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Принципы организации исследований в лабораториях различного уровня

Проведение лабораторной диагностики особо опасных инфекционных заболеваний в учреждениях Роспотребнадзора строится на принципах:

- территориальной организации обеспечения населения;

- многоуровневого строения, взаимосвязи и взаимодействия учреждений Роспотребнадзора и аналогичных ведомств;

- дифференциации этапов, объема и методов исследования материала в соответствии с уровнем организации лабораторного дела и соблюдением преемственности;

- единства и унификации методов отбора и транспортирования материала, схем исследования и регламентированных методов диагностики;

- единства требований биологической безопасности при отборе, хранении, транспортировании и исследовании материала, подозрительного на содержание патогенных микроорганизмов.

В современной организационной структуре можно выделить три уровня: территориальный, региональный и федеральный. 

На территориальном уровне работу осуществляют лаборатории республиканских, краевых, областных, городских больниц, диагностических центров, центральных районных больниц, поликлиник, стационаров, а также лаборатории центров гигиены и эпидемиологии в городах и других территориях, их филиалов и обособленных структурных подразделений, в том числе на транспорте и лаборатории особо опасных инфекций центров гигиены и эпидемиологии в субъектах Российской Федерации,.

На региональном уровне – лаборатории Федерального центра гигиены и эпидемиологии, противочумных учреждений, НИИ эпидемиологического, микробиологического и вирусологического профиля Роспотребнадзора.

На федеральном уровне – лаборатории специализированных центров противочумных и других учреждений, выполняющих функции государственных коллекций микроорганизмов и головных учреждений Роспотребнадзора по инфекционным нозологиям.

Номенклатура и объем исследований определяются уровнем, оснащенностью, специализацией учреждения для работы с микроорганизмами I-IV групп патогенности.
В Российской Федерации работа с патогенными для человека микроорганизмами регламентирована пакетом утвержденных Главным государственным санитарным врачом нормативных правовых актов. К ним относятся: Санитарные правила «Безопасность работы с микроорганизмами III-IV групп патогенности и гельминтами», 1999; Санитарные правила «Безопасность работы с микроорганизмами I-II групп патогенности (опасности)», 2001; Санитарные правила «Порядок учета, хранения, передачи и транспортирования микроорганизмов I-IV групп патогенности», 1995; Санитарные правила «Порядок выдачи санитарно-эпидемиологического заключения о возможности проведения работ с возбудителями инфекционных заболеваний человека I-IV групп патогенности (опасности), генно-инженерно-модифицированными микроорганизмами, ядами биологического происхождения и гельминтами». 2003).

Требования Санитарных правил обязательны для выполнения всеми учреждениями и организациями на территории страны, независимо от их ведомственной принадлежности.

Объем и порядок проведения диагностических исследований по обнаружению возбудителей опасных инфекционных болезней в бактериологических и вирусологических лабораториях также регламентированы соответствующими для каждого вида возбудителя нормативно-методическими документами. Порядок исследования материала, подозрительного на зараженность микроорганизмами I-II групп патогенности и примерная номенклатура исследований в лабораториях разного уровня представлены в приложении 1 и таблице 1.

Диагностические исследования могут выполнять лаборатории, имеющие санитарно-эпидемиологическое заключение о возможности проведения соответствующих работ в учреждениях, имеющих лицензию на деятельность, связанную с использованием возбудителей инфекционных болезнейчеловека I-IV (противочумные учреждения), II-IV (центры гигиены и эпидемиологии в субъектах Российской федерации) или III-IV групп патогенности (филиалы и обособленные подразделения ЦГиЭ, лечебно-профилактические учреждения).

Таблица 1.

Примерная номенклатура исследований в лабораториях территориального и регионального уровней

	Нозологическая форма
	ЛПУ
	Филиалы ЦГиЭ 
	Центры гигиены и эпидемиологии в субъектах РФ
	Противочумные

учреждения

	
	Бактериологические
	Иммуносерологические
	Бактериологические
	Иммуносерологические
	Бактериологические
	Микроскопические
	Биологические
	Иммуносерологические
	Молекулярно-генетические
	Бактериологические
	Микроскопические
	Биологические
	Иммуносерологические
	Молекулярно-генетические

	Чума
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	+
	+
	+
	+
	+

	Холера
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Бруцеллез
	
	+
	
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Туляремия
	
	+
	
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Сибирская язва
	
	
	
	
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Лептоспироз
	
	
	
	
	+
	+
	
	+
	
	+
	+
	
	+
	

	Листериоз
	+
	+
	+
	+
	+
	
	
	+
	
	+
	
	
	+
	

	Ботулизм
	+
	+
	+
	+
	+
	
	
	+
	
	+
	
	
	+
	

	Легионеллез
	
	
	
	
	+
	
	
	+
	+
	+
	
	
	+
	+

	Иксодовый клещевой боррелиоз
	
	+
	
	
	
	+
	
	+
	
	
	+
	
	+
	+


Таблица 1 (продолжение)

	Нозологическая форма
	ЛПУ
	Филиалы ЦГиЭ 
	Центры гигиены и эпидемиологии в субъектах РФ
	Противочумные

учреждения

	
	Бактериологические
	Иммуносерологические
	Бактериологические
	Иммуносерологические
	Бактериологические
	Микроскопические
	Биологические
	Иммуносерологические
	Молекулярно-генетические
	Бактериологические
	Микроскопические
	Биологические / вирусологичческие
	Иммуносерологические
	Молекулярно-генетические

	Эпидемический сыпной тиф
	
	+
	
	+
	
	
	
	+
	
	
	
	
	+
	

	Лихорадка Ку
	
	+
	
	
	
	
	
	+
	
	
	
	
	+
	

	Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом
	
	
	
	
	
	
	
	+
	
	
	
	
	+
	+

	Клещевой энцефалит
	
	
	
	
	
	
	
	+
	
	
	
	+
	+
	+

	Крымская геморрагическая лихорадка
	
	
	
	
	
	
	
	+
	+
	
	
	+
	+
	+

	Японский энцефалит
	
	
	
	
	
	
	
	+
	
	
	
	+
	+
	

	Омская геморрагическая лихорадка
	
	
	
	
	
	
	
	+
	
	
	
	+
	+
	

	Лихорадка Западного Нила
	
	
	
	
	
	
	
	+
	+
	
	
	+
	+
	+

	Клещевой сыпной тиф
	
	+
	
	
	
	
	
	+
	
	
	
	
	+
	


Лаборатории, имеющие санитарно-эпидемиологическое заключение о возможности проведения работ с микроорганизмами III-IV групп, могут выполнять диагностические исследования на холеру и ботулинический токсин, с целью профилактики этих инфекций, а также иммунологические (серологические) исследования по обнаружению в крови людей антигенов микроорганизмов II группы патогенности (без накопления возбудителя) и/или антител к ним (Санитарные правила «Безопасность работы с микроорганизмами III-IV групп патогенности и гельминтами», 1999).

При осуществлении эпидемиологического надзора и проведении противоэпидемических мероприятий по чуме в экстренных случаях допускается проведение лабораторных исследований полевого, клинического и секционного материала на чуму специалистами противочумного учреждения на базе лабораторий, имеющих санитарно-эпидемиологическое заключение о возможности проведения работ с микроорганизмами II-IV групп патогенности (Санитарно-эпидемиологические правила «Профилактика чумы», 2003).

Кроме того, на различные учреждения Роспотребнадзора, в том числе на ЦГиЭ и их филиалы, возложена работа по отбору проб и проведения лабораторных исследований с патогенными биологическими агентами в сети наблюдения и лабораторного контроля (СНЛК). Тактика, объем биологической разведки и специфической индикации (идентификации) ПБА, выполняемой ЦГиЭ и их филиалами (группами эпидемиологической разведки – ГЭР, санитарно-эпидемиологическими бригадами – СЭБ, санитарно-эпидемиологическими отрядами – СЭО), определена практическим руководством (Практическое руководство «Специфическая индикация патогенных биологических агентов», 2006). В соответствии с трех уровневой структурой организация диагностических исследований и выполняемых мероприятий в СНЛК представлена в таблице 2. 

В процессе лабораторного исследования может возникнуть подозрение на обнаружение возбудителя опасной инфекционной болезни, работа с которым не регламентирована имеющимся санитарно-эпидемиологическим заключением. Такая ситуация возможна при исследовании клинического материала (кровь, мокрота, пунктат бубона и др.) от больного с диагнозом, не исключающим по клиническим проявлениям чуму, сибирскую язву или туляремию: различные пневмонии, лимфадениты с повышенной температурой, сепсис различной этиологии. Микроорганизмы I-II групп патогенности, выделенные при проведении диагностических исследований в лабораториях, не имеющих права на работу с ними, должны быть в срочном порядке переданы в специализированные организации, определяемые соответствующими министерствами и ведомствами (Санитарные правила «Порядок учета, хранения, передачи и транспортирования микроорганизмов I-IV групп патогенности», 1995).
Таблица 2

Вид и объем мероприятий, выполняемых лабораториями различного уровня

	Уровень
	Наименование учреждений
	Вид и объем выполняемых мероприятий

	
	
	биологичес-кая разведка
	специфическая индикация
	иденти-фикация

	Террито-риальный
	ЦГиЭ и их

филиалы, в том числе на транспорте


	в полном объеме 
	на известные ПБА III-IV группы
	известных ПБА III-IV группы

	
	ЦГиЭ в субъектах РФ

(ГЭР, СЭБ, СЭО)
	в полном объеме с усилением специалистами нижестоящего уровня
	на известные ПБА, подлежащие первоочередной индикации
	ПБА II-IV группы *

	Регио-нальный
	ФедеральныйЦГиЭ, 
	в полном объеме с усилением специалистами нижестоящего уровня
	на известные ПБА, подлежащие первоочередной индикации
	ПБА II-IV группы *

	
	ПЧУ 
	в полном объеме с усилением специалистами нижестоящего уровня
	на известные ПБА, подлежащие первоочередной индикации
	ПБА I-IV группы

	Федеральный
	Специализированные центры противочумных и других учреждений 
	в полном объеме
	на ПБА, подлежащие первоочередной индикации
	ПБА I-IV группы


* при недостаточной мощности лабораторной базы, отсутствии условий для выполнения исследований, отрицательных результатах проведенной специфической индикации привлекаются по запросу учреждений или решению Межведомственной координационной комиссии СНЛК или соответствующих комиссий по чрезвычайным ситуациям силы и средства противочумных учреждений и (или) научно-исследовательских институтов.

Отбор проб, доставку материала на исследование проводят в соответствии с требованиями, описанными в различных нормативных документах по профилактике и диагностике инфекционных болезней (Методические указания «Техника сбора и транспортирования биоматериалов в микробиологические лаборатории», 2005; Методические указания «Организация и проведение эпидемиологического надзора в природных очагах чумы Российской Федерации», 2002; Методические указания «Эпидемиологический надзор за туляремией», 2005; Методические указания «Профилактика и лабораторная диагностика бруцеллеза», 2003; «Методические указания по лабораторной диагностике сибирской язвы у животных и людей и обнаружению возбудителя сибирской язвы в сырье животного происхождения и объектах внешней среды», 1986; Методические указания «Порядок сбора, упаковки, хранения, транспортирования и проведения лабораторного анализа биологического материала от больных (и умерших) пациентов с подозрением на тяжелый острый респираторный синдром (ТОРС)», 2004; Методические указания «Организация и проведение лабораторной диагностики заболеваний, вызванных высоковирулентными штаммами вируса гриппа птиц типа А (ВГПА), у людей», 2006).

Для лабораторной диагностики используют зарегистрированные в установленном порядке диагностические препараты, тест-системы и питательные среды.

Выделенные культуры возбудителей особо опасных инфекций после идентификации, вместе с паспортами направляют в курирующее учреждение. Курирующая организация проводит подтверждение результатов идентификации, дополнительное изучение полученных культур, оформляет паспорта и направляет их в Государственную коллекцию патогенных бактерий или вирусов и Противочумный центр Роспотребнадзора. Передачу культур выделенных возбудителей в Государственную коллекцию осуществляют по ее запросу.

Расширенную идентификацию, выделенных культур, их молекулярно-генетическое типирование, секвенирование проводят в специализированных центрах противочумных и других учреждений.

Организация исследований на чуму

Все виды диагностических работ с материалом, зараженным или подозрительным на зараженность возбудителем чумы, проводятся только в специализированных лабораториях противочумных учреждений, включая противочумные отделения и противоэпидемические отряды, имеющих на это соответствующее санэпидзаключение, персоналом (врачами, биологами, лаборантами), окончившим курсы первичной специализации по особо опасным инфекциям и допущенным к работе приказом руководителя учреждения. В отдельных случаях, по согласованию с Роспотребнадзором, исследование материала на чуму может проводиться специалистами противочумных учреждений в заранее предусмотренных лабораториях, преимущественно на базе отделов (лабораторий) особо опасных инфекций ЦГиЭ в субъектах Российской Федерации. Специалисты отдела ООИ обеспечивают отбор и хранение проб до прибытия специалистов противочумных учреждений. В случае необходимости допускается исследование обеззараженного материала экспресс-методами (Приказ Роспотребнадзора от 17.11.05 №774, 2005, Санитарно-эпидемиологические правила «Профилактика чумы», 2003, Методические указания «Организация и проведение эпидемиологического надзора в природных очагах чумы на территории Российской Федерации», 2002).
Исследованию на чуму подлежат: 

- материал от подозрительного на чуму больного (трупа);

- органы и ткани павшего или больного верблюда и других животных;

- объекты окружающей среды, включая санитарно-опасные грузы, пищевые продукты;

- трупы мелких млекопитающих, их эктопаразиты, добытые на территории природных очагов, зараженном транспортном средстве или других объектах, через которые возможен занос возбудителя чумы.

Для лабораторной диагностики чумы у человека используют следующие методы: МФА – при исследовании мокроты, пунктата бубона, содержимого язвы, крови в период интенсивной бактериемии; иммуносуспензионный с эритроцитарными диагностикумами – при исследовании мочи и ликвора; ПЦР и ИФА – при исследовании любого материала. Бактериологический и биологический методы применяют для выделения культур из всех объектов. Секционный материал, полученный при вскрытии трупа погибшего от чумы человека (кусочки паренхиматозных органов, лимфатические узлы, участки измененных тканей, головной и спинной мозг, ликвор, сгустки крови из крупных сосудов и полостей сердца), исследуют всеми перечисленными методами. 

Носителей и переносчиков чумы исследуют бактериологическим и биологическим методами для выделения культуры чумного микроба, при необходимости – в ПЦР, носителей – дополнительно в системе серологических реакций для поиска антигена и/или антител. Те же методы используют для исследования объектов окружающей среды, включая погадки хищных птиц, помет млекопитающих, их костные останки, пробы почвы, санитарно-опасных грузов.
Выделенные культуры возбудителя чумы после идентификации, вместе с паспортами направляют в курирующий противочумный институт. Курирующие противочумные институты проводят изучение и окончательную идентификацию выделенных культур возбудителя чумы, оформляют паспорта и направляют их в Государственную коллекцию патогенных бактерий «Микроб» (ГКПБ «М») и Противочумный центр Роспотребнадзора. Институты передают штаммы чумного микроба в ГКПБ «М» по ее запросу. 

Организация исследований на холеру

Функции каждого звена лабораторной службы при эпиднадзоре за холерой и при возникновении эпидемического очага холеры определены в действующих нормативно-методических документах Санитарные правила «Профилактика холеры. Общие требования к эпидемиологическому надзору за холерой»,2002; методические указания «Лабораторная диагностика холеры», 2002.
Диагностические исследования на холеру могут выполнять следующие бактериологические лаборатории:

- центров гигиены и эпидемиологии в субъектах Российской Федерации Роспотребнадзора и других ведомств, их филиалов и обособленных структурных подразделений;

- лечебно-профилактических учреждений;
- противочумных, научно-исследовательских и других специализированных учреждений.
В условиях осложнения эпидемиологической обстановки по холере решением медицинского штаба очага деятельность лабораторий учреждений, включенных в состав лабораторной службы очага, может быть расширена при условии усиления их специалистами и средствами диагностики. 
При осуществлении эпидемиологического надзора

1. Учреждения, имеющие лицензию на деятельность, связанную с использованием возбудителей инфекционных заболеваний человека III-IV групп патогенности, проводят плановые диагностические исследования на холеру:
- материала от больных острыми кишечными инфекциями и определенного контингента здоровых лиц;
- проб из объектов окружающей среды в объеме, предусмотренном для соответствующего типа территорий по эпидпроявлениям холеры.
Исследования проводят бактериологическим методом до установления отрицательного результата или до выделения культуры с характерными для холерных вибрионов свойствами:

· рост на плотных средах в виде гладких прозрачных с ровным краем колоний;

· ферментация углеводов на полиуглеводных средах;

· положительный тест на оксидазу;

· положительная реакция слайд агглютинации с холерными диагностическими сыворотками.
 При положительном результате слайд-агглютинации немедленно передают соответствующую информацию в ЦГиЭ; для окончательной идентификации культуру доставляют в установленном порядке в специализированную лабораторию – лабораторию особо опасных инфекций ЦГиЭ или противочумное учреждение.
При отрицательном результате слайд-агглютинации:
- культуру, выделенную от людей, направляют для дальнейшей идентификации в специализированную лабораторию;

- неагглютинирующиеся холерными диагностическими сыворотками культуры, выделенные из объектов окружающей среды, идентифицируют на месте или по согласованию передают в ЦГиЭ.
2. Лаборатории особо опасных инфекций ЦГиЭ Роспотребнадзора и других ведомств, имеющие лицензию на деятельность, связанную с использованием возбудителей инфекционных заболеваний человека II-IV групп патогенности:
- выполняют диагностическое исследование материала от больных и умерших с подозрением на холеру и проб из объектов окружающей среды;
- идентифицируют культуры вибрионов, выделенных подведомственными лабораториями, определяя их таксономическую принадлежность, а также эпидемическую значимость (токсигенность) и чувствительность к антибактериальным препаратам холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп по регламентированным для лабораторий тестам;
- представляют оперативную информацию о выделении культур холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп в Управление Роспотребнадзора по субъекту Российской Федерации и в региональное противочумное учреждение;
- в установленном порядке немедленно передают в курирующее противочумное учреждение культуры холерных вибрионов, таксономическая принадлежность или токсигенность которых имеющимися средствами диагностики не определяется;
- в течение 5 дней после окончания идентификации передают в региональное противочумное учреждение и головной по проблеме «Холера» Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт все культуры холерных вибрионов О1, О139, независимо от объекта выделения, и культуры других серогрупп, выделенные от больных;
- контролируют деятельность подведомственных лабораторий, оказывают им методическую помощь по вопросам лабораторного обеспечения эпидемиологического надзора за холерой.
Экспрессную и ускоренную диагностику проводят с применением методов: РИВ (реакция иммобилизации вибрионов), МФА, ПЦР. Эпидемическую значимость (токсигенность) определяют комплексным методом и в ПЦР.
3. Противочумные учреждения:
- проводят исследования материала от больных и умерших с подозрением на заболевание холерой, а также проб из объектов окружающей среды;
- подтверждают таксономическую принадлежность культур холерных вибрионов, выделенных на курируемой территории;

- идентифицируют атипичные культуры холерных вибрионов с использованием дополнительных методов серологической, биохимической и других видов идентификации с целью уточнения таксономической принадлежности;
- определяют эпидемическую значимость (токсигенность) культур методом ПЦР или на биомодели (кролики-сосунки);
- определяют чувствительность к антибактериальным препаратам;
- в установленном порядке передают культуры и паспорта холерных вибрионов в головной по проблеме «Холера» и территориальный противочумный институт, копии паспортов направляют в Противочумный центр Роспотребнадзора;
- по показаниям проводят серологическое обследование больных холерой, ОКИ, вибриононосителей; 
- осуществляют методическое руководство по вопросам лабораторного обеспечения эпидемиологического надзора за холерой на курируемой территории.
- расширенную идентификацию, выделенных культур, их молекулярно-генетическое типирование, секвенирование проводят в специализированных центрах противочумных и других учреждений.

- лабораторное обеспечение эпидемиологического надзора за холерой осуществляют в соответствии с планом противохолерных мероприятий, действующими нормативными и методическими документами. Профилактические исследования на холеру проводят в пределах рабочего дня с использованием соответствующих питательных сред. В случае выделения подозрительной на холерный вибрион культуры работу ведут до установления результата и передачи штамма в специализированную лабораторию. Диагностические исследования материала от подозрительных на холеру больных (трупов) выполняют в условиях круглосуточного режима работы с применением экспресс и ускоренных методов.

При проведении противоэпидемических мероприятий организация и регламентирование деятельности лабораторий, а также формирование лабораторной службы в очаге холеры осуществляется в соответствии с действующими методическими указа​ниями по профилактике холеры (СП «Профилактика холеры. Общие требования к эпидемиологическому надзору за холерой», 2002) и по организации мероприятий и оценке противоэпидемической готовности медицинских учреждений к проведению мероприятий на случай возникновения очага холеры (МУ «Организация, обеспечение и оценка противоэпидемической готовности медицинских учреждений к проведению мероприятий в случае завоза или возникновения особо опасных инфекций, контагиозных вирусных геморрагических лихорадок, инфекционных болезней неясной этиологии, представляющих опасность для населения Российской Федерации и международных сообщений», 2001).

Все культуры возбудителя холеры, выделенные на территории Российской Федерации в учреждениях Роспотребнадзора, подлежат отправке в Ростовский научно-исследовательский противочумный институт и специализированные центры для окончательной идентификации, дальнейшего изучения, молекулярно-генетического типирования и секвенирования генома. 

Организация исследований на сибирскую язву

Исследования на сибирскую язву проводят лаборатории Роспотребнадзора, ветеринарные лаборатории, а также НИИ, имеющие санитарно-эпидемиологические заключения о возможности проведения работ с микроорганизмами II группы патогенности, включая возбудителя сибирской язвы.

Лабораторному исследованию на сибирскую язву подлежит материал:

· от больных людей и трупов, если диагноз не поставлен прижизненно, а подозрение возникло в процессе аутопсии;

·  патологический материал от животных;

·  сырье животного происхождения;

·  корма, пробы почвы с территории выпаса животных, мест их содержания и падежа;

·  вода открытых водоемов;

·  другие объекты окружающей среды, в том числе смывы с поверхностей, инструментария, предметов ухода за больными людьми и животными.

Для лабораторной диагностики сибирской язвы у человека используют бактериологический, биологический, бактериоскопический (окрашивание по Граму, на капсулу – по Ребигеру, Михину, Ольту или Романовскому-Гимза), МФА, ПЦР, кожную аллергическую пробу с антраксином.

Материалом для исследования от животных могут быть отсеченное между лигатурами ухо павшего животного; часть селезенки вскрытого животного, если подозрение на сибирскую язву возникло во время вскрытия, вынужденного забоя и разделки туши животного; лимфоузлы и отечная соединительная ткань от трупа свиньи. Материал исследуют теми же методами, что и материал от человека.

Сырье животного происхождения, пробы из объектов окружающей среды и пищевые продукты после специальной подготовки к исследованию и обогащения исследуются теми же методами. Материал, который не может быть исследован бактериологическим методом (органы загнившего трупа, шерсть, шкуры, корма), исследуют в реакции термопреципитации Асколи, ПЦР.

При обследовании больного на сибирскую язву на территориальном уровне в ЛПУ используют только пробу с антраксином. Лаборатории ЦГиЭ в субъектах РФ Роспотребнадзора проводят исследование клинического материала всеми методами. Противочумные учреждения подтверждают и идентифицируют культуру, при необходимости выполняют исследование материала всеми методами, оказывают консультативно-методическую помощь. 

Материал от больных животных (трупов) исследуют всеми методами в ветеринарных лабораториях, специализированных центрах и ветеринарных НИИ. В лабораториях Роспотребнадзора регионального уровня - только в исключительных случаях. При необходимости выделенные культуры подтверждают в противочумных учреждениях.

Исследование объектов окружающей среды, мяса и пищевых продуктов проводят ветеринарные лаборатории. Специализированные центры и ветеринарные НИИ идентифицируют и подтверждают выделенные культуры. При необходимости исследование этих объектов могут проводить лаборатории учреждений Роспотребнадзора – ЦГиЭ и ПЧУ. 

Сырье животного происхождения, не подлежащее бактериологическому исследованию, может быть исследовано в соответствующих лабораториях учреждений регионального уровней с использованием реакции термопреципитации Асколи и ПЦР.

Все культуры B. anthracis, выделенные на территории Российской Федерации в учреждениях Роспотребнадзора, подлежат отправке в Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт и специализированные центры для окончательной идентификации, дальнейшего изучения, молекулярно-генетического типирования и секвенирования генома. 

Организация исследований на туляремию

Исследованию на туляремию подлежат: 

- 

материал от больного;

· носители инфекции – мелкие млекопитающие;

· переносчики – членистоногие и другие насекомые;

· гидробионты;

· объекты окружающей среды, включая погадки хищных птиц, помет наземных животных, воду открытых водоемов, зерно, солому, мякину, гнезда грызунов и др.

Лабораторный диагноз туляремии у человека основывается, главным образом, на иммунологических методах (сероаллергическая диагностика) и ПЦР. Из серологических методов используют: реакцию агглютинации (РА), реакцию непрямой агглютинации (РНГА), ИФА, непрямой иммунофлюоресцентный метод для обнаружения туляремийных антител, прямой иммунофлюоресцентный метод для поиска возбудителя. Выделение культуры туляремийного микроба бактериологическим и биологическим методами имеет меньшее значение в связи с особенностями течения туляремийной инфекции у человека. Исследованию подлежат кровь, пунктат бубона, мокрота, отделяемое язв, коньюнктивы, миндалин, секционный материал (сгустки крови, содержимое бубона, органы и ткани трупа).

При исследовании носителей основное значение имеет биологический метод. Кроме того, используют бактериологический метод, а также иммуносуспензионный для поиска специфических антител и антигена. Переносчиков исследуют биологическим и иммуносерологическими методами, перспективным методом является ПЦР. Объекты окружающей среды и др. исследуют МФА, иммуносуспензионным методом, воду открытых водоемов, беспозвоночных животных (гидробионтов) – биологическим методом. У домашних животных исследуют сыворотки на наличие специфических антител в РА и РНГА, реже используют внутрикожную пробу с тулярином.

Диагностические исследования на туляремию материала от больного человека (трупа) проводят лаборатории как территориального (выявление антител в парных сыворотках в ЦГиЭ, их филиалах и дополнительно аллергическая проба в ЛПУ), так и регионального уровней. При этом лаборатории ООИ ЦГиЭ проводят исследование проб клинического (секционного) материала всеми имеющимися методами, противочумные учреждения подтверждают выделенные культуры и оказывают консультативно-методическую помощь. Применение методов иммуносерологической диагностики туляремии у людей в лабораториях различного уровня показано в таблице 3.

Таблица 3

Иммуносерологические методы диагностики туляремии у человека

	Наименование учреждений
	Пластинчатая РА (кровяно-капельная)
	Развернутая РА
	РНГА, РТНГА
	РНАт
	Реакция лизиса лейкоцитов* (РЛ)
	Реакция 

кольцепреципитации
	Реакция объемной агломерации (РОА)
	ИФА
	Непрямой метод флуоресцирующих антител (НМФА)

	ЛПУ*
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Центры гигиены и эпидемиологии, их филиалы
	+
	+
	+
	+
	
	+
	+
	+
	+


* лечебно-профилактические учреждения могут применять различные серологические методы поиска антител в зависимости от уровня учреждения.

Исследование носителей и переносчиков туляремии, погадок хищных птиц, объектов окружающей среды осуществляют лаборатории учреждений Роспотребнадзора – ЦГиЭ и ПЧУ, а забор и исследование материала от домашних животных осуществляют, как правило, лаборатории учреждений Минсельхозпрома, имеющие лицензию на деятельность, связанную с использованием возбудителей инфекционных заболеваний человека II группы патогенности.

Расширенную идентификацию, выделенных культур, их молекулярно-генетическое типирование, секвенирование проводят в специализированных центрах противочумных и других учреждений.

Все культуры возбудителя туляремии, выделенные на территории Российской Федерации в учреждениях Роспотребнадзора, подлежат отправке в Центр по туляремии МЗ РФ (НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН) и другие специализированные центры для окончательной идентификации, дальнейшего изучения, молекулярно-генетического типирования и секвенирования генома.

Организация исследований на бруцеллез

Лабораторные исследования на бруцеллез ведут лаборатории всех уровней учреждений Роспотребнадзора, здравоохранения, ветеринарной службы. На территориальном уровне в лабораториях Роспотребнадзора проводятся только иммуносерологические исследования, в лабораториях здравоохранения используются иммуносерологические методы и аллергические пробы. В лабораториях Роспотребнадзора регионального и федерального уровней и ветеринарной службы материал на бруцеллез исследуется всеми методами. В лабораториях ЦГиЭ исследуется всеми методами материал от больного и при необходимости – из эпидемического очага бруцеллеза. Объекты окружающей среды, молоко и другие пищевые продукты исследуются, как правило, в ветеринарных лабораториях. Специалисты противочумных учреждений проводят идентификацию и подтверждение культур, оказывают консультативно-методическую помощь при обследовании больных. Расширенную идентификацию, выделенных культур, их молекулярно-генетическое типирование, секвенирование проводят в специализированных центрах противочумных и других учреждений.

Лабораторный диагноз бруцеллеза у человека ставится по результатам серологических реакций (Хеддльсона, Райта, Кумбса, РНГА), аллергических тестов (внутрикожная проба Бюрне, реакция лизиса лейкоцитов), ПЦР, а также биологического и бактериологического методов. Применяемые методы иммуносерологической диагностики бруцеллеза у людей показаны в таблице 4.

Пищевые продукты животного происхождения, пробы воды, почвы исследуют биологическим, бактериологическим, экспресс- и ускоренными методами. Наиболее приемлемыми при этом являются иммунофлюоресцентный, иммуносуспензионный и иммуноферментный методы, ПЦР.

Таблица 4

Иммуносерологические методы диагностики бруцеллеза у человека

	Наименование учреждений
	Реакция агглютинации
	РПГА
	Реакция лизиса лейкоцитов
	Реакция латекс-агглютинации
	Реакция Кумбса
	ИФА
	Непрямой метод флуоресцирующих антител (НМФА)

	
	пластинчатая (Хеддльсона)
	развернутая (Райта)
	
	
	
	
	
	

	ЛПУ*
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Центры гигиены и эпидемиологии и их филиалы
	+
	+
	+
	
	+
	+
	+
	+


* лечебно-профилактические учреждения могут применять различные серологические методы поиска антител в зависимости от уровня учреждения.

Организация исследований на вирусные инфекции

Диагностические исследования материала, подозрительного на зараженность вирусами I группы патогенности, допускаются только в специализированных максимально изолированных лабораториях, имеющих санэпидзаключение на возможность проведения данных работ, обученным на курсах специализации и допущенным к данной работе приказом руководителя учреждения персоналом.

Исследование материала по полной схеме, включая вирусологические исследования, проводят вирусологические НИИ и государственные научные центры (ГНЦ). Отбор, упаковку и доставку материала в специализированные вирусологические центры (институты) осуществляют специалисты лабораторий регионального уровня учреждений Роспотребнадзора – ЦГиЭ и противочумных станций. Противочумные учреждения Роспотребнадзора федерального уровня – Противочумный центр и НИПЧИ могут проводить исследования материала экспресс-методами и ПЦР. 

Материалом для исследования может быть: материал от больного (трупа) при подозрении на вирусную лихорадку и носители (млекопитающие).

Вскрытие трупа при подозрении на особо опасную инфекцию, вызванную вирусами I группы патогенности, допускается лишь в исключительных случаях и по специальному разрешению.

Исследование материала, подозрительного на зараженность вирусами II группы патогенности, допускается в лабораториях, имеющих соответствующее санэпидзаключение на работу.

Исследование материала по полной схеме, включая вирусологические исследования, проводят ГНЦ, вирусологические НИИ, НИПЧИ, вирусологические лаборатории ЦГиЭ. Лаборатории учреждений Роспотребнадзора регионального уровня – ЦГиЭ и ПЧУ проводят исследование материала методами экспресс- и ускоренной диагностики при наличии санитарно-эпидемиологического заключения на работу всеми методами.
Материалом для исследования может быть материал от больного (трупа) при подозрении на вирусную инфекцию, носители и переносчики вирусов.

Для лабораторной диагностики вирусных инфекций используют следующие методы: иммунофлюоресцентный, иммуноферментный анализ, реакцию нейтрализации, молекулярную гибридизацию, электронную микроскопию, ПЦР, ОТ-ПЦР, а также другие доступные методы. Для изоляции вирусов применяют лабораторных животных, культуры клеток и куриные эмбрионы. Для идентификации выделенных вирусов используют указанные выше методы.

Приложение

Порядок Исследования материала, ПОДОЗРИТЕЛЬНОГО НА ЗАРАЖЕННОСТЬ МИКРООРГАНИЗМАМИ I-II групп патогенности в лабораториях разного уровня 
	Инфекция
	Вид 

исследуемого 

материала
	Территориальный


	Региональный

	Федеральный



	
	
	ЛПУ
	ЦГиЭ и их филиалы
	ЦГиЭ в субъектах РФ
	Федеральный

ЦГиЭ 


	ПЧО, ПЧС, 
	НИПЧИ, НИИ эпидемиологического, вирусологического и микробиологического профиля
	Специализированные центры противочумных и других учреждений


	ГНЦ и НИИ вирусологического профиля 

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	1.
	Материал от больного (трупа)
	Пробы материала не забирают и не исследуют.
	Забор, хранение или передача проб в ПЧУ. Допускаются исследования обеззараженного материала экспресс-методами. Исследование материала по полной схеме специалистами ПЧУ.
	Исследование материала всеми методами. 
	Исследование материала всеми методами. Идентификация культур. Консультативно-методическая помощь.
	Исследование материала всеми методами. Идентификация культур, молекулсрно-генетическое типирование, секвенирование. Консультативно-методическая помощь.
	

	Чума
	
	
	
	
	
	
	

	Чума
	Материал от павшего или больного 

верблюда
	Пробы материала не забирают и не исследуют.
	Забор проб. Исследование всеми методами. 
	-//-
	-//-
	

	Чума
	Трупы грызунов, мелких хищников, зайцеобразных, птиц (живые животные умерщвляются), эктопаразиты
	Пробы материала не забирают и не исследуют. 
	На СКП, СКО - отлов, упаковка, передача в ПЧУ
	Исследование материала всеми методами. 


	-//-
	-//-


	

	Чума
	Объекты окружающей среды, пищевые продукты (по эпидпоказаниям)
	-//-
	Отбор проб, упаковка, доставка в лаборатории противочумных учреждений.


	Исследование материала всеми методами. 


	-//-
	-//-


	

	2
	Материал от больного (трупа)
	Материал не исследуют, допускается забор материала, упаковка, передача в лабораторию
	Исследование материала всеми методами с обязательным использованием методов экспресс-диагностики, при круглосуточной работе лаборатории; идентификация культур, определение токсигенности (эпидемической значимости).
	Исследование материала всеми методами. Идентификация культур, определение токсигенности (эпидемической значимости).

Консультативно-методическая помощь.
	Идентификация культур, определение их эпидемической значимости, изучение вирулентности и токсигенности биологическим методом.

Консультативно-методическая помощь.
	-//-. 


	

	Холера
	
	
	
	
	
	
	

	Холера
	Материал от больных ОКИ, определенные контингенты здоровых лиц
	Исследование материала бактериологическим методом до положительной реакции слайд агглютинации с диагностическими холерными сыворотками О1 и О-139 или получения отрицательных

результатов.
	Исследование материала всеми методами с использованием методов экспресс-диагностики, в очаге холеры при круглосуточной работе лаборатории; идентификация культур, определение токсигенности (эпидемической значимости).
	Исследование материала всеми методами при необходимости.

Идентификация культур, определение токсигенности (эпидемической значимости).

Консультативно-методическая помощь. 
	-//-.
	-//-


	

	Холера
	Вода, объекты окружающей среды, пищевые продукты
	Материал не исследуют
	-//-
	-//-
	Исследование материала всеми методами. Идентификация культур, определение токсигенности (эпидемической значимости).

Консультативно-методическая помощь. 
	-//-
	-//-


	


	3.
	Материал от больного (трупа)
	Забор материала и исследование парных сывороток иммуносерологическими методами, в ЛПУ постановка аллергической пробы.
	Исследование материала всеми методами


	Исследование материала всеми методами. Идентификация культур. Консультативно-методическая помощь
	-//-


	

	Туляремия
	
	
	
	
	
	

	Туляремия
	Мелкие млекопитающие, эктопаразиты.
	Пробы материала не забирают и не исследуют.


	Отбор проб.

Исследование материала всеми методами
	-//-
	-//-
	

	Туляремия
	Объекты окружающей среды, погадки птиц, помет хищников.


	-//-


	Отбор проб.

Исследование материала всеми методами


	-//-
	-//-
	

	Туляремия
	Материал от домашних животных
	Материал исследуют специалисты ветеринарных лабораторий

	4.
	Материал от больного
	Постановка пробыс антраксином.
	Материал не забирают и не исследуют.
	Забор материала, упаковка, транспортировка.

Исследование материала всеми методами


	Исследование материала всеми методами. Идентификация культур. Консультативно-методическая помощь
	-//-
	

	Сибирская язва
	
	
	
	
	
	
	

	Сибирская язва
	Материал от больных животных (трупов)
	Материал не забирают и не исследуют.

Материал исследуют специалисты ветеринарных лабораторий.
	При необходимости отбор проб и

исследование материала всеми методами.


	При необходимости исследование материала всеми методами. Идентификация культур. Консультативно-методическая помощь


	-//-
	

	Сибирская язва
	Объекты окружающей среды, мясо и пищевые продукты
	-//-
	При необходимости отбор проб и

исследование материала всеми методами.


	При необходимости исследование материала всеми методами, идентификация культур.

Консультативно-методическая помощь.
	-//-
	

	Сибирская язва
	Сырье животного происхождения, не подлежащее бактериологическому и биологическому исследованию


	-//-
	Реакция термопреципитации по Асколи, ПЦР
	Молекулярно-генетическое типирование. Консультативно-методическая помощь.
	-//-
	

	5.
	Материал от больного
	Забор материала. Постановка иммунологических и в ЛПУ аллергических тестов. 
	Исследование материала всеми методами


	Исследование материала всеми методами. Идентификация культур. Консультативно-методическая помощь.
	-//-
	

	Бруцеллез
	
	
	
	
	
	

	Бруцеллез
	Обследование лиц, подлежащих диспансеризации
	Забор материала. Постановка иммунологических и в ЛПУ аллергических тестов. 
	Исследование материала иммунологическими методами.
	При необходимости исследование материала всеми методами, идентификация культур.

Консультативно-методическая помощь.
	-//-
	

	Бруцеллез

Бруцеллез


	Объекты окружающей среды, мясо, молоко и др. пищевые продукты


	Исследование проводят специалисты ветеринарных лабораторий.
	При необходимости из эпидемического очага отбор проб, упаковка, передача в лаборатории противочумных учреждений, исследование материала всеми методами.
	Подтверждение и идентификация культур, исследование материала всеми методами.

Консультативно-методическая помощь
	-//-
	

	6.
	Материал от больного (трупа)
	Материал не забирают и не исследуют.
	Материал не забирают и не исследуют.

 
	Забор материала, его упаковка и передача в вирусологические центры (институты). Исследование материала методами экспресс диагностики.
	Исследование материала всеми методами. Идентификация культур, молекулсрно-генетическое типирование, секвенирование Консультативно-методическая помощь.

	Вирусные инфекции

(I группа патогенности)
	
	
	
	
	

	
	Материал от носителей вируса
	-//-
	-//-
	-//-

	7.
	Материал от больного (трупа), подозрительного на вирусное заболевание, вызванное вирусами II группы патогенности
	Забор, упаковка, передача материала.
	Забор, упаковка, передача материала. Исследование материала методами экспресс диагностики.
	Исследование материала всеми методами (вирусологические лаборатории ПЧС).
	Исследование материала всеми методами
	-//-

	Вирусные инфекции

(II группа патогенности)
	
	
	
	
	
	

	
	Материал от носителей и переносчиков
	-//-
	-//-


	-//-
	-//-
	-//-
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Чума – острое инфекционное заболевание, относящееся к группе особо опасных карантинных инфекций. По классификации Е.Н. Павловского (1939, 1940) чума относится к природно-очаговым зоонозным трансмиссивным болезням, носителями которой являются дикие грызуны, а переносчиками – блохи.

На территории стран Содружества Независимых Государств (СНГ) действуют 42 природных очага чумы, расположенных в равнинных и горных ландшафтах Кавказа и Закавказья, Северо-Западного и Северного Прикаспия, Средней Азии, Сибири и характеризующихся различной биоценотической, эпизоотической и эпидемической активностью. По своей биоценотической структуре в границах очаговой территории выделяют природные очаги чумы сусликового (8 очагов), сурочьего (5 очагов), песчаночьего (23 очага), полевочьего (5 очагов), пищухового (1 очаг) типов (Природные очаги чумы Кавказа, Прикаспия, Средней Азии и Сибири. Под ред. Г.Г. Онищенко., В.В. Кутырев., 2004).
В природных очагах чума выявляется (проявляется) в виде спорадических случаев или разлитых эпизоотий в популяциях диких грызунов,  как правило, основных носителей. В эпизоотический процесс могут вовлекаться второстепенные и случайные носители из числа грызунов и диких животных (часто промысловых), а также синантропные грызуны.

Заражение человека в природных очагах происходит при укусе инфицированными блохами (бубонная или септическая формы чумы), контакте с больными и погибшими от чумы грызунами, а также при забое и разделке больных чумой верблюдов (бубонная, септическая, редко – легочная формы). Чума может передаваться и от человека к человеку как антропонозное заболевание. При этом заражение может происходить воздушно-капельным путем (легочная чума – наиболее опасная форма), а также при контакте с трупами или вещами умерщего человека (как правило бубонная чума). Трансмиссивным путем заражение чумой может  происходить при укусе блохами, обитающими в жилье человека (бубонная и септическая чума). 
Болезнь характеризуется интоксикацией, лихорадкой, поражением лимфатической системы, сепсисом и высокой летальностью (Черкасский Б.Л., 1996).

Характеристика возбудителя. Возбудитель чумы - Yersinia pestis открыт в 1894 г. А. Иерсеном и Ш. Китазато независимо друг от друга во время эпидемии чумы в Гонконге и является типовым видом рода Yersinia. Y. pestis – неподвижная мелкая (1-3 × 0,5-0,7 мкм) прямая или овоидная, бочкообразная грамотрицательная палочка, отличающаяся полиморфизмом (наряду с обычными палочками и короткими коккобактериями встречаются и более длинные клетки). В мазках из органов грызунов и бульонных культур хорошо выявляется биполярное окрашивание клеток. В организме животных и людей, на кровяном и сывороточном агаре при температуре 37 °С образует капсулу (Апарин Г.П., Голубинский Е.П.1989, Коссе Л.В., с соавт, 2006; CIDRAP, 2007). Факультативный анаэроб, хеморганотрофный микроорганизм, хорошо растущий на обычных питательных средах; а также на синтетических средах с добавлением разных аминокислот (Домарадский И.В., 1998). Для роста из небольших посевных доз на плотных питательных средах микроорганизм нуждается в понижении окислительно-восстановительного потенциала, что достигается, в частности, добавлением сульфита натрия. Оптимальные условия выращивания: температура 28 °С и рН 7,0-7,2. Схемы систематики возбудителя чумы построены по принципу формирования разновидностей в исторические эпохи и на основании биохимических свойств штаммов возбудителя (КутыревВ.В, Смирнова Н.И., 2003; КутыревВ.В., Смирнова Н.И., 2005).

Из числа питательных сред при анализах на чуму используют агар Хоттингера и Мартена, кровяной агар или агар из настоя бычьего сердца и соответствующие бульоны, казеиново-дрожжевой агар. Применяется также агар Мак-Конки, дезоксихолатно-цитратный агар и среда Л.А. Тимофеевой с соавт. (Наумов А.В., Самойлова Л.В., 1992, Домарадский И.В., 1998, Cho,2000, CDC/ASM/APHL, 2002).
При выращивании чумного микроба в бульоне наблюдается порошковидный или хлопьевидный осадок, легко распадающийся при встряхивании, сам бульон – прозрачен. Иногда образуется нежная пленка, в дальнейшем она огрубевает, и на нижней ее поверхности могут появляться нити. 
На пластинках питательного агара через 12 часов роста чумной микроб образует так называемое «битое стекло», а через 18-24 часа мелкие плоские полупрозрачные колонии – «кружевные платочки» (R-форма), морфология которых имеет диагностическое значение. В дальнейшем (24-48 ч) «кружевные платочки» превращаются в типичные серовато-белые, блестящие колонии с выпуклым более темным мелкозернистым центром и плоским волнистым краем, напоминающим кружево. По мере старения колоний (48-72 ч) центр становится более грубым, непрозрачным, приобретает серовато-коричневатый оттенок. При выращивании при температуре 28-30 °С колонии относительно сухие, хорошо снимаются петлей; при температуре 37 °С колонии вязкие и труднее снимаются с поверхности агара.

На скошенном агаре Y. pestis растет в виде прозрачного, сероватого, вязкого, нежного влажного налета.

На агаре с добавлением лошадиной крови через 48 часов выращивания при температуре 37 °С колонии иногда вызывают гемолиз с легким просветлением среды.

На агаре Мак-Конки при температуре 37 °С через 24 часа наблюдается слабый рост, едва различимый невооруженным глазом.

При выращивании на дезоксихолатно-цитратном агаре через 48 часов при температуре 37 °С вырастают немногочисленные колонии красноватого оттенка величиной с булавочную головку.
На среде Л.А. Тимофеевой – цветной дифференциальной среде (ЦДС) чумной микроб при выращивании при 28 оС в течение 24 часов изменяет столбик агара в красно-оранжевый, а скошенный агар – в сине-зеленый цвета (Тимофеева Л.А., с соавт., 1957).

На пластинке желатина формируются сероватые плоские колонии с зернистым краем; в столбике желатина рост на поверхности и в глубине по уколу, среда не разжижается.

На кровяном агаре чумной микроб вырастает в виде зернистых колоний с маленькой «кружевной» зоной или без нее.

Возбудитель чумы оксидазоотрицателен, каталазоположителен; мочевину, как правило, не разлагает; индол, сероводород, ацетилметилкарбинол не образует. Обладает плазмокоагулазой и фибринолизином. Ферментирует до кислоты без газа Д-глюкозу, мальтозу, маннит, галактозу, маннозу, левулезу, эскулин. Не ферментирует лактозу, сахарозу, сорбит, целлобиозу, инозит, дульцит, сорбит. Отношение к глицерину, рамнозе, арабинозе, мелибиозе, ксилозе, салицину вариабельное. Неподвижен. Дает положительную реакцию с метиловым красным.
Возбудитель чумы патогенен для человека и более чем для 26 видов грызунов, зайцеобразных, хищников, парнокопытных, верблюдов, приматов и даже птиц, а также для лабораторных животных: мышей, морских свинок, белых крыс и кроликов. Критерием вирулентности штаммов чумного микроба служит величина летальной дозы для лабораторных животных (минимальная смертельная доза - ДЛМ, при которой погибает более половины животных, абсолютная смертельная доза - ДЦЛ (гибель всех зараженных животных) и ЛД50 - доза, при которой должно погибнуть 50 % зараженных животных.

К высоковирулентным штаммам относятся штаммы, ЛД50 которых равна менее 5-10 м.к. при подкожном заражении белых мышей, к слабовирулентным – ЛД50 более 1×105 м.к., к авирулентным – ЛД50 более 1×106 м.к.

Дозы чумного микроба, вызывающие гибель лабораторных животных, зависят от метода заражения и вида животного. Вирулентность возбудителя чумы – полидетерминантный признак, который контролируется большим числом генов, локализованных на хромосоме и плазмидах.

