: Идентифицировать вирусы болезни Ньюкасла и гриппа кур в РТГА с использовани​ем диагностических наборов.

Оборудование и материалы: Доски с луночками из плексиглаза, мерные пипетки на 1,2 мл, резиновые баллончики с наконечником, изотонический раствор натрия хлорида, аллантоисная жидкость, диаг​ностические наборы, 1 %-ная взвесь эритроцитов кур, банки с дезраствором.

Задание: Дифференцировать в РТГА неизвестный гемагглютинирующий вирус, установив, является ли он вирусом болезни Ньюкасла или гриппа птиц.

      Болезнь Ньюкасла (антипическая чума, псевдочума) - широко распространенная, остропротекающая, высококонтагинозная болезнь кур, индеек. Возбудителем является вирус, принадлежащий к семейству и роду парамиксовирусов.

      Грипп птиц (классическая чума птиц) - острая, высококонтагинозная инфекция, харак​теризующаяся быстрым течением и высокой смертностью. Заболевание вызывается вирусом гриппа птиц типа А первым подтипом (ГП-1), входящий в семейство ортомиксовирусов, род инфлюэнцавирус. В настоящее время грипп кур в виде классической чумы регистрируется редко и чаще вызывается вирусами других подтипов.

      Известно 8 подтипов вирусов гриппа птиц, отличающихся друг от друга поверхностными антигенами (гемагглютинин, нейраминидаза).

 Порядок идентификации вирусов болезни Ньюкасла и гриппа птиц в РТГА

1 Разведение эталонных стандартных антигенов и антигенов сывороток согласно на​ставлению.

2 Титрование аллантоисной жидкости и стандартных антигенов в ТРГА с эритроцитами кур, определение титра и разведение их до 4АЕ в 0,2 мл физиологического раствора.

3 Постановка РТГА с аллантоисной жидкостью   и стандартными антигенами виру​сов болезни Ньюкасла и гриппа птиц согласно схемы.

4 Учет результатов.

Контрольные вопросы:

1 Расскажите характеристику вируса болезни Ньюкасла.

2 Расскажите строение вируса гриппа птиц.

3 Как протекает болезнь Ньюкасла и грипп птиц и кур?

4 Какой патологический материал направляют в лабораторию для диагностического исследования?

Список рекомендуимой литературы:
1 Бакулов И.А., Макаров В.В., Урванцев Н.Н. Методы борьбы с вирусными      болезнями животных. - М. Россельхозиздат, 1976г.- 213с

2 Дереки 3. Диагностика вирусных болезней животных. - М. Колос, 1980г.-180с.

3 Руководство по ветеринарной вирусологии под редакцией В.Н. Сюрина. - М., Колос, 1986г.-234с.

4 Сюрин В.Н., Белоусова Р.В., Фомина Н.В. Ветеринарная вирусология. - М. Колос, 1984г.-285с.

Тема: Лабораторная диагностика бешенства

Цель занятия: Изучить лабораторные методы диагностики бешенства.

Оборудование и материалы: Патологический материал, готовые препараты, содержащие тельца Бабеша-Негри, антирабический   флуоресцирующий иммуноглобулин, стерилизатор с инструментами, охлажденный ацетон, влажная камера, фосфатно-буферный раствор с рН = 7,2 – 7,3, дистиллированная вода, световой и люминесцентный микроскопы, предметные стекла, фильтровальная бумага, осветитель, банки с дезинфицирующим раствором, спиртовая горелка.

Задание

1 Изучить методы лабораторной диагностики бешенства.

2 Освоить постановку РИФ на бешенство.

      Бешенство - остро протекающая инфекционная болезнь теплокровных животных, ха​рактеризующаяся поражением центральной нервной системы. Возбудителем является ви​рус, принадлежащий к семейству рабдовирусов, роду лиссавирусов, передающийся со слю​ной при укусах.