Геном возбудителя чумы состоит из хромосомы размером 4.65 м.п.н. и трех плазмид – pFra (96,2 т.п.н.), pCad (70,3 т.п.н.) и pPst (9.6 т.п.н.) (Кутырев В.В. с соавт., 1986, Perry R.D., Fetherston J.D., 1997, Кутырев В.В., Смирнова Н.И., 2005). Содержание G+C в ДНК равно 46 %. Плазмида pCad является родоспецифической. Ее продукты играют ведущую роль в реализации патогенных свойств иерсиний. Гены плазмиды pCad кодируют синтез белка LcrV (V-антиген), эффекторных белков Yop, входящих в систему секреции III типа, действие которой направлено на подавление фагоцитарной активности клеток иммунной системы млекопитающих. Две другие плазмиды pFra и pPst видоспецифичны. Плазмида pFra кодирует синтез капсульного антигена ФI (оперон caf1), обладающего антифагоцитарными свойствами, и «мышиного» токсина Ymt (фосфолипаза D), необходимого для выживания чумного микроба в блохах. Плазмида pPst детерминирует синтез специфичного для возбудителя чумы бактериоцина (пестицина) и активатора плазминогена, проявляющего при разных температурах фибринолитическую (при 37 оС) и плазмокоагулазную (при 28 оС) активности (Cavanaugh D.C et al., 1979, Проценко О.А. с соавт., 1983, Кутырев В.В. с соавт., 1986, Perry R.D., Fetherston J.D., 1997, Kutyrev V.V. et al., 1999, Hinnebusch B.J. et al., 2002).

На хромосоме чумного микроба расположена область пигментации (Pgm область), которая включает Hms локус, кодирующий белки аккумуляции гемина (от англ. hemin storage) и остров высокой патогенности HPI (от англ. high pathogenicity island) c генами системы утилизации железа. Потеря острова патогенности HPI приводит к утрате штаммами Y.pestis вирулентности для лабораторных животных и человека, а Hms локуса к потере способности эффективно заражать блоху-переносчика возбудителя (Kutyrev V.V. et al., 1992; Анисимов А.П., 2002; Кутырев В.В. с соавт., 2007).

К другим факторам вирулентности Y.pestis относятся: pH6 антиген (пили адгезии), который участвует в адгезии и кодируется psa опероном, а также липополисахарид, вызывающий эндотоксический шок, (Водопьянов С.О., 1988; Skurnic М. et al., 2000; КутыревВ.В. с соавт., 2007).

Чумной микроб обладает устойчивостью к воздействию внешней среды. В гное бубона он сохраняется 20-30 дней, в трупах людей, верблюдов, грызунов до 60 дней. Наиболее длительно возбудитель сохраняется в костном мозге. Хорошо переносит низкие температуры, замораживание.

Чумной микроб высоко чувствителен к повышенной температуре, реакции среды, особенно кислой, химическим и физическим воздействиям, солнечной радиации, действию атмосферного кислорода и другим неблагоприятным факторам. Возбудитель погибает при температуре 50 °С через 30-40 мин, при температуре 70 °С – через 10 мин, при температуре 80 °С – через 5 мин, при температуре 100 °С – через 1 мин.

Y.pestis быстро погибает под действием дезинфицирующих веществ (10-20 % раствор хлорной извести, 1-5 % раствор хлорамина). В качестве активаторов дезсредств используют поверхностно-активные вещества (ПВА).

Возбудитель чумы чувствителен к антибиотикам: аминогликозидам (стрептомицин, гентамицин, канамицин), рифампицинам, полусинтетическим пенициллинам (ампициллин), беталактамам (цефтриаксон, цефтазидим, цефотоксим), фторхинолонам (ципрофлоксацин, офлоксацин, пефлоксацин, ломефлоксацин), тетрациклинам (доксициклин, тетрациклин), сульфаниламидам (сульфатон, сульфамонометоксин/ триметоприм) (Самойлова Л.В., 2007).

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА ЧУМЫ

Для лабораторной диагностики чумы применяют бактериологические, иммуносерологические, генетические и биологические методы (см. рис. 1).

Материалом для исследования от людей при подозрении на чуму может быть содержимое бубона (бубонная форма чумы), содержимое язвы и других кожных поражений (кожная форма), кровь, моча (все формы чумы, особенно септической), фекалии, спинномозговая жидкость (в случаях поражения кишечника или мозговых оболочек), мокрота, соскоб со слизистой зева (легочная форма чумы). Забор материала от больных людей осуществляют до начала лечения химиотерапевтическими препаратами (Наумов А.В., Самойлова Л.В., 1992; Руководство по профилактике чумы, 1992).

При вскрытии трупов людей, погибших от чумы или от заболеваний, подозрительных на чуму, берут для исследования кусочки органов (селезенка, печень, легкое), лимфатических узлов, кровь, костный мозг, материал из кожных поражений, по клиническим показаниям – спинномозговая жидкость, моча, экссудат плевральной полости, мокрота и др..

При проведении эпизоотологического обследования лабораторному исследованию подвергают отловленных грызунов (диких и синантропных), трупы грызунов, блох грызунов и жилища человека, клещей и других эктопаразитов. Реже исследуют других млекопитающих (диких и домашних животных) и членистоногих. При подозрении на чуму верблюдов и сайгаков исследуют материал от этих животных и их трупы.

Исследованию подлежат объекты внешней среды, пробы воздуха палат госпиталей, где находятся больные легочной формой чумы, погадки хищных птиц, почва нор грызунов и другие объекты, смывы с различных поверхностей.

При транспортировке в стационарные бактериологические лаборатории материал помещают в сумки-холодильники с сухим льдом. Для пересылки материала на далекие расстояния в жаркое время рекомендуется пользоваться консервантами (Руководство по профилактике чумы, 1992). Если нет условий для хранения материала на холоде, время от момента взятия материала до начала исследования не должно превышать 5-6 ч.



















Рис. 1. Схема лабораторной диагностики чумы








Рис. 1. Схема лабораторной диагностики чумы (продолжение)
Лабораторная диагностика чумы предусматривает выделение возбудителя чумы и (или) выявление антигенов, ДНК из объектов исследования, определение специфических антител.

Исследование на чуму начинается одновременно бактериологическим, биологическим, иммуносерологическим и молекулярно-генетическими методами. С момента поступления материала проводят: бактериоскопию мазков в световом и люминесцентном микроскопах; бактериологическое исследование, направленное на выделение культуры чумного микроба; биологическое исследование как дополнительное для выделения чистой культуры Y. pestis; иммуносерологическое исследование нативного материала - для выявления видоспецифического антигена; молекулярно-генетическое исследование - для детекции ДНК возбудителя. Серологическое исследование сыворотки крови людей и животных проводят с целью выявления специфических антител (ретроспективный анализ).

Заключение дается на основании бактериоскопического, бактериологического, биологического, серологического и молекулярно-генетического исследования. Схема лабораторной диагностики чумы представлена ниже.

СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИНДИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ ЧУМЫ

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Метод флуоресцирующих антител относится к экспресс-методам обнаружения возбудителя чумы и является одним из наиболее специфичных и чувствительных, позволяет обнаружить возбудитель чумы через 1-2 ч после начала исследования. Однако, положительный результат может быть получен лишь при наличии сравнительно высокой концентрации микробных клеток в исследуемом материале - не менее 1×106 м.к./мл (Апарин Г.П., 1976).

В качестве сертифицированного препарата используют «Иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие чумные адсорбированные лошадиные сухие (ИДЧЛ)» производства РосНИПЧИ «Микроб» (г. Саратов).

Мазки-отпечатки, мазки из мокроты, содержимого бубона и крови, а также из органов животных готовят на обезжиренных предметных стеклах по общепринятой методике. Наличие на предметных стеклах кусочков тканей органов недопустимо.

Фиксируют мазки в течение 30 мин в 96° этиловом спирте. До окончания фиксации все препараты из материала, подозрительного на зараженность возбудителем чумы, считают заразными. В процессе фиксации не допускают слипания между собой отдельных предметных стекол. Применение восковых карандашей для надписей на стеклах недопустимо, так как воск, растворяясь в фиксаторе, образует на стеклах пленку, препятствующую люминесцентной “окраске” бактерий. После окончания фиксации препараты вынимают из спирта и высушивают на воздухе.

На поверхность фиксированного и высушенного мазка, помещенного во влажную камеру (чашка Петри с кусочком смоченной в воде ваты), с помощью пастеровской пипетки или дозатора наносят каплю ИДЧЛ в рабочем разведении. Окраску производят в течение 20 мин. Затем мазки ополаскивают 2-3 кратно (по 3-5 мин) 0,9 % раствором натрия хлорида, содержащего 0,01 М фосфатный буфер рН 7,2-7,4. После этого препараты ополаскивают дистиллированной водой и высушивают на воздухе.

Люминесцентную микроскопию мазков проводят с иммерсионным объективом, применяя специальное нелюминесцирующее иммерсионное масло. 
Степень яркости люминесценции бактерий, “окрашенных” флюоресцирующими иммуноглобулинами, принято оценивать по следующей шкале:

4+ - яркая флуоресценция микробной клетки с четко выраженным ободком по периферии;

3+ - умеренная флуоресценция микробной клетки с четко выраженным ободком по периферии;

2+ или 1+ - слабая равномерная флуоресценция микробной клетки без выраженного ободка.

Специфическим считается свечение с яркостью 4 или 3 плюса, свечение с яркостью 2 и 1 плюс принято считать неспецифическим. Обнаружение светящегося ореола хотя бы у 2-5 клеток в каждом поле зрения свидетельствует о наличии в исследуемом материале чумного микроба.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Иммуноферментный метод относится к ускоренным методам диагностики чумы (Иммуноферментный анализ/ Под ред В.И. Покровского, Е.П. Голубинского, 1986; Яковлев А.Т. с соавт., 1990). Для создания высокоспецифичных диагностических препаратов признано целесообразным использование моноклональных антител (МКА). Для выявления капсульного антигена (ФI) возбудителя чумы используют сертифицированную тест-систему иммуноферментную моноклональную для идентификации капсульного антигена ФI возбудителя чумы (ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России», г. Киров) или экспериментальную тест-систему, производства Ставропольского НИПЧИ.

Постановка реакции и учет результатов осуществляют в соответствии с инструкцией, прилагаемой к диагностическому препарату. Время анализа составляет 2-4 ч.
Применение иммуноферментного метода позволяет выявлять антиген возбудителя чумы (ФI) в материале, содержащим чумной микроб в концентрации 1×105- 1×106 м.к./мл.

Наиболее перспективной модификацией иммуноферментного анализа является дот-иммуноанализ (ДИА), выявляющий антиген в материале, с малой концентрацией Y. pestis. При постановке анализа в качестве твердой фазы используют нитроцеллюлозные мембраны (НЦМ). ДИА может быть использован для выявления видоспецифического антигена (ФI). Дот-иммуноанализ “сэндвич” - методом на бумажных дисках позволяет обнаружить ФI в концентрации 0,4 нг/мл. Метод экономичен, обладает высокой чувствительностью, специфичностью, позволяет получить результат через 2 ч. Возможен визуальный и инструментальный учет результатов.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Полимеразная цепная реакция относится к ускоренным методам диагностики (Куличенко с соавт., 2006; Куличенко с соавт., 1994; Кутырев с соавт., 2000). Для индикации возбудителя чумы используют тест-систему “ГенПест” для выявления ДНК Y. pestis методом полимеразной цепной реакции (ТУ 8895-005-01898109-2007, производства ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб», Саратов). Детекция чумного микроба с помощью данной тест-системы основана на амплификации фрагментов генов caf1 (плазмида pFra) и pla (плазмида pPst). Одновременное определение двух ДНК мишеней позволяет обнаружить полноценные штаммы чумного микроба и штаммы, лишенные одной из указанных плазмид. Обе плазмиды потенцируют патогенные свойства Y. pestis, хотя и не являются основными детерминантами вирулентности.

Чувствительность метода 1×103 м.к./мл, время выполнения анализа - 4-5 ч.

Работу выполняют в соответствии с методическими указаниями МУ 1.3.1794 – 03 «Организация работы при исследованиях методом ПЦР материала, инфицированного микроорганизмами I-II групп патогенности». 

Обеззараживание материала проводят согласно методическим указаниям МУ 3.5.5.-1034-01 «Обеззараживание исследуемого материала, инфицированного бактериями I-IV групп при работе методом ПЦР».

К исследуемым образцам добавляют мертиолят натрия до конечной концентрации 1:10000 (0,01 %) с последующим прогреванием их при температуре 56 оС в течение 30 мин. После обработки мертиолятом натрия 100 мкл образца переносят в микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл, добавляют лизирующий раствор на основе 6М гуанидинтиоизоцианата, в объеме, указанном в инструкции к тест-системе, и инкубируют 15 минут при температуре 65 оС. После выполнения данного этапа материал считается обеззараженным.

Выделение ДНК, проведение ПЦР и учет результатов осуществляют в соответствии с инструкцией по применению тест-системы «ГенПест».

При использовании тест-системы “ГенПест” результат считается положительным в случае амплификации в ПЦР одного или двух фрагментов ДНК, соответствующих по размерам фрагментам положительного контрольного образца. Получение такого ответа свидетельствует о присутствии в пробе ДНК Y. pestis (pFra, pPst). Возможное наличие лишь одного фрагмента указывает на то, что в образце обнаружен возбудитель чумы, в геноме которого имеется только одна из выявляемых видоспецифичных плазмид: pFra или pPst. При визуализации на электрофореграмме фрагментов ДНК, отличающихся по размерам от положительного контрольного образца, результат следует считать отрицательным, также как и в случае полного отсутствия амплификации.

Дополнительные методы специфической индикации

Гемагглютинационные тесты

Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА), реакции торможения непрямой гемагглютинации (РТНГА), реакции нейтрализации антител (РНАт) или антигена (РНАг).

Для индикации антигена ФI возбудителя чумы, в тех случаях, когда выделение возбудителя затруднено или маловероятно, применяют реакцию непрямой гемагглютинации и другие гемагглютинационные тесты с использованием эритроцитарного чумного иммуноглобулинового диагностикума. Для выявления специфических иммуноглобулинов используют эритроцитарный чумной антигенный диагностикум.
Постановка гемагглютинационных реакций для выявления капсульного антигена чумного микроба или антител к нему проводится согласно «Методическим указаниям по применению иммунологических методов диагностики при эпизоотологическом обследовании природных очагов чумы Российской Федерации» (М., 2001) и соответствующим инструкциям по применению эритроцитарных диагностикумов.

Применяют макро- и микрометод постановки реакции непрямой гемагглютинации (РНГА), реакции торможения непрямой гемагглютинации (РТНГА), реакции нейтрализации антител (РНАт) или антигена (РНАг). Подробное описание диагностикумов, других ингредиентов, прилагаемых к диагностикумам, методов подготовки диагностикумов и ингредиентов к исследованию, постановки перечисленных выше реакций, учета и оценки полученных результатов содержится в прилагаемых к наборам препаратов инструкциях по применению диагностикумов.

Гемагглютинационные тесты можно использовать на всех этапах исследования материала (нативный материал, после подращивания, при исследовании “биопробных” животных, при идентификации культуры). Результат учитывают через 2-4 ч предварительно, через 24 ч - окончательно. Нецелесообразно проводить поиск антигена в сыворотке крови больных людей в РНГА-РНАт из-за весьма малого количества ФI в крови больных. Чувствительность этих реакций в большинстве случаев не дает возможности выявить ФI (Руководство по профилактике чумы, 1992).

Микрометод. Обеззараженный исследуемый материал объемом 150 мкл переносят в пластиковые микропробирки типа «Эппендорф». Для проведения термической обработки проб или бактериальных взвесей используют водяную баню (ультратермостат), оснащенную контактным термометром. Исследуемые образцы в пробирках помещают в водяную баню (ультратермостат), прогретые до температуры (75 ± 2) °С и выдерживают при этой температуре 30 мин. После термообработки пробы в случае необходимости (выпадение большого количества денатурированного белка или других хлопьевидных примесей) центрифугируют при 600 об/мин в течение 2-3 минут, используя для дальнейшей работы супернатант. Подготовленный таким образом материал исследуют в системе взаимно контролируемых реакций РНГА-РНАт по обычной методике в объеме 0,025 мл.

Титр в РНГА обычно повышается на 1-2 разведения после термообработки материала в предлагаемом режиме (температура 75 °С, 30 мин) по сравнению со стандартной термоинактивацией при температуре 56 °С в течение 30 мин. В РНАт серологическая активность ФI Y.pestis относительно стабильна при более широком диапазоне термоинактивации – в случае истинно положительного результата.

Обнаружение специфических антител к ФI чумного микроба относится к ретроспективной диагностике чумы. Иммуносуспензионные реакции для обнаружения антител к ФI широко используются в системе мероприятий по эпизоотологическому обследованию очагов чумы.

Сыворотку крови получают обычным способом и инактивируют при температуре 56 °С в течение 30 мин в присутствии мертиолята натрия в конечной концентрации 1:10000.

Сыворотки людей и верблюдов перед исследованием адсорбируют 50 % взвесью формалинизированных эритроцитов барана. Для исследования пригодны и высушенные образцы крови и сыворотки, для чего фильтровальная бумага (2(2 см), обработанная 0,1 % раствором мертиолята натрия и высушенная, пропитывается 0,2 мл крови, а затем высушивается. Перед исследованием бумажку в пробирке заливают 1 мл 0,9 % раствора натрия хлорида, что соответствует разведению сыворотки 1:10. После 40-минутной экспозиции надосадочная жидкость готова для серологического исследования.

Получение смыва из грудной полости у зверьков начинают путем отсепарирования кожи от грудины животного, затем надрезают окологрудинные кости, удаляют грудину, легкие, рассекают крупные сосуды и сердце и шприцем мерно вливают в грудную полость небольшое (0,5-1,0 мл) количество 0,9 % раствора натрия хлорида с мертиолятом натрия, разведенным 1:4000. Все перемешивают и получившуюся жидкость переносят в пробирку. Затем к ней добавляют 0,9 % раствора натрия хлорида с мертиолятом натрия в разведении 1:8000 для окончательного разведения смыва примерно 1:10, что соответствует разведению сыворотки. Смывы, а также высушенные образцы крови в качестве материала для серологического исследования несколько уступают сывороткам по результативности.

Антитела можно обнаружить при помощи РНГА с антигенным и РНАг с антительным диагностикумами. В первом случае положительный результат характеризуется склеиванием эритроцитов, во втором - отсутствием склеивания.

Для характеристики (или определения давности) эпизоотического процесса определяют класс иммуноглобулинов в сыворотке крови или смывах органов грудной полости грызунов при постановке пробы с 2-меркаптоэтанолом, который избирательно разрушает макроглобулины (IgM). С помощью этих реакций устанавливается давность контакта грызунов с возбудителем чумы. В первые дни после контакта обнаруживаются меркаптоэтанолчувствительные IgM, в дальнейшем появляются меркаптоэтанолрезистентные IgG. Полезность определения сроков заражения грызунов возбудителем чумы в природных очагах песчаночьего, суслиного, пищухового, полевочьего и других типов подтверждена практикой работы в этих очагах. Более того, обнаружение у зверьков меркаптоэтанолчувствительных IgM, указывающих на незначительное время, прошедшее со времени контакта с возбудителем чумы, дает основание для поиска возбудителя чумы в этом регионе бактериологическим методом. При обнаружении меркаптоэтанолрезистентных IgG выделение культуры чумного микроба маловероятно (Самойлова Л.В., Мохин К.М., Пионтковский С.А. и др., 1982).

Большая эффективность серологического метода по сравнению с бактериологическим объясняется значительным превалированием серопозитивных грызунов над теми, от которых можно выделить культуру чумного микроба. Такое соотношение характерно для всех фаз эпизоотии, за исключением острого начала. Определение антител у резистентных видов животных позволяет значительно точнее определить границы эпизоотии.

Реакция гемагломерации

Для идентификации выделенной культуры может быть использована реакция гемагломерации на стекле с чумным иммуноглобулиновым эритроцитарным диагностикумом (Пунский И.Е., 1990). С этой целью выделенную культуру выращивают в течение 2 сут при температуре 37 °С на плотной питательной среде. Снимают петлей изолированную колонию и готовят суспензию на 0,9 % растворе натрия хлорида с концентрацией бактерий 1×108-1×109 м.к./мл. Суспензию можно исследовать в нативном состоянии или после обеззараживания формалином (конечная концентрация - 1-2 %).

В стерильной чашке Петри смешивают платиновой петлей культуру - колонию или каплю суспензии бактериальной культуры с каплей (0,05 мл) чумного иммуноглобулинового эритроцитарного диагностикума 2,5 % концентрации. Через 5-7 мин при помощи вогнутого зеркала проводят учет реакции по 4-балльной шкале: “4+” - полное просветление жидкости и агломерация всех эритроцитов; “3+” - неполное просветление жидкости, агломерация основной массы эритроцитов; “2+” - неполное просветление жидкости, основная масса эритроцитов не агломерирована; “1+” - имеются единичные частицы агломерата; “-” - отсутствие просветления и агломерации эритроцитов.

ПОСТАНОВКА БИОЛОГИЧЕСКОЙ ПРОБЫ

Биологическое исследование является обязательным при проведении лабораторной диагностики чумы. Постановка биологической пробы не только увеличивает вероятность выделения культуры, но и необходима при ее идентификации. Для биологических проб используют морских свинок и белых мышей. Допустимо использовать диких грызунов, обладающих высокой чувствительностью к чуме. Дикие грызуны могут быть использованы только в том случае, если они после отлова выдержаны в лабораторных условиях не менее 30 сут до заражения и серологический анализ на наличие антител к ФI чумного микроба был отрицательный. Желательно, чтобы грызуны были выловлены в тех же местах, откуда производится забор материала для исследования.

Пунктаты бубона, везикул, пустул, кровь, суспензия органа (ов), костный мозг, мокроту и другой материал вводят лабораторным животным подкожно в объеме 0,5 мл морским свинкам и 0,2 мл белым мышам или для ускорения гибели подопытного животного - внутрибрюшинно. Если имеется предположение, что во вводимом материале возбудитель чумы находится в незначительном количестве, заражающую дозу можно увеличить: для свинки до 1,5-2 мл и вводить подкожно в паховую область, белой мыши - до 0,5-1 мл под кожу спины. При внутрибрюшинном заражении морским свинкам вводят материал в объеме 0,5-1,0 мл, а белым мышам - 0,3-0,5 мл.

Если в исследуемом материале предполагается наличие банальной микрофлоры или гнилостных микробов, пользуются методом втирания материала в кожу животного. Для этого у биопробного животного выщипывают в области живота участок кожи (у морских свинок размером 4(5 см, у белых мышей - 1,5(2 см.). Свободное от шерсти место и шерсть вокруг смачивают стерильным 0,9 % раствором натрия хлорида. Кожу скарифицируют скальпелем до появления гиперемии и небольших поверхностных кровоизлияний. Материал наносят на этот участок в виде густой взвеси и тщательно втирают плоской поверхностью скальпеля. Во избежание разбрызгивания втирание материала производят под прикрытием большой воронки или крышки от чашки Петри.
Если исследуемые трупы имеют признаки разложения, то животных заражают раздельно суспензиями из органов и костного мозга. Заражение одновременно двумя методами в ряде случаев помогает сократить сроки установления диагноза и избежать риска гибели животного от посторонней микрофлоры.
Кусочки паренхиматозных органов и лимфатических узлов для постановки биологической пробы растирают в ступке со стерильным кварцевым песком. Затем добавляют небольшое количество 0,9 % раствора натрия хлорида, бульона или 1 % пептонной воды, тщательно перемешивают и через тонкий слой ваты суспензию набирают в шприц. Слизь из зева или вязкую мокроту эмульгируют в 0,9 % раствором натрия хлорида в стерильной чашке Петри.

У погибших после заражения лабораторных животных выявляют наличие патологоанатомических изменений, делают посевы, и мазки-отпечатки на предметные стекла паренхиматозных органов (печень, селезенка, легкое) лимфатических узлов и крови. Суспензию, приготовленную из внутренних органов, исследуют серологически на присутствие ФI. Оставшихся в живых после заражения животных умерщвляют на 7-е сутки и производят патологоанатомическое, бактериологическое, серологическое и молекулярно-генетическое исследования.

У животных, погибших от чумы в результате подкожного или накожного заражения, в месте введения материала обнаруживают полнокровие, серозно-геморрагическое пропитывание тканей, нагноение, некроз. Лимфатические узлы увеличены, гиперемированы, нередко инфильтрированы геморрагическим экссудатом, могут быть плотными или размягченными, окружающие ткани пропитаны студневидной серозно-геморрагической или гнойно-геморрагической жидкостью. В тканях узла могут быть очаги некроза и нагноения. В селезенке, печени, легких наблюдаются единичные или множественные от мелкоточечных до величины булавочной головки узелки сероватого цвета. Вокруг некоторых из них, особенно в легких, определяются венчики гиперемии. В легких могут быть очаги кровоизлияния и участки уплотнения темно-красного или серовато-красного цвета (очаги пневмонии). Селезенка, печень, надпочечники увеличены, дряблой консистенции, полнокровны с участками некроза. В некоторых случаях в брюшной полости обнаруживается вязкий экссудат.

При накожном заражении на месте введения можно обнаружить мелкие везикулы (пузырьки), окруженные зоной гиперемии, или язвочки. При внутрибрюшинном методе заражения развивается экссудативный перитонит с образованием фибринозно-гнойных пленок на капсуле селезенки и печени.

В том случае, когда рост возбудителя чумы в прямом посеве исследуемого материала отсутствует, а биопробное животное погибает, суспензию его органов вводят второму биопробному животному и засевают на питательные среды. Исследование второго животного проводят так же, как и первого.

Ускоренному установлению диагноза чумы может способствовать поэтапное исследование биопробных животных. Для этого одновременно подкожно и внутрикожно заражают несколько лабораторных животных - морских свинок и белых мышей. Последовательно через 1-2-3 суток забивают по одному животному и подвергают исследованию по общепринятой методике. Особое внимание обращают на посевы из места введения материала и регионарных лимфатических узлов. При этом материал, подлежащий исследованию, высевают параллельно на две агаровые пластинки для одновременной постановки на одной из них пробы с чумным бактериофагом (Тимофеева Л.А. с осавт.,1957).

При ограниченном количестве животных, при невозможности ежедневного забоя у морских свинок после заражения ежедневно исследуют пунктат из регионарных лимфатических узлов. Этот метод позволяет выделить культуру уже на первых этапах развития инфекционного процесса и до гибели животного.

Введение куриного желтка или гидрокортизона лабораторным животным снижает их резистентность к чуме и позволяет ускорить постановку диагноза в случаях малой заражающей дозы или снижения вирулентности возбудителя. Для постановки биопробы стерильно взятый желток куриного яйца смешивают с 8 мл 0,9 % раствором хлорида натрия, тщательно эмульгируют (или суспендируют). Полученную взвесь одновременно с исследуемым материалом вводят животным в объеме 0,5 мл для белой мыши, 1 мл - для морской свинки. Гидрокортизон вводят лабораторным животным до заражения в дозе 5 мг в объеме 0,5 мл 0,9 % раствора хлористого натрия под кожу области бедра (Апарин Г.П., Голубинский Е.П.,1976, Кураев И.И., 1960).

Позволяет ускорить получение результата биологического исследования метод определения антигенурии у лабораторных и диких грызунов (прижизненное определение в моче грызунов ФI в системе однонаправленных серологических реакций (РНГА-РНАт). Этот подход можно использовать при постановке биологических проб на белых мышах, морских свинках и диких грызунах при эпизоотологическом обследовании природных очагов чумы (антигенурия у отловленных грызунов). Наличие антигенурии отмечается на 2-е - 3-и сутки после заражения животного чумой.

Для отбора проб мочи животных помещают в зависимости от их размера в 2-10-литровые банки с фиксирующимися крышками. В банки предварительно настилают 2 листа фильтровальной бумаги, вырезанные по размеру дна, и дают корм: ячмень, пшеницу, кукурузу; для стимуляции диуреза - морковь, капусту. Банки ежедневно меняют. Участки подстилки с пятнами мочи вырезают, помещают в пробирки и заливают 4-6 мл 0,1 М фосфатного буфера с 2 % раствором формалина. Через 12-24 ч содержимое пробирки уплотняют металлической палочкой, надосадочную жидкость исследуют в системе РНГА-РНАт. Обнаружение в пробе капсульного антигена свидетельствует о наличии у животного чумы (Трауб Л.А. с соавт.,1990).

СОКРАЩЕННАЯ СХЕМА ИДЕНТИФИКАЦИИ ВОЗБУДИТЕЛЯ ЧУМЫ

В полевых лабораториях идентификацию культур, предположительно относящихся к виду Y. pestis, проводят на основании следующих тестов:

· характерная морфология и отношение к окраске по Граму микробных клеток в мазках из нативного материала (выделение больных, органы трупов людей и животных);

· характерная морфология роста на жидких и плотных питательных средах;

· чувствительность выделенных культур к чумным диагностическим фагам Л-413C, Покровской и псевдотуберкулезного;

· отсутствие ферментации мочевины;
· способность чумного микроба синтезировать видоспецифический капсульный антиген (ФI);

· детекция  специфической ДНК (при наличии соответствующего оборудования и специалистов);
· чувствительность к антибиотикам методом дисков (при выделении первой культуры).
Выявление выше указанных признаков у бактериальной культуры дает основание для отнесения ее к виду Y. рestis (Специфическая индикация патогенных биологических объектов. Практическое руководство, 2006).
Морфология микробных клеток в мазках

При исследовании материала от больного человека каплю пунктата или отделяемое бубона, содержимое везикулы, пустулы, пунктат из плотных частей карбункула наносят на предметное стекло и растирают платиновой петлей осторожно, не допуская разбрызгивания. При приготовлении мазков из мокроты (собранной в чашку Петри) захватывают стерильным пинцетом или петлей комочек с прожилками крови и растирают на стекле. Мазки из слизи зева приготавливают проведением тампоном (одной стороной) по предметному стеклу. Кровь для приготовления мазка наносят на стекло с помощью петли или пастеровской пипетки с узким капилляром и растирают платиновой петлей. Мазки из крови можно готовить по методике, используемой в клинических лабораториях, с помощью предметных стекол со шлифованным краем.

При исследовании трупного материала (людей или животных) делают мазки-отпечатки. Для этого от каждого кусочка органа стерильными ножницами отрезают часть, и поверхностью свежего среза делают отпечатки на предметном стекле.

Чтобы получить более тонкие отпечатки, следует вначале сделать несколько оттисков на фильтровальной бумаге, а затем уже на стекле. Обычно на одном предметном стекле делают отпечатки из всех органов, располагая их поперек длины стекла в следующем порядке: из лимфоузла наносят на стекло 4 отпечатка, селезенки - 3, легкого - 2, печени - 1, крови - длинный мазок поперек стекла.

Приготовленные мазки высушивают на воздухе, после чего фиксируют погружением в 96° этиловый спирт на 30 мин с последующим высушиванием на воздухе.

В практической работе для фиксации мазков удобнее пользоваться смесью Никифорова (равные объемы этилового спирта и эфира). Мазки, подлежащие исследованию люминесцентным методом, фиксируют в чистом этиловом спирте без последующего обжигания.

При обнаружении первых случаев заболеваний, подозрительных на чуму, или трупа человека, погибшего то чумы готовят не менее 6-8 мазков. Один - окрашивают 1 % водным раствором метиленовой синьки, второй - по Граму, третий - обрабатывают ИДЧЛ. Остальные мазки оставляют неокрашенными для повторных исследований. Наличие в препаратах грамотрицательных овоидных биполярно окрашенных анилиновыми красками палочек или люминесцентный положительный анализ при соответствующих клинических, патологоанатомических, эпидемиологических и эпизоотологических данных дают основание поставить предварительный диагноз чумы.

Морфология роста на питательных средах

Одновременно с микроскопическим исследованием производят посев материала на питательные среды. Если материал для исследования доставлен в небольших количествах (например, при извлечении пунктата бубона), то в лаборатории его стерильно разводят в 0,3-0,5 мл питательного бульона.

Для посевов используют высокопитательные, предварительно проверенные на ростовые качества, среды. В качестве стимуляторов роста чумного микроба в питательную среду добавляют 2,5 % раствор сульфита натрия из расчета 1 мл на 100 мл среды, или 0,05-0,1 % свежей гемоизированной крови, или выпускаемой в ампулах. Для подавления роста посторонней микрофлоры к среде добавляют раствор генцианвиолета, конечная концентрация которого в среде составляет от 1:100 тыс. до 1:800 тыс., в зависимости от конкретного природного очага и степени загрязнения материала, или фосфомицин 50 мкг/мл.

Лучшими для выделения чумного микроба из любого исследуемого материала являются элективные питательные среды: агар Хоттингера или Мартена с сульфитом натрия и генцианвиолетом и те же агары с лизированной кровью и генцианвиолетом. При отсутствии агара Хоттингера и Мартена может быть использован агар на гидролизате казеина или казеиново-дрожжевом, или мясо-пептонной воде. Посев не загрязненного посторонней микрофлорой материала (кровь, пунктат невскрывшегося бубона и т.д.) допускается производить на питательные среды, не содержащие генциан-виолет.

Жидкую мокроту с примесью крови платиновой петлей (2-3 петли) или пастеровской пипеткой с широким капилляром наносят на поверхность агара, растирают шпателем или рассеивают частыми штрихами петлей. Шпатель или петлю без обжигания переносят на вторую и третью пластинки агара и распределяют остатки материала. Если мокрота вязкая, то комочек ее с прожилками крови стерильным пинцетом или толстой платиновой (крученой) петлей переносят на поверхность агара и тщательно растирают шпателем или расштриховывают сначала в первой, затем во второй чашках.

Слизь из зева ватным тампоном засевают на питательный агар (обязательно с генциан-виолетом), а затем тампон с материалом тщательно прополаскивают в 1 мл бульона Хоттингера или Мартена с генциан-виолетом и хорошо отжимают о стенки пробирки. Полученную в пробирке взвесь используют для заражения биопробных животных.

Сгусток крови из пробирки осторожно переносят в чашку Петри и нарушают его целостность стерильными препаровальными иглами или неопаянным концом стерильной трубочки, максимально высвобождая от фибрина жидкую кровь. Набирают ее в пипетку и засевают во флаконы с бульоном, а 0,1 мл крови сеют на агаровую пластинку, растирая шпателем. Остатки крови используют для заражения биопробных животных.

Пунктат из бубона, везикулы (если материала мало, то его разводят в 0,3-0,5 мл бульона) петлей или капилляром пастеровской пипетки засевают на поверхность агара в чашках Петри, распределяя его шпателем или частыми штрихами платиновой петлей, а также вносят в пробирку с бульоном. Остатки материала используют для заражения лабораторных животных. Материал из вскрывшегося бубона, язвы, карбункула засевают на поверхность агаровых пластинок с генцианвиолетом и сульфитом натрия или лизированной кровью.

Другие материалы (спинномозговая жидкость, мозг и т.д.) засевают в соответствии с характером материала или на поверхность агаровых пластинок и в бульон, или только на агаровые пластинки по изложенной выше методике.

При исследовании материала от подозрительного на чуму больного или трупа человека следует от каждой пробы производить посев на отдельную чашку с агаром. Все посевы помещают в термостат при температуре (28±1) oС. Посевы начинают просматривать через 16-18 ч, когда можно под микроскопом заметить рост культуры чумного микроба в виде плоских фестончатых образований - “платочков”, из которых в дальнейшем формируются типичные колонии. С этой чашки делают пересев в чашки или пробирки со скошенным агаром для получения чистой культуры и ее последующей идентификации. На бульоне определяют характер роста.

Колонии возбудителя чумы, развивающиеся при посеве исследуемого материала на агаре с генциан-виолетом, следует пересевать параллельно: на агар с генциан-виолетом и на агар без генцианвиолета во избежание возможности потерять выделенную культуру. Если при этом на агаре без генцианвиолета вырастает чистая культура возбудителя чумы, параллельные высевы на агар с генцианвиолетом можно прекратить.

Наблюдение за посевами ведут в течение 5 суток. Если за это время не появились колонии, подозрительные на бактерии чумы, а результат исследования биопробных животных отрицательный, исследование считают законченным.

При выделении культур чумного микроба, особенно от больных, следует устанавливать чувствительность возбудителя к антибиотикам. Наиболее простым методом определения чувствительности штамма к антибиотикам является использование стандартных дисков, пропитанных различными антибиотиками (метод дисков). При необходимости более точного определения чувствительности к лекарственным препаратам используют методы серийных разведений препаратов в жидких или на плотных питательных средах (Руководство по профилактике чумы, 1992).

Определение чувствительности к бактериофагам

Метод стерильного пятна. На подсушенную поверхность агара Хоттингера, Мартена, казеиново-дрожжевого или мясо-пептонного (рН 7,2-7,3) наносят 18-20-часовую исследуемую культуру и равномерно распределяют по поверхности. Затем чашку делят на 3 сегмента и в центр каждого наносят по одной капле (0,02-0,03 мл) или одной петле диаметром 2 мм чумного Покровской, чумного Л413-С и псевдотуберкулезного бактериофагов. Агаровые пластинки подсушивают, переворачивают и ставят в термостат на 15-18 ч при температуре 28 °С. Если исследуемая культура принадлежит к чумному микробу, то на месте нанесения чумного бактериофага образуется «стерильное пятно» - положительный результат.

Двухслойный метод. В пробирку с 2,5-4,5 мл 0,7 % агара (на любой питательной основе), расплавленного и остуженного до температуры 46 °С, добавляют 0,1 мл 1×109 м.к.. 18-часовой агаровой культуры и выливают на агаровую пластинку (1,5 %) в чашку Петри. Чашки с полуприкрытыми крышками подсушивают при комнатной температуре 20-30 мин. Затем наносят фаг, как указано выше. Посевы инкубируют в термостате при температуре 28 оС. Результаты учитывают через 18, в экстренных случаях - через 12 ч. Чашки рассматривают в проходящем свете.

Наличие лизиса в виде одного стерильного пятна или четко контурированного “мутного” пятна или группы мелких пятен на месте нанесения трех бактериофагов оценивают как положительный результат.

Метод диагностических рабочих разведений. Дифференциальный рабочий титр (ДРТ) бактериофага чумного - наибольшее разведение фага, одна капля которого способна образовывать стерильное пятно на газоне со штаммами чумного микроба и не образовывать в этих разведениях стерильных пятен со штаммами псевдотуберкулезного микроба.

Расплавленный 1,5 % агар, приготовленный на любой питательной основе (рН 7,2), разливают в чашки Петри, и после застывания, подсушивают 30 мин в опрокинутом состоянии под углом над своими крышками. На дне чашки вычерчивают по 8 квадратов в ряд. В пробирку с 4,5 мл расплавленного и остуженного до температуры 46-47 °С 0,7 % агара добавляют 0,1-0,2 мл 18-20-часовой бульонной культуры испытуемого штамма и после равномерного перемешивания выливают на подготовленные вышеуказанным способом чашки. После застывания нанесенного слоя агара с культурой петлей диаметром 2 мм наносят капли цельного и разведенного чумного фага 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7. После подсыхания капель чашки переворачивают и инкубируют при температуре 28 °С в течение 18-20 ч.

Исследуемая культура относится к возбудителю чумы, если она лизируется цельным фагом Л-413 С. Пробу с бактериофагами - чумным Покровской (отличающимся от фага Л-413С по механизму специфического действия, серотипу и меньшей специфичностью) и псевдотуберкулезным - ставят только в том случае, если культура, подозрительная на принадлежность к возбудителю чумы, не лизируется фагом Л-413 С.

При использовании фага Покровской исследуемая культура является чумным микробом, если она лизируется фагом в ДРТ и выше. Если исследуемая культура лизируется в разведении ниже ДРТ, то вопрос о принадлежности ее к чумному или псевдотуберкулезному микробам должен быть решен с помощью других дифференциальных тестов.

Определение ферментации мочевины

Способность разлагать мочевину является одним из основных тестов, позволяющих дифференцировать чумной и псевдотуберкулезный микробы. Большинство штаммов чумного микроба не проявляют уреазной активности. Штаммы псевдотуберкулезного микроба расщепляют мочевину. В настоящее время используются среды Кристенсена и Тимофеевой (среда для идентификации чумного и псевдотуберкулезного микробов по признаку ферментации углеводов и мочевины, сухая – ЦДС), а также метод, предложенный Г.Н. Ленской.

На скошенную поверхность агара Кристенсена засевают двухсуточную агаровую культуру изучаемого штамма и инкубируют при температуре 28 °С. Штаммы псевдотуберкулезного микроба в процессе роста, окрашивают среду в розовый или малиновый цвет. Штаммы чумного микроба не изменяют цвета среды.

При посеве возбудителя чумы на цветную дифференциальную среду, предложенную Л.А.Тимофеевой, он через сутки инкубации при температуре 28 °С изменяет исходную темно-зеленую окраску среды до красно-оранжевого (столбик) и сине-зеленого (косячок) цветов вследствие полной или неполной ферментации глюкозы в анаэробных и аэробных условиях соответственно. Псевдотуберкулезный микроб вызывает изменение окраски как столбика, так и косячка в синий цвет за счет ферментации мочевины.

По методу Г.Н. Ленской к 100 мл стерильного 0,9 % раствора натрия хлорида строго стерильно добавляют 2 % кристаллической мочевины и 1 % спирто-водного раствора фенолфталеина, не подвергая раствор кипячению, чтобы не снижать интенсивность реакции, затем его разливают по 4 мл в стерильные пробирки. Легкая опалесценция, наступающая после добавления фенолфталеина, обычно исчезает через несколько часов. Культуру 2-3-суточного возраста, выращенную при температуре 28 °С, растирают петлей непосредственно в пробирке со средой до концентрации в 1-2×109 м.к./мл.

В связи с тем, что в типичной культуре псевдотуберкулезного микроба содержится свободная уреаза, среда окрашивается в розовый или малиновый цвет. В пробирках с посевами культур чумного микроба ферментации мочевины не наступает, и среда остается бесцветной. Используют только свежеприготовленную среду.

Определение способности синтезировать антиген ФI
Индикация ФI проводится в тех случаях, когда затруднено бактериологическое исследование, а выделение культур чумного микроба маловероятно или невозможно, а также в целях экспресс – и ускоренной диагностики с нативным материалом, после накопления возбудителя в организме лабораторных животных (биопробы) и на питательных средах в целях идентификации выделенной культуры. Объектами исследования являются: трупы и выделения людей, верблюдов, других крупных и мелких животных, грызунов, погадки хищных птиц и фекалии наземных хищников, костные останки, блохи и другие эктопаразиты, посевы на плотных и жидких питательных средах (заросшие посторонней микрофлорой).

У свежих трупов исследуют селезенку и печень, у загнивших - также почки, легкие, костный мозг, лимфатические узлы и кожу. У мумифицированных трупов исследуют крупные трубчатые кости и кожу для приготовления суспензии. При наличии кожной язвы, характеризующей кожную форму чумы у больного или трупа, серологическому исследованию подлежит взвесь из корочки вокруг язвы. Материал измельчают, экстрагируют 1-2 % раствором формалина на 0,9 % растворе натрия хлорида.

Из погадок хищных птиц при помощи 1 % раствора формалина (лучше на 0,1 М фосфатно-солевом буфере, рН 7,2-7,4) готовят в ступке суспензии костных и кожных остатков. Перед исследованием их можно объединить, дать отстояться, отобрать надосадочную жидкость. Экскременты наземных хищников (ласка, хорь, волк, лисица) заливают несколькими миллилитрами 1 % раствора формалина, растирают и оставляют до следующего дня, после чего исследуют. Костные остатки (с определением видовой принадлежности или без такового) исследуют индивидуально или группами по 20-25 штук, измельчая в ступке и заливая 1 % раствором формалина на 0,9 % растворе натрия хлорида, примерно из расчета 10 частей на 1 часть веса костей.

При серологическом исследовании блох применяют предварительное подращивание содержащихся в материале микроорганизмов на питательных средах при температуре 37 °С в течение 48 ч. В пробирку с блохами (до 20 экз.) добавляют 2-3 мл бульона Хоттингера, содержащего сульфит натрия (0,03 %), генциан-виолет (0,0003 %) и неионогенный детергент ОП-7 (3 %). После подращивания культуру микроорганизмов обеззараживают добавлением в пробирку формалина до 2 % концентрации. Исследованию подвергают надосадочную жидкость.

Культуры возбудителя чумы с плотных питательных сред (чашки Петри), заросших посторонней микрофлорой, выдерживают 24 ч в термостате при температуре 37 °С, затем обеззараживают добавлением в чашку Петри со средой 3-4 мл 2 % раствора формалина. Через 12 ч надосадочную жидкость исследуют на наличие ФI.
ПЦР для ускоренной идентификации культур чумного микроба

ПЦР используют для подтверждения принадлежности выделенных культур или подозрительных колоний к виду Y. pestis, а также для ускоренной дифференциации авирулентных штаммов чумного микроба от вирулентных.

Выявление видоспецифичных плазмид pFra и pPst осуществляют с помощью тест-системы «ГенПест». Методика проведения анализа представлена в разделе индикации возбудителя чумы.

Подтверждение принадлежности выделенных культур к виду Y. pestis, а также дифференцирование авирулентных штаммов чумного микроба от вирулентных проводят с помощью экспериментальных серий «Мульти-Yp» - тест-системы для детекции и характеристики чумного микроба по вирулентности методом мультилокусной ПЦР», разработанной в РосНИПЧИ “Микроб” (Куклев В.Е. с соавт., 2006). Принцип метода заключается в одновременной амплификации фрагментов видоспецифичного для возбудителя чумы хромосомного локуса (3а) и двух генетических маркеров, ассоциированных с вирулентностью: ген irp2 (остров высокой патогенности) и ген lcrV (плазмида pCad). Схема обеззараживания проб и выделения ДНК приведена в разделе индикации возбудителя чумы. ПЦР проводят в соответствии с инструкцией к тест-системе. 

Интерпретация результатов

В случае присутствия в исследуемой пробе ДНК чумного микроба отмечается амплификация фрагмента хромосомного видоспецифичного локуса 3а. Одновременное образование в результате ПЦР фрагментов, соответствующих локусу 3а, гену irp2 хромосомного острова патогенности и lcrV плазмиды pCad, позволяет сделать вывод о том, что в анализируемом образце присутствует вирулентный штамм Y. pestis. Отсутствие одной из главных детерминантов вирулентности (хромосомного острова патогенности и/или плазмиды pCad) наряду с наличием локуса 3а свидетельствует об авирулентности исследуемого изолята чумного микроба. Отсутствие амплификации локуса 3а, одновременно с наличием ПЦР-продуктов по irp2 и lcrV генам, позволяет судить о присутствии в пробе Yersinia spp. или других представителей семейства Enterobacteriaceae.

Дополнительные тесты, применяемые для окончательной идентификации при лабораторной диагностике 

чумы

· Более подробное изучение культур возбудителя чумы, проводимое, как правило, в противочумных институтах, включает в себя: определение ферментативной активности по отношению к различным моно-, ди-, трисахаридам, спиртам, глюкозидам (способности к нитрификации и денитрификации); определение подвижности изучаемых бактериальных культур в 0,3 % полужидком агаре при температуре 20-22 °С; пестицин-фибринолизин-плазмокоагулазной активности; чувствительности к пестицину 1; питательных потребностей; вирулентности для лабораторных и диких животных; пигментсорбции; зависимости роста от кальция при температуре 37 °С, а также ряд других тестов. 
Ферментация глицерина

Ферментация глицерина (или ее отсутствие является генетической меткой штамма (Gly+ или Gly-). Отношение к глицерину изучают на пластинках агара Коля-Белькура или Касаткина. Одну петлю одно- или двухсуточной испытуемой агаровой культуры наносят на агаровую пластинку среды в виде полоски. Среды с посевами инкубируют при температуре 28 °С. Результаты учитывают через 1-3 сут. Штаммы чумного микроба, циркулирующие в природных очагах, где основными носителями являются сурки, суслики, полевки, пищухи, ферментируют глицерин и растут на агаре Коля-Белькура в виде красной полосы, окрашивая часто и толщу агара вокруг посева. Штаммы, выделяющиеся в очагах, где основными носителями являются крысы, не ферментируют глицерин и растут на агаре Коля-Белькура в виде серовато-белой полоски. Изучать ферментацию глицерина в жидкой среде не рекомендуется, так как расщепление его в такой среде запаздывает, что может привести к ошибочным выводам.