      При атипическом течении клинико-эпизоотическая диагностика бешенства весьма затруднительна. Решающее, значение имеют лабораторные методы исследования патологи​ческого материала, основанные на обнаружении внутриклеточных включений, вирусного антигена и инфекционного вируса. С этой цепью в вирусологическую лабораторию на​правляют свежие трупы мелких животных (лисы, кошки), голову или головной мозг от круп​ных животных. При извлечении головного мозга и при работе с ним необходимо строго со​блюдать технику безопасности. Из каждого отдела (аммонов рог, левое и правое полушария, мозжечок, продолговатый мозг) вырезают кусочки ткани и готовят на предметных стеклах по 10 препаратов-отпечатков для световой и люминесцентной микроскопии, производят посев на МПБ и МПА, берут материал для постановки РДП и биопробы на белых мышах.

 Световая микроскопия

     Для обнаружения телец Бабеша-Негри мазки и отпечатки чаще окрашивают по методу С.Н. Муромцева или Селлерса. Окраска по С.Н. Муромцеву. Мазки фиксируют этило​вым или метиловым спиртом в течение 1-2 часов, промывают дистиллированной водой, красят 5-10 минут синькой Мансона в разведении 1:40. Без предварительного промывания дифференцируют 5-10 %-ным раствором танина - 10 минут для приобретения препаратом голубого оттенка. Затем мазки промывают водой, высушивают фильтровальной бумагой, проводят через смесь спирта с ацетоном или спирта с ксилолом, снова высушивают филь​тровальной бумагой и микроскопируют.

      В положительном случае наблюдают следующую микро-картину: фон и цитоплазма кле​ток бледно-голубые, ядра синие, ядрышко темно-синее, эритроциты оранжево-красные, тельца Бабеша-Негри резко очерчены, фиолетовые с розовым оттенком и выраженной дольчатостью.

     Окраска по Селлерсу. На влажный отпечаток или мазок наносят на 4-5 секунд смесь ре​актива А (метиленовый синий 2 г, метиловый спирт без следов ацетона- 100 мл) и реактив. В (основной фуксии - 0,5 г. этиловый спирт без следов ацетона -100 мл). Рабочий раствор красителя состоит из 15 мл реактива А, 2-4 мл реактива В и 25 мл метилового спирта. После окраски препарат промывают водой и высушивают. Цитоплазма красится в ярко-синий цвет, ядрышко темно-синее, эритроциты кирпично-красные, тельца Бабеша-Негри пурпурно-красные с отчетливо видимой структурой, напоминающей тутовую ягоду или ма​лину.

Обнаружение цитоплазматическнх включений, телец Бабеша-Негри является достовер​ным показателем диагностики бешенства, но отсутствие их не исключает болезни и требует проведения других методов диагностики.

 Люминесцентная микроскопия

       При диагностике бешенства используют прямой метод иммунолюминесцентной микроско​пии (ПМИМ) с применением диагностического антирабического флуоресцирующего имму​ноглобулина (ДАФИ). Препараты, приготовленные из мозговой ткани больных и здоровых животных (контроль), обрабатывают в следующем порядке:

1 Высушивание на воздухе.

2 Фиксация в охлажденном ацетоне. При работе с уличным вирусом - 4 часа, с вирусом – фикс - 10 минут.

3 Подсушивание при комнатной температуре.

4 Окраска флуоресцирующим антирабическим иммуноглобулином в рабочем разведении во влажной камере при 37°С 20-30 минут.

5 Отмывание в двух сменах 0.01М фосфатно-буферного раствора (рН=7,2-7,4) и в дистиллированной воде в течение 1 часа.

6 Высушивание на воздухе.

7 Люминесцентная микроскопия.

      При положительном результате обнаруживают вирусный антиген в виде ярких зеленых или желто-зеленых гранул, до 10 в одном поле зрения при отсутствии свечения в контроль​ных препаратах.

 Серологическая диагностика

      Серологическая диагностика основана на обнаружении вирусного рабического антигена в РДП. Реакцию ставят па обезжиренных предметных стеклах, на которые наслаивают 2,5-3 мл расплавленного агара Дифко. На 1 литр дистиллированной воды берут 12-15 грамм агара, 8,5 г. натрия хлорида, 5-10 мл 1 %-ного раствора метилоранжа на 50° спирте и 0,01 г. мертиолята. После застывания агара готовят лунки согласно трафарету, в которые вносят мозговую ткань из каждого отдела головного мозга, диагностический антирабический гло​булин, разведенный в соответствии с инструкцией, контрольный положительный антиген и контрольный отрицательный антиген (мозговая ткань здоровых животных).

      После внесения всех компонентов, стекла с агаром помещают во влажную камеру и ста​вят в термостат с температурой 37° С. Читку реакции производят через 6, 12, 24 часа. Для обнаружения линий преципитации в агаровом геле используют осветитель к микроскопу.

 Обнаружение инфекционного вируса бешенства методом биопробы

      Биопробу ставят при отрицательном результате микроскопического исследования.

      Кусочки головного мозга растирают в ступке с песком, разводят стерильным, физиологиче​ским раствором 1:10 и отстаивают в холодильнике 30-40 минут. Если патологический ма​териал не стерильный, то добавляют пенициллин и стрептомицин 500-1000 ЕД на 1 мл и вы​держивают еще 40 минут или 1 ночь в холодильнике.

      Надосадочной жидкостью заражают 8-12 мышат. Из них половину заражают интрацеребрально в дозе 0,03 мл и вторую половину - подкожно в кончик носа в дозе 0,05 мл. Жи​вотных помещают в стеклянные банки и ведут наблюдения в течение 24 дней. В положи​тельном случае первые симптомы болезни появляются чаще через 7-10 дней. При этом от​мечается вялость, горбатость спины, взъерошенность шерсти, нарушение координации, параличи задних конечностей и гибель. Для подтверждения диагноза из мозга павших мы​шей готовят отпечатки на предметных стеклах для световой и люминесцентной микроскопии и берут материал для РДП. Биопробу можно ставить на кроликах.

 Контрольные вопросы:

1 Расскажите строение вируса бешенства.

2 Чем характеризуется заболевание ?
3 В чем заключается правила взятия и транспортировки патологического материала для диагностических исследований на бешенство.

4 В чем заключается правила и техника безопасности при работе с патологическим материалом.
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Тема: Лабораторная диагностика ящура

Цель занятия: Изучить методы лабораторной диагностики и освоить технику постановки РСК при определении эпизоотических типов вирусов ящура.

 Оборудование и материалы: Стандартные биофабричные специфические сыворотки и антигены типов А, О, С, САТ, Азия, гемолизин, комплемент, 2 %-ная взвесь эритроцитов барана, штативы, пробирки или доски с луночками из плексигласа, мерные пипетки, физиологический раствор, биопрепара​ты.

Задание:
1 Изучить методы лабораторной диагностики ящура.

2 Приготовить антиген для РСК из патматериала, взятого от больных животных с подозрением на ящур.

3 Поставить главный опыт РСК с целью определения типовой принадлежности вируса ящура.

4 Провести учет реакции и дать заключение.

      Ящур - остропротекающая высококонтагиозная болезнь парнокопытных, прояв​ляющаяся лихорадкой, афтозным поражением слизистой ротовой полости, языка, реже кожи вымени и конечностей. При злокачественной форме отмечается тяжелое поражение миокарда, которое у телят часто заканчивается летально.

      Возбудителем ящура является наиболее мелкий вирус размером 20—30 пм, входящий в семейство пикорнавирусов, в род афтовирусов. Вирионы округлой формы. Внутренняя часть представлена одноцепочной положительной РНК, заключенной в капсид, состоящей из 32 капсомеров. Внешняя оболочка отсутствует. Вирусы ящура устойчивы к эфиру, хло​роформу, спирту, но быстро инактивируются в кислой среде и при нагревании, хорошо пе​реносят низкие температуры.

     Особенностью вируса является вариабельность антигенной структуры. В настоящее время известно более 60 антигенных вариантов вируса, входящих в 7 основных типов (А, О, С, CAT - I, САТ-2, САТ-3, Азия). При диагностике ящура большое значение имеют клини​ческие, патологоанатомические и эпизоотологические данные и типизация вируса в сероло​гических реакциях.