В среду Касаткина глицерин вносят до 2 % концентрации. На агаровые пластинки высевают 200 м.к. 24-48 часовой агаровой культуры чумного микроба. При ферментации глицерина вырастают красно-оранжевые колонии, при отсутствии – колонии цвета среды. 

Нитрифицирующая и денитрифицирующая способность

Для испытания нитрифицирующей способности одну петлю испытуемой одно- или двухсуточной агаровой культуры засевают в 1 мл бульона Хоттингера или Мартена (рН 7,1-7,2), а для выявления денитрифицирующей способности штамма его сеют в 1 мл той же серии бульона, но с добавлением 0,1 % азотнокислого калия (KNO3). Бульон предварительно проверяют на отсутствие нитритов путем прибавления к 1 мл 0,5 мл реактива Грисса (бульон не должен менять цвета).

Посевы помещают в термостат при температуре 28 °С и через 3 сут в обе пробирки прибавляют по 0,5 мл реактива Грисса. В положительных случаях сразу появляется розовое окрашивание, что указывает на наличие в посевах нитритов (в первом случае они образовались за счет аммиака, во втором - из солей азотной кислоты). О степени интенсивности реакции судят по окраске: от еле заметной розовой до малинового цвета. При количественном определении денитрифицирующей активности к двукратным разведениям трехсуточных культур в бульоне или изотоническом растворе хлорида натрия добавляют по 0,5 мл реактива Грисса и оценивают также по интенсивности окраски: 1+ – бледно-розовая, 2+ – розовая, 3+ –малиновая, 4+ – темно-малиновая. Положительной считать реакцию при окраске среды на 2+.
Определение подвижности

При изучении подвижности, помимо обычного метода исследования в висячей капле, можно пользоваться 0,3 % полужидким агаром в столбике по Пешкову. Чумные микробы растут только по ходу укола иглы, что свидетельствует об отсутствии подвижности. Бактерии псевдотуберкулеза, помимо этого, диффундируют в питательную среду в виде облачка (псевдотуберкулезный микроб подвижен). Культуру для исследования на подвижность выращивают при температуре 20-22 °С и выдерживают длительное время (48-72 ч), так как в отдельных штаммах псевдотуберкулезного микроба активно подвижных клеток может быть мало и нужно время для их накопления и диффузного распределения в толще агара. 

Пестициногенная активность

Для определения пестициногенности поверхность чашки с агаром делится на несколько секторов и в центре каждого из них делается посев 1-2‑суточной агаровой культуры исследуемых штаммов таким образом, чтобы получить бляшку диаметром 0,5 см. Для контроля на один из секторов засевают заведомо пестициногенный штамм Y. pestis ЕV.

Посевы инкубируют при температуре 28 °С в течение 48 ч. Затем выросшие “макроколонии” стерилизуют в парах хлороформа (кружки фильтровальной бумаги вкладывают в крышку чашки Петри, наносят на них хлороформ, а чашки помещают в эксикатор на 2 ч или на ночь). После стерилизации фильтровальную бумагу удаляют, и посевы выдерживают при комнатной температуре до исчезновения запаха хлороформа при приоткрытых крышках чашек. Затем на поверхность агаровой пластинки выливают 4,5 мл расплавленного и остуженного до температуры 47-51 °С 0,75 % агара, содержащего 0,5 мл 4-часовой бульонной культуры индикаторного штамма. В качестве индикаторных штаммов используют культуры псевдотуберкулезного микроба I серотипа. Посевы инкубируют при температуре 37 °С. Учет результатов осуществляют через 24 и 48 ч.

Положительный результат - способность образовывать пестицин I - отмечается в том случае, если “макроколонии” исследуемых культур окружены зоной полного или частичного торможения роста индикаторного штамма. Культуры, не обладающие пестициногенной активностью, не подавляют рост штамма-индикатора. Для определения пестициногенности штаммов предпочтительнее применять агар Хоттингера (рН 7,2) с 1 % сухого пептона. На таком агаре получаются более четкие результаты.

Определение фибринолитической активности

Нативную плазму (человеческую) или цитратную кроличью разводят 0,9 % раствором натрия хлорида 1:8 или 1:10 и разливают по 0,5 мл в каждую пробирку. Затем готовят взвеси бактерий из односуточных культур, содержащих по 1.109 м.к./мл. По 0,25 мл взвеси исследуемого штамма вносят в пробирку с плазмой, перемешивают и добавляют 0,1 мл 0,5 % стерильного раствора кальция хлорда.

В качестве контролей используют 0,5 мл плазмы в таком же разведении, 0,25 мл 0,9 % раствора натрия хлорида и 0,1 мл 0,5 % раствора кальция хлорида; 0,5 мл плазмы, 0,25 мл 1-миллиардной взвеси одно-двухсуточной агаровой культуры Y. pestis EV и 0,1 мл 0,5 % стерильного раствора кальция хлористого (для контроля свертывания плазмы). Посевы инкубируют при температуре 37 °С. Через 40-60 мин после помещения в термостат, проверяют образование сгустка. Если за 60 мин сгусток не образовался, реакцию следует повторить.

Учет результатов производят через 18-20 ч и оценивают следующим образом: “4+” - полное растворение сгустка; “3+” - почти полное растворение сгустка, на поверхности плазмы очень маленькая пленка; “2+” - небольшой сгусток плавает в большом количестве плазмы; “1+” - очень небольшое количество жидкой плазмы при хорошо сформированном сгустке; “-” - сгусток, заполняющий всю пробирку.

При необходимости дать количественную характеристику фибринолитической активности штамма готовят взвеси, содержащие различные концентрации микробных тел (1 х 109, 1 х 108, 1 х 107, 1 х 106 и т.д.), и 0,25 мл каждого разведения вносят в пробирки с плазмой. Все остальное делают так же, как описано выше.

Так как не каждая порция плазмы пригодна для реакции фибринолизиса в разведении 1:10 необходимо перед опытом оттитровать ее с культурой штамма Y. pestis ЕV в разведениях 1:4, 1:6, 1:8 и 1:10 и выбрать наилучшее. Методика работы такая же, как в опыте.

Признак фибринолитической активности может быть определен на специально сконструированной плотной питательной среде (Кутырев В.В., 1980, Кутырев В.В., Проценко О.А., 1989). Растворы препаратов фибриногена и тромбина готовят ex tempore. Для этого содержимое флакона с препаратом фибриногена растворяют в дистиллированной воде до концентрации 10 мг/мл. Препарат тромбина также растворяют в дистиллированной воде, с тем, чтобы в 1 мл раствора содержалось 50 ед. тромбина. При необходимости растворы фибриногена и тромбина можно хранить 2-3 суток при температуре 4 °С.

Приготовленные растворы последовательно вносят в 100 мл расплавленного и остуженного до температуры 45 °С 1,2 % агара Хоттингера, рН 7,2: добавляют 20 мл матричного раствора фибриногена, перемешивают, затем вносят 1,0 мл раствора тромбина. Содержимое флакона следует энергично перемешать и разлить по 25-30 мл в чашки Петри.

Все манипуляции необходимо осуществлять предельно быстро, особенно после добавления раствора тромбина, так как реакция превращения фибриногена в фибрин под воздействием тромбина происходит весьма интенсивно.

Правильное приготовление среды позволяет получить слегка мутные с белесым оттенком пластинки агара, содержащего фибрин.

На среду с фибрином высев разведений микробной взвеси производят с таким расчетом, чтобы выросли изолированные колонии: для этого на агаровую пластинку наносят 0,1 мл взвеси, содержащей 100-1000 м.к., которую затем шпателем распределяют по всей поверхности. Посевы инкубируют в течение 48 ч при температуре 28 °С, а затем еще 24 ч при температуре 37 °С, что позволяет более четко проявиться признаку фибринолитической активности.

На 2-е - 3-и сутки инкубации вокруг колоний, обладающих фибринолитической активностью, за счет лизиса фибрина формируются четкие прозрачные зоны, которые легко определяются в проходящем свете.

Определение плазмокоагулирующей способности

Цельную нативную человеческую или цитратную кроличью плазму разливают по 0,5 мл в пробирки и затем в каждую из них засевают полную петлю диаметром 1 мм одно-двухсуточной культуры исследуемых штаммов.

В качестве контролей используют: 0,5 мл плазмы и петлю агаровой культуры чумного микроба Y. pestis ЕV; 0,5 мл плазмы без каких-либо добавлений. Посевы инкубируют при температуре 28 °С.

Учет результатов производят через каждый час после начала инкубации с просмотра контрольных пробирок: плазма без культуры должна быть жидкой, а в пробирке с культурой штамма Y. pestis ЕV через 1-2 ч образуется сгусток. Как правило, через 2 ч инкубации большинство исследованных культур дает положительные результаты.

Если через 2-3 ч сгусток не образовался, наблюдение надо продолжить до срока образования полного или частичного сгустка и далее до уменьшения в размерах сформировавшегося сгустка, свидетельствующего о начале фибринолизиса. Полное его растворение может быть зарегистрировано не позднее, чем через 24 ч. Если в течение 24 ч наблюдения (через каждый час) сгусток не сформировался, пробу на плазмокоагуляцию считают отрицательной.

Результаты оцениваются следующим образом: “4+” - образование плотного сгустка, заполняющего всю пробирку и с трудом отделяющегося от стенок пробирки; “3+” - образование довольно плотного сгустка, легко отделяющегося от стенок пробирки, и небольшое количество жидкости; “2+” - хорошо сформированный сгусток и небольшое количество жидкости в пробирке; “1+” - небольшой сгусток, плавающий в плазме; “±” - еле заметная пленка “-” - наличие жидкой плазмы в пробирке.

Можно заменить плазму крови на очищенный препарат фибриногена. Таким образом, исключается влияние неспецифических для данной реакции факторов свертывающей и антисвертывающей системы крови. Кроме того, уменьшается время проведения реакции. Использование тромбина в сомнительных случаях, или если образование сгустка экспериментатором пропущено, исключает неправильное толкование реакции.

Для определения коагулазной активности раствор препарата фибриногена готовят с соблюдением правил асептики. Содержимое флакона с препаратом фибриногена растворяют в физиологическом растворе до концентрации 10 мг/мл. Этот раствор можно использовать для реакции в течение 6-8 дней при условии хранения его при 4 °С.

Приготовленный раствор стерильно разливают в пробирки по 0,5 мл. Культуру, исследуемую на коагулазную активность, выращивают на плотной питательной среде при температуре 28 °С в течение 48 ч. Для постановки опыта одну полную петлю культуры тщательно суспендируют в 0,5 мл раствора фибриногена.

В качестве контроля используют: 0,5 мл раствора фибриногена с 1 полной петлей контрольной культуры; 0,5 мл раствора фибриногена без добавлений.

Суспензии с исследуемыми культурами инкубируют при температуре 28 °С, наблюдение за реакцией начинают через час после начала инкубации. Образование плотного сгустка говорит о том, что реакция на коагулазную активность положительная. Обычно образование сгустка заканчивается через 2 ч. Если культура обладает сниженной коагулазной активностью, и за 3-4 ч инкубации сгусток не образовался, инкубацию продолжают в течение 18 ч.

Контроль за исходом реакции осуществляют следующим образом. Если по истечении 18 ч инкубации в опытных пробирках нет сгустка, реакцию контролируют добавлением в пробирку 1-2 капель раствора тромбина (50 ед/мл).

Учет реакции: если исследуемая культура не обладает коагулирующей активностью, то после добавления в пробирку тромбина образуется плотный сгусток; если исследуемая культура обладает коагулирующей активностью, но образование сгустка экспериментатором пропущено, то после добавления в пробирку тромбина сгусток не образуется.

Результаты оцениваются так, как описано выше. Способностью синтезировать пестицин I, растворять фибрин крови млекопитающих и коагулировать плазму обладает большинство штаммов чумного микроба (за исключением штаммов, выделенных в Закавказском высокогорном очаге).

Определение признака пигментсорбции

На поверхность синтетической среды с гемином - среды Джексона Берроуза - наносят 0,1 мл взвеси односуточной агаровой культуры исследуемого штамма, содержащей в 1 мл 5 х 103 м.к. по стандарту мутности (посевная доза 500 микробов). Каплю суспензии растирают шпателем по поверхности агара. Посевы инкубируют 5 суток при температуре 28 °С. В качестве контроля используют вакцинный штамм ЕВ (Pgm-).
Как правило, вирулентные бактерии чумы вырастают в виде небольших черно-бурых колоний (Pgm+), а бактерии, утратившие вирулентность, образуют более крупные бесцветные колонии (Pgm-).

Признак пигментсорбции удается выявить на обычном агаре Хоттингера, содержащем в качестве красящего вещества только конго-красный, при выдерживании выросших колоний при температуре 4 °С. Наилучшими условиями для проявления пигментсорбции этим методом являются содержание в среде 0,05 мг/мл конго-красного; выращивание изолированных колоний 1-2 сут при температуре 28 °С с последующим выдерживанием их при температуре 4 °С в течение 2-3 сут.

Для определения признака пигментации у штаммов чумного микроба разработана цветная дифференциально-диагностическая полусинтетическая среда HmsD (0,75 % Casamino acids, Difco Laboratories; 0,15 % сульфита натрия; 1,35 % Difco agar, Difco Laboratories, 1мкг бромида тиамина, 3 мг Конго красного, рН 7,2) (Boolgakowa et al., 2000). Признак пигментации (Hms) определяют, высевая на поверхность полусинтетической среды с Конго красным (среда HmsD) 0,1 мл взвеси односуточной агаровой культуры исследуемого штамма, содержащей 5 х 10 3 м.к./мл по стандарту мутности (посевная доза 500 м.к.). Чашки с посевами выдерживают в термостате при 26 - 28° С в течение 2 суток. Через двое суток большинство штаммов чумного микроба вырастают в виде пигментированных колоний розового цвета (разной интенсивности в зависимости от подвидовой принадлежности штамма) и непигментированных бесцветных колоний. Штаммы некоторых подвидов чумного микроба (улегейский подвид) вырастают на третьи сутки. Основные достоинства данной среды – стандартность, простота приготовления, высокие ростовые качества, позволяющие исследовать штаммы с различными питательными потребностями; быстрая (48-72 ч) и качественная дифференциация колоний Y. pestis по признаку пигментации, возможность изучения реверсии этого признака. 

Для определения признака пигментации у штаммов чумного микроба готовится цветная дифференциально-диагностическая полусинтетическая среда HmsD (0,75 % Casamino acids, Difco Laboratories; 0,15 % сульфита натрия; 1,35 % Difco agar, Difco Laboratories, 1мкг бромида тиамина, 3 мг Конго красного, рН 7,2) (Boolgakowa et al., 2000). Признак пигментации (Hms) определяют, высевая на поверхность полусинтетической среды с Конго красным (среда HmsD) 0,1 мл взвеси односуточной агаровой культуры исследуемого штамма, содержащей 5 х 10 3 м.к./мл по стандарту мутности (посевная доза 500 м.к.). Чашки с посевами выдерживают в термостате при 26 - 28° С в течение 2 сут. Через двое суток большинство штаммов чумного микроба вырастают в виде пигментированных колоний розового цвета (разной интенсивности в зависимости от подвидовой принадлежности штамма) и непигментированных бесцветных колоний. Штаммы некоторых подвидов чумного микроба (улегейский подвид) вырастают на третьи сутки. Основные достоинства данной среды – стандартность, простота приготовления, высокие ростовые качества, позволяющие исследовать штаммы с различными питательными потребностями; быстрая (48-72 ч) и качественная дифференциация колоний Y. pestis по признаку пигментации, возможность изучения реверсии этого признака.
Зависимость роста от ионов кальция при температуре 37 °С

Для исследования на среде Хигучи-Смита односуточные агаровые культуры суспендируют в холодном 0,9 % растворе хлорида натрия с таким расчетом, чтобы в 0,1 мл содержалось 1×102, 1×103 и 5×104 м.к. бактерий, которые в этих количествах высевают на чашки Петри с магниево-оксалатным агаром. Посевы инкубируют при температуре 37 °С. Через 48 час проводят подсчет выросших колоний (кальций независимые). Чашки переносят для дальнейшего выращивания на 28 оС. Через 24 часа проводят учет выросших кальцийзависимых колоний. В качестве контроля такие же дозы (1×102, 1×103 и 5×104 м.к.) высевают на агаровые пластинки с 5 % нативной крови из той порции, которую прибавляли к среде Хигучи-Смита. В качестве контроля засевается культура вакцинного штамма Y. pestis EV.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Положительный окончательный ответ дается на основании выделения чистой культуры возбудителя чумы и результатов ее идентификации. Положительные результаты иммуносерологических реакций дают право на ориентировочный положительный ответ. Ретроспективный диагноз ставится на основании выявления специфических антител у переболевших, при эпизоотологическом обследовании природного очага чумы или другой территории.

Лабораторная диагностика чумы у людей имеет особенности в случаях, когда лечение было начато ранее взятия материала или заболевшие лица ранее были привиты чумной вакциной. Лабораторная диагностика в условиях антибиотикотерапии осложняется. В этих условиях при отрицательном бактериологическом исследовании более эффективна серологическая диагностика чумы, основанная на обнаружении антител к ФI. 
У вакцинированных людей заболевание развивается медленнее. В первые дни заболевания важно определить в сыворотке крови антитела, образовавшиеся в ответ на введение вакцины, а также их принадлежность к IgM или IgG. Через 2-3 недели заболевания титры антител будут выше. Их увеличение имеет диагностическое значение. Выделить культуру возбудителя от заболевших привитых людей труднее, чем от непривитых. Использование ПЦР-анализа дает дополнительные свидетельства о наличии возбудителя в исследуемом материале при определении специфичной ДНК.

Приложение

Схема лабораторного исследования материала на чуму

	Сроки от начала исслед., ч
	Этапы исследования
	Заключение по ходу анализа

	1
	2
	3

	
	Материал от больных, свободный от банальной микрофлоры (кровь, пунктаты невскрывшихся бубонов и сопутствующих им отеков, везикул, пустул, пунктаты из плотных частей карбункулов)

	1-2
	Бактериоскопия, посев на агаровые пластинки (агар Хоттингера, или Мартена, или казеиново-дрожевой агар) с сульфитом натрия или лизированной кровью (рН 7,0-7,2)( дублируют и на вторых чашках, в местах максимальной концентрации материала; наносят петлей капли чумного бактериофага; посев в пробирки с бульоном Хоттингера или Мартена; посев крови во флаконы с бульоном Хоттингера или Мартена (5 мл в 50 мл бульона); заражение морских свинок и белых мышей под кожу и внутрибрюшинно.
	При наличии в мазках из нативного материала типичных для чумного микроба грамотрицательных биполярно окрашенных овоидных палочек и соответствующих эпидемиологических, эпизоотологических и клинических (патологоанатомических) показаний делают заключение: бактериоскопия – подозрение на чуму, исследование продолжается

	
	ПЦР. Для обнаружения ДНК возбудителя ставят ПЦР.
	

	
	Приготовленные мазки из нативного материала окрашивают чумной люминесцирующей сывороткой
	Наличие специфически светящихся микробов подтверждает предварительный ответ

	1-2
	Для обнаружения Ф1 в нативном материале ставят РНГА с антительным и РНАт с антигенным диагностикумами или проводят ИФА (иммуноферментный анализ). Если больной обнаружен не в первые сутки, а в более поздние сроки, рекомендуется ставить (для выявления специфических антител в крови больного) РНГА с антигенным и РНАг с антительным диагностикумами
	

	3-6
	Учет результатов ИФА, ПЦР, РНГА, РНАг и РНАт
	Положительный результат ИФА, ПЦР, РНГА, РНАг и РНАт подтверждает предварительный положительный ответ

	18-24
	Просмотр посевов нативного материала на агаровых пластинках и в бульоне; бактериоскопия мазков из подозрительных колоний и бульона; учет результатов пробы с чумным бактериофагом в посеве нативного материала; отсев колоний чумного микроба на агаровые пластинки для выделения чистой культуры. Определение чувствительности к чумному бактериофагу и антибиотикам. Определение антигенурии у биопробных животных
	При наличии типичных молодых колоний, характерного роста на бульоне, типичных для возбудителя чумы микробов в мазке из бульонной культуры сообщают, что выделяется культура чумного микроба; исследование продолжается. Положительная проба с бактериофагом на чашке с посевом нативного материала подкрепляет положительный ответ

	18-24
	Если в посевах нативного материала колоний чумного микроба мало, ограничиваются посевом на агар с целью накопления культуры. В этом случае пробу на чувствительность к антибиотикам и повторную пробу с чумным бактериофагом ставят на сутки позже.
	Положительная проба на антигенурию подтверждает положительный ответ

	
	Просмотр посева крови на бульоне (флакон), при наличии роста - мазок, а при отсутствии чумных колоний на чашках - высев из посева крови на агаровую пластинку. 
	

	36-48
	Учет результатов пробы на чувствительность выделяющейся культуры к чумному бактериофагу.
	Выделяющаяся культура чувствительна к чумному бактериофагу

	
	При отсутствии роста подозрительных колоний на агаре и в бульоне через 18-24 ч и появлении его через 36-48 ч проводят все исследования, указанные для периода 18-24 ч
	

	48-72
	Учет результатов определения чувствительности к антибиотикам
	Культура чувствительна к антибиотикам (перечисление)

	72(
	Вскрытие биопробных животных, зараженных нативным материалом внутрибрюшинно; описание патологоанатомических изменений, просмотр мазков-отпечатков из органов, мазков из крови; посевы из органов и крови на агаровые пластинки и в бульон
	Наличие характерных для чумы патологоанатомических изменений у лабораторного животного, типичных микробов в мазках - отпечатках, подтверждает предварительный положительный ответ, который был дан через 18-24 ч

	96
	Просмотр посевов от вскрытых накануне лабораторных животных, зараженных внутрибрюшинно, ИФА, РНГА и РНАт с суспензиями органов
	Наличие типичных колоний в посевах органов биопробного животного, характерного роста в бульоне с посевом крови и типичных микробов в мазках из бульонной культуры является последним звеном в обязательных этапах исследования, необходимых для окончательного заключения и отнесения выделенной культуры к виду чумного микроба. Если по независящим от лаборатории причинам заражение биопробных животных проводили только подкожно, окончательное заключение по анализу выдают после выделения культуры возбудителя чумы от животного, зараженного подкожно

	
	Материал, обсемененный банальной микрофлорой (мокрота, слизь зева, вскрывшийся бубон, содержимое язвы и инфильтратов вокруг нее, а также органы трупов человека без признаков разложения)

	1-2
	Бактериоскопия; посев на агаровые пластинки с сульфитом натрия (лизированной кровью) и генциан-виолетом; или среду для выделения и культивирования чумного микроба (УДС); заражение морских свинок и белых мышей подкожно и накожно. Посев крови из сердца во флакон с бульоном Хоттингера (5 мл на 50 мл бульона).
	При наличии в мазках нативного материала типичных для чумного микроба, грамотрицательных биполярно окрашенных овоидных палочек и соответствующих эпидемиологического, эпизоотологического и клинических (патологоанатомических) показаний дают заключение: бактериоскопия - подозрение на чуму, исследование продолжается

	
	Окраска мазков чумной люминесцирующей сывороткой
	Наличие специфически светящихся микробов подтверждает предварительный положительный ответ

	
	Постановка ПЦР – для обнаружения ДНК, РНГА, РНАт, ИФА - для обнаружения Ф1
	

	3-6
	Учет результатов РНГА, РНАт, ИФА и ПЦР
	Положительный результат РПГА, РНАт, ИФА и ПЦР подтверждает предварительный ответ

	18-24
	Просмотр посевов на агаровых пластинках, отбор колоний чумного микроба и пересев их на агаровые пластинки обязательно с генцианвиолетом и сульфитом натрия или лизированной кровью и параллельно на агаре без генцианвиолета для накопления материала и выделения чистой культуры; посев колоний в бульон, постановка пробы с бактериофагом, определение чувствительности к антибиотикам. Мазки из бульона во флаконе; при отсутствии чумных колоний на чашке - высев из бульона на агаровую пластинку.

Если в посевах нативного материала колоний чумного микроба мало, поступают так же, как при исследовании материала, свободного от банальной микрофлоры
	При наличии в посевах типичных колоний чумного микроба дают следующее заключение: развиваются колонии чумного микроба, исследование продолжается (антигенурия)

	36-48
	Учет характера роста на бульоне и морфологии микроба в мазках из бульона, учет результатов пробы с бактериофагом
	Предварительный положительный ответ подтвержден характерным ростом на бульоне и типичной морфологией микроба в мазках из бульона. Выделенная культура лизируется фагом

	48-72
	Учет результатов определения чувствительности к антибиотикам
	Выделенная культура возбудителя чувствительна к антибиотикам (перечисление)

	72-96
	Вскрытие биопробных животных, зараженных нативным материалом подкожно. Описание патологоанатомических изменений, бактериоскопия мазков - отпечатков из органов вскрытого животного, мазков из крови, посевы из органов и крови на агаровые пластинки с генцианвиолетом и сульфитом натрия (лизированной кровью) и в бульоне
	Наличие характерных для чумы патологоанатомических изменений и типичных микробов в мазках-отпечатках подтверждает положительный ответ, который был дан через 18-24 ч

	
	Если биопробное животное пало раньше 72 ч с момента заражения или позднее 96 ч, соответственно сдвигают в ту или другую сторону сроки дальнейших исследований
	

	
	Просмотр посевов от вскрытых накануне лабораторных животных, зараженных подкожно
	Наличие типичных колоний, развивающихся на посевах органов биопробного животного, характерного роста в бульоне с посевом крови и типичных микробов в мазках из бульонной культуры является последним звеном в этапах исследования, учитываемых при выдаче окончательного заключения и отнесения выделенной культуры к виду Y. pestis.

Если при подкожном введении от биопробного животного выделяется культура какого-либо банального микроба, введенного с исследуемым материалом и заглушившего развитие возбудителя чумы, окончательное заключение по анализу выдают после гибели биопробного животного, зараженного накожно, и выделения культуры от него.

При отсутствии культуры возбудителя чумы на чашках и в бульоне с посевами нативного материала окончательное заключение дают на основании свойства культуры, выделенной от биопробного животного. Если культура возбудителя чумы из посевов от биопробного животного не выделена, окончательное заключение дают на основании свойств культуры, выделенной через посев.

Если установлено, что больной не получал антибиотиков, отсутствие культуры в посевах из нативного материала (от больного, трупа) и от забитого биопробного животного дает право отрицать диагноз чумы

	120-168 (возможно, позднее)
	Вскрытие биопробных животных, зараженных накожно, и выделение от них культур возбудителей чумы


	См. ответ через 120 ч

	
	Материал от трупов людей с заметными явлениями разложения

	1-2
	Бактериоскопия материалов, посев на агаровые пластинки с генцианвиолетом и сульфитом натрия или лизированной кровью. Костный мозг сеют на агар в отдельной чашке Петри. Целесообразно дублировать посевы: в первом ряду генцианвиолет прибавляют к агару в концентрации, установленной при проверке данной серии его (1:100000; 1:150000; 1:200000; 1:400000), во втором - его прибавляют к агару в 10 раз больше по сравнению с концентрацией, установленной при проверке, что, удлиняя сроки появления роста возбудителя чумы, вместе с тем увеличивает возможность полного подавления гнилостной микрофлоры и повышает тем самым вероятность выделения культур чумного микроба непосредственно через посев исследуемого материала. Целесообразно в таких случаях использовать также фосфомицин 50 мкг/мл. Биопробных животных заражают подкожно и накожно; при явлениях разложения трупа биопробы из органов и костного мозга ставят раздельно
	Оценивать результат бактериоскопии при окраске мазков - отпечатков по Граму следует весьма осторожно, учитывая склонность банальных микробов кишечника давать биполярную окраску после фиксации в спирте. Значение имеет положительный результат в мазке, окрашенном флуоресцирующими антителами, если такое исследование проводилось.

	
	Постановка РНГА, РНАт - для обнаружения Ф1, ИФА и ПЦР – для обнаружения ДНК
	

	
	Окраска мазков из нативного материала чумной люминесцирующей сывороткой
	

	3-6
	Учет результатов РНГА, РНАт, ИФА и ПЦР
	Положительный результат РНГА, РНАт, ИФА и ПЦР дает право на ориентировочный положительный ответ

	
	Дальнейшие этапы исследования выделенной культуры те же, что и в разделе исследования материала, обсемененного банальной микрофлорой
	

	
	Грызуны и эктопаразиты при обследовании на чуму территорий и населенных пунктов

	
	1. Трупы отловленных и умерщвленных грызунов с явно выраженным комплексом патологоанатомических изменений, характерных для чумы, исследуют индивидуально: 1) бактериоскопия мазков-отпечатков; 2) посев паренхиматозных органов, лимфатических узлов, костного мозга на агаровые пластинки с сульфитом натрия (лизированной кровью) и крови сердца на агар и в бульон; 3) постановка биопробы на белой мыши или диком грызуне того же вида, пойманном в то же время на одной территории и прошедшем 30-дневный карантин; 4) обнаружение Ф1 в РНГА, РНАт или ИФА
Дальнейшее исследование проводится по схеме анализа свежего, без признаков разложения лежавшего менее 5-6 ч трупа человека
2. Трупы отловленных и умерщвленных грызунов без патологоанатомических изменений, характерных для чумы, при массовом вскрытии исследуют в соответствии с конкретной обстановкой и поставленной перед обследованием задачей: индивидуальный посев печени, селезенки и сердца отпечатками на секторы в чашках Петри с селективными средами; постановка групповой биопробы на белой мыши или на диком грызуне. Дальнейший анализ проводят по схеме исследования свежих, лежавших менее 5-6 ч трупов человека (определение чувствительности культуры к антибиотикам необязательно). После заключительного ответа по первой выделенной на данном участке обследования культуре возбудителя чумы, при последующем выделении культуры заключительный ответ дают на основании морфологии колоний, характера роста на бульоне, морфологии микроба в мазках из бульонной культуры, положительной пробы с чумным бактериофагом, поставленной по возможности на посеве нативного материала; групповой посев густой взвеси органов и постановка групповой биопробы из этой взвеси подкожным методом на белой мыши или грызуне того же вида; ставят РНГА или РНАг для обнаружения специфических антител к Ф1.
При выделении культуры через прямой посев исследование этой культуры, а также ход исследования при помощи метода биологической пробы ведут по схеме исследования свежего, лежавшего меньше 5-6 ч трупа человека
3. Трупы грызунов, подобранные в поле, исследуют каждый индивидуально по схеме исследования трупа человека, пролежавшего при комнатной температуре больше 5-6 ч, и трупа человека с явными признаками разложения: бактериоскопия; посев органов, лимфатических узлов, крови из сердца на агаровые пластинки с сульфитом натрия (лизированной кровью) и генцианвиолетом (желательно в двух концентрациях, как и при исследовании трупа человека), фосфомицином; посев костного и головного мозга на отдельные агаровые пластинки также с двумя концентрациями генцианвиолета и со стимуляторами роста; заражение белых мышей подкожно и накожно или только накожно (в зависимости от степени свежести трупа); при явлениях разложения трупа биологическую пробу из костного и головного мозга ставят на отдельных белых мышах; ставят РНГА с эритроцитарным антительным диагностикумом и РНАт с антигенным диагностикумом

Дальнейшее исследование такое же, как несвежего трупа человека
	

	При соответствующих показаниях все среды при исследовании грызунов обрабатывают антифаговой сывороткой. Пересевы культуры, выделенной на этих средах, делают параллельно на такие же среды и на среды, не обработанные антифаговой сывороткой. При развитии на средах без антифаговой сыворотки колоний без следов поражения бактериофагом пересевы на средах, обработанных антифаговой сывороткой, прекращают

	
	4. Эктопаразиты (блохи, клещи)

После предварительной обработки 70о спиртом и 0,9 % раствором хлористого натрия приготовление суспензии эктопаразитов в стерильной фарфоровой ступке с добавлением 0,5-1,0 мл питательного бульона или антифаговой сыворотки и посев ее на пластинки с агаром Хоттингера или Мартена с сульфитом натрия (лизированной кровью) и генцианвиолетом или фосфомицином. В отдельных случаях при выполнении конкретных задач обследования ставят биопробу подкожным методом

Дальнейшее исследование по схеме материала, свободного от банальной микрофлоры
	

	Если на чашках с посевами любого нативного материала нельзя в течение 36-48 ч отметить развитие колоний возбудителя чумы, наблюдение за посевами продолжают в течение 5 сут. Только по истечении этого срока можно считать, что посев дал отрицательный результат. За флаконами с бульоном, в которые засеяна кровь из сердца больного, наблюдают до момента появления в нем роста, характерного для возбудителя чумы, при отрицательном результате - в течение 5 сут.

Если биопробные животные не погибают сами, их вскрывают: зараженных внутрибрюшинно и подкожно - на 5-7-е сутки после заражения; зараженных накожно - на 7-9-е сутки после заражения. Наблюдение за посевами от них проводят также в течение 5 сут. С суспензией органов убитых биопробных животных ставят РНГА с антительным и РНАт с антигенным диагностикумами для обнаружения Ф1, а с кровью из сердца - РНГА с антигенным и РНАг с антительным диагностикумами для определения специфических антител в крови биопробных животных

Ускоренные методы диагностики применяют на каждом этапе при условии наличия соответствующего оборудования и бакпрепаратов.
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Холера – острое инфекционное заболевание из группы карантинных инфекций с диарейным синдромом, фекально-оральным механизмом передачи возбудителя водным, пищевым и контактно-бытовым путем распространения инфекции. 

Проблема холеры по-прежнему актуальна для многих стран мира, в том числе и для России. Последняя пандемия холеры продолжается более 40 лет. Современный этап ее характеризуется крупными эпидемиями и вспышками холеры в странах Африки и Азии, заносами инфекции из сформировавшихся эндемичных очагов в сопредельные страны указанных континентов, а также Америки, Европы и Океании, широкой циркуляцией холерных вибрионов в воде открытых водоемов и появлением нового варианта возбудителя холеры – холерных вибрионов О139 серогруппы (24 и др.).

Характеристика возбудителя. В соответствии с Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Garrity G., Holt J., 2000) холерные вибрионы включены в семейство Vibrionaceae, род Vibrio и вид Vibrio cholerae (рисунок 1).

К виду Vibrio cholerae относят грамотрицательные, аспорогенные, полиморфные, слегка изогнутые или прямые палочки длиной 1,5-3,0 мкм и шириной 0,2-0,6 мкм, с одним полярно расположенным жгутиком, который длиннее тела клетки в 2-3 раза. 



Холерные вибрионы являются факультативными анаэробами, хорошо растут на питательных средах в присутствии 0,5-2,0 % хлорида натрия, но могут размножаться при 3,0 % и в отсутствии его. Оптимальные показатели температуры и рН среды для культивирования вибрионов - 35-37 0С, рН 7,6- 8,0, но могут расти при температуре от 10 до 42 0С и рН 9,0- 9,2. 

Холерные вибрионы быстро размножаются в 1 % пептонной воде, образуя через 6-8 ч на поверхности среды нежную пленку. Через 24 ч роста пленка становится грубой, среда слабо мутнеет. В щелочном мясо-пептонном бульоне через 24 ч инкубации при температуре 37 0С холерные вибрионы вызывают равномерное, не сильно выраженное помутнение среды с образованием на поверхности ее рыхлой беловато-сероватого цвета пленки и легкого крошковидного осадка на дне пробирки. 

На поверхности плотного питательного агара (щелочной агар, рН 8,0; агар Хоттингера, рН 7,6, агар из настоя сердечной мышцы, рН 7,6) через 18-24 ч инкубации рост холерных вибрионов проявляется в формировании крупных (2-3 мм), гладких, прозрачных, мягких колоний с ровным краем, которые легко эмульгируются в физиологическом растворе. В косопроходящем свете они отсвечивают голубоватым цветом.

На элективной среде TCBS колонии вибрионов круглые, гладкие с ровным краем, плоские, желтого цвета на зеленом фоне среды. При более длительной инкубации желтый цвет колоний часто переходит в зеленый. В редких случаях некоторые виды протея и кокков могут дать на TCBS среде колонии с темно-желтой окраской, причем колонии кокков отличаются более мелкой величиной и большой выпуклостью.

Холерные вибрионы образуют индофенолоксидазу - тест дифференциации от представителей семейства Enterobacteriaceae, ферментируют глюкозу в аэробных и анаэробных условиях до кислоты без газа - тест дифференциации от представителей семейства Pseudomonadaceae, декарбоксилируют лизин и орнитин, но не обладают дигидролазой аргинина - тесты дифференциации от представителей других семейств (Aeromonas spp., Plesiomonas spp., Enhydrobacter spp., Photobacterium spp.) и отдельных видов рода Vibrio (приложение 1,2). 

Помимо этого холерные вибрионы расщепляют до кислоты без газа сахарозу, мальтозу, крахмал, маннит, не расщепляют арабинозу, салицин, дульцит, инозит. В отдельных случаях холерные вибрионы расщепляют маннозу только в анаэробных условиях. Исследование последних десятилетий показали, что по отношению к маннозе, сахарозе и арабинозе холерные вибрионы независимо от их серогруппы могут быть отнесены к 1, реже – 2 группе биохимической классификации Хейберга, которая сохранила свое значение лишь для идентификации вибрионов других видов, а не для внутривидовой дифференциации холерных вибрионов (таблица 1).

Холерные вибрионы восстанавливают нитраты в нитриты и образуют индол. Благодаря наличию протеолитических ферментов разжижают желатину, фибрин, свернутый куриный белок, казеин и другие белки. Описаны три типа протеаз холерных вибрионов (Уралева В. С. с соавт., 1984; Young D., Bradbent D.A., 1982.). Установлена выработка холерными вибрионами нейраминидазы (Мишанькин Б.Н. с соавт., 1989), лецитиназы (Адамов А.К., Наумшина М.С., 1984), триглицероллипазы (Телесманич Н.Р., 2004). Показано, что протеаза, липаза, нейраминидаза и ряд других ферментов участвуют в разрушении защитного слоя слизи, повреждении мембран энтероцитов и прикреплении холерных вибрионов к слизистой кишечника на этапе адгезии, колонизации кишечника.

Таблица 1

Отношение патогенных вибрионов к дифференцирующим углеводам

	Виды 
вибрионов
	Ферментация

	
	арабинозы
	маннозы
	сахарозы

	V. cholerae 
	–
	+(-)
	+

	V.mimicus
	–
	+
	-

	V.metschnikovii
	–
	+-
	+

	V. fluvialis
	+
	+
	+

	V. vulnificus
	–
	+(-)
	-(+)

	V. alginolyticus
	-
	+
	+

	V. parahaemolyticus
	+(-)
	+
	-(+)

	V. hollisae
	+
	-(+)
	–

	с образованием газа

	V. furnissii
	+
	+(-)
	+

	
	
	
	

	с образованием газа у некоторых штаммов

	V. damsela
	–
	+
	-

	V. cincinnatiensis
	+
	х
	+

	V. harveyi
	–
	х
	+(-)



Примечание: () - в скобках указаны редко встречающиеся варианты;

 + - приблизительно 50 % штаммов не обладают этими признаками;

 х - нет данных.

Холерные вибрионы имеют общий жгутиковый Н антиген (Gardner A.D., Venkatramen K.V., 1935) и по О антигену распределяются на серологические группы (Воронежская Л.Г., 1994; Gardner A.D., Venkatramen K.V., 1935; Sakazaki R. et al., 1970). В настоящее время известно более 200 серологических О групп холерных вибрионов. Холерные вибрионы О1 серологической группы до 1993 года считались единственными возбудителями холеры. С 1993 года по рекомендации ВОЗ в сводку сведений о случаях холеры включены заболевания, вызываемые холерными вибрионами О139 серогруппы (Онищенко Г.Г. с соавт., 2000). Холерные вибрионы других не О1 серологических групп могут вызывать спорадические или групповые случаи диарей, не склонных к широкому эпидемическому распространению (Ермольева З.В. с соавт., 1969; West P.A., 1989).

Холерные вибрионы О1 серогруппы делятся на серовары: Огава и Инаба. Описан серовар Гикошима, однако принадлежность к нему штаммов требует повторного подтверждения в связи с его нестабильностью и переходу в один из основных сероваров, в основном - Огава. Известен R антиген холерных вибрионов, описаны штаммы, агглютинирующиеся РО сывороткой и не агглютинирующиеся сыворотками О1, Огава или Инаба (Остроумова Н.И. с соавт., 1989; Черепахина И.Я., 2000).

Холерные вибрионы являются носителями умеренных фагов с низкой литической активностью, которые, однако, легко отщепляют вирулентные мутанты (Ломов Ю.М. с соавт., 1990). Большинство фагов строго специфичны в отношении хозяина. Известны фаги, активные в отношении холерных вибрионов О1 и не О1, в том числе О139 серологических групп, а также с более узким спектром литического действия в пределах отдельных групп штаммов, например ctx+ и ctx- холерных вибрионов. Это позволяет использовать холерные фаги для идентификации, дифференциации, фаготипирования штаммов и оценки их эпидемической значимости (Ломов Ю.М. с соавт., 1990; Онищенко Г.Г. с соавт., 2000).

Холерные вибрионы О1 серогруппы, как Огава, так и Инаба сероваров по сумме фенотипических признаков, в том числе чувствительности к монофагам разделяются на биовары: холерный (классический) и эльтор (Лабораторная диагностика холеры. Методические указания. МУ 4.2 – 2000). Число признаков, по которым различаются вибрионы двух биоваров, велико, однако диапазон отклонений по большинству из них достаточно широк, в связи с чем в настоящее время практическое значение имеют лишь тесты на лизабельность диагностическими холерными бактериофагами классическим и эльтор, чувствительность к 50 ед/мл полимиксина В, агглютинация куриных эритроцитов и образование ацетилметилкарбинола в реакции Фогес-Проскауэра.

Основным фактором вирулентности холерных вибрионов, определяющим тяжесть клинической картины при холере является холерный энтеротоксин (СТ) (Вертиев Ю.В. с соавт., 1985; Онищенко Г. Г. с соавт., 2000; Finkelstein R., Lospolluto J., 1969). Описан ряд дополнительных токсинов, продукция которых вариабельна для изолятов V. cholerae (Дегтярева С.Н. с соавт., 1992). К ним относятся:

- Zot и Ace токсины (от англ. - zonula occludenc toxin и accessory cholera enterotoxin, соответственно), обладающие биологической активностью по отношению к эукариотическим клеткам (Tracksis M. et al., 1993),

- цитотоксический комплекс RTX(O'Brien A.D. et al., 1984),

- цитототонический фактор Сef (McCardell B.A. et al., 1995),

- термостабильный токсин St (Arita M. et al., 1996), 

- NCT токсин (от англ. - novel cholera toxin),

- NMDСT токсин (от англ. - non-membrane damaging cytotoxin) (Sanyal S.C., 1990; Saha P.K. et al., 1996),

- шигаподобный токсин Slt (O'Brien A.D. et al., 1984),

- N07 токсин (от англ. - novel toxin) (Walia K. et al., 1999). 

Их роль в патогенезе холеры изучена еще недостаточно. Особый интерес представляет участие этих токсинов в развитии диареи, вызванной нетоксигенными (не продуцирующими холерный энтеротоксин) штаммами холерных вибрионов. 

Геном холерных вибрионов представлен двумя хромосомами: хромосома I размером 2960 т.п.н. и хромосома II размером 1070 т.п.н. G.K. Schoolnik и F.H. Yildiz [2000] высказали предположение, что на хромосоме I располагаются гены, продукты которых необходимы возбудителю холеры для адаптации в макроорганизме, тогда как гены хромосомы II – для адаптации к условиям окружающей среды. На сегодняшний день определены функции продуктов только 54 % открытых рамок считывания, определенных на обеих хромосомах.

Установлено, что в геноме вирулентных (эпидемически значимых) штаммов холерных вибрионов содержатся мобильные генетические элементы, несущие гены, отвечающие за синтез основных факторов патогенности. Прежде всего это филаментозный бактериофаг СТХφ, в состав которого входят гены ctxAB - кодируют А- и В-субъединицы холерного энтеротоксина, zot и ace - дополнительные холерные токсины Zot и Ace, соответственно. Не менее важным маркером эпидемической значимости холерных вибрионов являются токсин-корегулируемые пили адгезии, за синтез которых отвечают tcpА и другие гены, локализованные на острове патогенности VPI-I. Также выявлен остров патогенности VPI-2 (с геном нейраменидазы nanH), филаментозный бактериофаг RS1φ (с геном rstC) (Осин А.В., 2002; Смирнова Н.И., с соавт., 2000), несколько регуляторных каскадов, координирующих продукцию холеного токсина, пилей адгезии и других факторов вирулентности. Несмотря на выраженный полидетерминантный характер патогенности V. сholerae основными генетическими маркерами токсигенности (эпидемической значимости) являются ctxA, tcpA и toxR гены (Смирнова Н.И., с соавт., 2000).

Именно варианты холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп, содержащие гены холерного токсина ctxAВ, вызывают заболевания холерой, склонные к широкому эпидемическому распространению. Нетоксигенные (не содержащие гена холерного токсина) сtхˉ варианты холерных вибрионов О1, также как и других серогрупп (Воронежская Л.Г., 1994; West P.A., 1989), могут вызывать спорадические (единичные) или групповые (при общем источнике инфицирования) заболевания, не склонные к широкому эпидемическому распространению (Онищенко Г.Г. с соавт., 2000). Патогенез и тяжесть клинической картины заболеваний, вызванных сtх- штаммами холерных вибрионов О1 и не О1 серологических групп, обусловлены, вероятно, другими отличными от холерного токсина факторами патогенности, в том числе еще не выявленными биологическими субстанциями. Выявление с помощью полимеразной цепной реакции генов холерного токсина (ctxАВ), токсин-корегулируемых пилей адгезии (tcpA) позволяет оценить потенциальную эпидемическую значимость штаммов и может быть использовано для эпидемиологического анализа и решения вопросов о заносе, распространении и укоренении инфекции (Грижебовский Г.М. с соавт., 1987; Подосинникова Л.С., 1993; Четина Е.В. с соавт., 1992).

Вибрионы эльтор и холерные вибрионы не О1 серогруппы продуцируют гемолизин, лизирующий эритроциты барана в пробе Грейга. Однако гемолитической активностью по отношению к этим эритроцитам в пробе Грейга, как правило, не обладают ctx+ штаммы вибрионов эльтор и холерных вибрионов О139 серогруппы. 

Гемолитичные штаммы холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп, выделенные из водоемов на благополучных по холере территориях, не содержат генов сtxAB, кодирующих синтез холерного токсина, что отличает их от эпидемических холерных вибрионов обеих серологических групп (Грижебовский Г.М. с соавт., 1987; Онищенко Г.Г. с соавт., 2000; Подосинникова Л.С., 1993; Blake P.A. et al., 1980; Kaper J.B. et al., 1982).

Известно многообразие фенотипических изменений атоксигенных холерных вибрионов, выделенных на свободных от холеры территориях, а также распространение эпидемически значимых фагорезистентных вариантов холерных вибрионов и штаммов с множественной лекарственной устойчивостью.

Диапазон изменчивости холерных вибрионов достаточно широк: от морфологии колоний и клеток (Милютин В.Н. с соавт., 1981), образования некультивируемых (Соколенко А.В., 2000; Colwell R.R., 1993.) и Л-форм (Милютин В.Н. с соавт., 1981) до ослабления и утраты агглютинабельности диагностическими О, Инаба и Огава сыворотками и агглютинабельности РO сывороткой (Остроумова Н.И. с соавт., 1989). Нередко сочетается изменчивость по культурально-морфологическим признакам, агглютинабельности холерными сыворотками и чувствительности к фагам (Черепахина И.Я., 2000). Нарастание резистентности холерных вибрионов эльтор, в том числе выделенных в период эпидемических осложнений от людей, к диагностическому холерному фагу эльтор значительно затрудняет в настоящее время определение биовара холерных О1 вибрионов.