 Взятие и транспортировка афтозного материала

Материалом при проведении лабораторных исследований являются стенки афт в коли​честве не менее 5 г. У крупного рогатого скота свежие афты срезают ножницами с языка от 2—3 больных животных, у овец — с беззубого края верхней челюсти, у свиней - с пятачка и вымени. Полученный афтозный материал помещают во флакон с герметически закры​вающейся крышкой и содержащий консервирующую жидкость, и представляющую химиче​ски чистый глицерин, смешанный в равном объеме с фосфатно-буферным раствором рН=7,4—7,6. Флакон необходимо завернуть в вату, поместить в специальный контейнер и опечатать. Отправлять материал в лабораторию можно только с нарочным, получившим специальный инструктаж. В сопроводительном письме указывают дату взятия материала, его количество, вид животного, дату вакцинации против ящура, название вакцин, номер се​рии и дату выпуска, место изготовления.

Подготовка вируссодержащей суспензии и антигена для РСК из афтозного материала

     При работе с афтозным материалом необходимо строго соблюдать правила техники безопасности. Поэтому всю работу, связанную с подготовкой вирусного материала и его исследованием, проводят в специальном помещении, куда вход посторонним лицам строго запрещен. В помещении должен быть бокс, а также необходимое оборудование, инструмен​ты, посуда, одежда. Афтозный материал хранят в опечатанном холодильнике. Всю работу проводят в боксе и в спецодежде. В конце каждого рабочего дня производят обеззаражива​ние рабочего места, пола, стен бокса с последующим облучением ультрафиолетовыми луча​ми. Инструменты, посуду, шприцы следует прокипятить.

      Афтозный материал извлекают и тщательно отмывают от консервирующей жидкости в фосфатно-буферном растворе, подсушивают на фильтровальной бумаге, взвешивают, мет​ко измельчают ножницами, размалывают в ступке с песком до гомогенной массы и добав​ляют 2 части фосфатно-буферного раствора с антибиотиками. Полученную 33%-ную взвесь выдерживают при комнатной температуре 1,5—2 часа, а затем промораживают в холодиль​нике при температуре минус 6— 20° в течение 12—18 часов, размораживают и центрифуги​руют 15 минут при 6000 об/мин. Надосадочную жидкость отделяют и делят на две части. Одну часть инактивируют при 58°С в течение 40 минут, а затем используют в качестве анти​гена для РСК, другую — для выделения и накопления вируса, когда мало поступает афтозного материала. С целью постановки биопробы и накопления вирусной массы производят заражение мышат в возрасте 3—5 дней. Их берут вместе с гнездом и маткой. В начале надо убедиться, что она их кормит. Не следует брать мышат руками. Б положительном случае у мышат развиваются парезы, параличи и на 2-5 день наступает гибель при отсутствии этих признаков в группе контрольных мышат По мере гибели, трупы помещают в флаконы и хранят в замороженном виде, а затем используют для подготовки вируссодержащей суспен​зии и антигена для подготовки вируссодержащей суспензии и антигена для РСК. В отрица​тельном случае мышат уничтожают или из них готовят вируссодержащую суспензию для последующего пассажа.

     Биопробу можно ставить на молодых морских свинках весом не более 500 грамм. Их заражают внутрикожно в плантарную поверхность задних лапок. Б положительном случае на 2-5 день на месте инъекции появляются первичные афты, которые собирают и немедлен​но замораживают. Однако таким путем удается получить лишь небольшое количество ви​русного материала, поэтому для накопления вирусной массы лучше использовать мышат-сосунов. Титрование вируса ящура производят в серологических реакциях: РДП, РСК. РН. Во время работы необходимо вести регистрацию расхода вирусного материала в специаль​ном журнале, где отмечают дату поступления, количество материала, хранение и расход. Оставшийся после исследования антиген уничтожают и составляют акт.