Холерные вибрионы О1 и О139 серогрупп, как правило, высоко чувствительны к большому набору антибактериальных препаратов, в т.ч. и тетрациклинам, левомицетину, эритромицину, нитрофуранам, цефалоспоринам (Ведьмина Е.А. с соавт., 1983; Лабораторная диагностика холеры. Методические указания. МУ 4.2 – 2000). Однако широкое применение антибактериальных препаратов в очагах холеры способствовало увеличению в 5-10 раз резистентности холерных вибрионов к левомицетину, стрептомицину, тетрациклину (Андрусенко И. Т. с соавт., 1995; Хайтович А.Б. с соавт., 1997). В 80-е и 90-е годы неоднократно были зарегистрированы вспышки холеры, обусловленные полиантибиотикорезистентными вариантами возбудителя с различным набором маркеров. В большинстве случаев полиантибиотикорезистентность штаммов была обусловлена наличием R плазмид С группы несовметимости. В СССР такие штаммы в 1970 году были обнаружены в Одессе, в 1971 – Донецке, 1983 г. - в Таджикистане. Лекарственная устойчивость холерных вибрионов в 1994 г. в Дагестане (Онищенко Г.Г. с соавт., 1995; Подосинникова Л.С. с соавт., 1995) обусловила определенные трудности в проведении этиотропного лечения и профилактики. Приведенные сведения свидетельствуют о необходимости постоянного слежения за антибиотикограммой циркулирующих в настоящее время штаммов.

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА ХОЛЕРЫ

В системе противохолерных мероприятий значительное место занимает бактериологический анализ, от правильности и своевременности

проведения которого зависит характер и объем профилактических и противоэпидемических мероприятий.

Исследования проводят с целью выявления больных холерой и вибриононосителей, установления окончательного диагноза при вскрытии трупов лиц, умерших от подозрительного на холеру заболевания, обоснования выбора средств этиотропной терапии холеры, бактериологического контроля за эффективностью лечения больных холерой и вибриононосителей, бактериологического контроля объектов окружающей среды, в том числе поверхностных водоемов, бактериологического контроля за эффективностью обеззараживания в очаге инфекции.

При осуществлении эпидемиологического надзора лабораторные исследования на холеру проводят бактериологические и специализированные лаборатории центров гигиены и эпидемиологии, лечебно-профилактических, ведомственных и противочумных учреждений, имеющие разрешение на работу с подозрительным на зараженность материалом или возбудителем холеры с обеспечением режима безопасности работы. Лаборатории работают по одно-, двусменному графику, а в случае выделения подозрительной на холерный вибрион культуры работают до получения окончательного результата. В очаге холеры работа ведется в круглосуточном режиме. Персонал лабораторий должен быть подготовлен по вопросам лабораторной диагностики холеры, техники безопасности и обеспечен соответствующими инструктивно-методическими материалами.

Успех бактериологического исследования во многом зависит от правильного забора материала и своевременности доставки его в лабораторию.

Забор и доставка материала

Материалом для бактериологического анализа могут служить испражнения, рвотные массы, желчь, трупный материал (отрезки тонкого кишечника и желчный пузырь); предметы, загрязненные испражнениями (постельное и нательное белье и др.); вода, ил, гидробионты, сточные воды, содержимое выгребных туалетов; смывы с объектов окружающей среды, пищевые продукты, мухи и др.

Материал от больного забирает медицинский персонал лечебного учреждения немедленно после выявления больного и до начала лечения антибиотиками. 

Необходимо учитывать высокую чувствительность холерных вибрионов к дезинфицирующим средствам и кислотам, возможность антагонистического действия сопутствующей микрофлоры, предполагаемую концентрацию возбудителя в исследуемом материале. Если в материале от больных алгидной формой холеры концентрация возбудителя достигает 106-109 м.к./мл, то в испражнениях больных легкой формой, леченых антибиотиками, реконвалесцентов и носителей количество их обычно не превышает 102-104 м.к. / г.

Для отбора проб используют чистую стерильную посуду, не содержащую даже следов дезинфицирующих растворов. Стерилизацию посуды и других средств для забора материала проводят автоклавированием, сухим жаром. 

Материал для исследования должен быть доставлен не позже, чем через 2 часа после его взятия. В случае удлинения сроков доставки используют транспортные среды. Наиболее удобной и достаточно эффективной является 1 % пептонная вода (рН 8,4±0,2).

В пептонную воду в качестве ингибитора сопутствующей флоры может быть добавлен теллурит калия из расчета 1:100000-1:200000. В отдельных случаях для транспортировки материала могут быть использованы солевые консерванты.

При наличии у больного диареи испражнения и рвотные массы в количестве 10-20 мл собирают в стерильную посуду стерильными ложками или стеклянными трубками с резиновой грушей из индивидуального судна, на дно которого помещают меньший по размеру сосуд (лоток), удобный для обеззараживания кипячением. Для взятия материала у больных с обильным водянистым стулом можно использовать резиновый катетер, один конец которого вводят в прямую кишку, а другой опускают в банку. Жидкие испражнения стекают в сосуд свободно или при легком массаже брюшной стенки.

От больных с тяжелой формой диареи материал направляют в лабораторию нативным и в 1 % пептонной воде. В транспортную среду вносят 1-2 мл или 1-2 г (от больных легкими формами энтерита) на 5-6 мл среды.

При вынужденном удлинении сроков доставки материала в лабораторию (длительное плавание, круиз и т.п.) можно использовать полоски фильтровальной (промокательной) бумаги, которые пропитывают жидкими испражнениями и герметично упаковывают в пластиковый пакет для предохранения от высыхания при транспортировке в лабораторию. На таких полосках холерные вибрионы выживают от четырех до пяти недель или более, пока сохраняется влага 

При обследовании на вибриононосительство материал в стационарах забирает медицинский персонал этих учреждений, в очаге - специальные группы по отбору проб под руководством эпидемиологов.

Материал от больных, у которых отсутствует диарея, реконвалесцентов и лиц, обследуемых на вибриононосительство, забирают ватными тампонами и помещают в 5-6 мл транспортной среды или 50 мл 1 % пептонной воды. Во всех случаях приема обследуемыми слабительного пробу испражнений немедленно помещают в пептонную воду. При поступлении в стационар у обследуемых материал забирают трехкратно, а перед выпиской – три дня подряд после окончания курса антибиотикотерапии.

Желчь берут при дуоденальном зондировании в лечебном учреждении. В отдельные пробирки собирают две порции: из желчного пузыря и желчных протоков (В и С). Материал доставляют нативным.

От умерших с подозрением на холеру берут отрезки верхней, средней и нижней частей тонкого кишечника длиной около 10 см. Отрезки вырезают между двойными лигатурами, наложенными на оба конца изымаемого участка кишечника. Желчный пузырь после перевязки протока извлекают целиком. Содержимое кишечника и желчь от трупа можно взять стерильным шприцом с толстой иглой в объеме до 10 мл и перенести в емкость с 1 % пептонной водой. Взятые образцы органов трупа укладывают раздельно в стерильные банки.

Воду (питьевую, из поверхностных водоемов и др.) для исследования берут в количестве 1 л на одну пробу в двух объемах по 500 мл в стерильную посуду с непромокаемой пробкой. Из водопроводных кранов пробы воды берут после предварительного обжигания их спиртовым факелом и спуска воды в течение 10 мин при полном открытии крана.

Хозяйственно-бытовые сточные воды отбирают для исследования двумя способами: в объеме 1 л также в двух емкостях по 500 мл или тампонами, приготовленными из марлевых салфеток размером 10х10 см, сложенных в 10-15 слоев. Последние закрепляют у места забора воды, через сутки помещают в стерильную банку и доставляют в лабораторию.

Гидробионтов (рыб, лягушек и др.) отлавливают из водоемов любым способом и в закрытых банках, ведрах и других сосудах доставляют в лабораторию. 

Исследовать зоопланктон (дафнии, циклопы и др.) можно групповым методом, объединяя в один посев 10-30 образцов, отловленных на одном участке водоема. В этом случае они могут быть доставлены в одном сосуде. При исследовании рыб берут содержимое желудка и жабры, мелкую рыбу исследуют целиком, предварительно измельчив в гомогенизаторе.

Смывы с различных объектов окружающей среды берут ватным или марлевым тампоном, смоченным 0,9 % раствором натрия хлорида с поверхности площадью 10х10 см. Тампон опускают в пробирку с 1 % пептонной водой. Для сбора мух расставляют мухоловки, в которые наливают 1 % пептонную воду с 1 % сахара.

Пищевые продукты отбирают по 200 г плотных и 0,5 л жидких, помещают в стеклянную посуду и закрывают. При необходимости в жидкие продукты добавляют основной пептон до 1 % концентрации.

Порядок исследования

При бактериологическом исследовании на холеру используют различные питательные среды: жидкие среды обогащения, щелочной агар, элективные дифференциально-диагностические среды, набор сред или тест-системы для биохимической идентификации выделенных культур.

Используемые для диагностики холеры питательные среды подлежат бактериологическому контролю в установленном порядке.

Агаровые среды перед использованием должны быть тщательно подсушены. Посев делают так, чтобы получить рост в виде изолированных колоний. Все посевы инкубируют при температуре (37,0±0,5) 0С.

Посевы исследуемого материала на всех этапах выращивают в 1 % пептонной воде 6-8 часов, в пептонной воде с теллуритом калия - 12-18 часов, на щелочном агаре - не менее 14-16 часов, а на плотных элективных средах - 18-24 часа. Теллурит калия следует добавлять в 1 % пептонную воду с рН не ниже 8,4±0,1 до внесения исследуемого материала. Продолжительность хранения рабочего раствора теллурита калия (1:1000) - 7 дней, а питательных сред с теллуритом калия - не более 2-х суток при условии содержания их в холодильнике.

Схема исследования материала от больных, трупов и подозреваемых на вибриононосительство (рис.2)

I этап

Испражнения, рвотные массы больных, а также содержимое кишечника, желчного пузыря и суспензию из кусочков слизистой тонкого кишечника трупа пипеткой по 0,5-1,0 мл засевают в 50-100 мл накопительной среды, петлей - на щелочной агар и одну из элективных сред (СЭДХ, TCBS).

При исследовании материала от больных, подозрительных на заболевание холерой, не следует в качестве накопительной среды использовать 1 % пептонную воду с теллуритом калия.

В случае поступления материала от больных с подозрением на холеру необходимо применять экспресс и ускоренные методы диагностики: МФА, иммобилизации, РНГА и ПЦР со специфическими праймерами при исследовании как нативного материала, так и на различных этапах подращивания в 1 % пептонной воде и щелочном агаре.

Материал от подозреваемых на вибриононосительство засевают в 50 мл среды накопления при индивидуальных анализах и в 100 мл - при групповых, объединяя в один флакон по 0,5-1,0 мл пробы не более чем от 5 человек. К групповым посевам прибегают в редких случаях при проведении массовых обследований на вибриононосительство.

Материал, доставленный в 5 мл 1 % пептонной воды, полностью используют для посева в 50 мл среды накопления. В случае поступления в лабораторию материала, забранного в 50 мл 1 % пептонной воды во флаконе, и доставки его не позже 2-х часов после забора пробы, флакон помещают в термостат на 6 часов для накопления возбудителя. При доставке материала в более позднее время суток 5 мл его засевают в 50 мл 1 % пептонной воды.

В отдельных случаях, при бактериологическом исследовании материала от лиц, принимавших антибиотики, активные по отношению к возбудителю холеры, его засевают в 200-300 мл 1 % пептонной воды (предпочтительно в широкогорлые колбы) и на 2 чашки щелочного агара так, чтобы получить рост в виде изолированных колоний. 




	




Посевы инкубируют при 37 0С в течение 24 часов и через 8-10 часов инкубации делают последовательные высевы с поверхностного слоя среды на пластинки щелочного агара. Использование второй среды обогащения в этом варианте исследования нецелесообразно.

II этап (через 6-8 часов от начала исследования).

С первой среды накопления делают высев на щелочной агар и одну из элективных сред и в 5-8 мл второй среды накопления. Пересевы в жидкие и на плотные среды делают с поверхности жидкой среды большой бактериологической петлей диаметром 5 мм.

При отрицательных результатах исследования нативного материала ускоренными методами, их повторяют после 6-ти ч инкубации первой среды накопления.

III этап (через 12-16 часов от начала исследования).

Высев со второй среды накопления на щелочной агар.

В случае необходимости ускорения хода анализа материала от больного, подозрительного на заболевание холерой, отбор колоний на щелочном агаре, засеянном в начале исследования, можно начинать уже на этом этапе, в остальных случаях - на следующем.

IV этап (через 18-24 часа от начала исследования).

Отбор подозрительных на холерный вибрион колоний в посевах на плотные среды нативного материала, а также в высевах из 1 и 2 накопительных сред.

Чашки с посевами просматривают в проходящем свете невооруженным глазом или с помощью лупы, а также (особенно в вечернее и ночное время) под стереоскопическим микроскопом в косопроходящем свете и отбирают подозрительные на вибрионы колонии для выделения и идентификации культуры.

На щелочном агаре колонии холерных вибрионов в типичной S-форме - круглые, гладкие, плоские, голубоватые, гомогенные с ровными краями, прозрачные в проходящем свете. В косопроходящем свете колонии холерных вибрионов голубоватого или зеленоватого оттенка, колонии сальмонелл – розовые, шигелл – розовые с фиолетовым оттенком, кишечной палочки – ярко-красные, протея – красные с фиолетовым оттенком. 

Колонии холерных вибрионов на элективных средах TCBS и СЭДХ имеют ярко-желтую окраску на зеленом или синем фоне среды, полупрозрачные. Размеры колоний на щелочном агаре через 10-12 часов инкубации обычно не превышают 1 мм, а к 18-24 часам инкубации достигают 2-3 мм в диаметре. Время формирования колоний холерных вибрионов на элективных средах несколько замедлено, поэтому просмотр посевов на СЭДХ или TCBS следует проводить не ранее чем через 18-20 часов инкубации, когда размеры их становятся близки к колониям, вырастающим на щелочном агаре.

В отдельных случаях в посевах могут также встречаться атипичные колонии: мутные с плотным центром, пигментированные (коричневые или светло-желтые), мельчайшие коккоподобные, шероховатые.

Следует иметь в виду, что состав и качество питательных сред оказывают влияние на величину и плотность колоний холерных вибрионов, а также на морфологию клеток.

Подозрительные на холерные вибрионы колонии исследуют на наличие индофенолоксидазы с использованием ОКСИ-теста.

Колонии, положительные на оксидазу, проверяют в слайд-агглютинации с сывороткой холерной О1 в разведении 1:50-1:100. При положительной реакции и достаточном количестве подозрительных колоний ставят слайд-агглютинацию с вариантоспецифическими сыворотками Инаба и Огава в том же разведении, готовят мазки для окраски по Граму и обработки флюоресцирующими иммуноглобулинами. При отрицательных результатах слайд-агглютинации с О1 сывороткой колонии, обнаруженные в посевах материала от больных, проверяют в слайд-агглютинации с холерными сыворотками О-139 и РО.

При обнаружении грамотрицательных палочек, положительном тесте на индофенолоксидазу, положительной реакции слайд-агглютинации с видовой О1 и одной из вариантоспецифических сывороток, а также положительных результатов МФА выдается предварительный положительный ответ о выделении холерного вибриона.

Подозрительные на вибрионы колонии, агглютинирующиеся и не агглютинирующиеся холерными О1 и О139 сыворотками, отсевают на одну из полиуглеводных сред (лактозо-сахарозная, Ресселя, Клиглера, маннозо-сахарозная или др.) и (или) на сектор пластинки щелочного агара для выделения чистой культуры, ее идентификации и определения чувствительности к антибиотикам.

V этап (через 24-36 часов от начала исследования).

Для идентификации отбирают культуры на полиуглеводных средах с типичным для вибрионов характером роста. На двууглеводных средах (лактозо-сахарозная, манноза-сахарозная, глюкозо-лактозная и Клиглера) наблюдается характерное для кислой реакции изменение цвета столбика при сохранении цвета скошенной части без образования газа, а также сероводорода, улавливаемого в среде Клиглера. В маннозо-сахарозной среде за счет ферментации обоих углеводов окрашивается и столбик и скошенная часть, а также улавливается образование сероводорода.

Идентификацию выделенных на полиуглеводных средах или на щелочном агаре агглютинирующихся и не агглютинирующихся сыворотками О1, РО или О139 оксидазопозитивных культур проводят по сокращенной или полной схеме (рис. 2). Изучают чувствительность выделенной культуры к антибиотикам.

VI этап (через 36-48 часов от начала исследования)

Учитывают результаты идентификации и антибиотикочувствительности, оценивают эпидемическую значимость выделенной культуры.

Для холерных вибрионов О1 эпидемическую значимость ориентировочно оценивают комплексным методом по гемолитической активности и чувствительности к фагам эльтор ctx+ и ctx– и окончательно по результатам генетического зондирования или ПЦР на присутствие в геноме выделенной культуры ctx генов, а также токсигенности на модели кроликов-сосунков. Эпидемическую значимость холерных вибрионов О139 серогруппы определяют по тем же тестам, кроме чувствительности к фагам эльтор ctx+ и ctx–.При выделении от больного или вибрионосителя культуры холерного вибриона, не агглютинирующейся холерными сыворотками О1 и О139, определяют принадлежность к другим серогруппам (О2-О83 по отечественной классификации) и наличие ctx гена в ПЦР (в специализированной лаборатории).

Схема исследования объектов окружающей среды от исследования материала от людей отличается только на 1этапе.

При исследовании воды поверхностных водоемов и водопроводной в зависимости от времени доставки проб в лабораторию возможно несколько вариантов посевов с целью первичного накопления вибрионов:

1) К исследуемой воде добавляют раствор основного пептона до 1 % концентрации. Определяют рН, в случае необходимости подщелачивают 10 % раствором едкого натрия до рН 8,4±0,1. Время инкубации в первой среде накопления 8-10 часов. Объем 2-ой среды накопления 10 мл. Время инкубации среды без теллурита калия 6 часов, а с теллуритом калия 18-20 часов. 

2) В исследуемую воду добавляют раствор основного пептона до 1 % концентрации и теллурит калия из рабочего разведения 1:1000 до концентрации 1:100000 или 1:200000 в соответствии с данными проверки. Устанавливают рН 8,4±0,1. Время инкубации 18-24 часа. Вторая среда накопления – 10 мл среды без теллурита калия, время инкубации 6-8 часов.

3) После установления щелочной реакции и добавления раствора основного пептона до 1 % концентрации пробы сохраняют при комнатной температуре (не выше 25 0С) до утра (первая среда накопления). В начале следующего дня засевают 5 мл поверхностного слоя в 100 мл 1 % пептонной воды (вторая среда накопления) и делают высев на щелочной агар; высев со второй среды накопления через 6-8 часов инкубации;

4) Воду фильтруют через мембранные фильтры №2 или №3, смыв с которых сеют в накопительную среду и на агаровые пластинки. Из смыва с фильтра можно делать мазки для окраски флюоресцирующими холерными иммуноглобулинами, а также ставить РНГА, РКОА и ПЦР со специфическими праймерами. При интенсивном бактериальном загрязнении проб можно использовать III среду накопления.

Хозяйственно - бытовые сточные воды, доставленные в объеме 1 л, фильтруют через бумажный или матерчатый фильтр для освобождения от механических примесей и исследуют по варианту 1. При заборе сточных вод марлевыми тампонами, последние помещают в широкогорлые колбы или банки с накопительной средой (500 мл) и далее исследуют как указано выше. 

У гидробионтов исследуют содержимое желудка, кишечника, желчь по описанной выше схеме. Дафний, циклопов и др. и рачков растирают в ступке и засевают петлей в 1 % пептонную воду. У раков исследуют кишечник и жабры, делая посев содержимого в среду накопления и слизистой стенки - отпечатком на агаровую среду.

Жидкие пищевые продукты исследуют тем же методом, что и воду.

Молоко в количестве 5 мл сеют в 50-100 мл среды накопления или к 0,5 л молока добавляют основной раствор пептона до 1 % концентрации его в молоке. Другие молочные продукты (кефир, сметану, творог, мороженое и т.д.) в количестве 5-10 мл засевают в 1 % пептонную воду.

Твердые пищевые продукты измельчают и растирают в ступке с физиологическим раствором и засевают в количестве 10 г в 100 мл накопительной среды и петлей на агаровые среды. Масло засевают в жидкую среду накопления в количестве 5-10 г, размягчив его в термостате, или делают посев смыва с поверхности его кусков. После посева продукта устанавливают рН среды 8,4±0,1.

Смывы с объектов внешней среды и мух засевают в 1 % пептонную воду и исследуют по обычной схеме.

При осуществлении эпиднадзора за холерой и отсутствии возможности 2-сменной работы исследование материала от обследуемых контингентов можно проводить по одному из вариантов:

а) в качестве 1-й или 2-й среды накопления используют 1 % пептонную воду (рН 8,4±0,1) с теллуритом калия в конечной концентрации 1:100000 - 1:200000 в соответствии с результатами его контроля. Вопрос о выборе транспортной среды и порядке исследования решают в зависимости от разницы во времени с момента взятия пробы до поступления ее в лабораторию. В течение рабочей недели для отбора проб используют 1 % пептонную воду без теллурита калия в объеме 5-10 мл, во флаконах или пробирках (транспортная среда).

Пробы до отправки в лабораторию сохраняют при комнатной температуре (24,0±1,0) 0С в биксах, ящике, шкафу и т.д. в специально выделенной комнате, закрывающейся на замок. Продолжительность сохранения проб в указанных условиях - до 24 часов В случаях, когда температура в помещении превышает 25 0С, материал следует брать в 1 % пептонную воду с теллуритом калия.

В лаборатории в пробы во флаконах доливают соответствующую среду накопления в количестве до 50 мл, а из пробирок все 5-10 мл транспортной среды с материалом переносят пипеткой в 50 мл среды накопления.

На период выходного дня лаборатории в порядке исключения допускается следующий вариант: забор материала в 50 мл 1 % пептонной воды с теллуритом калия (транспортная среда); допускаемое время сохранения проб до начала исследования при температуре (20,0±1,0) 0С - 60 часов, (27,0±3,0) 0С - 48 часов. В лаборатории 3 мл поверхностного слоя среды с материалом переносят в 50 мл 1 % пептонной воды без теллурита калия (1 среда накопления) и делают высев на чашку щелочного агара с дальнейшим исследованием по изложенной схеме.

б) Исследования материала от людей и объектов внешней среды можно проводить с использованием 1 % пептонной воды высокой щелочности – рН 9,5±0,5 .Пептонную воду подщелачивают до необходимого уровня рН с помощью 10-20 % NaOH. Основной раствор пептона и 1 % пептонную воду с рН 9,5±0,5 можно готовить впрок по общепринятой методике с подщелачиванием до необходимого уровня и последующей стерилизацией при температуре 120 0С - 20 минут. Пептонную воду с повышенным рН в качестве накопительной среды рекомендуется использовать только на первом этапе исследования с удлинением срока инкубации ее до 18-24 ч.

Методы специфической индикации холерных вибрионов

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

С помощью МФА исследуют нативный материал (испражнения и рвотные массы), материал после подращивания и выделенные культуры. Чувствительность метода составляет 1×105 м.к./мл.
Порядок приготовления мазков, окрашивание их люминесцирующими иммуноглобулинами, микроскопия и оценка результатов описаны в инструкции к препарату. Положительный результат может быть получен через 1,5 - 2 часа от начала исследования. При просмотре мазков, обработанных иммуноглобулином холерным флюоресцирующим, особое внимание следует обращать на морфологию светящихся микробов, т.к. в отдельных случаях в мазках из испражнений здоровых людей может наблюдаться свечение микроорганизмов, отличающихся по морфологии от вибрионов (грубые крупные палочки, кокки).

Для устранения неспецифического свечения целесообразно использовать в качестве "гасителя" бычий альбумин, меченный родамином в соответствии с инструкцией по его применению.

В случае отсутствия препарата специфических флюоресцирующих иммуноглобулинов О1 или О139 серогрупп при наличии кроличьей агглютинирующей сыворотки к вибрионам этих серогрупп возможно использование непрямого метода иммунофлюоресценции, который описан в "Инструкциях по применению сыворотки диагностической антивидовой против иммуноглобулинов кролика люминесцирующей сухой".

Реакция иммобилизации вибрионов (РИВ)

Реакция иммобилизации вибрионов под влиянием специфических холерных сывороток О1 и О139 серогрупп дает возможность обнаружить возбудителя в течение нескольких минут при концентрации его в исследуемом материале не менее 1 ( 105 м.к./мл. На предметное стекло пипеткой или петлей наносят 2 капли испражнений, рвотных масс или поверхностного слоя среды обогащения. Первую каплю накрывают покровным стеклом (контроль), ко второй добавляют каплю О1 сыворотки в разведении 1:50, перемешивают и также накрывают покровным стеклом. Раздавленную каплю смотрят под микроскопом при увеличении ×400-600, используя фазово-контрастное устройство или конденсор темного поля.

При наличии в исследуемом образце холерных вибрионов в первой капле наблюдают характерную подвижность, во второй - иммобилизацию отдельных микробных клеток и образование микроагглютинатов немедленно или в течение 1-2 минут. В случае неспецифического взаимодействия с диагностическими сыворотками наблюдается образование мелких подвижных конгломератов при активной подвижности отдельных клеток.

Реакция иммобилизации специфична и позволяет дать первый сигнальный ответ через 15-20 минут от начала исследования нативного материала. При отрицательном результате исследование повторяют после подращивания в 1 % пептонной воде.

В случае отрицательного результата с холерной сывороткой О1 необходимо провести аналогичное исследование с холерной сывороткой О139 серогруппы, которую разводят 1:5.

Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА)

Постановку реакции осуществляют с диагностикумом холерным иммуноглобулиновым (эритроцитарными и на полимерной основе) в соответствии с инструкцией по применению.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)
Для постановки ПЦР используют внедренную в практику «ГенХол - Тест-систему для выявления ДНК Vibrio cholerae (ctxA+) методом полимеразной цепной реакции» (производства ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб»). Препарат позволяет детектировать токсигенные (эпидемически значимые штаммы холерных вибрионов) на основании амплификации фрагмента ctxA гена, кодирующего синтез А-субъединицы холерного токсина. Для генной диагностики холеры возможно применение «Тест-системы для выявления ДНК Vibrio cholerae (ctxA+ tcpA+) методом полимеразной цепной реакции», разработанной совместно НИИ микробиологии Минобороны России и Ростовским НИПЧИ и основанной на амплификации фрагментов двух генетических маркеров эпидемической значимости: ctxA и tcpA генов. Также могут быть использованы экспериментальные серии «Мульто-Cholerae – тест-системы для детекции и характеристики холерных вибрионов методом мультилокусной ПЦР» (производства ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб») и «АмплиСенс V. cholerae –FRT» – набора для выявления ДНК холерных вибрионов в биологическом материале и объектах окружающей среды методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального времени» (производства ФГУН ЦНИИ эпидемиологии, г. Москва). Последние два препарата позволяют уже на этапе индикации провести ускоренную идентификацию возбудителя: определить серогруппу, биовар и эпидемическую значимость. Для этого тест-системы включают несколько пар праймеров, комплементарных генам ctxA, tcpA, hlyA и фрагментам wbf-кластера. кодирующего синтез О-антигена холерных вибрионов. В случае использования тест-системы «Мульти-Cholerae» реакция осуществляется в одной пробирке, а «АмплиСенс V. cholerae- FRT» - двух пробирках (отдельно с системой Скрин (ctxA, tcpA гены) и Тип (hlyA, wbf). 

Выбор препарата для проведения работы определяется задачами, материалом для исследования, состоянием эпидемиологической обстановки по холере. 

Материалом для исследования может быть биологический материал (испражнения, рвотные массы, желчь, аутоптаты), пробы объектов окружающей среды (вода открытых водоемов, смывы, гидробионты), пищевые продукты, жидкие среды накопления и подозрительные на холерный вибрион культуры.
Работу выполняют в соответствии с методическими указаниями МУ 1.3.1794 – 03 «Организация работы при исследованиях методом ПЦР материала, инфицированного микроорганизмами I-II групп патогенности». 

Подготовка проб

Пробы жидких испражнений, рвотных масс и желчи людей; содержимого желудка, кишечника и желчи гидробионтов; суспензии дафний, циклопов, рачков; суспензии кишечника и жабр раков исследуют без предварительной подготовки. Для анализа отбирают по 0,1 мл образцов в микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл. 

Из плотных испражнений готовят суспензию в физиологическом растворе из 1:9 (фекалии/физиологический раствор). Из полученной суспензии отбирают автоклавируемым дозатором, используя наконечник с аэрозольным барьером, 1 мл и переносят в микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл. При одновременном исследовании образцов с помощью бактериологического метода и ПЦР готовят только одну пробу фекальной суспензии, из которой 1 мл используют для выделения ДНК, а оставшийся объем - для посева в среду накопления. Пробирки с фекальной суспензией центрифугируют при 5000 об/мин в течение 5 минут. Отдельным наконечником с аэрозольным барьером из каждой пробирки отбирают надосадочную жидкость и переносят в микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл. Затем центрифугируют при 12000 об/мин в течение 15 мин, надосадочную жидкость удаляют. Осадок ресуспендируют в 0,1 мл 0,9 % раствора натрия хлорида и используют для исследования. 

Кусочки тканей от трупов массой 0,1-1 г помещают в ступку, измельчают ножницами или/и пестиком, затем заливают 0,5-1 мл 0,9 % раствора стерильного хлорида натрия, 0,1 мл суспензии через марлевый тампон отбирают в микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл. При одновременном исследовании аутоптатов с помощью бактериологического метода и ПЦР готовят только одну суспензию объемом 5-6 мл, из которой 1 мл используют для выделения ДНК, а оставшийся объем - для посева в среду накопления. В этом случае отобранную для ПЦР-анализа пробу дробно центрифугируют: первоначально при 5000 об/мин в течение 5 минут, затем надосадочную жидкость при 12000 об/мин в течение 15 мин. Осадок ресуспендируют в 0,1 мл 0,9 % раствора натрия хлорида и используют для исследования. 

Подготовку проб твердых пищевых продуктов осуществляют аналогичным образом.

Пробы жидких пищевых продуктов и воды открытых водоемов объемом 1,0 л дробно центрифугируют. Первоначально в течение 15 мин при 10000-12000 об/мин. Полученный осадок ресуспендируют в 0,5 мл физиологического раствора и микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл и центрифугируют при 2000-5000 об/мин в течение 1 мин. Надосадочную жидкость отбирают наконечником с аэрозольным барьером в микропробирку объемом 1,5 мл. Для выделения ДНК используют 0,1-0,2 мл надосадочной фракции. 

Из I или II пептонной воды отбирают 1 мл с поверхностного слоя и переносят в микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл. Пробы центрифугируют при 12000 об/мин в течение 15 мин. Надосадочную жидкость удаляют, осадок дважды промывают физиологическим раствором по 100 мкл, центрифугируя при 12000 об/мин в течение 5 мин. Осадок ресуспендируют в 100 мкл дистиллированной воды.

Подозрительные культуры в зависимости от их количества на плотной питательной среде суспендируют в 100-500 мкл дистиллированной воды.

Обеззараживание проб

Обеззараживание материала проводят согласно методическим указаниям МУ 3.5.5.-1034-01 «Обеззараживание исследуемого материала, инфицированного бактериями I-IV групп при работе методом ПЦР».

При исследовании подготовленных указанным выше способом проб жидких испражнений, воды открытых водоемов, смывов с поверхности, I или II пептонной воды обеззараживание проводят путем прогревания при 100 оС в течение 30 мин. После охлаждения пробирок до комнатной температуры их центрифугируют при 12000 об\мин в течение 1 мин для осаждения дебриса. Пробы жидких испражнений перед центрифугированием разводят в 2 раза. Обработанные таким образом пробы являются обеззараженными и могут напрямую использоваться для постановки ПЦР. Для исследования отбирают 10 мкл надосадочной жидкости.

При исследовании плотных испражнений, твердых пищевых продуктов, рвотных масс, воды открытых водоемов и сточных вод с большой примесью ила, водорослей или других частиц, обеззараживание проб осуществляют добавлением 300 мкл лизирующего раствора, содержащего 6 М гуанидинтиоцианата и инкубированием при 65 оС в течение 15 мин. Затем осуществляют выделение ДНК методом нуклеосорбции на силикагеле. Для проведения обеззараживания проб и дальнейшего выделения ДНК используют коммерческие наборы для выделения ДНК или соответствующие наборы из диагностических препаратов. Входящий в состав коммерческих наборов лизирующий раствор содержит необходимую концентрацию гуанидинтиоцианата.

Работу осуществляют в соответствии с инструкцией изготовителя.

Постановка ПЦР и учет результатов

Работу проводят в соответствии с инструкцией изготовителя.

Интерпретация результатов

Амплификация в ПЦР фрагментов ctxA и tcpA генов указывает на наличие в исследуемой пробе токсигенных и эпидемически значимых штаммов холерных вибрионов. Амплификация генетических маркеров серогрупы и биоваров позволяет определить принадлежность выявляемой культуры к Vibrio cholerae O1 серогруппы биовара эльтор или классического, или к Vibrio cholerae O139 серогруппы или Vibrio cholerae non-O1 non-O139 серогрупп.
Идентификация культур холерных вибрионов

Культуры, выделенные на различных этапах, идентифицируют с целью определения их принадлежности к роду Vibrio, виду Vibrio cholerae соответствующей серогруппы (О1, О139 или других), а также с целью определения биовара, вирулентности и эпидемической значимости.

Предварительную идентификацию проводят по комплексу признаков, включая морфологию колоний, морфологию и подвижность микробных клеток, пробу на оксидазу и слайд-агглютинацию с сыворотками О1 (1:50-1:100), РО (1:50) и О139 (в разведении, соответствующем обозначению на этикетке). Для культур, положительно реагирующих с сывороткой О1, устанавливают принадлежность к серологическим вариантам (Инаба и Огава) также в слайд-агглютинации. 

Возможно проведение предварительной идентификации подозрительных колоний или культур с помощью ПЦР: определение серогруппы, биовара и эпидемической значимости.

Окончательную идентификацию выделенных на полиуглеводной среде или щелочном агаре агглютинирующихся на стекле культур проводят по сокращенной или полной схеме.

Сокращенная схема предусматривает изучение культуры в развернутой реакции агглютинации с холерными сыворотками О1, Инаба, Огава и РО, определение чувствительности к диагностическим бактериофагам классическому и эльтор, отношение к глюкозе в среде Хью-Лейфсона, сахарозе, маннозе, арабинозе и манниту в средах Гиса, наличие декарбоксилазы лизина и орнитина и дигидролазы аргинина, определение генетических детерминант токсигенности и эпидемической значимости: ctxA и tcpA генов методом ПЦР.

Культуры оксидазопозитивных, активно подвижных вибрионов, расщепляющих глюкозу в среде Хью - Лейфсона до кислоты без газа, ферментирующих сахарозу, маннозу, маннит в средах Гисса и инактивных по отношению к арабинозе, агглютинирующиеся не менее чем до 1/2 титра сыворотками О1 и одной из вариантоспецифических сывороток, относят к V. cholerae О1 серовара Огава или Инаба. Культуры, агглютинирующиеся сыворотками обоих сероваров не менее чем до 1/2 титра, относят к серовару Гикошима.

Для определения принадлежности выделенной культуры холерных вибрионов к О139 серогруппе достаточно положительного результата в слайд-агглютинации с соответствующей сывороткой. 

Культуры, имеющие по данным ПЦР-анализа ctxA и tcpA гены считаются эпидемически опасными. 

Полная схема идентификации культур, агглютинирующихся холерными сыворотками О1 серогруппы, предусматривает опреление биовара, антибиотикограммы и эпидемической значимости с помощью комплексного метода, включающего определение гемолитической акивности в пробе Грейга и чувствительности к холерным диагностическим бактериофагам ctx+ и ctx-, и холерогенности на модели кроликов-сосунков.

В случае выделения культур холерных вибрионов О139 серогруппы, их также изучают по чувствительности к антибиотикам, и определяют эпидемическую значимость указанными выше методами. 

Культуры, имеющие признаки холерных вибрионов и не агглютинирующиеся холерными сыворотками О1 и О139 серогрупп, в случае выделения от больного или вибриононосителя оценивают на наличие ctx гена и определяют серологическую принадлежность с помощью диагностических сывороток О2-О83 серогрупп (в специализированной лаборатории).

У выделенных от больных штаммов холерных вибрионов не О1/О139 серогрупп определяют антибиотикограмму. 

Для выделенных из окружающей среды вибрионов, не агглютинирущихся холерными О1 и О139 сыворотками, целесообразность полной таксономической характеристики определяется в каждом случае отдельно для конкретных территорий и объектов с учетом эпидситуации по холере и регистрации острых кишечных заболеваний, обусловленных этими микроорганизмами.

Лаборатории специализированных центров противочумных и других учреждений, выполняющих функции государственных коллекций микроорганизмов и головных учреждений Роспотребнадзора по инфекционным нозологиям осуществляют расширенную генетическую характеристику по наличию генов, ассоциированных с вирулентностью, эпидемической значимостью и персистенцией холерных вибрионов.

Идентификация атипичных культур холерных вибрионов

К атипичным относят культуры, отклоняющиеся от типичных по отдельным родовым и видовым признакам, а также по агглютинабельности групповой О1- и вариантоспецифическими сыворотками и чувствительности к диагностическим фагам (классическому и эльтор). Антигенная изменчивость холерных вибрионов О1 может выражаться в ослаблении до 1/4 титра или утрате агглютинабельности холерными сыворотками О1, Инаба, Огава. Встречаются штаммы, агглютинирующиеся только холерной сывороткой О1 серогруппы и не реагирующие с вариантоспецифическими сыворотками (Инаба и Огава), что делает невозможным установление их серовара. В случае S-R диссоциации культуры холерных вибрионов начинают агглютинироваться РО-сывороткой. При этом в одних случаях штаммы агглютинируются всеми холерными сыворотками, в т.ч. и РО, их обозначают как SR варианты, в других – в диагностических титрах агглютинируются только с РО сывороткой их относят к R-вариантам.

В последние годы возросла частота встречаемости резистентных к диагностическим холерным фагам штаммов среди холерных вибрионов О1, выделяемых как от людей, так и из объектов окружающей среды.

При этом появление фагоустойчивых штаммов, слабо агглютинирующихся и не агглютинирующихся холерными сыворотками, иногда сочетается с вариабельностью по другим признакам (культурально-морфологическим и биохимическим). Штаммы, атипичные по морфологическим признакам, образуют шероховатые, слизистые, мутные и пигментированные колонии. Размер их также может варьировать, вплоть до появления едва видимых карликовых колоний. У таких культур нередко снижена подвижность, наблюдается спонтанная агглютинация в 0,9 % растворе натрия хлорида. Отмечена возможность обнаружения в организме больного и в воде открытых водоемов холерных вибрионов в L-форме. В мазках, сделанных из атипичных культур холерных вибрионов, клетки имеют форму шаров, сферопластов, встречаются вытянутые, извитые, неделящиеся клетки в виде цепей или нитей.

Нередко встречаются штаммы, измененные по биохимическим свойствам, у которых отмечается ослабление, замедление или утрата способности расщеплять углеводы и многоатомные спирты (крахмал, маннит, маннозу, сахарозу), аминокислоты (лизин, орнитин) и другие субстраты.

Во всех случаях выделения атипичных культур обязательно изучение их по признакам, определяющим принадлежность к роду Vibrio и виду Vibrio cholerae (Таблицы 1, 2).

Культуры холерных вибрионов, обладающие указанными выше признаками рода Vibrio и вида Vibrio cholerae, агглютинирующиеся сывороткой О1 до 1/4 титра, лизирующиеся и не лизирующиеся диагностическими монофагами до ДРТ, следует относить к атипичным вариантам холерных вибрионов серогруппы О1.

Принадлежность к V. сhо1еrае О1 слабо агглютинирующихся (ниже 1/4 титра), диссоциирующих и фагорезистентных культур может быть подтверждена высокочувствительными методами, в т.ч. ПЦР со специфическими праймерами, реакции агглютинации с кроличьими холерными сыворотками, обладающими большей специфичностью, чем лошадиные, РНГА, РНАт, иммунофлуоресценцией, преципитацией в геле, адсорбцией агглютининов по Кастеллани, реакцией агглютинации с убитыми кипячением культурами, пробой с комплементом, позволяющей отбирать из популяции измененных штаммов типичные, резистентные к нему клоны в S – форме.

Для серологической идентификации спонтанно агглютинирующихся культур применяют те же методы и дополнительно реакцию агглютинации с использованием осажденной культуры и 0,3 % раствора натрия хлорида для разведения диагностических сывороток и приготовления взвеси изучаемой культуры.

Выдача ответа о результатах исследования

Ответ о положительном результате может быть предварительным и окончательным.

Предварительный положительный ответ выдают на основании следующих результатов ускоренного исследования нативного материала и после подращивания его в пептонной воде или при выделении культуры:

- положительный результат МФА;

- специфическая иммобилизация;

- положительные результаты ПЦР;

- положительный тест на оксидазу, слайд-агглютинация с сыворотками О1 и вариантоспецифической, О139.

 Предварительный ответ сообщают устно и только в случаях проведения срочных анализов. В условиях эпидемии холеры при проведении массовых исследований после идентификации первых культур по полной схеме такой ответ дает право на проведение противоэпидемических мероприятий.

Окончательный положительный ответ выдают по результатам полной, сокращенной или ускоренной идентификации выделенной культуры в течение 36-48 часов.

Отрицательный ответ может быть дан только по окончании исследования по полной схеме через 36-48 часов; при осуществлении эпиднадзора в условиях односменной работы лаборатории, допускающей использование теллурита калия, продолжительность анализа увеличивается до 3-4 суток.

Отрицательные ответы по результатам ускоренного исследования (МФА, РИВ, РНГА, и др.) до окончания анализа как в условиях эпидемии холеры, так и при эпиднадзоре выдавать запрещается.

Методы идентификации холерных вибрионов

Определение антигенной структуры

Принадлежность к серологической группе и вариантам устанавливают в слайд-агглютинации или развернутой реакции агглютинации с холерными агглютинирующими сыворотками О1, Инаба, Огава, РО, и с холерной сывороткой О139, в соответствии с инструкциями по применению препаратов, а также в других реакциях с иммуноглобулиновыми препаратами (эритроцитарными, полимерными, коагглютинирующими, флуоресцирующими), предназначенными для ускоренной диагностики холеры и идентификации возбудителя.

В случае выделения культуры, дающей спонтанную агглютинацию с диагностическими сыворотками, развернутую реакцию рекомендуется ставить в 0,3 % растворе NaCl.

Диагностические сыворотки двукратно разводят 0,3 % раствором натрия хлорида в объеме 0,5 мл соответственно величине диагностического титра. Суспензию изучаемой культуры готовят в этом же растворе с концентрацией 3х109-5х109 м.к./мл в объеме 8-10 мл. Взвесь выдерживают при комнатной температуре в течение 1-1,5 часа. В реакции используют поверхностный слой микробной взвеси, разведенной 0,3 % раствором натрия хлорида до концентрации 1 млрд м.к./мл, добавляя ее по 0,5 мл во все разведения сыворотки и контроль культуры ( 0,5 мл 0,3 % раствора натрия хлорида + 0,5 мл взвеси культуры). Учет и оценка результатов аналогичны основному варианту развернутой реакции.

Для определения серогруппы холерных вибрионов может быть использованы экспериментальные серии «Мульти-Cholerae – тест-системы для детекции и характеристики холерных вибрионов методом мультилокусной ПЦР» (производства ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб») и «АмплиСенс V. cholerae –FRT – набора для выявления ДНК холерных вибрионов в биологическом материале и объектах окружающей среды методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального времени» (производства ФГУН ЦНИИ эпидемиологии, г. Москва). Материалом для исследования является бактериальная суспензия выделенной культуры вибрионов в дистиллированной воде с концентрацией не выше 1×105 м.к./мл. Методика проведения исследования представлена в разделе специфическая индикация возбудителя холеры методом ПЦР.

Определение индофенолоксидазы

Наличие индофенолоксидазы определяют с помощью 1 % водного раствора диметил -пара-фенилендиамина, тетраметил-пара-фенилендиамина (гидрохлорида) и пара-аминодиметиланилина (гидрохлорида или оксалата) в сочетании с 1 % спиртовым раствором α-нафтола или без него.

На поверхность 18-часовой агаровой культуры, подозрительной колонии или полусливного роста на щелочном агаре наносят 1 каплю 1 % водного раствора одного из указанных реактивов. Положительная реакция на индофенолоксидазу - ярко красная окраска культуры через 20-30 секунд. При использовании двухкомпонентной реакции (в сочетании с α-нафтолом) в положительных случаях - синее окрашивание культуры.

В настоящее время для постановки пробы на оксидазу целесообразнее использовать специальные тест полоски ОКСИ-тест или пропитать помещенную в чашку Петри полоску фильтровальной бумаги 2-3 каплями 1 % водного раствора одного из реактивов. Положительную пробу на оксидазу дают вибрионы, аэромонады, псевдомонады, а отрицательную – все энтеробатерии. Не следует ставить пробу на оксидазу с культурами на полиуглеводных средах, а также с колониями на элективных средах (СЭДХ и TCBS).

Учитывая возможную нестойкость реактивов и различную способность вибрионов к образованию оксидазы на различных питательных средах, пробу обязательно сопровождают положительными и отрицательными контролями соответственно с культурами вибрионов или псевдомонад и энтеробактерий, выращенными на используемом в лаборатории питательном агаре.

Проба тяжа (String test)

 На чашку Петри наносят каплю 0,5 % водного раствора дезоксихолата натрия и в ней суспендируют 18- часовую агаровую культуру исследуемого штамма. При положительной реакции суспензия немедленно теряет мутность, становится слизистой и вязкой - тянется за петлей, что характерно для вибрионов. Проба позволяет дифференцировать вибрионы не только от энтеробактерий, но и от других родственных грамотрицательных микроорганизмов. Исключение составляют лишь некоторые штаммы аэромонад, которые в течение примерно 60 секунд образуют слабо тянущуюся нить.

Определение типа расщепления глюкозы

Тип расщепления глюкозы определяют путем посева исследуемой культуры уколом в две пробирки со средой Хью-Лейфсона. Поверхность среды в одной из пробирок покрывают 0,5 - 1 мл стерильного вазелинового масла. Посевы инкубируют от 1 до 4 суток при температуре (37,0±0,5) 0С. Окисление определяют по изменению окраски среды только в аэробных, ферментацию - в аэробных и анаэробных условиях роста. Вибрионы расщепляют глюкозу по ферментативному типу.

Определение декарбоксилазной и дигидролазной активности

Декарбоксилазную и дигидролазную активность определяют на специальных средах, содержащих лизин, орнитин, аргинин. В каждую пробирку с этими средами, в том числе контрольную без аминокислот засевают по полной петле 18-часовой культуры и заливают 0,5-1 мл стерильного вазелинового масла. Инкубируют посевы при температуре (37,0 ±0,5) 0С. Учет результатов ежедневно, при сомнительном результате - наблюдение до 4 суток. В результате ферментации глюкозы вначале происходит сдвиг рН в кислую сторону, а в дальнейшем при декарбоксилировании аминокислот накапливаются амины и происходит защелачивание среды.

Ферментация углеводов и многоатомных спиртов

Ферментацию глюкозы, лактозы, маннозы, сахарозы, арабинозы, маннита, салицина, дульцита, инозита, крахмала и др. определяют в жидких или полужидких средах Гисса с индикатором бромтимоловым синим, Андреде, ВР. Для посева используют культуру, выращенную в течение 12-20 часов на плотной или 3-4 часов - в жидкой питательной среде. Посевы на средах с углеводами и спиртами инкубируют при (37,0±0,5) 0С и учитывают через 6-18 часов. 

Для определения диастатической активности, кроме среды Гисса с крахмалом, может быть использована и среда Кодама. Культуру засевают в среду и также инкубируют при (37,0(0,5) 0С. Через 18 часов в пробирку со средой Кодама добавляют 2-3 капли раствора Люголя. При разложении крахмала среда не окрашивается.

Определение протеолитической активности

Протеолитические свойства выявляют путем посева уколом в столбик желатины 18-часовой агаровой культуры. Посевы инкубируют в течении 2-3 суток при температуре (37,0±0,5) 0С в течение 18 часов. Перед учетом результатов пробирки помещают в холодильник на 20 минут. При положительном результате желатина остается жидкой, а при отрицательном (и в контрольной пробирке) - затвердевает.

Определение образования индола

Образование индола определяют у культур, выращенных в средах, содержащих триптофан (пептонная вода, мясо-пептонный бульон, бульон Хоттингера и др.), вибрионы расщепляют его с образованием индола, что выявляется с помощью индикаторных бумажек или реактива Эрлиха после инкубирования при температуре (37,0(0,5) 0С в течение 18 часов.

Определение образования сероводорода

Образование сероводорода определяют на среде Клиглера, в которую входят серосодержащие неорганические соединения, или с помощью индикаторных бумажек, пропитанных раствором уксуснокислого свинца. Холерные вибрионы не продуцируют фермента тиосульфатредуктазы и поэтому не образуют сероводорода в среде Клиглера в отличие от положительных по этому признаку энтеробактерий. В случае использования индикаторных бумажек следует исследуемую культуру выращивать при (37,0±0,5) ºС в 1 % пептонной воде. Во избежание ошибок не рекомендуется культивирование в бульоне Хоттингера или мясопептонном бульоне, в которых в значительном количестве могут находиться серосодержащие аминокислоты, расщепляемые с образованием сероводорода ферментом цистиндесульфогидролазой, продуцируемой как энтеробактериями, так и холерными вибрионами.

Для изучения биохимической активности холерных вибрионов с целью определения их систематического положения целесообразно использовать коммерческие микрообъемные тест-системы с обработкой полученных результатов с помощью компьютерных программ, что значительно сокращает время и повышает качество исследований.

Определение биолюминесценции

Для выявления признака биолюминесценции изучаемые штаммы засевают в 1 % пептонную воду или на пластинки щелочного агара, инкубируют при температуре (37,0±0,5) 0С в течение 18 часов Выросшие культуры просматривают в темной комнате. Свечение наблюдают после 5-10 минутной адаптации в темноте. Холерные вибрионы О1 и большинство не О1 серогруппы как правило не обладают признаком биолюминесценции. Этой способностью обладают так называемые V. albensis или V. phosphorescens, которые в настоящее время относятся к виду холерных вибрионов (Bergey's manual of systematic bacteriology, 1984) и представители видов V. harveyi, V. fisheri.

В тех случаях, когда выделенная культура обладает признаками рода Vibrio, но не соответствует определению вида V. сholerae, прибегают к постановке дополнительных тестов межвидовой дифференциации для установления принадлежности к соответствующему виду (Приложение 1, 2). 

Определение галофильности

 Галофильность оценивают путем посева суточной агаровой культуры исследуемого штамма в 1 % пептонную воду с 3 % натрия хлорида. Через 3-4 часа инкубации при температуре 37 0С переносят строго по 1 капле выросшей культуры в пептонную воду без NaCl, с 7 % и 10 % натрия хлорида. Через 18-20 часов инкубации оценивают рост культур по помутнению среды.

К негалофильным относятся V. cholerae и V. mimicus, для роста которых достаточны следовые количества соли в среде. Вибрионы остальных видов, за исключением некоторых штаммов V. fluvialis, V. metshnikovii не растут в 1 % пептонной воде без добавления натрия хлорида и устойчивы к значительным его концентрациям.

Определение способности вибрионов к росту

при различных температурах

Способность вибрионов к росту при температуре 4; 20; 30; 35; 40; 45 и 50 оС выявляют при посеве суточных культур в 1 % пептонную воду с 0,5 % натрия хлорида для негалофильных вибрионов и с 1,5-2 % натрия хлорида для галофильных вибрионов. Наличие роста оценивают визуально в сравнении с контролем. Наблюдают за посевами ежедневно в течение 2 недель.

Определение нитратредуктазной активности

Нитратредуктазная активность может быть выявлена с помощью реактива Грисса или риваноловым методом. В обоих случаях исследумую культуру выращивают в бульоне Хоттингера с 0,1 % KNO3. После добавления к выросшей культуре 0,5 мл реактива Грисса среда окрашивается в красный цвет. В другом варианте реактив представляет собой смесь равных объемов 0,1 % раствора риванола в дистиллированной воде и 12 % раствора соляной кислоты. После добавления к культуре 3-5 капель этого реактива в положительном случае бульон также окрашивается в красный цвет. Возможно использование для проведения реакции индикаторных дисков из СИБ для идентификации вибрионов или коммерческих тест-систем.

Определение (- галактозидазы

Для определения (- галактозидазы суточную агаровую культуру засевают на скошенную поверхность столбика агара, содержащего 10 % лактозы. Посевы инкубируют 1-2 суток при температуре 37 0С. Петлю выросшей культуры суспендируют в 0,25 мл 0,9 % раствора натрия хлорида, добавляют 0,25 мл водного раствора О-нитрофенил-(-D-галактопиранозита (ONPG) и помещают в термостат при (37(0,5) 0C. Реакцию учитывают через 20 минут 1, 3 и 24часов. В положительном случае взвесь приобретает желтую окраску, в отрицательном - остается бесцветной. 

Определение биоваров холерных вибрионов

Чувствительность к диагностическим холерным фагам классическому и эльтор определяют в соответствии с наставлением к препаратам. При оценке результатов проб с фагами необходимо ориентироваться на диагностический рабочий титр (ДРТ), который обычно обозначают на этикетках. Определение чувствительности к фагам проводят как с цельными препаратами, так и с их 10-кратными разведениями до ДРТ в мясо-пептонном бульоне. Дифференциальный рабочий титр не ниже 1х10-2.

Чувствительность к полимиксину В определяют, добавляя в расплавленный и остуженный до 45 0С питательный агар (рН 7,2±0,1) антибиотик из расчета 50 единиц на 1 мл среды. После тщательного перемешивания среду разливают в чашки Петри. На застывшие агаровые пластинки наносят обычной бактериологической петлей 18-ти или 3-часовую бульонную культуру. Результаты учитывают после инкубирования посевов при температуре 37 0С в течение 18 часов Холерные вибрионы биовара cholerae не растут на полимиксиновом агаре, для холерных вибрионов биовара eltor – признак вариабелен.

Реакцию гемагглютинации ставят на стекле с 2,5 % взвесью куриных эритроцитов, трижды отмытых физраствором. Для постановки пробы могут быть использованы эритроциты морской свинки. Холерные вибрионы классического биовара как правило не обладают этим признаком в отличие от большинства штаммов вибрионов эльтор.

Образование ацетилметилкарбинола определяют в реакции Фогес-Проскауэра. Испытуемую культуру засевают в глюкозо-фосфатный бульон Кларка и инкубируют при температуре (37,0±0,5) 0С в течение 1-3 суток. Затем к 1 мл культуры добавляют 0,6 мл 6 % спиртового раствора альфа-нафтола и 0,4 мл 40 % раствора едкого калия. Пробирки встряхивают и помещают в термостат на 1 ч. При положительной реакции среда окрашивается в розовый или ярко-красный цвет. Отсутствие признака характерно для классических холерных вибрионов. Холерные вибрионы эльтор вариабельны по этому признаку.

Для определения биоваров холерных вибрионов может быть использованы экспериментальные серии «Мульто-Cholerae – тест-системы для детекции и характеристики холерных вибрионов методом мультилокусной ПЦР» (производства ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб») и «АмплиСенс V. cholerae –FRT – набора для выявления ДНК холерных вибрионов в биологическом материале и объектах окружающей среды методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального времени» (производства ФГУН ЦНИИ эпидемиологии, г. Москва). Материалом для исследования является бактериальная суспензия выделенной культуры вибрионов в дистиллированной воде с концентрацией не выше 1×105 м.к./мл. Методика проведения исследования представлена в разделе «Экспрессные и ускоренные методы диагностики холеры».

Оценка эпидемической значимости холерных вибрионов

Определение эпидемической значимости холерных вибрионов осуществляют с помощью микробиологических методов для характеристики фенотипа и молекулярно-биологических – генотипа выделенных штаммов.

Гемолитическую активность в пробе Грейга определяют по отношению к эритроцитам барана. К 1 мл 18-24 часовой культуры, выращенной в 4-5 мл мясо-пептонного бульона или сердечно-мозгового инфуза, добавляют 1 мл 1 % взвеси трижды отмытых эритроцитов барана в физиологическом растворе. Смесь микробов и эритроцитов осторожно перемешивают встряхиванием и помещают на 2 часа в термостат при температуре (37,0±0,5) 0С, а затем в холодильник до следующего дня. Предварительный учет результатов проводят через 2 часа, окончательный - на следующий день. При положительной реакции наступает полный или частичный лизис эритроцитов (лаковая кровь). В контроле (бульон - 1 мл + 1 мл взвеси эритроцитов) гемолиз отсутствует.

Для постановки пробы на гемолиз может быть использована дефибринированная кровь барана, консервированная борной кислотой или консервантом Алсевера.
Консервированные эритроциты сохраняют свои свойства в течение 3-х месяцев.
Комплексный метод определения эпидзначимости холерных вибрионов эльтор in vitro по чувствительности к фагам эльтор ctx+ и ctx- в сочетании с пробой на гемолиз.

Пробу с фагами методом агаровых слоев ставят в соответствии с наставлением к препаратам. По лизису фагами и гемолитической активности исследуемые штаммы относят к эпидемически опасным (1 группа, вариант 1) и эпидемически неопасным (III группа, варианты 6, 7, 8) или к требующим дополнительных исследований для заключения об их эпидзначимости - группа II, варианты 2, 3, 4, 5 (таблица 2).

Таблица 2

Схема оценки эпидемической значимости V. cholerae eltor 

комплексным методом

	Группы
	Варианты
	Гемолиз по Грейгу
	Чувствитель-ность к фагам
	Оценка эпидемической значимости

	
	
	
	ctx+
	ctx-
	

	I
	1.
	-
	+
	-
	Эпидемически значимые

	II
	2.
	-
	-
	-
	Для оценки эпидемической значимости необходимы дополнительные исследования на наличие генов ctxАВ, tcpA или токсигенности на кроликах-сосунках

	
	3.
	-
	+
	+
	

	
	4.
	+
	+
	+
	

	
	5.
	+
	+
	-
	

	III
	6.
	+
	-
	+
	Неэпидемические

	
	7.
	+
	-
	-
	

	
	8.
	-
	-
	+
	


Определение токсигенности холерных вибрионов на модели кроликов – сосунков проводят в лабораториях, имеющих разрешение на экспериментальную работу с возбудителями 1-2 групп патогенности.

Для заражения животных используют 4-х часовую агаровую культуру, выращенную при температуре (37,0±0,5) 0С или 18-ти часовую - при температуре (20,0±1,0) 0С. Необходимо использовать две заражающие дозы: 1х105 и 1х10 7 м.к., которые вводят внутрикишечно в объеме по 0,2 мл двум кроликам. Заражающую дозу контролируют путем высева на две чашки щелочного агара 0,1 мл взвеси из разведения 1х103 м.к./мл. Кроликов 10-12 - дневных, массой 130-160 г фиксируют к станку брюшком вверх, выстригают шерсть на операционном поле и смазывают его йодом. Дают эфирный или внутримышечно тиопенталовый наркоз (0,2 мл 1 % раствора на 100 г массы). Делают разрез длиною 1 см по средней линии живота на уровне пупка. Извлекают петлю тонкого кишечника на длинной брыжейке, фиксируют с помощью мягкого пинцета и вводят взвесь вибрионов. Петлю погружают в брюшную полость, брюшную стенку и кожу послойно зашивают. Шов смазывают йодом. Опеpиpованных крольчат кормят с помощью шприца молоком и наблюдают 48 часов. Всех погибших и умеpшвленных через 48 часов животных вскрывают и делают высев содержимого кишечника на чашки щелочного агара. Наиболее выраженные изменения наблюдаются в толстом кишечнике, который растянут бесцветной или светло-желтой прозрачной или слегка опалесциpующей жидкостью. Слепая кишка и прилегающие отделы толстого кишечника могут быть настолько растянуты, что через них видны подлежащие петли кишечника, что создает видимость полной прозрачности кишечного содержимого. Тонкий кишечник расширен и также заполнен полупpозpачным содержимым. Описанные изменения характерны для «синдpома холеpогенности», наблюдаемого при заражении эпидемически значимыми, содержащими ген холерного токсина штаммами.

Токсигенные (холерогенные) штаммы вызывают гибель большинства зараженных животных дозами 1х105 и 1х107 м.к. в течение первых двух суток с типичным, описанным выше «синдpомом холеpогенности».

Штаммы холерных вибрионов, не содержащие гена холерного токсина, не вызывают гибели животных и изменений в кишечнике или обусловливают накопление в кишечнике выживших и павших животных мутной коричневато-желтой жидкости, т.е. развитие энтеропатогенного синдрома, связанного с реализацией других факторов патогенности.

Обязательной проверке на модели кpоликов-сосунков в отсутствии возможности определения гена холерного токсина подлежат следующие штаммы: выделенные от людей - гемолизнегативные штаммы холерных вибрионов О139 серогруппы, гемолизпозитивные штаммы холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп, гемолизнегативные штаммы холерных вибрионов О1 серогруппы, атипичные по серологическим свойствам и устойчивые к фагам эльтор и ctx+; выделенные из объектов окружающей среды, гемолизотрицательные штаммы холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп, выделенные при отсутствии эпидосложнений по холере.

Определение токсигенности и эпидемической значимости

холерных вибрионов методом ПЦР

Исследования проводят аналогично тому, как представлено в разделе специфическая индикация возбудителя холеры методом ПЦР. Для проведения ПЦР используют все представленные генодиагностические препараты. Материалом для исследования является бактериальная суспензия выделенной культуры вибрионов в дистиллированной воде с концентрацией не выше 1×105 м.к./мл.

Амплификация в ПЦР фрагментов ctxA и tcpA генов указывает на токсигенность и эпидемическую значимых выделенных штаммов холерных вибрионов.
Определение чувствительности холерных

вибрионов к антибиотикам

Чувствительность холерных вибрионов к антибиотикам и химиопрепаратам определяют количественным методом серийных разведений в плотной питательной среде, а также в бульоне или методом диффузии в агар с использованием коммерческих дисков, в соответствии с действующими инструктивно-методическими документами. 

Расширенная идентификация холерных вибрионов методом ПЦР


Исследования проводят в референс-лабораториях. Определяют генетическую характеристику выделенных штаммов холерных вибрионов по более чем 20 генам, ассоциированным с вирулентностью и персистенцией возбудителя. 

СЕРОДИАГНОСТИКА ХОЛЕРЫ

Иммунологические методы исследования, как правило, используются для оценки эффективности вакцин, а также имеют дополнительное значение в отдельных случаях для ретроспективной диагностики заболеваний или вибриононосительства.

Для иммунологической диагностики холеры используют реакции, выявляющие в сыворотках больных, переболевших, вибриононосителей, а также у вакцинированных специфические антитела: агглютинины, антитоксины и вибриоцидины.

У больных холерой на 5-7 день после начала заболевания появляются агглютинины, антитоксины и вибриоцидные антитела в высоких титрах. Титры антитоксинов нарастают более медленно.
Исследовать надо парные сыворотки с интервалом в 7-10 дней. Первая проба должна быть взята на 2-3 день болезни, а вторая - через 5-7 дней для оперативной диагностики и через 7-10 дней и более - для ретроспективной.

Кровь для серологических исследований берут из вены, а при отсутствии такой возможности из пальца. Из вены берут 1-5 мл крови и после свертывания сгусток отслаивают от стенки пробирки стерильной стеклянной палочкой или платиновой петлей. Пробирки сохраняют в холодильнике и транспортируют в лабораторию охлажденными (в термосе, сумке-холодильнике и др.).

Определение агглютининов в сыворотке крови

Для обнаружения противохолерных антител в развернутой реакции агглютинации исследуемую сыворотку разводят 1 % пептонной водой рН 7,5±0,1 в объеме 1 мл от 1:10 до 1:640. В качестве антигена используют 3-х часовую бульонную культуру, выделенную в данном очаге, или исследуют в 3-х рядах с культурами холерных вибрионов (сероваров Огава, Инаба и О139 группы). В пробирку с раститрованной сывороткой вносят по 1 капле культуры-антигена и ставят на 1 час в термостат, затем до утра в холодильник при температуре (4,0±0,5) 0С, после чего отмечают результаты. Реакция сопровождается контролями антигена и сыворотки. Результат исследования сыворотки больного при реакции агглютинации в разведении 1:40 и выше считается ориентировочно положительным. Диагностическое значение имеет не менее, чем 4-х кратное нарастание титров антител.

Агглютинины к холерным вибрионам О1 серогруппы могут быть выявлены в исследуемых сыворотках с помощью двухкомпонентной реакции гемагглютинации (РНГА) с антигенным холерным эритроцитарным диагностикумом или трехкомпонентной реакции нейтрализации антигена (РНАг) с холерным иммуноглобулиновым эритроцитарным диагностикумом. Оба варианта реакции гемагглютинации по чувствительности и специфичности превосходят реакции агглютинации, а в трехкомпонентной реакции, кроме полных агглютининов, выявляются неполные. Методики постановки реакций в макро- и микрообъемах изложены в наставлениях к диагностикумам. При использовании системы реакции РНГА и РНАг отпадает необходимость в постановке контроля специфичности с каждой исследуемой сывороткой, так как эти две реакции взаимно контролируют полученные результаты.

Принцип трехкомпонентной реакции заключается в специфической нейтрализации добавляемого антигена полными и неполными антителами, содержащимися в сыворотке. Необходимые ингредиенты, методика постановки в макро- и микрообъемах изложены в инструкциях по применению к диагностикуму эритроцитарному холерному иммуноглобулиновому.

Диагностическое значение имеет не менее чем 4-х кратное нарастание титров антител при исследовании парных сывороток в РНГА и РНАг.

Токсиннейтрализующие антитела выявляют с помощью РНГА с эритроцитарным холерным энтеротоксическим диагностикумом (ЭХЭД) в сыворотках больных холерой вибриононосителей и привитых холероген-анатоксином токсиннейтрализущие антитела появляются на 5-6 день болезни, достигают максимума – на 14-21 день, а затем их титры снижаются. Диагностическим титром РНГА с ЭХЭД следует считать 1:160. Целесообразно исследовать парные сыворотки. С помощью этой реакции можно также выявлять токсиннейтрализующие антитела в сыворотках крови больных и вибриононосителей, инфицированных холерными вибрионами О139 серогруппы. Методика постановки РНГА с ЭХЭД прилагается к комплекту диагностикума.

Определение вибриоцидных антител в сыворотке крови (РВА)

Вибриоцидные антитела в крови больных обнаруживаются с 1-3 дня болезни в титрах 10-1-10-3 и достигают максимальных значений 10-4-10-8 к 10-12 дню. Принцип метода во всех его вариантах заключается в том, что в присутствии вибриоцидных антител не происходит размножения холерных вибрионов.

При проведении серологических исследований в очаге, обусловленном возбудителем холеры определенного серовара, в реакции используют один штамм соответствующего серовара, при отсутствии этих данных - два штамма обоих сероваров.

Методика постановки реакции Комплемент, разведенный 0,9 % раствором хлорида натрия 1:20, разливают в два ряда пробирок по 0,9 мл. В первую пробирку вносят 0,1 мл исследуемой сыворотки и после тщательного перемешивания последовательно переносят по 0,1 мл до разведения 10-10, получая десятикратные разведения сыворотки в объеме 0,9 мл. Титрацию сыворотки проводят на льду, который помещают в любую емкость.

Из односуточной агаровой культуры холерного вибриона готовят взвесь в 0,9 % растворе хлорида натрия, содержащую в 1 мл 10000-20000 м.к. Стерильной градуированной пипеткой полученную взвесь по 0,1 мл вносят в опытные пробирки с раститрованной сывороткой.

Необходимы следующие контроли: а) контроль комплемента (0,9мл комплемента и 0,1 мл культуры); б) контроль сыворотки (0,8 мл 0,9 % раствора хлорида натрия, 0,1 мл сыворотки и 0,1 мл культуры); в) контроль культуры (0,9 мл 0,9 % раствора хлорида натрия и 0,1 мл культуры).

Штатив с пробирками на 1 час помешают в водяную баню или термостат при температуре (37,0±0,5) 0С, сделав предварительно высев из пробирки контроля культуры на 2 пластинки щелочного агара для определения фактической концентрации живых вибрионов в опытной суспензии (контроль разведения).

Через 1 час штатив вновь ставят на лед и из каждой пробирки отдельной стерильной пипеткой 0,1 мл культуры высевают на чашку со щелочным агаром рН 7,0±0,1. Посев равномерно распределяют по поверхности чашки покачиванием или шпателем. Чашки помещают на 18-24 часа в термостат при температуре (37,0±0,5) 0С, после чего подсчитывают количество выросших колоний.

В посевах из контрольных пробирок с культурой должно вырастать количество колоний, близкое к контролю разведения.

Вибриоцидным титром считают максимальное разведение сыворотки, которое вызывает гибель не менее чем 50 % клеток холерного вибриона, что выявляется при посеве на агаровые пластинки в чашки Петри, по сравнению с количеством выросших колоний из пробирки контроля комплемента.

Вибриоцидные антитела могут быть определены также методом, основанным на ферментации углеводов. Об отсутствии или наличии ВА судят по ферментации сахарозы, регистрируемой с помощью индикатора.

Для постановки РВА при холере, обусловленной холерным вибрионом О139 серогруппы, не может быть использован выделенный в очаге штамм в связи с возможной чувствительностью его к комплементу. В этих случаях рекомендуется предложенный специалистами Ростовского НИПЧИ ctxˉ клон холерного вибриона О139, депонированный в Государственной коллекции патогенных бактерий Микроб (РосНИПЧИ «Микроб») штамм КМ-151 (МО-45).

Приложение 1

Основные дифференциальные признаки рода Vibrio и некоторых других микроорганизмов

	Признаки
	Vibrionaceae
	Aeromona-daceae
	Moraxe-llaceae
	Photo-bacte-riaceae
	Enterobacteriaceae
	Pseudomo-nadaceae

	
	Vibrio, в т.ч.
	Aeromonas
	Enhydro-bacter
	Photo-bacteri-um
	Plesiomo-nas
	другие рода
	

	
	V. cholerae
	другие виды
	
	
	
	
	
	

	Морфология, окраска поГраму
	Грамотрицательные полиморфные прямые или слегка изогнутые палочки

	Подвижность
	+
	+(-)
	+(-)
	-
	+
	+
	+(-)
	+

	Оксидаза
	+
	+(-)
	+
	+
	+(-)
	+
	-
	+(-)

	Рост на средах без NaCl
	+
	-(+)
	+
	+
	-
	+
	-
	-

	Чувствительность к 0-129 1)
	+
	+(-)
	-
	-
	+
	+
	-
	-

	О/Ф глюкозы в среде Хью-Лейфсона
	+/+
	+/+
	+/+
	+/+
	+/+
	+/+
	+/+
	+/-

	Газ из глюкозы
	–
	-(+)
	+(-)
	-
	+
	-
	+ -
	-

	Лизиндекарбо-ксилаза
	+
	+(-)
	-(+)
	+
	+
	+
	+ -
	-(+)

	Орнитиндекарбо-ксилаза
	+
	+-
	-(+)
	+
	+
	+
	+-
	-(+)

	Аргининдигидро-лаза


	–
	-(+)
	+
	+
	+
	+
	- +
	+ -


Приложение 1 (продолжение)
	Признаки
	Vibrionaceae
	Aeromona-daceae
	Moraxe-llaceae
	Photo-bacte-riaceae
	Enterobacteriaceae
	Pseudomo-nadaceae

	
	Vibrio, в т.ч.
	Aeromonas
	Enhydro-bacter
	Photo-bacteri-um
	Plesiomo-nas
	другие рода
	

	
	V. cholerae
	другие виды
	
	
	
	
	
	

	Ферментация: 

лактозы

маннита
	-

+
	- (+)

+(-)
	- (+)

+(-)
	-

x
	х

-
	+

-
	+ -

+(-)
	- (+)

+(-)

	арабинозы
	–
	-(+)
	+(-)
	x
	-
	-
	+(-)
	-(+)

	сахарозы
	+
	+(-)
	+
	x
	-(+)
	-
	+ -
	-

	инозита
	–
	-(+)
	-
	x
	-
	+
	-(+)
	x

	Образование:

ацетилметилкар-бинола
	+(-)
	-(+)
	+(-)
	-
	+
	-
	-(+)
	x

	индола
	+
	+(-)
	+(-)
	-
	-
	-
	+(-)
	+ -

	нитратредуктазы
	+
	+(-)
	+
	+
	+(-)
	+
	+
	+ -

	(-галактозидазы
	+
	+(-)
	+
	x
	+
	+
	-(+)
	x

	желатиназы
	+
	+(-)
	+
	x
	+
	-
	-(+)
	+ -

	Биолюминесцен-ция
	–(+)
	-(+)
	-
	x
	+
	-
	-
	-

	Мол. % G+C в ДНК
	38
	51
	57-63
	66
	40-44
	51
	39-59
	58-70


Условные обозначения: 

1) - бактериостатический агент -2,4-диамино-6,7-диизопропилптеридин 

х - нет данных; + положительный результат в 90 %; - отрицательный результат в 90 %; 

+ - - положительный и отрицательный результаты встречаются в равной степени; 

+(-) или -(+) в скобках редко наблюдаемый

Приложение 2

Характеристика патогенных для человека видов вибрионов рода Vibrio
	Признаки
	V. cholerae
	V. alginolyticus
	V. cincinnatiensis
	V. damsela
	V. fluvialis
	V. furnissii
	V. harveyi
	V. hollisae
	V. metschnikovii
	V. mimicus
	V. parahaemolyticus
	V. vulnificus

	Морфология

Подвижность
	1)

+
	+
	+
	d
	d
	+
	–
	+–
	+d
	+
	+
	+

	Роение на агаре
	–
	+
	–
	–
	–
	–
	d
	–
	–
	–
	d
	–

	Индофенолоксидаза
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	–
	+
	+
	+

	Образование: газа из глюкозы
	–
	–
	–
	–
	–
	+
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	индола
	+
	+
	–
	–
	–
	+(–)
	+
	+
	+(–)
	+
	+
	+

	ацетилметилкарбинола
	+(–)
	+
	+–
	+
	–
	–
	d
	–
	+
	–
	–
	–

	Ферментация: лактозы
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+(–)
	–(+)
	–
	d

	арабинозы
	–
	–
	+
	–
	+
	+
	–
	+
	–
	–(+)
	+–
	–

	сахарозы
	+
	+
	+
	–
	+
	+
	d
	–
	+
	–
	–
	–

	целлобиозы
	–
	–
	+
	–
	–(+)
	–(+)
	d
	–
	–
	–
	–
	+

	маннита
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	d
	–
	+
	+
	+
	+(–)

	салицина
	–
	–
	+
	–
	+–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+

	Аргининдигидролаза
	–
	–
	–
	+
	+
	+
	–
	–
	–(+)
	–
	–
	–

	Лизиндекарбосилаза
	+
	+
	+
	+(–)
	–
	–
	+
	–
	+(–)
	+
	+
	+

	Приложение 2 (продолжение)

	Признаки
	V. cholerae
	V. alginolyticus
	V. cincinnatiensis
	V. damsela
	V. fluvialis
	V. furnissii
	V. harveyi
	V. hollisae
	V. metschnikovii
	V. mimicus
	V. parahaemolyticus
	V. vulnificus

	Орнитиндекарбоксилаза
	+
	d
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	+
	+
	+

	(–галактозидаза
	+
	–
	+–
	–
	d
	d
	–
	–
	d
	+
	–
	d

	Нитратредуктаза
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	–
	+
	+
	+

	Амилаза
	+
	+
	+
	x
	+
	d
	+
	x
	+
	–
	+
	+

	Желатиназа
	d
	+
	–
	–
	+–
	d
	–
	–
	d
	d
	+
	d

	Рост в 1 % пепетонной воде с NaCl 0 %
	+
	–
	–
	–
	–(+)
	–(+)
	–
	–
	–(+)
	+
	–
	–

	3 %
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	–(+)
	+
	+
	+

	6 %
	d
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	d
	d
	d
	+
	d

	10 %
	–
	+
	–
	–
	–(+)
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–

	Рост при: 40С
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	–
	x
	–
	–
	–
	–

	200С 
	+
	+
	–
	–
	+
	+
	+
	x
	+
	x
	+
	+

	350С 
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	x
	+
	+
	+
	+

	420С 
	+
	+
	–
	–
	d
	–
	d
	x
	d
	d
	d
	d

	450С
	–
	–
	–
	–
	d
	–
	–
	x
	d
	x
	–
	–

	Биолюминесценция
	–(+)
	–
	–
	–
	–
	–
	d
	–
	–
	–
	–
	–

	Чувствительность к 0-129
	+
	–(+)
	–(+)
	+
	d
	–
	+
	d
	+
	+
	–(+)
	+


Обозначения: см. обозначения к табл. 1; 1) грамотрицательные прямые или изогнутые палочки; d - различный результат.
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Сибирская язва (Anthrax) – это острое инфекционное заболевание животных и человека, относящееся к группе особо опасных инфекций. (Бургасов П.Н. с соавт., 1970; Коротич А.С. и Погребняк Л.И., 1976, Бургасов П.Н. и Рожков Г.И., 1984, Онищенко Г.Г. с соавт, 1999).

Сибирская язва распространена на всех континентах, однако распределение инфекции имеет неравномерный характер (Черкасский Б.Л., 2002). Эпидемиологическая обстановка в России по данному заболеванию до сих пор оценивается как напряженная и не имеющая тенденции к стабилизации (Маринин Л.И. с соавт., 1999). Высокая патогенность сибиреязвенного микроба в сочетании с уникальной устойчивостью споровых форм к воздействию факторов внешней среды, ставят его в разряд крайне опасных биологических агентов. Возбудитель сибирской язвы в 2001 году в США был использован как средство биологического терроризма, что привело к человеческим жертвам и возникновению паники среди населения. Поэтому своевременная и точная лабораторная диагностика сибирской язвы приобретает особое значение. 

Диагностика сибирской язвы у человека основывается на эпизоотологических, эпидемиологических, клинических, лабораторных и патологоанатомических данных

Характеристика возбудителя. Возбудитель сибирской язвы - Bacillus апthrасis принадлежит к клеточным организмам надцарства Archea, типу Firmicutes, классу Bacilli, порядку Bacillales, семейству спорообразующих микроорганизмов Bacillасеае, роду Васillus. В роду Bacillus, насчитывающем 101 вид, выделяют группу видов Bacillus cereus, в которую входят близкородственные B. cereus, B. anthracis, B. thuringiensis, B. mycoides и недавно признанный новым видом психротолерантный микроб B. weihenstephanensis (Lechner S. et al., 1998).

В. anthracis патогенен для человека, всех сельскохозяйственных и некоторых видов диких животных, для лабораторных животных - мышей, морских свинок, золотистых хомяков и кроликов. В. cereus и B. weihenstephanensis способны вызывать у людей пищевые отравления. В. cereus известен также как оппортунистический патоген, вызывающий у лиц с иммунодефицитами и больных в послеоперационном периоде эндофтальмиты, бактериемию, септицемию, эндокардиты, сальпингиты, пневмонии и менингиты. B. thuringiensis является энтомопатогенным микроорганизмом. Все виды группы B. cereus фенотипически и генетически чрезвычайно схожи, большинство из них обитает в одних и тех же экологических нишах, что затрудняет межвидовую дифференциацию и создает определенные проблемы для лабораторной диагностики сибирской язвы.
Сибиреязвенный микроб представляет собой крупную неподвижную грамположительную палочку. Встречается в трех формах; вегетативной бескапсульной, вегетативной капсульной и споровой. Капсулу микроб образует только в живом организме или на специальных питательных средах. Спорообразование происходит вне организма человека или животных в условиях внешней среды или при росте возбудителя на питательных средах при свободном доступе кислорода воздуха, изменении рН среды и влажности, снижении температуры до 12 оС или повышении до 42,5 оС. В мазках из культур, выросших на питательных средах, палочки в вегетативной форме расположены длинными цепочками, края микробов в окрашенных препаратах обрублены, и цепочка напоминает бамбуковую трость с коленчатыми сочленениями. В мазках из патологического материала палочки расположены поодиночке, попарно или короткими цепочками, окружены хорошо выраженной капсулой, зачастую общей для группы микробов. Споры имеют овальную форму, в палочках располагаются центрально, не превышая диаметра тела микробной клетки. Размеры вегетативных клеток сибиреязвенного микроба 1-1,5(6-10 мкм, спор - 0,8-1,0 ( 1,2-1,5 мкм.
Сибиреязвенный микроб - факультативный анаэроб, оптимальная температура роста 34 - 37 oС, оптимальное значение рН 7,2-7,5. Хорошо растет на обычных питательных средах. Характер роста в совокупности с другими признаками учитывается при идентификации.

При посевах на чашки Петри с агаром Хоттингера, рН 7,2-7,4 или мясо-пептонным агаром (МПА) через 24 ч при температуре 34 - 37 оС микроб формирует крупные шероховатые сухие матовые колонии в R-форме, с "шагреневой" поверхностью, с неровными краями. Просмотр колоний при малом увеличении светового микроскопа позволяет различить волнистые отростки  по переферии, напоминающие «львиную гриву».

На мясо-пептонном бульоне или 1 % пептонной воде сибиреязвенный микроб растет в виде "комочка ваты", трудно разбивающегося при встряхивании, при этом бульон остается прозрачным.

Сибиреязвенный микроб способен разлагать с образованием кислоты без газа глюкозу, мальтозу, сахарозу и некоторые другие сахара, но не разлагает лактозу. Природные штаммы В. anthracis  обладают протеолитической активностью: при посеве уколом в столбик 10 - 12 % мясо-пептонной желатины и инкубации при температуре 22 оС рост микроба напоминает елочку, опрокинутую верхушкой вниз; на 3 - 5 день желатин разжижается в виде воронки. Большинство сапрофитов полностью разжижают желатин в более короткие сроки. Рост В. anthracis  на кровяном агаре с 3 - 5 % дефибринированной крови барана не приводит к гемолизу эритроцитов даже после 24 часов инкубации. Для большинства сапрофитных бацилл гемолиз отмечают уже через 12 часов. Как правило, штаммы возбудителя сибирской язвы не образуют фермент лецитиназу, в отличии от сапрофитных видов, свертывающих желток в течение 6 - 10 часов. Дифференциально-диагностическим признаком является также способность к образованию щелочной фосфатазы, выявляемая на специальных средах.

При выращивании на МПА или бульоне в присутствии 0,5-0,05 ЕД/мл бензилпенициллина сибиреязвенный микроб через 3 ч инкубирования образует цепочки из шарообразных клеток - "жемчужное ожерелье".
Сибиреязвенный микроб лизируется сибиреязвенными бактериофагами «Гамма», К, Fah-ВНИИВВиМ и др.
Важнейшими факторами патогенности микроба являются капсула и экзотоксины. Сибиреязвенный микроб образует их в инфицированном макроорганизме или при культивировании на искусственных питательных средах в определенных условиях. Установлено, что синтез капсулы и токсинов координировано индуцируется в ответ на сигнальные воздействия окружающей среды, прежде всего при повышении концентрации углекислоты и бикарбонат-ионов. 
Капсула B. anthracis состоит из полипептида D-глутаминовой кислоты с незначительным количеством L-изомера (Hanby W. E. and Ryden H. N., 1946; Thorne C. B. et al., 1952; 1956; Thorne C. B., 1960; Meynell G., 1964; Uchida I. et al., 1986; Ezzell J. et al., 1998). Ее роль в патогенезе сибирской язвы, особенно на первых этапах инфекционного процесса, высока (Makino S. et al., 1989; Welkos S., 1991). Во-первых, она препятствует поглощению бацилл фагоцитами за счет увеличения гидрофильности микробной клетки, во-вторых, способствует фиксации капсульных форм микроба к клеткам макрофагальной системы. Высокомолекулярная глутамилполипептидная капсула под воздействием собственного фермента микроба подвергается деполимеризации. Продуктом этого воздействия является низкомолекулярное вещество, освобождающееся во внешнюю среду и необходимое для размножения возбудителя in vivo (Makino S. et al., 2002). Капсула играет решающую роль в диссеминации патогена при ингаляционном заражении сибирской язвой (Drysdale M. et al., 2005).

Штаммы сибиреязвенного микроба различаются по способности продуцировать капсулу, характеру и степени экспрессии этого признака. Утрата способности к синтезу капсулы приводит к потере вирулентности изолятов B. anthracis. Показана различная вирулентность штаммов с СО2-зависимым и СО2-независимым синтезом капсулы. С.В.Thorne (1960), в зависимости от характера капсулообразования и вирулентности, различал три типа возбудителя (табл. 1). Типичные вирулентные штаммы B. anthracis образуют капсулу при культивировании на 1 % бикарбонатном агаре в атмосфере, содержащей 5-50 % СО2 или на жидкой среде ГКИ, содержащей 40 % инактивированной бычьей (лошадиной) сыворотки и 60 % раствора Хенкса. На 1 % бикарбонатном агаре микроб растет в SМ-форме, в виде гладких, блестящих, влажных, слизистых колоний с неровными краями.

Обнаружены также существенные различия в вирулентности штаммов, не имеющих заметных особенностей выражения признака капсулообразования (Ivins B. et al., 1988; Welkos S. L., 1991).

Капсульное вещество B. anthracis не обладает иммуногенными, токсигенными, пирогенными свойствами (Езепчук Ю. В., 1977; Маничев А. А., 1978).

Ведущую роль в патогенезе сибиреязвенной инфекции и формировании специфического иммунитета играет экзотоксин. Сибиреязвенный экзотоксин относится к бинарным двухкомпонентным белковым токсинам AB-типа и обладает двумя разными видами биологической активности.
Компонентами токсина являются отечный фактор (ОФ), протективный антиген (ПА) и летальный фактор (ЛФ). Это белки с молекулярными массами 89, 83 и 85 кДа (Smith H. et al., 1954, 1967; Friedlander A. M., 1986; Leppla S. H., 1982, 1991; Klimpel K. R. et al., 1993; Duesbery N. S. et al., 1998).
Структуа сибиреязвенного токсина характерна для А-В модели бактериальных токсинов. В данном случае ПА является общей субъединицей (В), обеспечивающей взаимодействие с клеточными рецепторами субъединицы А, представленной ОФ или ЛФ.
ПА связывается с гликопротеиновым рецептором на поверхности эукариотической клетки и затем подвергается активации и протеолитическому гидролизу под воздействием эукариотной протеазы (фурина). В результате этого связанным с рецептором остается его N-терминальный фрагмент размером 63 кДа. Он координирует сборку 

Таблица 1

Отличительные признаки штаммов сибиреязвенного микроба различных типов
	Признаки
	Типы по Thorne (1960)

	
	I
	II
	III

	1
	2
	3
	4

	Морфология колоний

	На агаре Хот-тингера при выращивании на воздухе
	R-форма
	SM -форма
	R -форма

	На 1 % бикарбонат-ном агаре в атмосфере с 10-50 % СО2
	SM -форма
	SM -форма
	R -форма

	Капсулообразование

	На агаре Хот-тингера при выращивании на воздухе
	Отсутствует
	Происходит
	Отсутствует

	На 1 % бикарбонат-ном агаре в атмосфере с

5-50 % СО2
	Происходит
	Происходит
	Отсутствует

	В организме животных
	Происходит
	Происходит
	Отсутствует

	Рост в бульоне Хоттингера
	Бульон прозрач-ный, придонный рост в виде «комочка ваты»
	Диффузное помутнение бульона, придон-ный рост в виде «комочка ваты»
	Бульон прозрач-ный, придонный рост в виде «комочка ваты»

	Вирулентность

	Для белых мышей
	При заражении дозами 1-1×104 спор вызывает гибель на 1-5 сут
	При заражении дозами 1-1×104 спор вызывает гибель на 1-5 сут
	Вызывает гибель на 1-10 сут в дозах свыше ≥104 спор, в меньших дозах - отек подкожной клет-чатки в месте введения на 2-3 сут


Таблица 1 (продолжение)
	1
	2
	3
	4

	Для морских свинок
	При заражении дозами 1-1×104 спор вызывает гибель на 1-5 сут
	При заражении дозами 1-1×104 спор вызывает гибель на 1-5 сут
	Вызывает гибель единичных особей от доз свыше 1×104 спор, в меньших дозах - отек подкожной клетчатки в месте введения на 2-3 сут

	Для кроликов
	При заражении дозами 1-1×104 спор вызывает гибель на 1-5 сут
	Не вызывает гибели при заражении доза-ми до 1×106 спор
	Не вызывает гибели при заражении доза-ми до 1×106 спор


токсинных комплексов, способствует их эндоцитозу и транслоцирует ОФ и ЛФ в цитозоль.

Отечный токсин (ПА + ОФ) при введении морским свинкам или кроликам вызывает отек подкожной клетчатки, а внутривенное введение летального токсина (ПА + ЛФ) приводит к смерти экспериментальных животных. ПА при введении в организм человека и животных обеспечивает формирование специфического противосибиреязвенного иммунитета и является основой химических вакцин.

Обнаруженые различия в вирулентности штаммов, синтезирующих полноценный токсин и типичную капсулу, предполагают наличие дополнительных факторов патогенности (Ivins B. et al., 1988; Welkos S., 1991). На их роль претендуют такие продукты сибиреязвенного микроба, как белок, кодируемый геном gerX и необходимый для прорастания спор in vivo (Sirard J.C. et al., 2000); связывающие железо ферритин-подобные белки (сидерофоры) и фосфолипазы (Papinutto E. et al, 2002; Read T.D. et al., 2003, Cendrowski S et al., 2004 ); два белка S-слоя сибиреязвенного микроба Sap и EA1 (Mesnage S. et al, 1997); автоиндуктор сигнальных молекул «чувства кворума» (Jones MB & Blaser M , 2003); транскрипционный фактор общего стресса σВ (Fouet A et al., 2000); аутолизин сибиреязвенного микроба (Mesnage S, Fouet A., 2002); антролизин О (холестерин-зависимый цитолизин) (Shannon J. G. et al., 2003); антрализины (гемолизины) (Klichko V.I. et al., 2003).

Геном сибиреязвенного микроба представлен одной кольцевой хромосомой и двумя плазмидами рХО1 и рХО2, детерминирующими токсин- и капсулообразование, соответственно. Токсинообразование и капсулообразование детерминированы плазмидами. Утрата одной или обеих плазмид приводит к авирулентности изолята. В природе наряду с «классическими» диплазмидными штаммами с меньшей частотой встречаются атипичные моно - и бесплазмидные варианты возбудителя. 
По данным секвенирования, плазмида pXO1 имеет размер 181,7 т.п.н., и содержит 143 открытые рамки считывания (ОРС). На этой плазмиде расположен «остров патогенности» 448 т.п.н., который включает три структурных гена токсинов pagA, lef и cya, регуляторные гены pagR и atxA, три гена оперона прорастания спор и еще 19 ОРС. «Остров патогенности» ограничен с двух сторон инвертированными инсерционными последовательностями IS1627 (Okinaka R. T. et al., 1999).

Около половины из 106 открытых рамок считывания плазмиды pXO1 B. anthracis имеют гомологи в составе геномов двух штаммов B. cereus и одного - B. thuringiensis, при этом совпадение фрагментов ДНК достигает 90 % (Panucci J. et al., 2002). Выделен штамм B. cereus, который содержал плазмиду идентичную pXO1 B. anthracis, продуцировал токсины, полисахаридную капсулу и послужил причиной тяжелой пневмонии, во многом напоминавшей легочную форму сибирской язвы (Hoffmaster A. R. et al., 2004).

Плазмида pXO2 имеет размеры 94-96 т.п.н., на ней идентифицированы оперон биосинтеза капсулы capBCAD, а также ген деполимеризации капсульного полипептида dep и регуляторные гены acpA и acpB (Okinaka R. et al., 1999; Drysdale M. et al., 2004). Кроме того, в глобальную координацию хромосомных и плазмидных детерминантов, в том числе генов синтеза капсулы, участвует ген AtxA плазмиды pXO1 (Okinaka R. et al., 1999; Drysdale M. et al., 2004). Имеются данные о присутствии некоторых генов плазмиды pXO2, в том числе оперона капсулообразования, у B. circulans и B. luciferensis (Luna V. A. et al., 2006).

Размеры хромосомы B. anthracis составляют около 5200 т.п.н. (Read T. et al., 2002). Анализ более 5000 хромосомных генов сибиреязвенного микроба выявил только 150 существенных отличий между ними и генами B. cereus и B. thuringiensis. Почти все открытые рамки считывания, экспрессия которых определяет синтез факторов вирулентности и поверхностных белков, имеют гомологи в геноме B. cereus (Read T. et al., 2003). Однако, ряд хромосомных локусов (rpoB, gyrA, plcR, sap) обладает высокой специфичностью для B. anthracis:, что обусловило использование их в качестве ДНК-мишеней при разработке генодиагностических тест-сситем (Qi Y. et al., 2001; Drago L. et al., 2002; Ellerbrok H. et al., 2002; Levine S. et al., 2002; Oggioni M. et al., 2002; Ryu C. et al., 2003; Bode E. et al., 2004; Hurtle W. et al., 2004; Easterday W. et al., 2005). 

B. anthracis считается одним из наиболее генетически мономорфных микроорганизмов. Генетические отличия изолятов представлены вариабельными тандемными повторами (VNTR), полиморфизмом единичных нуклеотидов (SNP) и повторами единичных нуклеотидов (SNR).

На сегодняшний день основным инструментом генетического типирования штаммов сибиреязвенного микроба является мультилокусный VNTR-анализ (MLVA) (Keim P. et al., 2000, 2004; Enright M. C. and Spratt B. C., 1999; Smith K. L. et al., 2000; Fouet A. et al., 2002; Hoffmaster A. R. et al., 2002; Fasanella A. et al., 2005; Еременко Е. И. с соавт., 2000; Цыганкова О. И. с соавт., 2003). Имеются данные об использовании для генетической характеристики сибиреязвенного микроба анализа плиморфизма единичных нуклеотидов (SNP), нуклеотидных повторов (SNR) (Read T. D. et al., 2002; Pearson T. et al., 2004), полиморфизма длины амплифицированных фрагментов (AFLP) (Keim P. et al., 1997; Jackson P. J. et al., 1999; Hill K. K. et al., 2004), ПЦР с праймерами, комплементарными повторяющимся элементам (Rep-PCR) (Brumlik M. J. et al., 2001; Cherif A. et al., 2003), секвенирования гена pagA (Price L. B. et al., 1999), мультилокусного секвенирования (Helgason E. et al., 2000, 2004).

Возбудитель сибирской язвы, в зависимости от биологической формы существования, обладает различной устойчивостью к неблагоприятным факторам внешней среды. Микроб в вегетативной форме характеризуется обычной резистентностью, свойственной другим бактериям. Споры возбудителя отличаются исключительной устойчивостью. Они остаются жизнеспособными при воздействии низких температур - замораживание в жидком азоте (при минус 190 oC) не нарушает их жизнедеятельности. Споры выдерживают кипячение в воде до 30 мин, действие текучего пара – до 12 мин, сухого жара при температуре 120 oC – до 2 ч. Прямой солнечный свет убивает споры только через 4 – 20 сут.. Этиловый спирт в концентрации 40, 70 и 96 % является ненадежным средством дезинфекции материала, содержащего споры, Режимы обеззараживания материала, содержащего споры сибиреязвенного микроба, представлены в Санитарно-эпидемиологических правилах СП 1.3.1285-03 «Безопасность работы с микроорганизмами I-II групп патогенности (опасности)», а также в сборнике санитарных и ветеринарных правил "Профилактика и борьба с заразными болезнями, общими для человека и животных" (М., 1996).