 Типизация вируса ящура в РСК

     При вирусных заболеваниях РСК ставят по общепринятой методике с учетом ряда особенностей. В реакции участвует две системы: специфическая (испытуемый антиген + спе​цифическая сыворотка) и индикаторная (гемолитическая сыворотка + взвесь эритроцитов барана).

     Связывающим компонентом между ними является комплемент. Результаты будут за​висеть от того, в какой системе принимает участие комплемент. Если испытуемый антиген гомологичен антителам, находящимся в специфической сыворотке, то образуется комплекс антиген + антитело, связывающий весь комплемент. При отсутствии комплемента в индика​торной системе изменений не наступит (задержка гемолиза). Если антиген не соответствует антителам, в этом случае комплемент остается свободным, так как комплекс не образуется. При наличии свободного комплемента в индикаторной системе наступит гемолиз эритроци​тов.

Компоненты РСК

1 Гемолизин   (гемолитическая   сыворотка  крови   кроликов,   содержащая   антитела-гемолизины, вызывающие вместе с комплементом гемолиз эритроцитов барана),

2 Эритроциты барана (2 %-ная взвесь отмытых эритроцитов барана на физиологи​ческом растворе).

3 Комплемент (сухая или нативная сыворотка крови морских свинок)

4 Испытуемый антиген (инактивированная вирусосодержащая суспензия из афтозного
материала).

5 Контрольные стандартные антигены основных типов и вариантов.

6 Стандартные типоспецифические сыворотки.

7 Физиологический раствор.

     Если РСК ставят в объеме 1 мл, то каждый компонент берут в количестве 0,2 мл, ес​ли в объеме 0,5 мл - по 0,1 мл. При постановке РСК микрометодом с помощью аппарата Такачи или титротек, объем каждого компонента составляет 0,025 мл.

Последовательность постановки РСК:

1 Титрация гемолизина

2 Подготовка гемсистемы.

3 Титрация комплемента.

4 Разведение стандартных типоспецифических ящурных сывороток и антигенов до рабочих титров.

5 Разлив стандартных сывороток, антигенов и физраствора по 0,2мл.

6 Разлив комплемента по 0,2 мл в рабочем титре.

7 Водяная баня 20 мин. при 37°С.

8 Разлив гемсистемы по 0,4 мл.

9 Водяная баня 30 мин. при 37°С.

10 Учет результатов после бани.

11 Учет результатов через 14-15 часов.

 Титрование гемолизина

      Титр гемолизина - наименьшее его количество, необходимое для полного гемолиза соответствующего объема 2 %-ной взвеси эритроцитов барана в присутствии комплемента, разведенного 1:20,

      В РСК используют биофабричный гемолизин, консервированный глицерином 1:1. Поэтому для приготовления основного разведения 1:100 берут 0,2 мл гемолизина и 9,8 мл физраствора. Чтобы приготовить разведение 1:1000, берут 1 мл гемолизина, разведенного 1:100, и 9 мл физраствора. Затем необходимые разведения гемолизина готовят по схеме.

	Компоненты
	Разведение гемолизина

	
	1:1500
	1:2000
	1:3000
	1:4000
	1:5000
	1:6000
	1:7000

	Гемолизин 

1:1000 (мл)
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0

	Физиологический раствор (мл)
	0,5
	1,0
	2,0
	3,0
	4,0
	5,0
	6,0


Полученные разведения гемолизина по 0,5 мл используют при определении его титра.

 Схема титрования гемолизина

	Компоненты
	Разведение гемолизина

	
	1:1000
	1:1500
	1:2000
	1 3000
	1-4000
	1:5000
	1:6000

	Гемолизин 
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5

	Физ. раствор 
	1,0
	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
	0,5
	0,5

	Эритроциты 
	
	
	
	
	
	
	

	(2% взвесь) 
	0,5
	0,5
	0.5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5

	Водяная баня 10 мин, при 37°С

	Учет
	-
	-
	-
	-
	++
	+++
	


     Согласно схеме, титр гемолизина составляет его разведение 1:3000, но в главный опыт берут гемолизин в четырехкратной концентрации, т. е. разведение 1:750, а так как он кон​сервирован глицерином (1:1), то для приготовления рабочего раствора берут двойную дозу 2:750 или 0,2 мл цельного гемолизина и 74,8 мл физиологического раствора.