Высокая устойчивость спор возбудителя сибирской язвы обусловливает длительную его сохраняемость во внешней среде. Так, в воде споры сохраняются несколько лет, в почве - несколько десятилетий.

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ

Все работы по проведению исследования материала, подозрительного на наличие возбудителя сибирской язвы, проводят с соблюдением требований СП 1.3.1285-03 «Безопасность работы с микроорганизмами I-II групп патогенности (опасности)».

Схема проведения анализа представлена на рисунке 1.




















Рис. 1. Схема лабораторной диагностики сибирской язвы















Рис. 1. Схема лабораторной диагностики сибирской язвы (продолжение)







Исследования на сибирскую язву можно разделить на два этапа:

1. обнаружение возбудителя или его компонентов (ДНК, антигенов) в организме больных людей, животных, секционном материале или объектах окружающей среды, с которыми имели контакт заболевшие и которые могли быть источником инфицирования (специфическая индикация возбудителя сибирской язвы);

2.  выделение и идентификация чистой культуры возбудителя с последующим изучением ее свойств.

При исследовании патологического материала от людей и животных готовят мазки из нативных проб, окрашивают их по Граму и люминесцирующими иммуноглобулинами, засевают на плотные и жидкие питательные среды, заражают лабораторных животных и проводят ПЦР-анализ.

При исследовании методом ПЦР материала, в котором предполагается наличие возбудителя сибирской язвы в виде спор, проводится их предварительная герминация с целью последующего обеззараживания и выделения ДНК.

Для анализа проб кожи, шкуры и шерсти к уже указанным методам добавляется реакция преципитации и исключается бактериоскопия и МФА. Подготовленные для исследования пробы делятся на две части, одну из которых прогревают при 80 оС в течение 20 мин. Из непрогретой и прогретой части материала проводят высев на плотные и жидкие питательные среды, заражают биопробных животных и проводят ПЦР-анализ. Исследование образцов из объектов внешней среды осуществляют аналогично без использования реакции преципитации.

Загнивший патологический материал исследуют с помощью реакции преципитации и ПЦР.

Забор материала от животных

Для бактериологического исследования. В лабораторию направляют ухо или мазок крови, полученный из надреза уха. Ухо отрезают с той стороны, на которой лежит труп. Предварительно его туго перевязывают шпагатом у основания в двух местах и отрезают между лигатурами. Место отреза уха на трупе прижигают. Отрезанное ухо заворачивают в пергаментную бумагу, смоченную в дезинфицирующем растворе. Если подозрение на сибирскую язву возникло при вскрытии трупа животного или в ходе вынужденного убоя, все манипуляции по вскрытию прекращают и на исследование направляют кровь, кусочки органов (селезенки, печени, лимфоузлов, в которых имеются характерные патологоанатомические изменения), костный мозг (из грудины или канала бедренной кости). Материал от трупа необходимо брать и исследовать как можно раньше после смерти, так как из-за развития посторонней микрофлоры трудно выделить чистую культуру возбудителя сибирской язвы. От трупов свиней в обязательном порядке отбирают заглоточные лимфатические узлы и участки отечной соединительной ткани. 

У больных или подозрительных на заболевание животных берут на исследование кровь с помощью шприца из яремной вены или из вены уха, а у свиней – из вены хвоста. В отдельных случаях у животных берут на исследование пробы фекалий.

Для исследования методом ПЦР. Микробиоптат / микроаутоптат (пунктат) помещают в микроцентрифужные пробирки объемом 1,5-1,7 мл с завинчивающимися или защелкивающимися крышками, содержащие 0,1-0,2 мл 0,9 % раствора натрия хлорида или транспортной среды № 1 (приложение 1). 

Макробиоптат / макроаутоптат (кусочки тканей массой 0,1- 1 г) помещают в контейнер с 0,9 % раствора натрия хлорида или транспортной средой № 2 (приложение 1). 

Забор материала от человека

Для бактериологического исследования. Забор материала от больных людей должен производиться до начала специфического лечения. 

Необходимо осторожно обработать спиртом кожу вокруг пораженного места и поверхность карбункула. Содержимое везикулы отсасывают стерильным шприцем или стерильной тонко оттянутой обломанной пастеровской пипеткой. В пипетку обычно набирается небольшое количество опалесцирующей желтоватой жидкости в объеме, достаточном для посева на агаровую среду и для приготовления мазка. Затем иглу или кончик пипетки помещают в пробирку с питательным бульоном. Отделяемое язвы снимают с поверхности стерильным тампоном, смоченным 0,9 % раствором натрия хлорида. Фрагменты отторгнутого струпа снимают влажным тампоном или пинцетом. 

При всех формах заболевания берут кровь, из которой возбудитель сибирской язвы можно выделить уже при первом повышении температуры тела. Кровь берут из локтевой вены стерильным шприцем в объеме 3-5 мл (с учетом необходимости проведения бактериологических, серологических исследований и ПЦР). Сразу же непосредственно у постели больного по 0,1-0,2 мл крови засевают на питательные среды (агар и бульон Хоттингера, рН 7,2-7,5), а остатки крови оставляют для получения сыворотки. Одновременно на предметных стеклах делают 2-3 тонких мазка. Если невозможно сразу же исследовать кровь, ее из шприца переносят в стеклянную посуду (бактериологические пробирки). 

Мокроту и испражнения собирают в стерильную посуду. Для высева на питательные среды отбирают слизь с примесью крови. 

При висцеральных формах сибирской язвы и менингите исследуют спинномозговую жидкость, которую отбирают после пункции поясничной, субокципитальной области или мозговых желудочков в количестве 0,5 мл в стерильную микроцентрифужную пробирку объемом 1,5-1,7 мл с завинчивающейся или защелкивающейся крышкой. При подозрении на ингаляционное заражение исследуют также мазки из полости носа. Их берут сухими стерильными ватными тампонами на зондах. Тампон вводят легким движением по наружной стенке носа на глубину 2-3 см до нижней раковины. Затем тампон слегка опускают книзу, вводят в нижний носовой ход под нижнюю раковину, делают вращательное движение и удаляют вдоль наружной стенки носа. После забора материала тампон (рабочую часть зонда с ватным тампоном) помещают в стерильную микроцентрифужную пробирку объемом 1,5-1,7 мл с завинчивающейся или защелкивающейся крышкой с 0,9 % раствором натрия хлорида. Погрузив рабочую часть зонда в раствор натрия хлорида, вращают зонд в течение 10-15 сек, избегая разбрызгивания раствора. Вынимают зонд из раствора, прижимая его к стенке пробирки, и, отжав избыток жидкости, удаляют зонд и закрывают пробирку.

Для исследования методом ПЦР. Забор крови проводят из локтевой вены одноразовой иглой (диаметр 0,8-1,1 мм) в одноразовый шприц объемом 3-5 мл. Кровь аккуратно (без образования пены) переносят в одноразовую стеклянную пробирку, содержащую 6 % раствор ЭДТА в отношении 1:20 к объему крови. 

Содержимое везикул, карбункулов в объеме 0,1-0,3 мл и фрагменты струпьев массой 10-100 мг помещают в микроцентрифужные пробирки объемом 1,5-1,7 мл с завинчивающимися или защелкивающимися крышками, содержащие 0,1-0,2 мл транспортной среды № 1 (приложение 1). Спинномозговую жидкость после пункции одноразовой пункционной иглой отбирают в количестве 0,5 мл в стерильную микроцентрифужную пробирку объемом 1,5-1,7 мл с завинчивающейся или защелкивающейся крышкой. 

Мазки из полости носа берут сухими стерильными ватными тампонами на зондах, как и для бактериологического исследования, с той разницей, что тампон (рабочую часть зонда с ватным тампоном) помещают в микроцентрифужную пробирку объемом 1,5-1,7 мл с завинчивающейся или защелкивающейся крышкой с транспортной средой № 2 (приложение 1). 

Транспортирование биологического материала для исследования методом ПЦР при отсутствии транспортной среды осуществляют в специальном термоконтейнере с охлаждающими элементами или в термосе со льдом при температуре 2-8 оС. Недопустимо замораживание образцов цельной крови!

Забор проб сырья животного происхождения и 

объектов внешней среды

Взятие проб сырья животного происхождения и объектов внешней среды проводится в тех случаях, когда необходимо установить источник или фактор передачи инфекции, для выявления обсемененности спорами возбудителя сибирской язвы отдельных объектов, а также в целях обнаружения микроба в местах старых скотомогильников при проведении строительных, мелиоративных, гидротехнических и других работ, связанных с выемкой и перемещением грунта.

Забор проб для бактериологического исследования

Забор проб шерсти. Для исследования шерсть отбирают из разных мест не менее 5 образцов массой около 2 г каждый (лучше брать пучки загрязненной шерсти). Если шерсть упакована в кипы, берут не менее 10 образцов из разных мест каждой кипы, а также скопившуюся внутри обшивки пыль. Образцы от одной кипы объединяют и упаковывают вместе.

Забор проб кожи. Берут кусочки размером 3 ( 3 см с периферических незагнивших и незаплесневевших участков шкурок. При наличии на внутренней стороне шкурки кровоподтеков или инфильтратов пробы берут и в этих местах.

Забор проб почвы. Пробы почвы с мест вероятного обсеменения спорами возбудителя (мест вынужденного убоя скота, стоянок и водопоя животных) берут на глубине до 15 см, на территории скотомогильников – на глубине до 2 м с помощью почвенных буров. При этом при заборе проб с больших участков обследуемую площадь разбивают на квадратные участки со стороной не более 4 м. В каждом квадрате намечают 5 точек по диагонали или 4 точки по краям и одну посередине, откуда производят отбор проб почвенным буром. Перед взятием почвы на территории скотомогильника верхний ее слой снимают на 2-3 см и пробы берут на глубине до 1,5-2,0 м через каждые 25 см не менее 200 г в пробе. Особое внимание обращают на костные и другие животные остатки, которые также отбираются для исследования, пробы упаковываются в том же порядке. Каждую пробу весом около 100-200 г помещают в мешочек из плотной ткани с завязками или в лабораторную посуду (широкогорлый флакон, банку), закрытую такой же тканью. Нельзя помещать пробы почвы в полиэтиленовые мешочки или в плотно закрытую посуду, так как в этих условиях происходит бурное развитие актиномицетов, губительно действующих на возбудителя сибирской язвы. Вынутую из глубины и не использованную для проб почву с целью обеззараживания смешивают с сухой хлорной известью, содержащей 25 % активного хлора, в соотношении 1 часть хлорной извести на 3 части почвы, слегка увлажняют и сбрасывают в шурф. Место отбора проб дезинфицируют раствором хлорной извести, содержащей 5 % активного хлора, инструменты - огнем паяльной лампы. 

Забор проб воды. Пробы воды из естественных и искусственных водоемов берут у поверхности (на глубине 10-15 см) и у дна при помощи батометра или специально приспособленной бутыли. Объем каждой пробы не менее 0,5 л, общий объем не менее 1 л. Кроме того, берут пробы придонного осадка у береговой кромки, которые исследуют как пробы почвы.

Смывы с объектов внешней среды. Смывы делают с мест наиболее вероятного обсеменения спорами возбудителя с помощью стерильного тампона, смоченного стерильной водой. Площадь смыва одним тампоном около 100 см2. Тампоны затем помещают в пробирки, заливают стерильной водой (4-5 мл) и закрывают пробкой.

Забор проб кормов. Концентрированные корма (зерно, отруби, комбикорм) отбирают в зависимости от условий хранения. При наличии незатаренных кормов первичные пробы отбирают из расчета 1 проба не менее 400 г на 4 м поверхности, но не менее 5 проб от каждого закрома, партии. Первичные пробы берут как из поверхностных, так и из глубоких слоев корма равномерно по всей площади. При наличии затаренных кормов отбор проводят от каждой упаковочной единицы. Отбор проб проводят сухим стерильным пробным щупом. После взятия проб от каждого объекта (партии) щуп очищают и обжигают огнем паяльной лампы. Пробы грубых кормов (сено, солома) берут из разных мест скирды при помощи ножниц и пинцета из расчета 1 проба (40 г) на 4 м площади скирды. Зеленую массу отбирают как грубые корма. Корнеплоды в зависимости от величины отбирают из расчета 1-3 штуки на 4 м площади бурта, отсека. С отобранных корнеплодов скальпелем в местах, где имеются остатки земли, срезают поверхностный слой, который используют для исследования.

В лабораторию направляют среднюю пробу, которую составляют из хорошо перемешанных первичных проб данной партии, емкости и т.п. Масса средней пробы должна быть не менее 500 г.

Воздух. Пробы воздуха отбирают с помощью специальных приборов, снаряженных сорбирующей жидкостью или фильтрами. Объем пробы исследуемого воздуха должен составлять не менее 3-5 м3.
 
Для исследования методом ПЦР отбирают пробы из объектов окружающей среды, пищевых продуктов (мясо и продукты животного происхождения), сухих и сочных кормов, подстилки, шкур, шерсти, почвы, воды, смывов с поверхностей. Отбор проб осуществляют так же, как и для бактериологических исследований.

Направление материала на исследование. Транспортирование направляемого материала, подозрительного на содержание возбудителя сибирской язвы, осуществляют в соответствии с Санитарно-эпидемиологическими правилами СП 1.2.036.-95 «Порядок учета, хранения, передачи и транспортирования микроорганизмов I-IV групп патогенности», СП 1.3.1285-03 «Безопасность работы с микроорганизмами I-II групп патогенности (опасности)». 
Транспортирование и хранение биологического материала для исследования методом ПЦР должны осуществляться с соблюдением холодового режима: образцы цельной крови – при температуре 2-8 (С – в течение 1 сут; образцы плазмы и сыворотки крови – при температуре 2-8 (С – в течение 5 сут, при температуре минус 70 (С – длительно.

Образцы остальных видов биологических материалов – при температуре 2-8 (С – в течение 1 сут, при температуре минус 20 (С – в течение 1 недели, при температуре минус 70 (С – длительно. Допускается только однократное замораживание - оттаивание материала.

Патологический материал для исследования помещают в стерильную посуду (пробирки, банки или другую лабораторную посуду). Высушенные на воздухе мазки кладут в стерильные чашки Петри, которые обертывают плотной бумагой с надписью «мазок не фиксирован». К материалу от больного человека или трупа указывают фамилию, имя, отчество больного (умершего), место и время взятия материала, его наименование и предположительный диагноз. Пробы почвы, кормов и других сыпучих объектов помещают в сухую стеклянную банку и закрывают стерильной крышкой, пробкой или пергаментом, можно использовать полиэтиленовые мешочки (кроме проб почвы), которые завязывают шпагатом. Пробы воды наливают в стерильные стеклянные бутылки и закрывают стерильными резиновыми пробками. Все пробы нумеруют, емкости заворачивают в лигнин или гигроскопическую вату в количестве, достаточном для сорбции всей жидкости в случае повреждения упаковки. Пробы упаковывают во влагонепроницаемую тару, которую обвязывают, пломбируют или опечатывают, делают надпись «верх, осторожно». Пробы материала и сопроводительные документы доставляются нарочным на спецтранспорте.

В сопроводительной к пробам указывают причину проведения исследования, какой материал и в каком количестве направляют, место и дату отбора материала, для проб шерсти и кормов дополнительно указывают и происхождение, объем партии, вид упаковки и количество упаковочных единиц. К сопроводительной прилагают опись с указанием места отбора каждой пробы.

Подготовка проб к бактериологическому исследованию. Кусочки проб мяса, органов и тканей от трупов помещают в ступку, измельчают ножницами или пестиком, затем заливают 0,9 % раствором стерильного натрия хлорида в соотношении 1:10, суспензию через марлевый тампон набирают в шприц или пипетку и переносят в пробирку или колбочку. 
Воду с илистыми частицами фильтруют через 3 слоя марли. Чистую воду исследуют без предварительной подготовки. С целью концентрирования микробов пробы воды можно профильтровать через мембранные фильтры (№ 3) или осадить центрифугированием при 6000 об/мин в течение 15 мин. Осадок с каждого фильтра соскабливают скальпелем (или фильтры измельчают стерильными ножницами), затем заливают 1-2 мл 0,9 % раствора натрия хлорида. Осадок после центрифугирования также ресуспендируют в 1-2 мл 0,9 % раствора натрия хлорида. Полученную микробную взвесь используют для исследования. Отфильтрованную воду обеззараживают добавлением сухой хлорной извести из расчета 200 г на 1л.

Тампоны, которыми делают смывы с объектов окружающей среды, отжимают о стенки пробирки и удаляют, а оставшуюся жидкость исследуют. 

Пробы почвы освобождают от корней, камешков и тщательно перемешивают. От каждой пробы берут 90-100 г почвы, помещают в колбу, заливают стерильным 0,9 % раствором натрия хлорида или 0,5 % раствором пирофосфата натрия из расчета получения 15-20 мл надосадка. Колбу закрывают, тщательно встряхивают в течение 5-10 мин, дают отстояться 3-5 мин и надосадочную жидкость через воронку с фильтром переносят в пробирку для исследования. 

Суспензию тщательно перемешивают вращательными круговыми движениями в течение 5-10 мин, дают отстояться 3-5 мин, надосадочную жидкость аккуратно переливают в стерильный пластиковый стакан с завинчивающейся крышкой и резиновой прокладкой. К образцу почвы вновь добавляют диспергирующую жидкость в половинном объеме и повторяют процедуру элюции. Надосадочные жидкости после первой и второй элюций объединяют в одном центрифужном стакане и центрифугированием при 1000 об/мин в течение 15 мин удаляют механические примеси. Надосадок переносят в стерильный центрифужный стакан и микробную взвесь концентрируют центрифугированием при 6000 об/мин в течение 15 мин. Надосадочную жидкость декантируют, а осадок ресуспендируют в 1 мл стерильного 0,9 % раствора натрия хлорида и используют для дальнейшего исследования. Процедуру центрифугирования проводят в отдельных боксовых помещениях или в боксах биологической безопасности III класса. 

Различные порошкообразные вещества, в том числе пищевые продукты и корма, обрабатывают аналогично почве, используя в дальнейшем надосадочную жидкость или раствор в случае растворения вещества.

Для проб из шкур кусочки массой 1 г помещают в фарфоровую ступку и заливают стерильным 0,9 % раствором натрия хлорида из расчета 1:10. Кусочки измельчают ножницами и оставляют при 20 °С на 2-3 ч для размягчения материала. После этого пробы хорошо растирают пестиком в той же жидкости до получения волокнистой мезги, мезгу удаляют, предварительно отжав ее пестиком на внутренней боковой поверхности ступки.

От каждой пробы шерсти отбирают наиболее загрязненные части, измельчают ножницами, вместе с пылью помещают в колбу и заливают стерильным 0,9 % раствором натрия хлорида. Колбу закрывают, тщательно встряхивают в течение 5-10 мин. Для освобождения от грубых частиц взвесь можно профильтровать через 2-3 слоя марли.

Для избавления от посторонней микрофлоры подготовленные по описанной выше процедуре пробы из объектов внешней среды, шерсти и кожи, пищевых продуктов делят на две части, одну из которых подвергают термической обработке на водяной бане при 80 °С в течение 20 мин. Пробы от больного человека и животного, из патологического материала и мяса животных, где возбудитель сибирской язвы находится в вегетативной форме, не прогревают. 

Предварительная обработка проб для исследования методом ПЦР. Для получения сыворотки пробирки с кровью отстаивают при комнатной температуре в течение 30 мин до полного образования сгустка. После этого сгусток обводят пастеровской пипеткой и оставляют при комнатной температуре до образования сыворотки. Затем сыворотку в объеме 1 мл переносят отдельными наконечниками с аэрозольным барьером (пастеровскими пипетками) в стерильные пробирки объемом 1,5 мл. Микроаутоптаты, сыворотка, содержимое везикул, отделяемое язв, фрагменты отторгнутого струпа, мазки из полости носа и спинномозговая жидкость не требуют предварительной обработки. Макроаутоптаты массой 0,1 – 1 г помещают в стерильную фарфоровую ступку, добавляют стерильный 0,9 % раствор хлорида натрия в соотношении 1:10, измельчают стерильными ножницами с последующим растиранием пестиком. Полученную 10 % суспензию через ватный тампон отбирают надосадочную жидкость (0,1-0,2 мл) стерильным наконечником с аэрозольным барьером в стерильные микроцентрифужные пробирки объемом 1,5-2,0 мл с завинчивающимися или защелкивающимися крышками. 
Воду, смывы с объектов внешней среды, пробы почвы, пищевых продуктов или кормов, шкур, шерсти предварительно обрабатывают так же, как и для бактериологического исследования, отбирая для исследования методом ПЦР 0,1-0,2 мл водной фазы образцов.

СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИНДИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ 

СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

МФА является методом экспресс-диагностики сибиреязвенного микроба. Его используют для исследования материала от больных людей и животных, их трупов, мяса и мясопродуктов, из посевов проб на чашках с питательными средами, из смывов, суспензий, вытяжек из проб, подозрительных на контаминацию возбудителем сибирской язвы, мазков из экссудата брюшной полости биопробных животных. Применение данного метода для анализа старого загнившего материала нецелесообразно, поскольку микробные клетки могут быть разрушены. 

Подготовленные мазки подсушивают на воздухе и фиксируют в этиловом спирте с 3 % перекиси водорода в течение 30 мин. На высохшие фиксированные мазки наносят в рабочем разведении иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие сибиреязвенные. В исходных пробах могут быть обнаружены сибиреязвенные микробы в споровой или вегетативной форме. Для индикации вегетативных и споровых форм сибиреязвенного микроба используют иммуноглобулины диагностические сибиреязвенные соматические и антиспоровые люминесцирующие и сыворотку диагностическую антиспоровую адсорбированную сибиреязвенную люминесцирующую.

В случае приготовления мазков непосредственно из нативного материала их окрашивают для увеличения контрастности смесью диагностических иммуноглобулинов и бычьего альбумина, меченого родамином. Для этого готовят отдельно разведения иммуноглобулинов и альбумина в 2 раза ниже, чем указано на этикетках, смешивают их в соотношении 1:1 и наносят на мазки. Например, рабочее разведение люминесцирующих антиспоровых иммуноглобулинов (1) составляет 1:16, а альбумина (2) – 1:8. Смесь составляют из разведения (1) 1:8 и (2) 1:4. Дальнейшую обработку окрашенных таким образом мазков проводят аналогично мазкам, окрашенным только люминесцирующими иммуноглобулинами.

Мазки с нанесенными на них люминесцирующими иммуноглобулинами помещают во влажную камеру – чашку Петри или эксикатор с увлажненной 0,9 % раствором натрия хлорида или дистиллированной водой фильтровальной бумагой или комочком ваты, выдерживают для окрашивания при температуре 37 °С в течение 20 мин. Затем их тщательно промывают два раза по 10 мин в 0,9 % растворе натрия хлорида, затем в дистиллированной воде и высушивают на воздухе. Препараты покрывают покровными стеклами или просматривают ex tempore без покровных стекол в люминесцентный микроскоп с системой подобранных светофильтров и иммерсионным объективом. При этом необходимо пользоваться нефлуоресцирующим иммерсионным маслом. В случае его отсутствия применяют смесь, содержащую 1 часть 0,9 % раствора натрия хлорида и 9 частей химически чистого глицерина. Споры и вегетативные клетки сибиреязвенного микроба, окрашенные люминесцирующими иммуноглобулинами, дают яркое свечение периферии клеток, имеющих характерную для данного вида морфологию. Такое свечение называется специфическим, в отличие от неспецифического, характеризующегося равномерным неярким свечением всей поверхности клеток. Для учета результатов используется арбитражная система оценки по интенсивности свечения и количеству специфически светящихся клеток: 

· 4+ - большое количество специфически светящихся клеток, расположенных длинными цепочками (вегетативная форма), очень яркая флуоресценция по периферии споры или вегетативной клетки, четко контрастирующая с темным телом клетки; 

· 3+ - яркая флуоресценция периферии клетки, клетки расположены отдельными группами (цепочками) и единично; 

· 2+ или 1+ - слабое свечение периферии клетки, не контрастирующее с ее телом. 

Свечение спор и вегетативных клеток на 4+ и 3+ позволяет предполагать наличие в исследуемом материале возбудителя сибирской язвы и может рассматриваться как предварительный положительный ответ. Такие пробы подлежат дальнейшему исследованию. 

Необходимо учитывать, что специфичность данного метода составляет не более 70 %, ввиду наличия перекрестно-реагирующих антигенов у представителей группы Bacillus cereus.
Бактериоскопия мазков

Из поступившего патологического материала готовят несколько мазков, которые подсушивают на воздухе, фиксируют в спирте с добавлением 3 % перекиси водорода в течение 30 мин, после этого окрашивают по Граму и на капсулу одним из методов (по Ребигеру, Михину, Романовскому-Гимза). Можно хранить фиксированные мазки в закрытой чашке Петри в холодильнике.

В окрашенных мазках из патологического материала сибиреязвенный микроб представляет собой грамположительные палочки, располагающиеся короткими цепочками или попарно. Концы палочек, обращенные друг к другу, резко обрублены, свободные концы обычно закруглены. В отдельных случаях (чаще в мазках от человека или свиней) форма возбудителя сибирской язвы может быть не характерной (короткие, толстые или изогнутые, иногда зернистые палочки с вздутием посередине или на конце, возможно наличие «теней» микробов). Для обнаружения капсул лучшей краской является раствор Ребигера (приложение 2). На всю поверхность фиксированного мазка пипеткой наносят раствор Ребигера и выдерживают 30-60 с, затем промывают водой и высушивают. В мазках из свежего патологического материала капсула вокруг микроба окрашивается в розовый или красно-фиолетовый цвет, тело микробной клетки - в темно-фиолетовый. В мазках из крови и спинномозговой жидкости палочки с капсулой увеличены, края микроба закруглены. При окраске мазков из несвежего патологического материала микробы могут быть также несколько увеличены, концы закруглены, морфологическая стройность бацилл нарушена, они как бы «изъедены», иногда остаются «тени», а от капсулы могут оставаться одни обрывки, которые окрашиваются очень слабо. Для обнаружения спор в некоторых образцах внешней среды после фиксации мазки окрашивают по Цилю-Нильсену (приложение 2). После фиксации мазка на стекло кладут полоску фильтровальной бумажки и на нее наливают карболовый фуксин Циля. Мазок с краской подогревают на пламени спиртовки до появления паров (но не до кипения) и краску оставляют на препарате без подогревания еще на 2-3 мин. Бумажку удаляют пинцетом, краску сливают, препарат промывают водой. Затем обесцвечивают 5 % серной кислотой до желтоватого оттенка (в течение 3-5 с). Тщательно отмывают препарат водой, ополаскивают 5-10 сек 96 ( спиртом, а потом - водой. Докрашивают мазок метиленовой синью Леффлера 2-3 мин, смывают водой и просушивают. Препарат просматривают в микроскопе с иммерсионной системой. В мазках наблюдают палочки синего цвета. Споры, в зависимости от степени их жизнеспособности, могут окрашиваться следующим образом: 1) розовые с более интенсивной окраской по периферии – жизнеспособные; 2) равномерно окрашенные в красный цвет – слабо жизнеспособные; 3) синие - не жизнеспособные.

По результатам микроскопического исследования немедленно дают предварительный ответ.

Реакция преципитации по Асколи

Реакция позволяет в короткие сроки обнаружить сибиреязвенный антиген в экстрактах из струпьев язвы больных, органов умерших от сибирской язвы людей, шкур и органов павших животных. Исследованию в реакции Асколи подвергают в том числе и загнивший биоматериал. Для постановки реакции необходимы: преципитирующая сибиреязвенная сыворотка, экстракт из исследуемого материала и сибиреязвенный бактерийный антиген для контроля. 

Перед постановкой реакции свежий биоматериал выдерживают в термостате в течение 18-20 ч. Экстрагирование проводят горячим и холодным способами. При этом следует учитывать, что в экстрактах, полученных горячим способом, меньше преципитиногенов.
Для получения экстракта из патологического материала и струпьев горячим способом материал измельчают, заливают 0,9 % раствором натрия хлорида с 0,3 % карболовой кислоты в соотношении 1:10 и кипятят в течение 30-40 мин, при холодном способе - оставляют для экстрагирования на 16-18 ч при комнатной температуре. Полученные экстракты фильтруют до полной прозрачности через фильтровальную бумагу или вату, предварительно смоченные 0,9 % раствором натрия хлорида. В узкие пробирки наливают 0,2-0,3 мл прозрачной сибиреязвенной преципитирующей сыворотки, а затем пастеровской пипеткой осторожно наслаивают на нее такое же количество полученного экстракта. Если реакция положительная, то на границе соприкосновения жидкостей не позднее 15 мин должно появиться мутно-белое кольцо. Реакция оценивается знаком (+). При сомнительной реакции появление кольца наблюдается позднее 15 мин (±). Если кольцо отсутствует, то реакция оценивается как отрицательная (-). Одновременно необходимо ставить три контрольных пробы: преципитирующая сыворотка + коммерческий стандартный сибиреязвенный антиген; преципитирующая сыворотка + экстрагирующая жидкость; нормальная лошадиная сыворотка + коммерческий стандартный сибиреязвенный антиген.Все контроли, кроме первого, должны быть отрицательными

Исследование кожевенного и мехового сырья на сибирскую язву в реакции преципитации по Асколи проводят в соответствии с «Наставлением по исследованию кожевенного и мехового сырья реакцией преципитации», утвержденном Главным управлением ветеринарии Минсельхоза СССР 25 мая 1971 г.

Необходимо учитывать, что применяемые в настоящее время различные виды кислот и щелочей для выделки кожевенного сырья могут влиять на результаты реакции преципитации. Оптимальное значение рН экстрактов должно находиться в пределах 6,0-8,0. Кроме того, данный метод характеризуется недостаточно высокой чувствительностью, так как нередко дает отрицательный результат при исследовании заведомо сибиреязвенного материала. 
Реакцию Асколи используют как экспресс-метод для обнаружения специфических сибиреязвенных антигенов у исследуемых культур. Для этого в 0,25-0,5 мл 0,9 % раствора натрия хлорида ресуспендируют петлю суточной агаровой культуры. Экстрагирование проводят горячим методом, а постановку реакции выше описанным способом. Учет результатов реакции проводят в течение 3 мин.
Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА)

Для постановки серологических реакций РНГА (макро- и микрометоды) и РТНГА используется эритроцитарный иммуноглобулиновый диагностикум для выявления сибиреязвенных спор в объектах внешней среды. Исследование материла проводится согласно инструкции по применению. 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Для выявления ДНК возбудителя сибирской язвы используют сертифицированные тест-системы для выявления ДНК B. anthracis с учетом результатов методами электрофореза в агарозном геле или методом ПЦР в режиме реального времени либо с флуоресцентной детекцией по «конечной точке». Применяют наборы «ГенСиб» «Тест-систему для выявления ДНК B. аnthracis pXO1+ методом полимеразной цепной реакции» ТУ 8895-007-01898109-2007 (производства ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб», г. Саратов) и «АмплиСенс® B.anthracis – FRT: набор реагентов для выявления ДНК вегетативных форм и спор Bacillus anthracis в биологическом материале и объектах окружающей среды методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального времени» (производства ФГУН ЦНИИ эпидемиологии, г. Москва). Тест-система «ГенСиб» основана на выявлении фрагмента pagA гена (плазмида pXO1), АмплиСенс® B.anthracis – FRT – фрагмента pagA гена (плазмида pXO1) и capA гена (плазмида pXO2).

Работу выполняют в соответствии с методическими указаниями МУ 1.3.1794 – 03 «Организация работы при исследованиях методом ПЦР материала, инфицированного микроорганизмами I-II групп патогенности». 

1. Обеззараживание проб для исследования методом ПЦР

Обеззараживание материала проводят согласно методическим указаниям МУ 3.5.5.-1034-01 «Обеззараживание исследуемого материала, инфицированного бактериями I-IV групп при работе методом ПЦР». Обработка включает два этапа: перевод спор в вегетативную форму и обработка лизирующим буфером, содержащим гуанидинтиоцианат.
А) Герминация спор с обработкой пенициллином 

Предварительно подготовленный нативный материал в количестве 0,1 мл или одну бактериологическую петлю 18-ти часовой агаровой культуры подозрительных колоний засевают в стеклянные пробирки с 0,9 мл бульона Хоттингера рН 7,2 и инкубируют с аэрацией при 37оС в течение 2,5 ч. После чего в пробирки добавляют пенициллин (до конечной концентрации 1000 ЕД/мл) и инкубируют с аэрацией 15 мин при 37 оС. Затем прогревают при 100оС в течение 10 мин на водяной бане. Допускается осуществление прогревания проб, обработанных пенициллином, в твердотельном термостате при 110-115 оС, для чего содержимое стеклянной пробирки переносят в микроцентрифужные пробирки объемом 1,5-1,7 мл с завинчивающейся крышкой с резиновой прокладкой. При необходимости перед прогреванием пробы могут быть сконцентрированы путем центрифугирования при 12000 об/мин в течение 15 мин, с последующим ресуспендированием осадка в 100 мкл 0,9 % раствора натрия хлорида. 

ПРИМЕЧАНИЕ: при исследовании материала от людей и животных, не содержащих спор сибиреязвенного микроба и полученного после лечения антибиотиками (струп, содержимое карбункулов, спинномозговая жидкость, сыворотка крови) выделение следует начинать с этапа 2. 
Б) Обработка лизирующим буфером с гуанидинтиоцианатом 

После прогревания при температуре 100 оС в течение 10 мин из пробирок отбирают по 0,1 мл и переносят в отдельные микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл с 300 мкл лизирующего раствора, содержащего 6 М гуанидинтиоцианата (приложение 2). После чего инкубируют при 65 оС в течение 15 мин.
Обработанные таким образом пробы считаются обеззараженными и всю последующую работу проводят как с обеззараженным материалом.

Для проведения заключительного этапа обеззараживания проб и дальнейшего выделения ДНК используют коммерческие наборы для выделения ДНК или готовят необходимые реактивы самостоятельно (приложение 2). 

2. Выделение ДНК. Для выделения ДНК используют метод нуклеосорбции. Если применяются коммерческие наборы для выделения, то работу проводят в соответствии с инструкцией по применению препаратов. При использовании самостоятельно подготовленных реагентов работу осуществляют следующим образом.

В пробирки после прогревания с лизирующим буфером при 65 оС в течение 15 мин добавляют 25-30 мкл сорбента, который предварительно тщательно перемешивают на микроцентрифуге/встряхивателе. Пробирки инкубируют при комнатной температуре в течение 10 мин, перемешивая их на микроцентрифуге встряхивателе каждые 2 мин. После чего центрифугируют при 8000-12000 об/мин в течение 30 с. Надосадочную жидкость удаляют, используя наконечником с аэрозольным барьером. 

К осадку добавляют 300 мкл Раствора для первой отмывки ОР-1, перемешивают содержимое пробирки до гомогенного состояния и центрифугируют при 8000-12000 об/мин в течение 30 с. Супернатант удаляют, а к осадку добавляют 500 мкл Раствора для второй отмывки ОР-2, перемешивают в течение 30 сек и центрифугируют при аналогичных условиях. Отмывку ОР-2 повторяют еще раз. После удаления надосадочной жидкости к осадку добавляют 400 мкл ацетона, перемешивают до образования гомогенной суспензии и центрифугируют при 8000-12000 об/мин в течение 30 сек. Супернатант тщательно удаляют, а осадок высушивают при температуре 65 оС в течение 10 мин. Далее в пробирку вносят 30-50 мкл ТЕ-буфера и инкубируют при температуре 65 оС в течение 10 мин, перемешивая на микроцентрифуге/встряхивателе каждые 2 мин. Затем пробирки центрифугируют при 8000-12000 об/мин в течение 1 мин, супернатант используют для постановки ПЦР.

3. Постановка ПЦР и учет результатов

Работу проводят в соответствии с инструкциями к диагностическим препаратам. 

ПОСТАНОВКА БИОЛОГИЧЕСКОЙ ПРОБЫ

Для постановки биологической пробы используют белых беспородных мышей или морских свинок. Заражение лабораторных животных исходным материалом является обязательным и проводится в день поступления материала одновременно с бактериоскопией и посевами на питательные среды. Подготовленный как описано выше нативный материал вводят подкожно во внутреннюю поверхность бедра 2 мышам в объеме 0,2-0,5 мл или 2 морским свинкам в объеме 0,5-1,0 мл. Гибель зараженных животных наступает через 1-3 сут, иногда позже. При вскрытии биопробных животных, павших от сибирской язвы, отмечают характерный для сибиреязвенной инфекции студенистый геморрагический отек подкожной клетчатки на месте введения материала, гиперемию внутренних органов, увеличение селезенки и не свернувшуюся кровь.

Павших животных вскрывают, делают мазки-отпечатки из тканей органов, а также посевы на МПА или агар Хоттингера. Мазки-отпечатки фиксируют в спирте с 3 % перекиси водорода в течение 30 мин, а затем окрашивают раствором Ребигера или метиленовой синькой. В мазках при микроскопии сибиреязвенные бациллы расположены короткими цепочками, попарно или поодиночке, окружены розовой капсулой, зачастую объединяющей группу микробов. В посевах на питательных средах вырастают крупные шероховатые колонии с бахромчатой периферией. 

В случаях, когда чистая культура возбудителя из посевов исходного материала на питательные среды получена раньше, чем наступает гибель зараженных этим материалом животных, суточной бульонной культурой заражают дополнительно двух мышей или морских свинок в дозах, указанных выше.

Наблюдение за животными ведут в течение 10 сут, после чего исследуют животных, как описано выше. В целях ускорения исследования по одной мыши от каждой пробы можно забивать через 2-3 сут после введения исходного материала. В этом случае при вскрытии особое внимание уделяют месту введения исследуемого материала. Если в исходном материале имеется достаточное количество сибиреязвенного микроба, на месте введения материала можно обнаружить отек подкожной клетчатки, обусловленный действием отечного токсина. В мазках-отпечатках с места введения выявляются капсульные формы микроба, а в посевах - рост типичных колоний.

Бактериологический метод

Подготовленный для исследования материал («Подготовка проб к бактериологическому исследованию») засевают на чашки Петри с МПА, агаром Хоттингера (рН 7,2), селективную дифференциально-диагностическую среду с 0,01 % натрия фенолфталеинфосфата (приложение 1) и пробирку с МПБ. Для засева одной пробы желательно использовать не менее 5 чашек. Поверхность агара перед посевом должна быть совершенно сухой. Посев необходимо производить с помощью шпателя, предварительно нанося на поверхность агара 1-2 капли (0,1 мл) исследуемого материала. Если материал значительно загрязнен посторонней микрофлорой (почва, корма, смывы с поверхностей и пр.), делают посевы методом истощения, распределяя материал шпателем по поверхности агара с переносом на 2-3 чашки. При исследовании материала, слабо загрязненного посторонней микрофлорой (кровь, пунктаты из карбункула, органы биопробных животных), посев можно проводить петлей без истощения, используя при этом МПА, агар Хоттингера, кровяной агар и МПБ. Посевы помещают в термостат при (36 ± 1) (С на 18-20 ч и при отсутствии роста выдерживают при той же температуре 48 ч.

После суточного роста сибиреязвенного микроба МПБ остается прозрачным, на дне образуется рыхлый осадок в виде «комочка ваты» При встряхивании пробирки бульон не мутнеет, осадок разбивается с трудом на мелкие хлопья. В отдельных случаях в МПБ появляется диффузный рост культуры (легкое помутнение), при встряхивании образуются муаровые волны, на поверхности бульона может наблюдаться рост в виде пристеночного кольца
Из бульонной культуры делают мазки, окрашивают по Граму и исследуют под микроскопом. В мазках из бульонной культуры обнаруживают типичные цепочки, состоящие из сибиреязвенных палочек, из бульонной культуры с диффузным ростом – отдельные или парно расположенные палочки. Для получения чистой культуры из бульона делают высевы на плотные питательные среды петлей для получения изолированных колоний.

На следующий день плотные питательные среды просматривают визуально и под микроскопом при малом увеличении.

Кроме колоний сибиреязвенного микроба на средах может наблюдаться рост и других спорообразующих сапрофитов, морфологически трудно отличимых от B. anthracis. Возбудитель сибирской язвы образует плоские матово-серые шероховатые (R-форма) колонии. Центр их иногда затемнен, периферия бахромчатая с локонообразными отростками. Встречаются колонии с менее выраженной шероховатостью и без отростков, которые также подлежат дальнейшей идентификации. Колонии B. anthracis трудно снимаются петлей с поверхности агара, в то время как колонии близкородственных сапрофитов снимаются легко. Для выделения чистой культуры с питательного агара отбирают не менее 10 шероховатых колоний, при отсутствии такого количества – все шероховатые колонии. 

Примечание: при оценке морфологии колоний следует учитывать существование редких вариантов сибиреязвенного микроба II типа, формирующих слизистые колонии в SM-форме на обычных питательных средах (см. табл.1).

Посевы на селективной дифференциально-диагностической среде с натрия фенолфталеинфосфатом перед просмотром обрабатывают парами аммиака. Для этого в отдельную крышку от чашки Петри помещают фильтровальную бумагу и наливают на нее 1-2 мл аммиака водного (29 % концентрированного). Затем чашку с посевами (агаром вверх) без крышки помещают на несколько секунд (пока не порозовеют колонии сапрофитов) в крышку с аммиаком. Таким образом обрабатывают все посевы. В силу того, что сибиреязвенный микроб не образует или продуцирует фосфатазу слабо, его колонии, как правило, не изменяют своего цвета. Колонии спорообразующих сапрофитов, в том числе и B. cereus, под действием паров аммиака приобретают розовый или красный цвет. С дифференциально-диагностической среды для выделения чистой культуры отбирают визуально и с помощью микроскопа при малом увеличении все колонии, не изменившие своего цвета после обработки парами аммиака или слабо порозовевшие.

Из всех отобранных колоний делают мазки на двух или более предметных стеклах. Мазки фиксируют и окрашивают двумя способами – по Ребигеру (или по Граму) и сибиреязвенной люминесцирующей соматической сывороткой. При просмотре мазков учитывают характерную для сибиреязвенного микроба морфологию (длинные нити, концы палочек обрублены), при окраске люминесцирующими сыворотками – специфическое свечение на 4+ или 3+. Для идентификации отбирают только колонии чистой культуры, которые состоят из характерных для сибиреязвенного микроба палочек. Их отсевают на секторы МПА или агара Хоттингера. Материал из всех других отобранных колоний рассевают петлей на отдельных чашках Петри с МПА или агаром Хоттингера для получения изолированных колоний. 
На этом этапе исследования для получения чистой культуры сибиреязвенного микроба важно проводить рассев на неселективной среде. Посевы помещают в термостат на 18-20 ч, после чего проводят учет и отбор колоний для дальнейшей идентификации по полной схеме лабораторного исследования. 

Из изолированных колоний повторно делают мазки, их фиксируют и окрашивают, как описано выше. При отсутствии достаточного количества культуры исследование проводят на следующие сутки после накопления биомассы. 
Идентификация возбудителя СИБИРской язвы

Все выделенные культуры, подозрительные на принадлежность к B. anthracis, обязательно подвергают дальнейшему изучению биологических свойств, служащих критерием видовой идентификации, а при необходимости и целого ряда дополнительных свойств.
В предлагаемой схеме (рис. 2) представлены тесты идентификации сибиреязвенного микроба. 

 Тесты разделены на три группы. Тесты группы I являются ускоренными идентификационными и одновременно позволяющими дифференцировать штаммы по плазмидному составу. Метод ускоренной идентификации заключается в использовании ПЦР в мультиплексном варианте.

Тесты группы II являются основными, из них тесты 6-11 служат опорными. 
Тесты группы III являются дополнительными методами изучения выделенных сибиреязвенных культур.

Основные идентификационные тесты (тесты группы II)

Морфология B. anthracis. В мазках из 18-24-часовых бульонных и агаровых культур вегетативные клетки имеют форму палочек, расположенных длинными цепочками. Концы бацилл в окрашенных препаратах обрублены и вогнуты, отчего цепочка напоминает бамбуковую трость с коленчатыми сочленениями. По Граму бациллы сибирской язвы окрашиваются положительно. Споры имеют овальную форму, внутри бактериальной клетки образуется одна спора, располагающаяся центрально, не превышая диаметра тела микробной клетки.







Рис. 2. Схема идентификации культур сибиреязвенного микроба

Морфологию спор определяют в культуре, полученной на плотной питательной среде при культивировании в течение 3-7 суток. Существует несколько способов окраски спор, основанных на том, чтобы сделать проницаемой для краски их плотную оболочку (Ауэски, Пешкова, Циля-Нильсена). Для дифференциации от других грамположительных бацилл мазки окрашивают сибиреязвенными люминесцирующими сыворотками, ориентируясь при микроскопии на морфологию клеток и специфическое свечение (ярко-зеленая периферия и более темная сома клеток).

Приготовленные мазки фиксируют в фиксирующей жидкости, содержащей перекись водорода (см. приложение 2). 
Характер роста на плотных и в жидких питательных средах. Характер роста на агаровых средах определяют визуально невооруженным глазом или через лупу, а также под микроскопом, для чего чашку помещают на столик микроскопа вверх дном и просматривают колонии в проходящем свете при малом увеличении и с суженной диафрагмой. Оценивают колонии по их морфологии: величине, форме, виду, цвету, характеру поверхности и края, прозрачности, структуре, консистенции, а также по специфическому запаху. На МПА и агаре Хоттингера возбудитель сибирской язвы формирует крупные шероховатые матовые серые сухие колонии в R-форме, с «шагреневой» поверхностью, неровными краями и отходящими от них волнистыми отростками, напоминающими при просмотре в микроскопе (малое увеличение) локоны волос или львиную гриву. Колонии сибиреязвенного микроба на плотных питательных средах отличаются от колоний спорообразующих сапрофитов меньшими размерами, большей шероховатостью и более выраженными «локонами» по периферии. Колония сибиреязвенного микроба с трудом берется бактериологической петлей, при этом за петлей поднимается тяж бактериальной массы. Агаровая культура сибиреязвенного микроба имеет специфический слегка ароматический запах.

При использовании дифференциально-диагностической среды с натрия фенолфталеинфосфатом учитывают одновременно два важных диагностических признака - характер выросших колоний и тест на щелочную фосфатазу.

В МПБ сибиреязвенный микроб растет в виде придонного «комочка ваты», бульон над которым остается прозрачным. «Комочек ваты» бульонной культуры B.anthracis c трудом разбивается при встряхивании, в отличие от подобного придонного роста некоторых представителей спорообразующих сапрофитов, легко разбивающегося и мутящего среду. 

Тест на подвижность. Одним из наиболее постоянных для сибиреязвенного микроба признаков является отсутствие подвижности в отличие от большинства спорообразующих сапрофитов. Наиболее простым методом определения подвижности является микроскопическое исследование в «висячей» или раздавленной капле, а также в камере Горяева 18-20 часовой бульонной культуры. Можно определить подвижность путем высева культуры уколом в столбик полужидкого (0,2-0,3 %) агара. Посевы выдерживают в термостате при температуре (36±1) °С в течение 18-20 ч. В полужидком агаре рост сибиреязвенного микроба наблюдается только по следу укола, а окружающая среда остается прозрачной. Подвижные микробы дают диффузный рост. Однако описаны и неподвижные варианты B. cereus и других сапрофитов. 

Наличие капсулы in vitro выявляют путем посева культур на 1 % бикарбонатно-сывороточный агар или среду ГКИ (приложение 1). Инкубацию на 1 % бикарбонатном агаре проводят при (36±1) (С в анаэростатах при содержании 5-50 % СО2 или в эксикаторе с притертой крышкой. На дно эксикатора (на каждый литр объема) насыпают 0,4 г пищевой соды и наливают 0,35 мл концентрированной соляной кислоты или 2 г NаНСО3 + 10 мл 20 % Н2SO4. После внесения чашек Петри с посевами эксикатор закрывают крышкой и слегка наклоняют, соединяя соду с кислотой. Просматривают посевы через 18-24 ч. Капсулообразующие культуры вырастают в виде крупных гладких блестящих слизистых колоний. В мазках, окрашенных после их фиксации одним из методов (по Ребигеру, капсульно-соматической сибиреязвенной люминесцирующей сывороткой), видны цепочки палочек, окруженных хорошо выраженной капсулой.