При титровании гемолизина и комплемента ставят следующие контроли:

1 Контроль эритроцитов (0,5 мл 2 %-ной взвеси эритроцитов + 2 мл физраствора).

2 Контроль гемолизина (0.5 мл 1:1000 гемолизина -I- 0,5 мл 2 %-ной взвеси эритроцитов + 1,5 мл физраствора).

3 Контроль комплемента (0,5 мл 1:20 комплемента + 0.5 мл 2 %-ной взвеси эритроцитов + 1,5мл физраствора).

4 Контроль гемсистемы (0,5 мл 1:1000 гемолизина + 0,5 мл 1:20 комплемента + 1,0 мл физраствора).

      В первых трех контролях должна быть задержка в последнем - гемолиз.

 Приготовление гемолитической системы

Дефибрированные эритроциты барана отмывают физиологическим раствором с помощью центрифуги. Из осадка готовят 2%-ную взвесь на физиологическом растворе, которую размешивают в равном объеме с гемолизином в рабочем титре. Перед использованием гемоли​тическую систему выдерживают в термостате при 37°С 30 мин.

Титрование комплемента

Комплемент титруют в гомологической системе в день постановки реакции.

За титр комплемента принимают наименьшее его количество, необходимое для гемолиза соответствующего объема 2%-ной взвеси эритроцитов барана в присутствии гемолизина в рабочем титре.

Схема титрования комплемента

	Комплементы 
	Содержание цельного комплемента в %

	(мл) 
	0,5
	1,0
	1,5
	2,0
	2,5
	3,0
	3,5
	4,0
	4,5

	Комплемент 1:20 
	0,05
	0,1
	0,15
	0,2
	0,25
	0,3
	0,35
	4,0
	4,5

	Физ. раствор 
	0,45
	0,4
	0,35
	0,3
	0,25
	0,2
	0,15
	0,1
	0,05

	Гемолитическая 
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	система 
	1,0
	1,0
	1.0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0

	Физ.раствор 
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0

	Водяная баня 15 мин. при 37-38°С

	Учет
	++++
	++++
	+++
	++
	-
	-
	-
	-
	-


При постановке главного опыта РСК, комплемент берут с избытком в 1%. При этом ко​личество комплемента не должно быть ниже 2,5%. Согласно схеме, титр комплемента со​ставляет 2%. В этом случае рабочий титр будет равен 3%. Для приготовления соответствую​щего разведения необходимо взять 97 мл физиологического раствора и 3 мл цельного комплемента.

Постановка главного опыта

     В главный опыт берут стандартные типоспецифические ящурные сыворотки и соответ​ствующие антигены в удвоенных титрах. Например, титр сыворотки, указанный на этикетке, равен 1:40, то за рабочий титр следует взять разведение 1:20.

 Схема главного опыта РСК

	Антигены
	Рабоч.
	Сыворотки
	Контроль 

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	титр
	А, 1:30
	0, 1:40 
	С, 1:20 
	Азия, 1:30
	САТ, 1:30
	антиге

нов

	
	антиге

на
	Рабочий титр сывороток
	

	
	на
	1:15
	1:20
	1:10
	1:15
	1:15
	

	А. титр 1:4 
	1:2
	++++
	-
	-
	-
	-
	-

	О. титр 1:6 
	1:3
	-
	++++
	-
	-
	-
	-

	С. титр 1:8 
	1:4
	-
	-
	++++
	-
	-
	-

	Азия т. 1:8 
	1:4
	-
	-
	-
	++++
	-
	-

	САТ т.1:8 
	1:4
	-
	
	-
	-
	+ + + +
	-

	Испытуемый 
	
	++++
	-
	-
	-
	-
	-

	антиген Ц 
	1:2
	+++
	-
	-
	-
	-
	-

	
	1:4
	++
	-
	-
	-
	-
	-

	
	1:8
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Контроль сыворотки 
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-


     Специфические сыворотки в рабочем титре по 0,2 мл разливают по вертикали в один ряд пробирок, специфические антигены в рабочем титре и испытуемый антиген в том же объеме разливают в один ряд по горизонтали.