Пробирки со средой ГКИ с посевами закрывают стерильными резиновыми пробками и помещают в термостат при (36±1) (С. Через 30-120 мин инкубирования у отдельных сибиреязвенных клеток начинается капсулообразование, а спустя 16-18 ч все или большинство сибиреязвенных клеток образуют капсулу. В мазках из посевов, окрашенных одним из описанных методов, видны длинные цепочки палочек, окруженных капсулой.

Наличие капсулы in vivo. При вскрытии биопробных животных, которым введена исследуемая культура, делают мазки из перитонеального экссудата и крови сердца и мазки-отпечатки из органов. Мазки фиксируют и окрашивают по Ребигеру или метиленовой синькой. В мазках от животных микробы расположены короткими цепочками, попарно или поодиночке, окружены розовой капсулой. Способность к капсулообразованию in vivo из всех представителей рода Bacillus присуща только возбудителю сибирской язвы. Встречающиеся в природе атипичные штаммы, не образующие капсулу, но по другим тестам соответствующие сибиреязвенному микробу, требуют дополнительных исследований.

Чувствительность к сибиреязвенным бактериофагам. Сибиреязвенный микроб лизируется сибиреязвенными фагами («Гамма», «К», Fah-ВНИИВВиМ и др.). Пробу с фагом ставят следующим образом. Свежеприготовленные чашки с агаром Хоттингера или МПА перед постановкой пробы подсушивают в термостате. Расчерчивают дно чашки снаружи на квадраты со стороной 2 см. Бактериологической петлей или пипеткой на каждый квадрат наносят каплю 5-6-часовой бульонной культуры сибиреязвенного микроба. Чашку с приоткрытой крышкой подсушивают 30 мин в термостате, а затем в центр подсохшей капли наносят петлей каплю цельного сибиреязвенного бактериофага. Результаты учитывают через 5-6 ч инкубации чашек при (36±1) (С, просматривая их под малым увеличением микроскопа. В более поздние сроки через 12-24 ч просматривают чашки невооруженным глазом. В случае положительного результата на месте нанесения капли бактериофага наблюдается полное или частичное отсутствие роста в виде округлого просветления. Допускается постановка пробы с фагом методом стекающей капли в пробирках или чашках с агаром Хоттингера или МПА.
Тест на гемолиз. Для проведения этого теста готовят МПА или агар Хоттингера (рН 7,2) с 3-5 % дефибринированной крови барана (приложение 1). Посев испытуемых культур производят бактериологической петлей секторами и инкубируют в термостате при (36±1) (С в течение 18-20 ч, после чего учитывают результат. В эти сроки сибиреязвенный микроб не лизирует эритроциты барана в отличие от большинства родственных спорообразующих сапрофитов, образующих широкую зону гемолиза вокруг выросших колоний.


Тесты на чувствительность к пенициллину

Тест «жемчужного ожерелья». Перед постановкой пробы остуженный до 45 °С 2 % питательный агар разливают по 10 мл в 3 пробирки. В первую добавляют пенициллин из расчета 0,5 ЕД/мл, во вторую - 0,05 ЕД/мл, третья - без антибиотика остается контрольной. Содержимое каждой пробирки выливают в чашку Петри. После застывания среды дно чашек снаружи размечают на квадраты или кружки, на которых пишут номера анализа. На обозначенные участки наносят по одной капле изучаемых 3-6-часовых бульонных культур. На одной чашке может быть поставлено до 10 проб. Посевы инкубируют при (36±1) оС. Не позже 3 ч просматривают рост под микроскопом с иммерсионным объективом, предварительно накрыв каждый отмеченный участок покровным стеклом. На среде, содержащей пенициллин, видны шарообразной формы бактериальные клетки сибиреязвенного микроба, расположенных в виде цепочек, напоминающих ожерелье из жемчуга. Спорообразующие сапрофиты, как правило, устойчивые к пенициллину, имеют обычную бациллярную форму. В контрольной среде без пенициллина сибиреязвенный микроб формирует длинные цепи палочек.

Модификация теста «жемчужного ожерелья». К бульону Хоттингера (рН 7,2) добавляют стерильно 20 % инактивированной лошадиной сыворотки, 0,05 и 0,5 ЕД/мл пенициллина. Среды разливают с соблюдением стерильности в пробирки по 2-3 мл и засевают по 2 капли бульонной или петлю агаровой культуры, взятой для исследования. Пробирки с посевами инкубируют не более 3 ч при (36±1) оС. Затем делают мазки, их фиксируют и окрашивают по Ребигеру или метиленовой синькой. 

Определение чувствительности к пенициллину дискодиффузионным методом. Из колоний суточных агаровых культур готовят взвесь микробов на 0,9 % растворе натрия хлорида, доводя плотность инокулюма до ОСО мутности 10 ед. ГИСК им. Л.А. Тарасевича. Эту взвесь в объеме 0,3 мл наносят на поверхность питательной среды Мюллера-Хинтона или агара Гивенталя-Ведьминой (АГВ) и равномерно распределяют шпателем. Чашки выдерживают 15 мин при комнатной температуре для впитывания жидкости. Затем на поверхность засеянной питательной среды пинцетом накладывают коммерческий диск с 10 мкг пенициллина. Посевы выдерживают 15 мин при комнатной температуре, а затем, перевернув чашки вверх дном, инкубируют при (36±1) (С в течение 18-20 ч (не более). Измеряют диаметр зон задержки роста вокруг дисков, включая диаметр самого диска, с точностью до 1 мм. Мелкие колонии в пределах зоны задержки роста не учитывают. При расплывчатых краях зоны или при зонах с двойными контурами измеряют диаметр зоны по наиболее четкой границе. Типичные штаммы сибиреязвенного микроба, чувствительные к пенициллину, характеризуются зоной задержки роста 26 мм и больше, близкородственные сапрофиты – 16 мм и меньше.

Тест на лецитиназу. Наличие или отсутствие лецитиназной активности определяют в жидкой желточной среде или на агаре Хоттингера, в который добавлен стерильно желток куриного яйца. В пробирки с 5 мл жидкой желточной среды (приложение 1) засевают петлей суточную культуру и инкубируют в термостате при (36±1) (С. Возбудитель сибирской язвы, как правило, в течение нескольких суток инкубирования не свертывает желток, в то время как представители спорообразующих сапрофитов свертывают желток уже в первые сутки. На плотной питательной среде вокруг колоний сибиреязвенного микроба не формируется зоны ферментации желтка, в то время как вокруг колоний большинства сапрофитов, вырабатывающих активную лецитиназу, просматривается широкая беловатая непрозрачная зона.

Дополнительные методы изучения выделенных культур B. anthracis
(тесты группы III)

Определение чувствительности сибиреязвенного микроба к антибиотикам. Большинство природных штаммов B. anthracis чувствительно ко многим используемым в практике антибиотикам. Однако встречаются и природные изоляты, которые в той или иной степени устойчивы к различным антибиотикам, что затрудняет проведение лечебных мероприятий в случае заражения таким штаммом. Определение чувствительности штаммов сибиреязвенного микроба, выделенных от больных, является необходимой мерой для выбора наиболее эффективного препарата для лечения тяжелых форм сибирской язвы. 

Для определения чувствительности B. anthracis к антибактериальным препаратам можно использовать метод серийных разведений антибиотиков или дискодиффузный метод (ДДМ).

 При определении чувствительности сибиреязвенного микроба с помощью ДДМ используют типичные колонии из 16-18-часовых агаровых культур. Из выросших колоний готовят взвесь микробов в 0,9 % растворе натрия хлорида, доводя плотность инокулюма до ОСО мутности 10 ед. ГИСК им. Л.А. Тарасевича. Эту взвесь в объеме 0,3 мл наносят на поверхность питательной среды Мюллера-Хинтона или АГВ и равномерно распределяют шпателем. Чашки выдерживают 15 мин при комнатной температуре для впитывания жидкости. Диски накладывают пинцетом на поверхность засеянной питательной среды на одинаковом расстоянии один от другого, отступив около 2 см от стенки чашки (не более 4 дисков), выдерживают 15 мин при комнатной температуре, а затем, перевернув их вверх дном, инкубируют при (36±1) (С в течение 18-20 ч (не более). Измеряют диаметр зон задержки роста вокруг дисков, включая диаметр самого диска, с точностью до 1 мм. Мелкие колонии в пределах зоны задержки роста не учитывают. При расплывчатых краях зоны или при зонах с двойными контурами измеряют диаметр зоны по наиболее четкой границе. 

Для метода серийных разведений используют суспензию той же концентрации микробных клеток, нанося ее небольшими каплями с помощью штампа-репликатора или касанием пипетки с тонким концом на агаровые пластинки среды Мюллера-Хинтона или АГВ с разными концентрациями антибактериальных препаратов, начиная с чашек с минимальным содержанием антибиотиков. Посевы инкубируют 18-24 ч при температуре (36±1) (С. С помощью штампа-репликатора можно одновременно изучить антибиотикограммы 50 культур, что значительно экономит средства и время. Чувствительность/устойчивость культур определяют по минимальной концентрации препарата, подавляющей рост возбудителя (МПК, мг/л или мкг/мл) на среде культивирования. 

Интерпретация результатов. 
Интерпретацию результатов проводят путем их сопоставления с пограничными значениями МПК и диаметров зон подавления роста возбудителя (см. табл. приложения 3). В таблице даны пограничные значения МПК и зон подавления роста для чувствительных и устойчивых культур. Между этими показателями находятся значения для культур с промежуточной устойчивостью. Необходимо учитывать результаты определения МПК и зон подавления роста для контрольных штаммов B. anthracis СТИ и Staphylococcus aureus ATCC 25923 на данной серии питательной среды. Изменения МПК и диаметров зон подавления роста для контрольных штаммов, выходящие за пределы допустимых значений, могут свидетельствовать о несоответствии качества сред или дисков с антибактериальными препаратами и потребовать их замены. Увеличение МПК для исследуемых штаммов по сравнению с контрольным штаммом B. anthracis СТИ может свидетельствовать о тенденции к нарастанию устойчивости культур, что требует изменения схемы терапии данным антибиотиком или использования для лечения и профилактики другого, более эффективного антибактериального препарата.

В паспорте штамма должны быть указаны значения МПК и диаметры зон подавления роста для всех исследованных препаратов с интерпретацией результатов исследования: культура чувствительна, устойчива или имеет промежуточную устойчивость.

Метод определения гемолитической и протеолитической активности. С этой целью готовят двухслойный агар, используя в качестве первого слоя 1 % агар Дифко на 0,9 % растворе натрия хлорида, который разливают в чашки Петри по 20 мл. Для второго слоя готовят     0,7 % агар на 0,9 % растворе натрия хлорида, в который после охлаждения вносят следующие ингредиенты: для проверки гемолитической активности - 6 % трижды стерильно отмытых в 0,9 % растворе хлорида натрия эритроцитов барана; для определения протеолитической активности - желатин, казеин, бычий сывороточный альбумин и гемоглобин в концентрации 0,4 %. После полного застывания верхнего слоя в агаровых пластинках пробойником делают по 6-7 лунок в каждой чашке, дно которых заливают каплей расплавленного 1 % агара.
 В лунки вносят по 0,1 мл 2-х суточную бульонную культуру изучаемых штаммов. Учет производят через 48 ч инкубации при температуре (36±1) (С для выявления гемолитической и через 24 ч - при выявлении протеолитической активности. В последнем случае перед просмотром поверхность агара обрабатывают 20 % раствором трихлоруксусной кислоты. Положительные результаты соответствуют обнаружению зон просветления в агаре вокруг лунок с культурой.

 Метод выявления дополнительных питательных потребностей. 
 Для выявления дополнительных питательных потребностях готовят минимальную питательную среду – «9 АТ» (приложение 1).Споры изучаемых штаммов засевают на среду «9АТ» и выращивают в течение 24 - 48 ч при температуре (36±1) (С. Для контроля засевают на эту среду споры B. anthracis 81/1. Если исследуемые штаммы не растут на этой среде через 48 ч, то их можно считать нуждающимися в дополнительных факторах роста. 
 
Дифференциация культур сибиреязвенного микроба по вирулентности in vitro. Предлагаемый метод дифференциации культур сибиреязвенного микроба по вирулентности in vitro основан на объективной регистрации различий в продукции разными культурами капсулы и экзотоксина при культивировании на агаре Хоттингера в воздушной атмосфере и на среде для сочетанного определения продукции экзотоксина и капсулы («СОПЭК», приложение 1) в атмосфере, обогащенной СО2. Капсулообразование регистрируется по характерному росту на плотных средах в виде гладких слизистых колоний, в мазках из которых при микроскопии обнаруживаются капсульные бациллы. Учет токсинообразования ведется по визуально наблюдаемым концентрическим ореолам иммунопреципитации в среде вокруг колоний, продуцирующих токсин. Иммунопреципитация в данном методе является следствием взаимодействия антитоксических антител противосибиреязвенного глобулина, введенного в состав среды, и диффундирующих в среду компонентов токсина, который синтезируется сибиреязвенным микробом при культивировании на среде в атмосфере с повышенным содержанием СО2. Все это позволяет дифференцировать культуры с обычной, то есть СО2-зависимой, СО2-независимой продукцией капсулы, бескапсульные, продуцирующие и не продуцирующие токсин. Среди них выделяют пять групп, в зависимости от характера экспрессии капсулы и токсина, которым соответствуют следующие степени патогенности: высоковирулентные, умеренно вирулентные, слабовирулентные, авирулентные и апатогенные. 

Для исследования готовят суспензиию спор или вегетативных клеток из суточных агаровых культур по ОСО мутности 10 ед. ГИСК им. Л.А. Тарасевича. Взвесь наносят петлей бляшками диаметром 3-4 мм от 10 до 50 инокулятов параллельно на одну чашку со средой СОПЭК и одну чашку с агаром Хоттингера. Для контроля качества среды засевают культуру типичного по капсуло-и токсинообразованию тест-штамма 81/1, любого бесплазмидного штамма, а также штамма с СО2-независимой продукцией капсулы.

Чашки со средой «СОПЭК» помещают в микроанаэростат или СО2-инкубатор. Из микроанаэростата вакуумным насосом откачивают 25 % воздуха, ориентируясь на показания мановакуумметра, и замещают его углекислым газом из баллона. В СО2-инкубаторе чашки культивируют с   10 % углекислого газа. Посевы на среде СОПЭК выращивают при температуре (36±1) (С в течение 48 ч, затем переносят чашки из микроанаэростата или СО2-инкубатора в холодильник и выдерживают в течение 1-3 сут при +4-10 °С. Чашки с агаром Хоттингера инкубируют при (36±1) (С в обычной воздушной атмосфере в течение 24 ч.

По окончании указанных сроков инкубации (24 ч для агара Хоттингера и 48 ч для среды «СОПЭК») просматривают чашки, регистрируя морфологию колоний. Продуцирующие капсулу культуры формируют колонии в SM-форме - округлые, гладкие, блестящие, со слизистым капсульным веществом на поверхности. Не продуцирующие капсулу культуры растут в R-форме в виде шероховатых, с волокнистым краем матовых колоний.

Для подтверждения факта образования капсулы из колоний делают мазки для микроскопии, которые окрашивают раствором Ребигера в течение 15-20 с, промывают и высушивают. Капсула окрашивается в розовый цвет или остается неокрашенной, бактерии - в темно-фиолетовый.

По истечению 48 ч после начала инкубации чашки со средой «СОПЭК» просматривают при естественном освещении на черном фоне и отмечают предварительные результаты, пользуясь для этого листом черной бумаги. Вокруг продуцирующих токсин колоний в среде формируются концентрические ореолы иммунопреципитации в виде белых тонких колец. Не продуцирующие токсин колонии лишены таких ореолов. После выдерживания посевов на среде «СОПЭК» в холодильнике в течение 1-3 сут их просматривают повторно и проводят окончательный учет результатов. 

Интерпретация результатов. 
Культуры относят к высоко-вирулентным, если они продуцируют капсулу и токсин в атмосфере СО2 и не продуцируют капсулу на воздухе; умеренно вирулентным, если они не продуцируют токсин, продуцируют капсулу в атмосфере СО2 и не продуцируют ее на воздухе; слабовирулентным, если они не продуцируют токсин и продуцируют капсулу в атмосфере СО2 и на воздухе; авирулентным, если они продуцируют токсин, но не продуцируют капсулу; апатогенным, если они не продуцируют ни капсулу, ни токсин (табл.2). 

Таблица 2

Дифференциация сибиреязвенного микроба по учету 

токсино- и капсулообразования

	№ п/п
	Продукция токсина
	Синтез капсулы
	Вирулентность штамма

	
	
	в атмосфере СО2
	на воздухе
	

	1
	+
	+
	-
	высоковирулентные

	2
	-
	+
	-
	умеренно вирулентные

	3
	-
	+
	+
	слабовирулентные

	4
	+
	-
	-
	авирулентные

	5
	-
	-
	-
	апатогенные


Определение вирулентности выделенных культур in vivo. Вирулентность выделенных культур сибиреязвенного микроба определяют двумя методами: вычислением безусловно смертельной дозы (DCL) или   50 % летальной дозы (LD50). Для заражения животных используют споровую взвесь, которую готовят следующим образом. Сибиреязвенную культуру отсевают на специальные питательные среды для образования спор: агар Гладстона, голодный пшеничный или гороховый агар и инкубируют в течение 1сут при (36±1) (С, а затем в течение 4-6 сут при (34±1) (С. Процесс спорообразования контролируют просмотром мазков, окрашенных по Ребигеру. При наличии 95-100 % спор культуру смывают дистиллированной водой и суспензию помещают на 2-3 сут в холодильник для лизиса оставшихся вегетативных палочек. Для определения концентрации спор готовят десятикратные разведения полученной взвеси с использованием в качестве разводящей жидкости 0,1-0,05 % раствор Твина-80 на дистиллированной воде и делают высев в объеме 0,1 мл из пробирок с разведениями 10-6 и 10-7 на 3 чашки (каждое разведение) с агаром Хоттингера. Посевы инкубируют при (36±1) (С в течение 18-20 ч. На следующий день подсчитывают выросшие колонии и соответственно вычисляют концентрацию спор в исходной взвеси, затем готовят для заражения соответствующие разведения на 0,9 % растворе хлорида натрия.

Для определения LD50 чаще всего используют белых беспородных мышей весом 18-20 г. Споровые взвеси, содержащие 1, 10, 100, 1000 и 10000 спор, вводят подкожно в объеме 0,5 мл, используя 4-6 животных на каждую дозу. За зараженными животными наблюдают в течение 10 сут, отмечают в каждой группе павших от сибиреязвенной инфекции животных. Статистическую обработку полученных результатов проводят по методу Рида и Менча или Кербера.

Для определения DCL используют морских свинок, кроликов и три заражающие дозы - 100, 1000 и 10000 спор. Каждой дозой инфицируют не менее трех животных. Наблюдение за ними проводят до 10 сут. Из органов павших животных делают мазки-отпечатки для бактериоскопии и посевы на соответствующие питательные среды для установления специфичности гибели животных. 

Культуры возбудителя сибирской язвы считаются вирулентными, если значение LD50 для белых мышей и морских свинок или DCL для кроликов не превышают 10000 спор. 

Идентификация штаммов сибиреязвенного микроба с атипичным капсулообразованием. Из всех выросших колоний, не изменивших своего цвета при обработке парами аммиака, как шероховатых (I, III тип), так и гладких, слизистых (II тип), делают мазки и окрашивают их по Ребигеру или сибиреязвенными соматической, капсульно-соматической люминесцирующими сыворотками. 

Для дальнейшего исследования отбирают колонии, в мазках из которых выявляются палочки, расположенные длинными цепочками с типичной морфологией. Палочки из колоний II типа могут быть окружены капсулой, окрашенной в розовый цвет при окраске по Ребигеру, или светиться на 3+, 4+ при окраске капсульносоматической люминесцирующей сывороткой. Из отобранных колоний делают пересевы в пробирки с МПБ и на чашки с 1 % бикарбонатно-сывороточным агаром. Последние выращивают при 5-50 % СО2, как уже описано выше. Результаты учитывают через 24 ч инкубации при (36±1) (С. В бульоне отмечают придонный рост в виде «комочка ваты» с сохранением прозрачности над ним, характерный для штаммов I и III типа. Штаммы II типа вызывают диффузное помутнение среды. На 1 %-ном бикарбонатно-сывороточном агаре штаммы I и II типа растут в SM-форме в виде крупных слизистых колоний. Из колоний делают мазки с последующей их окраской на наличие капсулы. В мазках обнаруживают палочки, окруженные капсулой. Штаммы III типа растут на этой среде в R-форме, капсула в мазках не обнаруживается.

Из культур на 1 % бикарбонатно-сывороточном агаре готовят взвесь микробов в 0,9 % растворе натрия хлорида, которой заражают белых мышей подкожно в объеме 0,5 мл во внутреннюю поверхность бедра. Павших мышей вскрывают, отмечают характерную патологоанатомическую картину, делают мазки-отпечатки и высевы из органов и места введения. Выживших мышей забивают на 10 сут и исследуют аналогично. В мазках-отпечатках от мышей, павших после заражения штаммами I и II типа, обнаруживаются капсульные клетки сибиреязвенного микроба и обильный рост микроба на питательных средах из всех органов и места введения. В мазках от мышей, зараженных штаммами III типа, клетки микроба в мазках наблюдаются редко, в основном из места введения, и они лишены капсулы, а из органов и места введения вырастают единичные колонии в R-форме. В месте введения культур штаммов сибиреязвенного микроба I и III типов на 2 - 3 сут развивается специфический студенистый геморрагический отек подкожной клетчатки, формирующийся под действием отечной фракции сибиреязвенного экзотоксина. Дальнейшая идентификация выделенных культур атипичных штаммов проводится по методам описанным выше.

Временной график лабораторных исследований на сибирскую язву приведен в приложении 8.

Определение MLVA-генотипа штаммов сибиреязвенного микроба

Определение MLVA-генотипа культур сибиреязвенного микроба целесообразно проводить по схеме и с использованием метода, описанного P. Keim et al. (2000). Такое генетическое типирование позволяет дифференцировать штаммы, установить их происхождение, осуществлять мониторинг в процессе эпидемиологического анализа вспышки. Исследование проводится в референс-лабораториях. 

СЕРОДИАГНОСТИКА СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ У ЛЮДЕЙ

МФА для выявления специфических антител в сыворотке крови. Для непрямого МФА используют сыворотку диагностическую антивидовую против иммуноглобулинов человека люминесцирующую сухую. 
Для получения вегетативного роста сибиреязвенной культуры используют споры вакцины СТИ, которые засевают на чашки с агаром Хоттингера (рН 7,2-7,4) и инкубируют в термостате при температуре 37 °С в течение 18-20 ч. После этого готовят суспензию вегетативных клеток на 0,9 % растворе натрия хлорида, доводя плотность инокулюма до ОСО мутности 10 ед. ГИСК им. Л.А. Тарасевича. Полученную суспензию тщательно встряхивают и готовят из нее мазки на предметных хорошо обезжиренных стеклах, по 8 мазков на каждом стекле. Мазки высушивают на воздухе, фиксируют 30 мин в спирте с 3 % перекиси водорода, вновь высушивают и расчерчивают восковым карандашом. При постановке этой реакции желательно использовать «свежие» мазки, при необходимости их можно хранить в холодильнике в закрытых чашках Петри в течение 3 сут. 

Исследуемую сыворотку от больного человека инактивируют на водяной бане при 56 оС в течение 20 мин. Затем сыворотку титруют в пробирках или полистироловых планшетах в 0,9 % растворе натрия хлорида с двукратным шагом, отбирают с помощью пастеровской пипетки, начиная с большего разведения, и наносят каплю на мазки с вегетативной культурой сибиреязвенного микроба. Стекла помещают на дно чашки Петри, закрывают крышкой и выдерживают 20-30 мин при 37 оС. Затем мазки промывают дважды по 10 мин в забуференном 0,9 % растворе натрия хлорида и 10 мин в дистиллированной воде. Стекла сушат на воздухе при комнатной температуре, после чего на мазки наносят люминесцирующую сыворотку против иммуноглобулинов человека в рабочем титре, обозначенном на ампуле. Мазки окрашивают и промывают так же, как и в первом случае. Микроскопию проводят с иммерсионной системой. Для оценки интенсивности свечения используют четырехкрестовую систему. Положительным результатом считается свечение на 3+ и 4+. 

У лиц, больных сибирской язвой, специфические антитела начинают появляться уже с 5-х сут после начала болезни, и их титр нарастает до 21 и более сут. Увеличение титра антител можно проследить при исследовании парных сывороток с интервалом 5-7 дней. В МФА титры антител могут доходить до 1:640-1:1280, диагностическими считаются титры - 1:16-1:32 и 4-х кратное нарастание титров при повторном исследовании. 

ИФА для выявления специфических антител в сыворотке крови

Этот метод используется за рубежом в качестве альтернативы пробы с антраксином у человека. В настоящее время диагностический набор для выявления специфических иммуноглобулинов классов М и G в сыворотке людей, позволяющий дифференцировать заболевание и ответ на вакцинацию разработан у нас в стране. Он прошел комиссионные испытания, но пока не выпускается.

АЛЛЕРГОДИАГНОСТИКА СИБИРСКОЙ ЯЗВЫ У ЛЮДЕЙ

Кожно-аллергическая проба с сибиреязвенным 

аллергеном - антраксином 

Организм больного и переболевшего сибирской язвой обладает способностью отвечать реакцией в виде гиперемии и инфильтрата кожи на месте введения сибиреязвенного аллергена – антраксина. Эта реакция может появляться уже с первых дней, а у подавляющего числа больных с конца первой недели заболевания. Аллергическая перестройка организма у переболевших сибирской язвой может сохраняться длительное время, что позволяет использовать антраксин не только для диагноза текущего заболевания, но и для ретроспективной диагностики. 

Антраксин вводят с соблюдением всех правил асептики строго внутрикожно в количестве 0,1 мл в нижней трети левого предплечья на внутренней стороне. На месте инъекции должен образовываться беловатый, хорошо ограниченный пузырек (папула) около 0,8 см в диаметре, имеющий вдавление на месте волосяных мешочков. В месте введения антраксина через 24-48 ч учитывается наличие гиперемии и инфильтрата. В зависимости от размеров этих элементов производят оценку пробы, руководствуясь проведенной ниже шкалой (табл. 3). 

Диагноз сибирской язвы подтверждается при наличии положительной антраксиновой пробы с оценкой от 2+ до 4+. При наличии сомнительной (±) или слабоположительной (+) пробу повторяют через 5-7 дней. Отрицательная реакция на антраксин не исключает диагноза сибирской язвы.

 Таблица 3

Оценка проб с антраксином

	Элементы местной реакции через:
	Оценка реакции

	24 ч
	48 ч
	

	Инфильтрат отсутствует,

гиперемия возможна
	Реакции нет


	Отрицательная 

(-)

	Гиперемия до 8 мм в диа-

метре с инфильтратом
	Гиперемия менее 8 мм в диаметре
	Сомнительная

(±)

	Гиперемия 8 - 15 мм в диаметре с инфильтратом
	Гиперемия 8 мм в диаметре и более
	Слабоположительная (+)

	Гиперемия 16 -25 мм в диаметре с инфильтратом
	Гиперемия 8 мм в диаметре и более
	Положительная

(++)

	Гиперемия 26 - 40 мм в диаметре с инфильтратом
	Гиперемия 8 мм в диаметре и более
	Резко положительная (+++)

	Гиперемия более 40 мм в диаметре с инфильтратом
	Гиперемия 8 мм в диаметре и более
	Очень резко положи-

тельная (++++)


ЗАКЛЮЧЕНИЕ

После проведения соответствующих этапов лабораторного исследования на сибирскую язву в определенные сроки можно давать следующие заключения о его результатах. В расчетные сроки не включено время, необходимое для полготовки проб.

Предварительные результаты специфической индикации 

При исследовании патологического материала от людей и животных. 

· через 2-6 ч, по результатам микроскопии и МФА с капсульно-соматической люминесцирующей сывороткой;

· через 8-12 ч, по результатам ПЦР;

· через 2-6 ч, по результатам реакции преципитации по Асколи.

При исследовании секционного материала от трупов людей и животных, а также кож, шкур, шерсти, мяса и мясопродуктов:

· через 2-6 ч, по результатам реакции преципитации по Асколи; 

· через 2-6 ч, по результатам МФА с антиспоровой люминесцирующей сывороткой;

· через 8-12, по результатам ПЦР.

При исследовании материала из объектов внешней среды:

· через 2-6 ч, по результатам МФА с антиспоровой 
 люминесцирующей сывороткой;

· через 2-6 ч, по результатам РНГА

·  через 8-12ч, по результатам ПЦР. 

Окончательные результаты специфической индикации

При исследовании любого материала, подозрительного на зараженность возбудителем сибирской язвы, через 48 ч на основании: 

· результатов ПЦР с материалом из типичных колоний;

· результатов МФА при окраске люминесцирующей соматической сибиреязвенной сывороткой культуры из типичных колоний. 

Окончательные результаты полного лабораторного анализа

 
При исследовании любого материала, подозрительного на зараженность возбудителем сибирской язвы, через 2-10 сут на основании:

· морфологии колоний на питательных средах, в том числе и дифференциально-диагностической, и характера роста в МПБ;

· морфологии в мазках из выросших подозрительных колоний, МПБ;

· патологоанатомической картины у забитых на 2-3 сутки или павших белых мышей, обнаружения капсулы в мазках-отпечатках из органов биопробных животных и морфологии колоний при посеве органов на питательном агаре;

· характера роста колоний на 1 % бикарбонатно-сывороточном агаре и морфологии клеток в мазках, приготовленных из колоний или взвеси микробов, выросших на жидкой среде ГКИ;

· результатов теста с сибиреязвенным бактериофагом;

· результатов теста на щелочную фосфатазу; 

· результатов теста на гемолиз на агаре с дефибринированной кровью барана;

· результатов теста на лецитиназу;

· результатов теста на подвижность; 

· результатов теста «жемчужного ожерелья»;

· результатов аллергической реакции с антраксином (через 24 и 48 ч);

· результатов МФА (непрямой метод) с сывороткой больного. 

Диагноз сибирской язвы у человека считают установленным при наличии соответствующей клинической картины, эпидемиологического анамнеза, подтвержденных одним из нижеперечисленных способов: 

 - выделение из патологического материала культуры B. anthracis и гибель хотя бы одного зараженного лабораторного животного и выделение из его органов культуры со свойствами, характерными для возбудителя сибирской язвы; 

 - выделение вирулентной культуры B. anthracis из предполагаемого источника или фактора передачи;

 - положительная антраксиновая проба.

Если по прошествию 72 ч положительные результаты не получены, окончательное отрицательное заключение может быть сделано не ранее 10 сут после заражения биопробных животных (отрицательной биопробы).

ТРЕБОВАНИЯ К РЕЖИМУ РАБОТЫ И

ПЕРЕДАЧЕ ВЫДЕЛЕННЫХ КУЛЬТУР

Все работы с возбудителем сибирской язвы должны проводиться в строгом соответствии с санитарно-эпидемиологическими правилами СП 1.3.1285-03 «Безопасность работы с микроорганизмами I-II групп патогенности (опасности)». Работы, связанные с высоким риском образования аэрозоля (центрифугирование, гомогенизация, измельчение, интенсивное встряхивание, вскрытие объектов с зараженным материалом и т.п.), проводят в отдельных боксовых помещениях или боксах биологической безопасности III класса. 

В лечебных учреждениях, куда поступает больной с подозрением на сибирскую язву, производится забор материала, который направляется в лаборатории особо опасных инфекций Центров гигиены и эпидемиологии, в противочумные учреждения. В лечебных учреждениях больным с подозрением на сибирскую язву также проводят постановку кожной аллергической пробы с антраксином.

В лабораториях особо опасных инфекций Центров гигиены и эпидемиологии, в противочумных учреждениях проводят специфическую индикацию, выделение культур и их идентификацию основными методами, используя при наличии возможностей дополнительные методы. Материал от животных (трупов) исследуют всеми методами в ветеринарных лабораториях, специализированных центрах и ветеринарных НИИ.

Выделенные культуры B. anthracis после идентификации, вместе с паспортами направляют в курирующее учреждение. Курирующая организация проводит подтверждение результатов идентификации, дополнительное изучение полученных культур, оформляет паспорта и направляет их в Государственную коллекцию патогенных бактерий ФГУЗ РНИПЧИ «Микроб» и ФГУЗ Противочумный центр Роспотребнадзора.

Все культуры B. anthracis, выделенные на территории Российской Федерации, подлежат отправке в Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт и Российский научно-исследовательские противочумный институт «Микроб» для окончательной идентификации и дальнейшего изучения. 

Окончательная идентификация спорных культур и атипичных культур проводится в Ставропольском НИПЧИ, Российском НИПЧИ «Микроб» и Государственном научном центре прикладной микробиологии и биотехнологии.

Хранение штаммов B. anthracis
Сибиреязвенную культуру отсевают на специальные питательные среды для образования спор: МПА, агар Хоттингера, голодный пшеничный или гороховый агар и выращивают в термостате при температуре 37°С в течение 4-7 сут. Процесс спорообразования контролируют просмотром мазков, окрашенных по Ребигеру. При наличии 95-100 % спор культуру смывают дистиллированной водой и отстаивают в течение 3 сут для лизиса оставшихся вегетативных клеток. Затем надосадочную жидкость с помощью пипетки осторожно удаляют, а споры заключают в 30-50 % химически чистый глицерин. В запаянных ампулах в условиях холодильника обработанные таким образом споры могут длительно сохраняться в течение нескольких лет, не изменяя концентрации и своих бологических свойств. 

Приложение 1

Питательные среды, применяемые для выделения и

идентификации возбудителя сибирской язвы
Селективная дифференциально-диагностическая среда с натрия фенолфталеинфосфатом. В расплавленный питательный агар добавляют полимиксин сульфат М и триметоприм из расчета 25 мкг/мл, хорошо перемешивают. Перед розливом в чашки Петри в остуженную до 45- 50 °С среду добавляют раствор натрия фенолфталеинфосфата предварительно прогретого при 56 °С в течение 20 мин, до конечной концентрации 0,01 %. После перемешивания среду разливают в чашки Петри и подсушивают в течение 1,5 ч с открытыми крышками. Чашки с агаром можно хранить в холодильнике 2-3 сут.

1 % бикарбонатно-сывороточный агар. Предварительно готовят      10 % раствор NaHCO3. Для этого 10 г пищевой соды растворяют в 100 мл стерильной дистиллированной воды при легком подогревании на пламени спиртовки. Затем в 100 мл расплавленного и остуженного до 50 °С агара Хоттингера добавляют 10 мл 10 % раствора соды, 10 % инактивированной при 56 °С - 30 мин лошадиной сыворотки. После розлива в чашки Петри и подсушивания агар можно использовать для посевов. Хранить агар не следует.

Среда ГКИ. Среда ГКИ (Государственный контрольный институт) состоит из 60 мл раствора Хенкса и 40 мл бычьей (лошадиной) сыворотки, инактивированной при 56 °С в течение 30 мин. Компоненты тщательно перемешивают, доводят бикарбонатом натрия рН до 7,2. Полученную среду стерильно разливают в пробирки по 2 мл и закрывают стерильными резиновыми пробками. Среда может храниться при 4 °С длительное время.

Кровяной агар. У барана из яремной вены кровь стерильно забирают в дефибринатор (флакон со стеклянными бусами) при постоянном его круговом покачивании. После окончательного формирования на бусах плотного сгустка фибрина (15-20 мин) кровь фильтруют через стерильную марлевую салфетку. Дефибринированную кровь добавляют в количестве 3-5 % в расплавленный и остуженный до 45 °С агар Хоттингера, который сразу же разливают в чашки Петри. 

Жидкая желточная среда Дрожевкиной. Состоит из 1 части куриного желтка и 9 частей 0,9 % раствора хлорида натрия. Приготовление и розлив производят стерильно без последующей стерилизации. Помещают на 2 сут при 37 °С для проверки на стерильность. 

Минимальная среда “9АТ”. Для приготовления среды «9АТ» необходимы следующие ингредиенты: 



 
в г/л

К2HPO4 · 3H2O 





- 4,5

KH2PO4






- 0,5

(NH4)2SO4






- 2,0

MgSO4· 7H2O





- 0,025


MnSO4· H2O





- 0,015

FeSO4· 7H2O





- 0,015

CaCl2· 2H2O





- 0,05

C6H5O7Na3· 3H2O





- 0,5

d-глюкоза






- 4,0

l-аланин






- 0,02

l-гистидин






- 0,02

l-глутаминовая кислота




- 0,02

глицин






- 0,02

l-лизин






- 0,02

l-метионин






- 0,02

l-пролин






- 0,02

l-cерин






- 0,02

l-треонин






- 0,02

тиамин






- 0,001

агар-агар “Дифко”
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вода дистиллированная




до 1 л

Среда «СОПЭК». Готовят среду путем растворения ингредиентов в 425 мл дистиллированной воды, в следующем соотношении (г): 1-аланин - 0,035, 1-аргинин НС1 - 0,200, 1-аспарагиновая кислота - 0,250, 1-валин - 0,240, 1-гистидин НС1 - 0,074, глицин - 0,090, 1-глутамат натрия - 0,820, 1-изолейцин - 0,230, 1-лейцин - 0,300, 1-лизин - 0,300, 1-метионин - 0,100, 1-пролин - 0,060, 1-серин – 0,310, 1-треонин - 0,160, 1-тирозин - 0,200, 1-триптофан - 0,047, 1-фенилаланин - 0,170, 1- цистин - 0,034, аденин - 0,003, урацил - 0,002, тиамин НС1 - 0,001, СаС12 – 0,008, МgSO4 ∙7Н2О - 0,026, МnSO4 ∙Н2О - 0,002, FeSO4 ∙Н2О -0,002, К2НРО4 ∙3Н2О - 3,920, NаНСО3 - 8,0, d (+) глюкоза - 2,5. Значение рН готовой среды составляет 8,0. 

Полученный раствор питательной основы среды стерилизуется фильтрацией через мембранный фильтр. Навеску агарозы 15 г расплавляют в 500 мл дистиллированной воды и стерилизуют автоклавированием при 121 °С в течение 20 мин. К расплавленной и охлажденной до 50 °С агарозе стерильно добавляют подогретый до 50 °С раствор питательной основы в объеме 425 мл и противосибиреязвенный глобулин жидкий в объеме 75 мл, перемешивают и разливают в чашки Петри по 10- 12 мл.

Транспортная среда № 1 : 1-ый вариант - NaCl 137 мМ, KCl 2,7 мМ, NaH2PO4 10 мМ, K2HPO4 2 мМ, сыворотка крупного рогатого скота 20 %;

2-ой вариант - сахароза 0,218 М, КН2РО4 0,0038 М, К2НРО4 0,0072 М, БСА 1 %;

Транспортная среда № 2 (ESP): саркозил 1 %; ЭДТА 0,05 М; свободная от нуклеаз проназа Е 1 мг/мл.
 Приложение 2

Приготовление рабочих растворов и реагентов

Фиксирующая жидкость для фиксации мазков. Для приготовления фиксирующей жидкости с содержанием 3 % раствора перекиси водорода во флакон наливают 180 мл этилового спирта и 20 мл 30 % пергидроля. Содержание перекиси водорода в пергидроле необходимо определять по методике, изложенной в Государственной фармакопее СССР (М., 1968). Фиксирующую жидкость можно не менять в течение месяца, при этом флакон должен закрываться притертой пробкой. Для хранения лучше использовать флакон из темного стекла. Флакон из обычного стекла необходимо держать в темном ящике (ящик лабораторного стола, холодильник). Приготовленные мазки из культур высушивают на воздухе, затем опускают во флакон с фиксирующей жидкостью. Через 30 мин стекла с мазками извлекают и просушивают на воздухе. Держать мазки более 30 мин в фиксирующей жидкости нежелательно. Можно хранить фиксированные мазки в закрытой чашке Петри в холодильнике.

Раствор Ребигера. 15-20 г генцианвиолета растворяют в 100 мл 40 % формалина. Раствор выдерживают при комнатной температуре в течение нескольких часов, после чего фильтруют. 

Карболовый фуксин Циля. Тщательно растирают в ступке 1 г основного фуксина и 5 г кристаллической карболовой кислоты с несколькими каплями глицерина. Во время растирания при постоянном помешивании понемногу приливают 10 мл 95 0 этилового спирта и 100 мл дистиллированной воды. Краска готова к употреблению через 2-3 сут после изготовления, сохраняется длительно.

0,1-0,05 % раствор Твина-80.. 1- 3 мл Твина-80 отливают в пробирку и греют на водяной бане в течение 5-10 мин. Затем во флакон, содержащий 100 мл стерильной дистиллированной воды, добавляют 1 или 2 капли прогретого Твина-80 и содержимое тщательно перемешивают. Разводящая жидкость готова для употребления и может использоваться в течение 3-5 дней. 

Лизирующий буфер с гуанидинтиоцианатом (ЛБ) – на 50 мл: гуанидинтиоцианат– 35,4 г, тритон Х-100 – 1,3 г, 0,5 раствор ЭДТА, рН 7,4 – 4,4 мл, 0,1 М раствор Трис-HCl, рН 6,4 – до 50 мл. C помощью 10 N раствора гидроокиси натрия рН готового раствора доводят рН до 7,4. Буфер хранят в полипропиленовой посуде при комнатной температуре до 3 месяцев при +4-10 оС до 6 месяцев. 

Раствор для первой отмывки (ОР-1) – на 50 мл: гуанидинтиоцианат (4М) – 23,6 г, 0,1 М раствор Трис-НСl – до 50 мл. Буфер хранят в полипропиленовой посуде при комнатной температуре до 3 месяцев, при +4 - +10 оС – до 6 месяцев.

Раствор для второй отмывки (ОР-2) – 1 М раствор Трис-HCl, рН 8,5 – 1 мл, 5 М раствор натрия хлорида – 1 мл, спирт этиловый – 50 мл, дистиллированная вода – 50 мл. Буфер хранят в полипропиленовой посуде при комнатной температуре до 3 месяцев при +4-10 оС – до 6 месяцев.

Суспензия сорбента (СС) – готовят 50 % (вес/объем) суспензию силикагеля (SiO2) с размером частиц 0,5-10 мкм в деионизованной воде.

Элюирующий буфер (ЭБ) – TE буфер рН 7,4: на 100 мл – 1М раствор Трис-HCl, рН 8,0 – 1 мл, 0,5 М раствор ЭДТА – 0,2 мл, деионизованная вода – до 100 мл. Буфер хранят в полипропиленовой посуде при +4-+10 оС – до 6 месяцев.

0,5 М раствор ЭДТА, рН 8,0. 18,61 г соли помещают в химический стакан на 100 мл, добавляют 80 мл дистиллированной воды, интенсивно размешивают на магнитной мешалке и доводят рН до 8,0(0,1 с помощью натрия гидроокиси. Раствор хранят в темной полипропиленовой посуде при температуре (4(2) оС до 3 мес.

1 М раствор трис-HCl, рН 8,0(0,1. Навеску трис-(оксиметил)-аминометана – 6,5 г помещают в химический стакан на 50 мл, добавляют 25 мл дистиллированной воды. После полного растворения соли доводят дистиллированной водой до 50 мл и выставляют рН 8,0(0,1 с помощью концентрированной кислоты соляной. Раствор хранят при температуре (4(2) оС до 3 мес.

0,1 М раствор трис-HCl, рН 6,4(0,1. Навеску трис-(оксиметил)-аминометана – 1,21 г помещают в химический стакан на 100 мл, добавляют 50 мл дистиллированной воды. После полного растворения соли доводят дистиллированной водой до 100 мл. Доводят рН до 6,4(0,1 с помощью концентрированной соляной кислоты. Раствор хранят при температуре (4(2) оС до 3 мес.

5 М раствор натрия хлорида. Навеску натрия хлорида – 2,922 г помещают в химический стакан на 50 мл и добавляют 8 мл дистиллированной воды. Раствор хранят в стеклянной посуде при температуре (4(2) оС до 3 мес.

10 N раствор натрия гидроокиси. Навеску натрия гидроокиси – 40 г помещают в мерную колбу на 100 мл, добавляют 50 мл дистиллированной воды. После полного растворения натрия гидроксида доводят дистиллированной водой до 100 мл. Раствор хранят в непрозрачной полипропиленовой посуде при комнатной температуре до 6 месяцев. 
 Приложение 3

Критерии интерпретации результатов исследования B. anthracis: 

пограничные значения диаметров зон подавления роста (мм) 

и величин МПК (мг/л) антибактериальных препаратов

	Антибактериальный

препарат
	Содержа-

ние пре-

парата в

диске, мкг
	Диаметр зон 

подавления роста, мм
	Значение МПК, мг/л

	
	
	S*
	R*
	S*
	R*

	Бензилпенициллин
	10
	≥ 26
	≤ 16
	≤ 0,1
	≥ 1,0

	Ампициллин
	10
	≥ 27
	≤ 16
	≤0,1
	≥1,0

	Цефазолин
	30
	≥ 29
	≤ 16
	≤0,2
	≥1,0

	Цефалексин
	30
	≥ 29
	≤ 16
	≤1,0
	≥ 4,0

	Эритромицин
	15
	≥ 24
	≤ 16
	≤ 1,0
	≥ 4,0


	Азитромицин
	30
	≥ 24
	≤ 16
	≤ 1,0
	≥ 4,0

	Линкомицин
	15
	≥ 23
	≤ 16
	≤ 1,0
	≥ 4,0

	Канамицин
	10
	≥ 19
	≤ 16
	≤ 1,0
	≥ 4,0

	Гентамицин
	10
	≥ 23
	≤ 16
	≤ 1,0
	≥ 4,0

	Стрептомицин
	10
	≥ 18
	≤ 16
	≤ 1,0
	≥ 4,0

	Амикацин
	30
	≥ 23
	≤ 16
	≤ 1,0
	≥ 4,0

	Тетрациклин
	30
	≥ 23
	≤ 16
	< 0,1
	≥ 1,0

	Доксициклин
	10
	≥ 23
	≤ 16
	< 0,1
	≥ 1,0

	Рифампицин
	5
	≥ 20
	≤ 13
	≤ 0,1
	≥ 1,0

	Ципрофлоксацин
	5
	≥ 17
	≤ 15
	< 0,1
	≥ 1,0

	Офлоксацин
	5
	≥ 19
	≤ 15
	< 0,1
	≥ 1,0

	Пефлоксацин
	10
	≥ 19
	≤ 15
	< 0,1
	≥ 1,0

	Ломефлоксацин
	10
	≥ 20
	≤ 15
	< 0,1
	≥ 1,0

	Меропенем
	10
	≥ 26
	≤ 15
	< 0,1
	≥ 1,0

	Имипенем
	–
	–
	–
	< 0,1
	≥ 1,0


Примечание: * – S – чувствительный; R – устойчивый.
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Туляремия - генерализованное инфекционное заболевание, протекающее с лихорадкой и характеризующееся развитием гранулем во многих органах. Относится к природно-очаговым заболеванием. Ареал возбудителя туляремии охватывает страны северного полушария (исключая Англию, Исландию и Португалию) в ареале между 30 и 70 о с.ш. На территории России впервые официально зарегистрирована в 1926 г. 

Заражение людей происходит в результате укусов инфицированными кровососущими членистоногими (комарами, клещами, слепнями); при употреблении продуктов питания и воды, зараженной возбудителем; через кожные покровы и слизистые при соприкосновении с больными или павшими грызунами и зайцами, а так же при раздавливании инфицированного насекомого на коже или попадании его в глаз; при вдыхании аэрозоля, образующегося в результате переработки зерна и корнеплодов (свекла), перекладки сена, соломы, контаминированных выделениями больных грызунов. 