     Физиологический раствор по 0,2 мл - в последний ряд по горизонтали (контроль сывороток), вместо антигена, и в последний ряд по вертикали (контроль антигена), вмес​то сывороток.

      Комплемент по 0,2мл в рабочем титре во все пробирки. Пробирки встряхивают и помещают в водяную баню на 20 мин. при 37-38° С. Разлив гемотологической системы - во все пробирки по 0,4 мл. Пробирки встряхивают и снова помещают в водяную баню на 30 мин. Учитывают реакцию через 5-10 мин. после водяной бани и окончательно че​рез 10-14 часов. Степень задержки гемолиза оценивают крестами.

++++  - 100% задержка гемолиза

+++  - 75%-ная задержка гемолиза

++  - 50%-ная задержка гемолиза 

+  - 25%-ная задержка гемолиза 

-  - полный гемолиз

      Если испытуемый антиген соответствует антителам какой-то типоспецифической сыворотки, то в данной пробирке будет задержка гемолиза, т. е. положительная реакция, в остальных случаях должен быть гемолиз – реакция отрицательная.

 Определение типа вируса ящура в патологическом материале при помощи РД II

      В качестве антигена используют неразведенную лимфу, полученную из невскрывшихся афт. В центральную луночку в агаровой пластинке вносят испытуемый антиген, а в периферические - типоспецифические ящурные сыворотки. В качестве контро​ля аналогично ставят реакции со стандартными ящурными антигенами и соответствую​щими специфическими сыворотками. Положительная реакция имеет вид четких белого цвета линия, которые появляются через 24-78 часов после выдерживания агаровых пластинок во влажной камере при 37° С. Тип вируса ящура определяют в зависимости от того, с какой сывороткой испытуемый антиген дает положительную реакцию.

 Реакция нейтрализации (РН)

      РН ставят на клеточных монослойных культурах. Тип вируса ящура удается устано​вить при исследовании сывороток крови реконвалесцентов или афтозного материала. В первом случае испытуемую сыворотку смешивают в равных объемах со стандартными типо​выми антигенами, а во втором - испытуемый антиген смешивают со стандартными типоспецифическими сыворотками, выдерживают 60 мин., а затем смесью заражают клеточ​ные куль туры и учитывают ЦПД. Показателем типа вируса ящура будет отсутствие ЦПД в тех пробирках с культурой клеток, где антитела, находящиеся в сыворотке, и антиген оказа​лись гомологичными.

 Методы специфической профилактики ящура

      После естественного переболевания или прививки у животных создастся типоспецифический иммунитет продолжительностью 8-12 месяцев. Молодняк, полученный от имму​низированных коров, сохраняет устойчивость к ящуру в течение 4 месяцев

      Для активной профилактики болезни применяют инактивированные вакцины из виру​са, получаемого путем культивирования в организме новорожденных кроликов или в пере​живающей ткани эпителия языка по методу Френкеля. Реже для этой цели используют монослойные культуры из почек эмбрионов коров или культуры диплоидных клеток, выращи​ваемые глубинным методом. В настоящее время наша промышленность производит моно- и поливалентные вакцины.

1 Трехвалентная противоящурная формолвакцина из лапинизированного культурального вируса ящура О, А, С.

2 Противоящурная формолвакцина из лапинизированного и культурального вируса ящура типов О, А, С, и Азия-1.

 Пассивная иммунизация

      В связи с большим количеством антигенных вариантов вируса ящура, наша про​мышленность гипериммунные сыворотки для пассивной иммунизации не готовит. Поэтому для предохранения ценных животных и молодняка в неблагополучных по ящуру хозяйствах с профилактической целью применяют сыворотку реконвалесцентов.

      Кровь берут не ранее 12 дней и не позднее 20 дней с момента обнаружения клинических признаков в количестве 3 - 5 литров в зависимости от веса животного. После ретракции сгустка эритроцитов, сыворотки разных животных объединяют и консервируют карболовой кислотой из расчета ее содержания 0.5%. Консервированную сыворотку расфасовывают в стерильные флаконы емкостью 100-250 мл и хранят при температуре не выше 15°С не бо​лее 6 месяцев с момента изготовления. Безвредность проверяют путем подкожного введения двум морским свинкам в дозе 5 мл и двум белым мышам в дозе 0,5 мл и ведут наблюдения за ними в течение 5 дней.

      Сыворотку реконвалесцентов применяют подкожно телятам из расчета 1.5 мл на 1 кг живого веса. Она обеспечивает пассивный иммунитет длительностью 8-12 дней. С этой целью можно использовать и кровь реконвалесцентов, но только в день ее получения.

      Вместо сыворотки можно применять противоящурный иммунолактон, представляю​щий высушенные компоненты сыворотки молока коров, иммунизированных внутривымянно.

 Контрольные вопросы:

1 Как протекает ящур у животных?

2 Расскажите структуру вириона вируса ящура?
3 Что такое антигенная вариабельность?
4 Расскажите правила взятия и транспортировки афтозного материала для диагностики и типирования вируса ящура?
6 В чем заключается подготовка ящурного антигена для РСК?
7 В чем заключается сущность РСК?
8 Перечислите компоненты РСК?
9 Как производят титрацию гемолизина?

10 Как готовят гемолитическую систему?
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Заключение

Количество методов, используемых для диагностики вирусных инфекций, непрерывно растет. Одни уходят в прошлое и имеют в основном историческое значение, другие совершенствуются. Несомненно, что технический прогресс в определении антител, белкового анализа и генодиагностики наряду с расширением наших знаний вирусов и патогенеза вирусных инфекций приведут к появлению новых высокоспецифичных и высокочувствительных методов, удобных для клинического применения.

В настоящее время выпускается большое количество коммерческих сертифицированных тест-систем, в том числе и отечественных, для диагностики наиболее распространенных и социально значимых вирусных инфекций. Государственный реестр содержит более 600 диагностических препаратов. Однако далеко не для всех групп вирусов имеются диагностические тест-системы. Например, из большой группы энтеровирусов (более 80 членов) только для определения вирусов полиомиелита имеются тест-системы, в то же время для диагностики ВИЧ-инфекции выпускается более 15 различных наборов.

Список использованной литературы:
1 Бакулов И.А., Макаров В.В., Урванцев Н.Н. Методы борьбы с вирусными     болезнями животных. - М. Россельхозиздат, 1976г.- 213с
2 Белоусова Р.В. Практикум по ветеринарной вирусологии.М: Колос, 2006г. 248с.

3 Госманов Р.Г. Ветеринарная вирусология.-М.: Колос, 2006г.-183с.

4 Кадыров У.Г, Борисович Ю.Ф. Оспа животных. - М. Колос, 1981г.-200с.
5 Дереки 3. Диагностика вирусных болезней животных. - М. Колос, 1980г.-180с.
6 Онуфриев В.П., Лихачев Н.В. и др.   Инфекционные болезни крупного рогатого скота. - М. Колос, 1974г.-253с.
7 Общая и частная вирусология. Руководство под редакцией В.М. Жданова и  С.Я. Гайдамович. - М. Медицина, 1982г.-275с.
8 Руководство по ветеринарной вирусологии под редакцией В.Н. Сюрина. - М., Колос, 1986г.-234с.
9 Сюрин В.Н., Белоусова Р.В., Фомина Н.В. Ветеринарная вирусология. - М. Колос, 1984г.-285с.
10 Сюрин В.Н., Фомина Н.В. Частная ветеринарная вирусология. - М. Колос, 1979г.-250с.
11 Сюрин В.Н., Иванова Г.А., Краснобаев Е.А., Фомин К.В. Лабораторная диагностика вирусных болезней животных. - М. Колос. 1972г.-230с.
11