Характеристика возбудителя. Возбудитель туляремии - Francisella tularensis - был открыт в 1911 г. Г. Мак-Коем и Ч. Чепином на берегах озера Туляре в штате Калифорния (США), откуда и произошло его название. F. tularensis относят к микроорганизмам II группы патогенности (СП 1.3.1285-03). 

Возбудитель туляремии относится к γ-подклассу протобактерий, семейству Francisellaceae, роду Francisella. В настоящее время род Francisella представлен двумя видами Francisella tularensis и Francisella philomiragia (Hollis D.G. et al., 1989). Согласно классификации, предложенной Н.Г. Олсуфьевым [1982] и И.С. Мещеряковой [1990] внутри вида F. tularensis принято выделять три подвида: nearctica, holarctica и mediasiatica, а также три биовара голарктического подвида – japonica, biovar I eryS (распространенный в Европе и США), biovar II eryR, выделяемый только в некоторых регионах Европы и Азии. Возбудитель F. novicida, выделенный в 1951 г. из воды открытых водоемов штата Юта США, первоначально рассматривался как отдельный вид. Позднее было предложено считать его биоваром F. tularensis (Hollis D.G. et al., 1989). Однако состав жирных кислот F. novicida, результаты ДНК-ДНК гибридизации и сиквенирования последовательности гена 16 S pРНК возбудителя указывают на то, что он может рассматриваться как подвид туляремийного микроба – F. tularensis subsp. novicida (Sjostedt A., 2003). Согласно зарубежной классификации выделяют 4 подвида туляремийного микроба: tularensis (то же, что и nearctica) – тип А, holarctica – тип В, mediasiatica и novicida (Sjostedt A., 2003). 

Для подвидов туляремийного микроба характерны различные ареалы распространения: F. tularensis подвид nearctica – только на территории Северной Америки, F. tularensis подвид holarctica – повсеместно на территории стран северного полушария (кроме Англии, Португалии и Исландии), F. tularensis подвид mediasiatica – только в районе поймы реки Чу и Или (Казахстан) и дельте реки Амударья (Узбекистан), F. tularensis подвид novicida – только на территории Северной Америки. Возбудитель F. philomiragia выделяется из воды открытых водоемов, от водяных крыс, ондатр, выхухолей и человека на территории Северной Америки и Европы. На территории Российской Федерации циркулирует и выделяется возбудитель туляремии голарктического подвида F. tularensis holarctica. 
На основании анализа нуклеотидной последовательности 16 S pРНК на сегодняшний день определены наиболее близкородственные роду Francisella микроорганизмы: облигатная внутриклеточная бактерия Wolbachia persica, впервые выделенная от клещей Argas persicus, и эндосимбионты клещей Dermacentor andersoni (Scoles G., 2004).

Туляремийный микроб представляет собой мелкие кокковидные (до эллипсовидных) плеоморфные палочки размером 0,2-0,7×0,2 мкм (для F. tularensis подвидов nearctica, holarctica, mediasiatica) и 0,7×1,7 мкм (для F. tularensis подвида novicida и F. philomiragia), окруженные слизистым (капсульным) веществом, неподвижные, не образующие спор. Морфология клеток типична в логарифмической фазе роста на жидких средах, тогда как в инфицированных эукариотических клетках и в стационарной фазе роста клетки часто вытянуты, могут быть нитевидной формы и их размер не превышает 600 нм в диаметре.

Клеточная стенка имеет гладкие контуры. Для клеточной стенки и капсулоподобного вещества туляремийного микроба характерно повышенное, по сравнению с другими грамотрицательными бактериями, содержание липидов.

F. tularensis относится к факультативным анаэробам, оптимальный рост наблюдается только в аэробных условиях. Температурный оптимум 36-37 оС.

Бактерии культивируют на сложных агаровых или желточных средах с добавлением тканевых экстрактов, цистеина, кроличьей дефибринированной крови и других питательных веществ. Включение в питательную среду полимиксина В или пенициллина подавляет рост других микроорганизмов. Возбудитель туляремии не растет на обычных питательных средах (мясо-пептонном агаре и бульоне), что служит одним из признаков при идентификации культуры (таблица 1). 

Возбудитель туляремии обладает слабой биохимической активностью. Ферментирует до кислоты глюкозу, мальтозу, левулозу и маннозу. Имеет следующие ферменты: каталазу, глутаминазу, аспарагиназу, дез- и трансаминазу, цитруллинуреидазу. Индол не образует. Образует сероводород. Различия в биохимической активности являются одним из признаков дифференциации подвидов туляремийного микроба (таблица 1).

Патогенность туляремийного микроба зависит от его подвида. Наибольшей вирулентностью для человека и кроликов обладает F. tularensis подвид nearctica (по зарубежной классификации tularensis, тип А) – LD50 для кроликов < 101 м.к. Подвиды holarctica (по зарубежной классификации тип В) и mediasiatica характеризуются меньшей вирулентностью для человека и кроликов: LD50 для кроликов > 106 м.к. Возбудитель F. tularensis подвид novicida обладает сниженной вирулентностью для кроликов - LD50 > 106 м.к. Вирулентность F. tularensis подвид novicida для человека недостаточно известна. Различия в патогенности являются одним из признаков дифференциации подвидов туляремийного микроба (таблица 1).

Причина высокой патогенности туляремийного микроба до сих пор не ясна. Из числа возможных факторов вирулентности рассматриваются ЛПС, белок размером 23 кДа, ферменты циклов биосинтеза пуринов, пептидогликанов, Clp-протеаза теплового шока, белки патогенности Pdp (от англ. – pathogenicity determinant protein), регуляторные белки MglA и MglB (Домарадский И.В., 2005, Павлович Н.В., 1993; Оноприенко Н.Н., Павлович Н.В., 2003; Baron G.S. et al., 1998; Gray C.S. et al., 2002; Nano F.E. et al., 2004).

ЛПС туляремийного микроба является основным иммунодоминантным антигеном и мишенью специфического антительного ответа макроорганизма на возбудитель (Waag D.M et al., 1996; Аронова Н.В., 2005). Именно на выявлении специфических туляремийных антител против эпитопов ЛПС основана серологическая диагностика туляремии у человека и животных. Структура и антигенная специфичность ЛПС 
Таблица 1

Характеристика подвидов F. tularensis

	Признак
	Подвиды Francisella tularensis

	
	nearctica*
	holarctica
	Mediasiatica
	novicida

	1
	2
	3
	4
	5

	Размер, мкм
	< 0,5
	< 0,5
	< 0,5
	< 1,5

	Наличие капсулы
	+
	+
	+
	-

	Тинкториальные свойства
	Гр-
	Гр-
	Гр-
	Гр-

	Подвижность
	-
	-
	-
	-

	Рост на стандартных средах 
	-
	-
	-
	+ (-)

	Рост на среде с цистеином
	+
	+
	+
	-

	Рост в питательном бульоне, 0 % NaCl
	-
	-
	-
	-

	Рост в питательном бульоне, 6 % NaCl
	-
	-
	-
	+(-)

	Оптимальная температура культивирования, оС
	37
	37
	37
	37

	Образование H2S на среде с цистеином
	+
	+
	+
	+

	Образование H2S на стандартных средах
	-
	-
	-
	-

	Образование индола
	-
	-
	-
	-

	Образование уреазы
	-
	-
	-
	-

	Восстановление нитратов
	-
	-
	-
	-

	β-лактамазная активность
	+
	+
	-
	+

	Ферментация до кислоты:          мальтозы

лактозы

сахарозы

D-глюкозы

глицерина
	+

-

-

+

+
	+

-

-

+

-
	-

-

-

-

+
	+ (-)

-

+

+

+ (-)

	Продукция цитриуллинуреидазы
	+
	-
	+
	+

	Таблица 1 (продолжение)

	1
	2
	3
	4
	5

	Продукция индофенолоксидазы
	-
	-
	-
	-

	Протеолитическая активность
	-
	-
	-
	-

	Фосфатазная активность
	+
	-
	+
	+

	Агглютинабельность с противотуляремийной сывороткой 
	+
	+
	+
	+(-)

	Моль % G+C ДНК
	33-36
	33-36
	33-36
	34

	 % гомологии по гену 16 S рРНК с F. tularensis ATCC 6223
	≥99,8
	≥99,8
	≥99,8
	≥99,8

	Наличие гена lpn, кодирующего синтез белка молекулярной массой 17 кДа
	+
	+
	+
	+

	LD50 для кроликов, м.к.
	< 101
	> 106
	> 106
	> 106

	Минимальная заражающая доза для мышей, м.к.
	1-10
	1-10
	1-10
	( 103

	Ареал 

распространения
	Только на территории Северной Америки
	На территории северного полушария, за исключением Англии, Исландии и Португалии.
	Район поймы рек Чу и Или (Казахстан) и дельты реки Амударья (Узбекистан).
	Только на территории Северной Америки


Примечание: * - подвид nearctica соответствует подвиду tularensis по международной классификации,

+(-) – признак характерен для большинства выделенных штаммов.

бактерий F. tularensis трех основных подвидов (кроме F. tularensis subsp.novicida) идентична (Vinogradov E. et al. 2002; Оноприенко Н.Н., 2001;). Однако в отличие от классических эндотоксинов, препараты ЛПС возбудителя туляремии характеризуется биологической инертностью – они являются слабыми индукторами цитокинов и не токсичны для лабораторных животных (Оноприенко Н.Н., Павлович Н.В., 2003; Аncuta P. et al.,1996). Остальные из обозначенных факторов имеют прямое значение для персистенции возбудителя туляремии в макрофагах – важного этапа в развитии инфекционного процесса.

Некоторые штаммы F. tularensis подвида novicida образуют внеклеточный гемолизин («новилизин А»), реагирующий с сывороткой против гемолизина (HlyA) кишечной палочки [Lai X.H. et al., 2003]. Однако его роль в патогенезе туляремии пока не выяснена. У всех франсиселл обнаружен также иммунореактивный липопротеин 17 кДа (Sjostedt A. et al., 1992).

Геном туляремийного микроба представлен хромосомой, размер которой около 1830 т.п.н., содержание G+C пар 33-36 % (Karlsson J. et al., 2000). У большинства Francisella spp. не обнаружены собственные фаги и плазмиды. Исключение составляет только F. novicida, у которой найдена мелкая криптическая плазмида pFN (Павлов В.М. с соавт., 1994).

На хромосоме туляремийного микроба располагается остров патогенности FPI (от англ. – pathogenicity island of F. tularensis) размером 30 т.п.н., который фланкирован транспозазами. В состав FPI входят 4 открытые рамки считывания (ОРС) размером 2,5-3,9 т.н.п. и 13 ОРС размером 1,5 т.п.н. и меньше. Четыре ОРС организованы как оперон iglABCD. Аминокислотная последовательность белков, кодируемых iglA и iglB генами, имеет 30 % сходство с белками, выделенными от других внутриклеточных бактерий (Nano F.E. et al., 2004). Ген iglC отвечает за синтез белка размером 23 кДа, который по данным Golovliov I. et al. [1997] играет решающую роль в персистенции возбудителя в макрофагах. Установлено, что в геноме туляремийного микроба этот ген представлен 2 копиями и в случае их инактивации у возбудителя туляремии снижалась вирулентность и способность выживать в макрофагах (Golovliov I. et al, 2003). 

Помимо этого на FPI расположены три ОРС, обозначенные как pdp ABC (от англ. – pathogenicity determinant protein), продукты, которых необходимы туляремийному микробу для проявления патогенных свойств (Nano F.E. et al., 2004). Установлено, что инактивация pdpD гена, кодирующего белок размером 141 кДа, приводит к снижению вирулентности F. tularensis для мышей, а pdpA гена – к аттенуированию штамма.

В наибольшей степени изучены ген lpn, кодирующий синтез предшественника мембранного белка молекулярной массы 17 кДа; fopA, отвечающий за синтез белка наружной мембраны, гены 16 S рРНК, iglABCD оперон. 

Установлена высокая гомология (до 98 %) генов 16S рРНК у видов F. tularensis, F. philomiragia, Wolbachia persica и других эндосимбионтов клещей родов Amblyomma, Ornithodorus и Dermacentor (Niebylski et al., Noda et al., 1997; Scoles et al., 2004; Suitor et al., 1961; Sun et al., 2003; Kugeler et al., 2005). Ген lpn помимо генома туляремийного микроба выявлен у F. philomiragia и эндосимбионтов клещей рода Dermacentor (Long et al., 1993; Johansson A. et al., 2000; Sjostedt et al., 1997; Scoles et al, 2004). Гены fopA и iglABCD специфичны для F. tularensis и имеют высокую степень сходства у всех подвидов туляремийного микроба.

Генетическая вариабельность подвидов и отдельных штаммов туляремийного микроба связана с наличием областей дифференциации RD, представленных несколькими ОРС, фланкированных двумя прямыми повторами; с вариабельными тандемными повторами (VNTR) и полиморфизмом единичных нуклеотидов (SNP). Установлено, что VNTR- и SNP- типы F. tularensis имеют связь с географическим происхождением штаммов (Johansson A. et al., 2004). В настоящее время методом VNTR проведено генотипирование коллекции, включающей более 300 штаммов туляремийного микроба, выделенных в течение последних 50 лет на территории бывшего СССР» (Водопьянов А.О. с соавт.,2003; Водопьянов А.О. с соавт., 2006).
Возбудитель туляремии обнаруживает значительную устойчивость во внешней среде, особенно при низких температурах. Так, в речной воде при температуре 1 °С возбудитель туляремии сохраняется до 9 мес, в замороженной воде (при температуре минус 5 °С) до 10,5 мес. В зимний период возбудитель туляремии сохраняет жизнеспособность в воде мелких проточных водоемов не менее 5 месяцев. Во влажной почве при температуре 4 °С он сохраняется свыше 4 месяцев, а при температуре 23 – 25 °С - до 2,5 мес. При подсыхании почвы сроки сохранения бактерий сокращаются до 10 сут. В естественно инфицированном иле при температуре 7 °С туляремийные бактерии остаются жизнеспособными более 3 мес. Длительность инфицирования продуктов питания прямо зависит от температуры хранения: в молоке, сливках при температуре (8 – 15) °С сохраняется до 8 сут; в замороженном молоке - более 3 мес. В молочнокислых продуктах бактерии быстро отмирают. В условиях эксперимента туляремийные бактерии сохранялись на зерне и соломе при температуре минус 5 °С - до 192 сут, при температуре 8 – 12 °С - до 56 сут., а при температуре 20 – 30 °С - 19 сут. В естественных условиях в зараженной ржаной соломе (при эпизоотии на грызунах) наличие жизнеспособных бактерий отмечалось с января по май. В замороженных трупах грызунов бактерии сохраняются 4 - 6 мес, при комнатной температуре отмирание бактерий в них происходит в течение 5 - 10 сут. В высушенных шкурках инфицированных водяных крыс туляремийные бактерии при температуре 15 – 20 °С могут сохраняться до 20 сут.
При выраженной устойчивости во внешней среде при низких температурах возбудитель туляремии весьма чувствителен к различным физическим (солнечные, ультрафиолетовые лучи, ионизирующая радиация, высокая температура) и химическим воздействиям. Возбудитель туляремии чувствителен к аминогликозидам, стрептомицину, гентамицину, канамицину, тетрациклинам, хлорамфениколу и хинонам, но резистентен к пенициллинам, цефалоспоринам и полимиксину. Для всех штаммов туляремийного микроба выявлена β-лактамазная активность, за исключением культур F. tularensis подвида mediasiatica.
ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА ТУЛЯРЕМИИ

Лабораторная диагностика туляремии осуществляется в соответствии с методическими указаниями «Эпидемиологический надзор за туляремией» МУ 3.1.2007-05 и основана на комплексном подходе, направленном на выявление как живых бактерий, так и специфических антигенов или специфических антител против туляремийного микроба.. Однако эффективность диагностики во многом зависит от правильности сбора и доставки исследуемого материала.
При проведении лабораторной диагностики исследуют:

от больных людей содержимое бубона, материал из зева, конъюнктивы глаза, отделяемое язвы, мокрота, кровь и сыворотка крови;

от умерших людей увеличенные лимфатические узлы, измененные участки легких и селезенки;

при эпизоотологическом обследовании: диких млекопитающих или их трупы, остатки трупов, подснежные гнезда грызунов, продукты жизнедеятельности млекопитающих, погадки птиц, помет хищных млекопитающих, а также солому, мякину, талую воду и другие объекты, загрязненные выделениями грызунов, воду из естественных водоемов и колодцев, гидробионтов, членистоногих (преимущественно иксодовых клещей), мелких эктопаразитов, собранных с млекопитающих (вшей, гамазовых и краснотелковых клещей, блох). При трансмиссивных вспышках исследуют кровососущих двукрылых (комаров, слепней и др.). Серологические исследования сывороток крови домашних животных проводят при соответствующих эпизоотологических и эпидемиологических показаниях. 
Лабораторная диагностика туляремии базируется на иммунологических (МФА, ИФА, реакция агглютинации, реакция непрямой гемагглютинации, реакция нейтрализации антител), молекулярно-генетических (ПЦР), бактериологических (бактериоскопия, посевы на питательные среды), аллергических (кожая проба с тулярином, реакция лейкоцитолиза), биологических (заражение биопробных животных) методах (см. Рис. 1).






















Рис. 1. Схема лабораторной диагностики туляремии





Рис. 1. Схема лабораторной диагностики туляремии (продолжение)

Лабораторная диагностика туляремии у людей основывается, главным образом, на сероаллергических методах. Бактериологические методы не всегда эффективны, что определяется особенностями течения инфекции у человека, малой обсемененностью органов и тканей возбудителем. Выделение возбудителя наиболее вероятно в течение первых 2-3 недель от начала заболевания и реже в более поздние сроки.

Идентификацию возбудителя туляремии осуществляют на основании совокупности следующих признаков: 1) морфологии и окраски бактерий в мазках и специфического свечения в МФА; 2) характера роста на питательных средах; 3) отсутствия роста на простых питательных средах; 4) агглютинации специфической туляремийной сывороткой; 5) патогенности для белых мышей и морских свинок; 6) результатов амплификации в ПЦР видоспецифичных и подвидспецифичных генов туляремийного микроба.

СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИНДИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ ТУЛЯРЕМИИ

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Для постановки реакции МФА необходимы: иммуноглобулины диагностических флуоресцирующие туляремийные; сухой сывороточный бычий альбумин, меченный производными родамина. Чувствительность метода составляет 1×106 м.к./мл. При меньших концентрациях - 1×105 м.к./мл, 1×104 м.к./мл и 1×103 м.к./мл возбудитель может быть обнаружен, но его выявление не носит закономерного характера. МФА позволяет обнаружить туляремийные бактерии при отрицательном результате световой бактериоскопии. Объектами исследования в МФА могут служить бактериальные взвеси, отпечатки органов и тканей животных, суспензии органов животных, беспозвоночных переносчиков. Метод используют для выявления возбудителя в органах павших и убитых биопробных животных, в трупах диких животных, органах отловленных диких животных. 
При приготовлении препаратов для МФА на обезжиренном предметном стекле делают мазки-отпечатки из лимфатического узла, селезенки, печени, легкого или суспензий исследуемых органов. В последнем случае используют суспензию, приготовленную для биологической пробы или серологического исследования, делая по возможности тонкий мазок.

Техника приготовления препарата: каплю исследуемого материала наносят на тщательно обезжиренное стекло и делают тонкий мазок. Препараты подсушивают на воздухе при комнатной температуре и фиксируют в 96° этиловом спирте в течение 15-20 мин. Фиксированные препараты до обработки люминесцирующей сывороткой хранят при температуре 4 °С.

Техника постановки реакции: для постановки МФА (прямой метод) используют сухую люминесцирующую туляремийную сыворотку, производства филиала «Медгамал» НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН, г. Москва.

При исследовании в МФА тканевого материала в целях повышения специфичности результатов анализа и для контрастирования неспецифического свечения туляремийную люминесцирующую сыворотку используют вместе с бычьим альбумином, меченным родамином, который придает клеткам и тканям, а также прочим органическим включениям, содержащимся в исследуемых препаратах, оранжево-красное неспецифическое свечение различных оттенков.

Сухую люминесцирующую туляремийную сыворотку и сухой бычий альбумин растворяют в указанных на этикетках ампул объемах дистиллированной воды. Затем, непосредственно перед нанесением на препарат люминесцирующую туляремийную сыворотку и меченый бычий альбумин разводят физиологическим раствором рН 7,0-7,2, доводя до их до ½ рабочего разведения, указанного на ампуле. Далее туляремийную люминесцирующую сыворотку и меченный родамином бычий сывороточный альбумин смешивают в равных объемах. Каплю смеси наносят на фиксированный и подсушенный препарат, равномерно распределяя смесь по всему препарату, и помещают его во влажную камеру.

Инкубацию препарата производят в течение 20 мин при температуре 18-20 °С, по окончании инкубирования препарат промывают в течение 5-10 мин проточной водопроводной водой или в нескольких сменяемых порциях дистиллированной воды. Затем препарат подсушивают на воздухе, наносят на него каплю разведенного глицерина (9 частей глицерина + 1 часть физиологического раствора рН 7,2-7,4) и покрывают покровным стеклом. Избыток жидкости удаляют фильтровальной бумагой. Люминесцентную микроскопию окрашенных препаратов осуществляют в падающем свете люминесцентного микроскопа. Используют иммерсионный объектив 90×(1,26) и окуляры 7× – 10×. При микроскопировании применяют нефлуоресцирующее иммерсионное масло.

При просмотре мазка в люминесцентном микроскопе туляремийные бактерии обнаруживаются по специфическому изумрудно-зеленому свечению. Более яркое свечение наблюдается по периферии бактериальной клетки, а более слабое - в ее центральной части. Посторонние микроорганизмы, клетки ткани и прочие органические частицы приобретают оранжево-красную (различных оттенков) флуоресценцию. При оценке исследуемого препарата необходимо учитывать не только интенсивность специфического свечения, но и обращать особое внимание на характерную морфологию бактерий и учитывать расположение клеток относительно друг друга. Результаты МФА считают положительными, если в препарате обнаруживаются хотя бы до 10 морфологически типичных клеток, специфически флуоресцирующих на 3-4 креста.

При исследовании различных препаратов необходимо иметь контрольный мазок, приготовленный из взвеси туляремийных бактерий и обработанный подобно опытным образцам.

Непрямой метод флуоресцирующих антител (НМФА)

Особенность этого метода заключается в том, что предположительно содержащий возбудитель туляремии препарат обрабатывается сначала туляремийной агглютинирующей лошадиной сывороткой в разведении 1:10 (влажная камера, 30 мин), а после отмывания препарата от несвязавшихся антител и подсушивания его на воздухе на него наносят антивидовую люминесцирующую сыворотку (в данном случае, антилошадиную) в рабочем разведении. Обработка препарата ведется как при окрашивании прямым методом.

В положительном случае при просмотре мазков будут видны ярко светящиеся на 3-4 креста мелкие коккобактерии с темным центром.

Бактериоскопия мазков

Наиболее результативно использование этого метода при исследовании мазков, приготовленных из органов павших грызунов или чувствительных к туляремии лабораторных биопробных животных, в случаях массивного обсеменения патологического материала (при содержании в 1 г ткани более 1×109 м.к.). Бактериоскопия используется также на стадии идентификации выделенной культуры возбудителя.

Из-за незначительного накопления туляремийного микроба в крови и тканях больных людей и животных II-III группы чувствительности к возбудителю туляремии, а также в объектах окружающей среды применение бактериоскопии на первых этапах исследования нативного материала не целесообразно.

Мазок-отпечаток делают, прикладывая к обезжиренному стеклу поверхность свежего среза исследуемого органа - лимфатического узла, селезенки, печени, или готовят мазок крови из сердца. Препарат хорошо просушивают, после чего 15-20 мин фиксируют в смеси Никифорова (96о этиловый спирт и серный эфир в равных пропорциях). После фиксации мазок окрашивают по Романовскому-Гимзе. 
Раствор краски готовят из расчета 3-4 капли на 1 мл дистиллированной воды (рН 7,0-7,2). Окрашивание продолжается не менее 1 ч (можно до 24 ч). В правильно окрашенном мазке бактерии туляремии имеют сиреневый цвет и легко определяются по размерам, форме и скученному расположению.

Для ускоренной окраски мазков применяют метод, основанный на одновременной фиксации и окраске мазка. Для этого краску Романовского- Гимза смешивают в равных частях с метиловым спиртом (или химически чистым ацетоном). Смесь можно длительно хранить в стеклянной посуде с притертой пробкой. На свежий (не более 2-х сут), высушенный и не фиксированный мазок наносят 20 капель смеси. Через минуту к краске приливают 10 мл дистиллированной воды (рН 7,2). Осторожным покачиванием краску смешивают с водой. Через 10-15 мин краску сливают, мазок промывают водопроводной водой, высушивают и просматривают под микроскопом. В мазках, окрашенных по Романовскому-Гимзе или его модификациям, бактерии туляремии окрашиваются в темно-фиолетовый цвет и четко дифференцируются от светло-сиреневого окружающего фона. Количество бактерий, обнаруженных в мазках-отпечатках из органов и крови, учитывают по 4-х балльной шкале. Достоверным результатом является обнаружение туляремийных бактерий в количестве, оцениваемом III-IV баллами (большое количество крупных, средних и небольших по величине скоплений бактерий в каждом поле зрения).

При идентификации подозрительной культуры возбудителя туляремии может быть применена окраска бактерий по Граму. При этом клетки F. tularensis окрашивается в слабо-розовый цвет.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Выявление туляремийного микроба с помощью ИФА проводят, используя “сэндвич”-модификацию метода. Сенсибилизацию твердой фазы, в качестве которой выступают лунки 96-луночных полистироловых планшетов, осуществляют специфическими антителами, которые связываются с антигеном, находящимся в исследуемом материале, а затем добавляют меченные ферментом специфические антитела. О результатах анализа судят по изменению окраски реакционной смеси, интенсивность которой прямо пропорциональна содержанию антигена в исследуемом образце. 

Постановку и учет реакции осуществляют в соответствии с инструкцией, прилагаемой к диагностическому препарату. Сертифицированные иммуноферментные тест-системы для индикации возбудителя туляремии отсутствуют. Разработаны экспериментально-производственные серии иммуноферментных тест-систем для обнаружения антигена туляремийного микроба и идентификации возбудителя туляремии, выпускаемые НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН (г. Москва), Ставропольским НИПЧИ, Ростовским НИПЧИ, ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России» (г. Киров).

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Для проведения исследований используют генодиагностические препараты, в основе которых лежит амплификация iglABCD, fopA или других видоспецифичных генов туляремийного микроба (специфичность ДНК-мишений должна быть подтверждена результатами BLAST-анализа и анализа выровненных последовательностей по алгоритму CLUSTAL). К таким препаратам относятся экспериментальные серии «ГенТул» - тест системы для выявления ДНК F. tularensis методом ПЦР» (производства ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб») и «АмплиСенс F. tularensis –FRT» - набора реагентов для выявления ДНК F. tularensis в биологическом материале и объектах окружающей среды методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального времени» (производства ФГУН ЦНИИ эпидемиологии, г. Москва). 

Не допустимо применение для генной диагностики туляремии праймеров, комплементарных гену16 S рРНК и гену lpn, кодирующему синтез предшественника мембранного белка молекулярной массы 17 кДа. Это связано с тем, что установлена высокая гомология этих генов у туляремийного микроба и F. philomiragia, Wolbachia persica и других эндосимбионтов клещей родов Amblyomma, Ornithodorus и Dermacentor.

В связи с отсутствием в настоящее время сертифицированных препаратов индикацию туляремийного микроба методом ПЦР рекомендуется проводить с использование диагностических препаратов направленных на выявление двух различных локусов. Положительный ответ в таком случае выдается только в случае амплификации обеих матриц.

Работу выполняют в соответствии с методическими указаниями МУ 1.3.1794 – 03 «Организация работы при исследованиях методом ПЦР материала, инфицированного микроорганизмами I-II групп патогенности». 

Пробы крови, содержимого бубона, мазков из зева и с коньюктивы глаза, отделяемого язвы исследуют без предварительной подготовки, отбирая для анализа по 0,1 мл нативного материала в микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл.

К мокроте (1-2 мл) добавляют равный объем приготовленной ex tempore смеси NALC (0,25 г N-ацетил-L-цистеина, 25 мл 4 % раствора NaOH, 25 мл 0,1 М тризамещенного цитрата натрия или набор Муколизин, ИнтерЛабСервис). Перемешивают покачиванием в течение 20-30 с. Смесь инкубируют в течение 15 мин при комнатной температуре, а затем разводят 0,067 М фосфатным буфером (рН 6,8) до 50 мл. Центрифугируют в течение 15 мин при 10000 об/мин. Осадок используют для выделения ДНК. 

Кусочки органов массой до 10 г растирают в стерильной ступке со стеклянным порошком, после чего добавляют 0,9 % раствор натрия хлорида в соотношении 1:5 (вес/объем). Надосадочную жидкость отбирают с помощью пипетки через ватный тампон в отдельную пробирку. Центрифугируют в течение 15 мин при 12000 об/мин, осадок суспендируют в физиологическом растворе и используют для выделения ДНК. Подготовку гидробионтов осуществляют аналогичным образом.

Блох перед исследованием усыпляют эфиром до обездвижения, нанося каплю эфира на ватно-марлевую пробку. Ссыпают в стерильную ступку, куда вносят 0,5 мл 0,9 % раствора натрия хлорида и растирают. Затем с помощью пипетки через ватный тампон в отдельную микропробирку отбирают надосадочную жидкость, из которой проводят выделение ДНК. 

Пробы клещей, объединенных по 5-50 шт., комаров, объединенных по 50-100 шт. (в зависимости от вида, точки сбора, упитанности и т.д.), растирают в охлажденной стерильной фарфоровой ступке с 0,5-1,0 г охлажденного стерильного стеклянного порошка, добавляют 1-2 мл охлажденного 0,9 % раствора натрия хлорида. Затем переносят по 1,0 мл жидкой фазы в пластиковые микропробирки объемом 1,5 мл. Подготовленные образцы центрифугируют при 5000 об/мин в течение 5 мин. Надосадочную жидкость используют для выделения ДНК, для чего отбирают 0,1 мл образца.

Отобранные навески соломы и мякины измельчают при помощи ножниц и пинцета на листе бумаги, затем помещают в банки. К исследуемому материалу добавляют 0,9 %-ный раствор натрия хлорида 1:10, тщательно перемешивают в течение 15 мин, отстаивают в течение 10 мин для оседания крупных частиц. Надосадочную жидкость дробно центрифугируют: первоначально в течение 2-3 мин при 5000 об/мин, затем супернатант центрифугируют в течение 15 мин при 12000 об/мин. Осадок суспендируют в 0,2-0,5 мл дистиллированной воды. Подготовку гнезд грызунов осуществляют аналогичным образом.

Пробы погадок птиц и помета хищных млеклпитающих суспендируют в физиологическом растворе из расчета 1:9 (1 часть пробы+ 9 частей физиологичесого раствора). Для исследования отбирают 1 мл суспензии и переносят в микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл. Пробирки центрифугируют при 5000 об/мин в течение 5 минут. Отдельным наконечником с аэрозольным барьером из каждой пробирки отбирают надосадочную жидкость и переносят в микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл. Затем центрифугируют при 12000 об/мин в течение 15 мин, надосадочную жидкость удаляют. Осадок ресуспендируют в 0,1 мл 0,9 % раствора натрия хлорида и используют для исследования.

Пробы воды открытых водоемов объемом 1,0 л дробно центрифугируют. Первоначально в течение 15 мин при 10000-12000 об/мин. Полученный осадок ресуспендируют в 0,5 мл физиологического раствора и микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл и центрифугируют при 2000-5000 об/мин в течение 1 мин. Надосадочную жидкость отбирают наконечником с аэрозольным барьером в микропробирку объемом 1,5 мл. Для выделения ДНК используют 0,1-0,2 мл надосадочной фракции.

Обеззараживание материала проводят согласно методическим указаниям МУ 3.5.5.-1034-01 «Обеззараживание исследуемого материала, инфицированного бактериями I-IV групп при работе методом ПЦР».

К исследуемым образцам добавляют мертиолят натрия до конечной концентрации 1:10000 (0,01 %) с последующим прогреванием их при 56 оС в течение 30 мин. После обработки мертиолятом натрия 100 мкл образца переносят в микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл, добавляют лизирующий раствор на основе 6М гуанидинтиоизоцианата, в объеме, указанном в инструкции к тест-системе, и инкубируют 15 минут при температуре 65 оС. После выполнения данного этапа материал считается обеззараженным.

Выделение ДНК, проведение ПЦР и учет результатов осуществляют в соответствии с инструкцией по применению.

Выявление фрагмента(-ов) соответствующего(-их) по размеру фрагменту(ам) положительного контроля или наличие в пробе специфической флуоресценции по соответствующим каналам указывает на наличие в пробе ДНК туляремийного микроба. 

Дополнительные методы специфической индикации

Агглютинационные тесты, направленные на выявление туляремийного антигена

Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА)

Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА) может быть использована как для выявления туляремийного микроба и его антигенов, так и для детекции специфических антител в сыворотках крови людей и животных.

В РНГА исследуют: чистые культуры, материал, содержащий посторонние примеси (микробные взвеси из первичных посевов образцов нативного материала, загнившие трупы грызунов, патологический материал, взятый от больных людей и животных, суспензии, приготовленные из насекомых и членистоногих, погадки хищных птиц, помет млекопитающих, субстраты нор грызунов, почву, воду и смывы с поверхностей, пробы воздуха, суспензии из фуража, смывы с корнеплодов и т.д.). 
Переводу в жидкую фазу подлежат все твердые объекты или с их поверхности делают смывы. Количество физиологического раствора, добавляемого к объектам исследования, не должно быть большим.

Чувствительность РНГА для выявления туляремийного микроба составляет n×105 – n×106 м.к./мл.

Для постановки реакции необходимы: эритроцитарный иммуноглобулиновый диагностикум, туляремийная агглютинирующая сыворотка для контроля специфичности РНГА, изотонический раствор хлорида натрия, нормальная кроличья сыворотка (НКС), инактивированная при температуре 56 оС в течение 30 мин., формалин.

Сухой эритроцитарный иммуноглобулиновый диагностикум и туляремийную агглютинирующую сыворотку, а также ингредиенты для приготовления разводящей жидкости растворяют и подготавливают к реакции в точном соответствии с инструкцией по применению данного диагностического препарата.

 Диагностические препараты для РНГА представляют собой взвеси обработанных формалином эритроцитов барана, на поверхности которых адсорбированы туляремийные антигены или антитела. Сертифицированный диагностикум эритроцитарный туляремийный иммуноглобулиновый сухой и жидкий выпускают ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России» (г. Киров) и Ставропольский НИПЧИ.

Постановка реакции. Реакцию можно ставить макро- или микрометодом. В первом случае используются пластмассовые планшеты, в которых реакция ставится в объеме 0,25-0,5 мл. При постановке РНГА микрометодом реакция ставится в объеме 25-50 мкл в специальных планшетах, имеющих U-образные лунки, с использованием микротитратора Такачи.

В ряд лунок микротитровального планшета вносят по 50 мкл разводящей жидкости (1 % НКС). Исследуемый материал берут титратором с большой головкой или автоматической пипеткой на 50 мкл и титруют в 7-8 лунках. Из последней лунки 50 мкл жидкости удаляют. Затем в каждую лунку вносят по 25 мкл туляремийного эритроцитарного иммуноглобулинововго диагностикума в концентрации 0,5 % (т.е. 2,5 % диагностикум, используемый при постановке РНГА макрометодом, разводят еще в 5 раз). Планшет осторожно встряхивают, оставляют на 2 ч при комнатной температуре до учета результатов. При положительном результате реакции сенсибилизированные эритроциты выпадают на дно лунки равномерным слоем в виде "зонтика", при отрицательном эритроциты оседают на дно лунки в виде "пуговки" или кольца. Титром реакции гемагглютинации считают последнее разведение, давшее четкую агглютинацию эритроцитов. В реакции предусматривают контроли:

• контроль диагностикума: 50 мкл 1 % НКС + 25 мкл 0,5 % туляремийного иммуноглобулинововго диагностикума;

• контроль исследуемого материала: 50 мкл 1 % НКС + 50 мкл исследуемого материала + 25 мкл 0,5 % несенсибилизированных эритроцитов. Контроли должны давать четкую отрицательную реакцию.

Диагностическим титром при исследовании первичных сывороток человека считается 1:320 и более. Обязательно подтверждение нарастания титра антител (не менее чем в 2-4 раза) при исследовании парных сывороток.
Реакция торможения непрямой гемагглютинации (РТНГА)

РТНГА ставят обязательно параллельно с РНГА для подтверждения ее специфичности. В ряд лунок микротитровального планшета разливают по 25 мкл 1 % НКС. В первую лунку титратором с малой головкой или автоматической пипеткой вносят 25 мкл исследуемого материала и титруют в 7-8 лунках. Из последней лунки 25 мкл жидкости удаляют. Затем во все лунки добавляют по 25 мкл туляремийной агглютинирующей сыворотки в концентрации, обеспечивающей связывание не менее 20-40 гемагглютинирующих единиц (ГЕ) антигена. Планшет осторожно встряхивают, оставляют на 1 ч при комнатной температуре, после чего в каждую лунку добавляют по 25 мкл 0,5 % туляремийного иммуноглобулинового диагностикума. Учет реакции производят через 2 ч. Если в РТНГА титр реакции по сравнению с РНГА снижен на 4-6 лунок, значит подтверждается специфичность РНГА.

Реакция нейтрализации антител (РНАт)

При отсутствии иммуноглобулинового эритроцитарного диагностикума для постановки РНГА туляремийный антиген можно выявить в тех же объектах с помощью РНАт, предусматривающей использование антигенного эритроцитарного диагностикума. Для этого необходимы эритроцитарный антигенный туляремийный диагностикум, выпускаемый Ставропольским НИПЧИ, туляремийная агглютинирующая сыворотка, изотонический раствор натрия хлорида, нормальная кроличьи сыворотка (НКС) и формалин. РНАт характеризуется высокой специфичностью и информативностью.
Постановка реакции. Перед постановкой РНАт определяют 2 сывороточные единицы (СЕ). В ряд лунок микротитровального планшета вносят микропипеткой по 50 мкл 1 % НКС. Затем туляремийную диагностическую сыворотку титруют с разведения 1:10000 двукратно в объеме 50 мкл в 10 лунках, в каждую из которых добавляют по 50 мкл     0,5 % туляремийного эритроцитарного антигенного диагностикума. Планшет встряхивают и оставляют на 2 ч при комнатной температуре. Последнее разведение сыворотки, обеспечившее четкую агглютинацию эритроцитов, принимают за 1 СЕ, а предыдущее разведение - за 2 СЕ.

Для постановки РНАт в ряд лунок микротитровального планшета вносят 25 мкл 1 % НКС. Исследуемый материал в объеме 25 мкл двукратно титруют в разводящей жидкости, после чего в каждую лунку добавляют по 25 мкл туляремийной диагностической сыворотки, равной 2 СЕ. Планшет встряхивают и оставляют для контакта на 1 ч при комнатной температуре, затем во все лунки добавляют по 25 мкл 0,5 % туляремийного эритроцитарного антигенного диагностикума. Планшет осторожно встряхивают и оставляют на 2 ч при комнатной температуре. Последнее разведение исследуемого материала, в котором отмечено полное подавление гемагглютинации (“пуговки”), и является положительным титром реакции.

Для подтверждения специфичности РНАт ставится контроль: 25 мкл 1 % НКС + 25 мкл исследуемого материала + 25 мкл 0,5 % несенсибилизированных эритроцитов. Контроль должен дать отрицательный результат.

Диагностическим титром в РНАт считается 1:20 и более.

Реакция объемной агломерации (РОА)

В Ростовском противочумном институте разработан способ получения основы диагностикумов для РОА - окрашенных полимерных микросфер диаметром (2,0(0,5) мкм, содержащих альдегидные группы в количестве 1,3-1,6 мкмоль/г и не требующих для своей сенсибилизации дополнительного применения “сшивающих” агентов.

На основе этого носителя - заменителя эритроцитов созданы сухие диагностические препараты для серологической диагностики в реакции объемной агломерации (РОА) по типу РНГА. Метод РОА выявляет не менее 8×105 м.к./мл возбудителя туляремии.

РОА и ее модификации с диагностикумами на полимерной основе осуществляется, макро- и микрометодом. Методика постановки РОА такая же, как РНГА с туляремийным эритроцитарным антительным диагностикумом. Препараты выпускаются в ампулах в лиофилизированном состоянии в виде пористых таблеток розовато-сиреневого цвета. Постановка реакции и учет результатов осуществляют согласно инструкции к препарату.

ПОСТАНОВКА БИОЛОГИЧЕСКОЙ ПРОБЫ

Биологическая проба является обязательным и самым результативным методом при лабораторной диагностике туляремии. Для биологической пробы используют высокочувствительных лабораторных животных - белых мышей, морских свинок. Также возможно использовать диких грызунов 1-ой группы чувствительности к туляремии (обыкновенные полевки, домовые мыши и др.), отловленных на неэпизоотических территориях и выдержанных в карантине 30 сут. Биопробных животных помещают в отсадник по одиночке. Заражение этих животных материалом, содержащим даже 1 м.к. возбудителя туляремии, приводит к развитию у них инфекционного процесса и значительному накоплению микробов в органах и тканях.

Животных заражают подкожно: белым мышам обычно вводят 0,5 мл пробы, морским свинкам - 1-2 мл. Материал вводят под кожу с внутренней стороны задней правой ноги. Биопробных животных выдерживают: белых мышей до 21 суток, морских свинок - до 25 суток, после чего забивают. Применение мышей позволяет в более короткие сроки провести выделение культуры возбудителя. Остаток проб, неиспользованный для бактериологического и биологического методов, хранят в холодильнике до получения результатов анализа.

В зависимости от материала пробы для исследования требуют специальной подготовки:

- для выделения гемокультуры: кровь берут из локтевой вены больного, разводят равным объемом физиологического раствора и вводят подкожно или внутрибрюшинно двум морским свинкам по 2-3 мл;

- пунктат бубона, мокроту и другой материал от больного суспендируют в минимальном объеме физиологического раствора и вводят подкожно белым мышам или морским свинкам;

- при исследовании секционного материала от больного исследованию подвергают увеличенные лимфоузлы, пораженные участки легких и селезенки, которые растирают с физиологическим раствором и вводят белой мыши подкожно 0,3-0,5 мл, а морской свинке 3-4 мл суспензии;

- от найденных в природе трупов животных берут кусочки селезенки, печени и измененные (увеличенные) лимфоузлы и тщательно растирают в ступке с минимальным объемом физиологического раствора до гомогенного состояния. При загнивании органов животного для биопробы используют костный мозг из трубчатой кости. В случае значительного разложения трупа применяют накожный метод заражения животных;

- кровососущих насекомых (комары, клещи, слепни и др.) исследуют в групповой пробе по 5-50 шт. (клещи, слепни) или 50-100 шт. (комары). Поверхность тела клещей предварительно дезинфицируют, промывая дважды спиртом и затем дистиллированной водой. После этого их растирают с физиологическим раствором. Комаров и слепней промывают несколько раз в дистиллированной воде и растирают до получения однородной суспензии. Взвесь в шприц набирают через небольшой клочок ваты, затем взвесь вводят подкожно 3–4 биопробным животным;

- воду из естественных водоемов вводят подкожно белой мыши в объеме 0,5-1 мл, а морской свинке - 5-10 мл. Для концентрирования возбудителя используют фильтрование, магнитные сорбенты и другие приемы;

- зерно, солому и другие твердые объекты окружающей среды заливают физиологическим раствором (на 100 г зерна - 40 мл физиологического раствора), надосадок вводят белым мышам подкожно в объеме 0,5мл.

Если исследуемая проба массивно обсеменена туляремийными микробами, то белые мыши погибают от туляремии на 3-4-е сутки, а морские свинки - на 4-5-е сутки. При малой обсемененности вводимого материала гибель животных может затянуться до 15-18 сут.

Павших биопробных животных вскрывают, обращая внимание на патоморфологические изменения: воспалительные изменения в месте заражения, увеличение и гиперемия лимфатических узлов, особенно регионарных, увеличение селезенки и печени. 

Из материала от биопробных животных (место введения материала, регионарные лимфоузлы, селезенка, печень, легкие, кровь) делают мазки-отпечатки на 2-х предметных стеклах для бактериоскопии с окраской по Романовскому-Гимзе и флуоресцирующими иммуноглобулинами. Производят посевы органов на питательные среды. Кроме того, из органов готовят суспензию (кусочки органов измельчают ножницами в чашке Петри, суспендируют в физиологическом растворе с 4 % формалином, выдерживают 1 ч) которую исследуют иммунологическими методами.

При необходимости ускорения проведения анализа и постановки диагноза, рекомендуется заражать подкожно 4 белых мышей, которых забивают для проведения бактериологического, иммуносерологического исследования или ПЦР-анализа на 1, 2-е, 3-и сутки (по 1 мыши). Последнее биопробное животное оставляют до его гибели или умерщвляют на 9-10-й день после заражения для последующего исследования.

В случае получения сомнительных результатов (положительные результаты иммуносерологическо и иммунофлуоресцентного методов, без выделения культуры возбудителя) следует провести повторное заражение животных суспензией органов и тканей от мышей из первой биопробы. 

Бактериологический метод

Посев на питательные среды применяют для выделения культуры возбудителя туляремии из органов павших или забитых диких и лабораторных животных, а также зверьков, у которых обнаружены патологоанатомические изменения, характерные для туляремии. Иксодовых клещей, воду, почву, смывы с объектов внешней среды не исследуют бактериологическим методом ввиду их загрязнения посторонней микрофлорой. 

Посевы на питательные среды могут быть произведены методом отпечатков кусочками органа или путем тщательного втирания кусочка органа по всей поверхности среды.

Для культивирования туляремийных бактерий применяются различные варианты агаровых сред на рыбных, мясных, дрожжевых основах с обязательным добавлением цистеина (цистина) 0,1 %; глюкозы 1 %; дрожжевого экстракта (источник витамина В). Чувствительность указанных агаровых сред можно повысить добавлением дефибринированной кроличьей или лошадиной крови (5-10 %).

Свернутая желточная среда Мак-Коя. Для ее приготовления стерильно смешивают желток свежих куриных яиц с физиологическим раствором в соотношении 3:2, смесь разливают в стерильные пробирки по 4-5 мл и в скошенном положений свертывают в течение 1 ч при 80 °С. Готовую среду проверяют на стерильность (при температуре 37 оС, 24 ч) и хранят на холоде для предотвращения высыхания. При обильном засеве рост туляремийного микроба появляется уже через 24-48 ч в виде сплошного газона с шероховатой поверхностью, однако при скудном посеве разрозненные беловатые колонии становятся заметными к 3-5-му дню. Поэтому посевы при температуре 37 °С следует выдерживать до 10 суток. Недостатком среды является ее незначительная чувствительность. При хорошем качестве приготовленной среды минимальная посевная доза составляет не менее 100 м.к. Среда может быть использована для хранения штаммов при температуре 4 оС с пересевами через 1,5-2 месяца.

Среда Емельяновой: 100 мл дистиллированной воды; 20 мл гидролизата свежей рыбы, 10 мл гидролизата желатины; 2,5 мл аутолизата дрожжей; 0,5 г NaCl; 1 г глюкозы; 0,1 г цистина; 1,5-2,5 г агара, рН 7,2-7,4. После стерилизации в расплавленную и охлажденную до температуры 45 °С среду добавляют 10 мл кроличьей дефибринированной крови и разливают по чашкам Петри. Среда характеризуется высокими ростовыми качествами и обеспечивает рост при посеве единичных клеток в течение 2-5 сут. инкубации при температуре 37 оС. Колонии бактерий, формирующиеся на этой среде, имеют беловато-голубоватый оттенок, круглые, блестящие, с ровными краями, гладкие (Емельянова О.С., 1951).

Среда Ухалевой-Михалевой: 100 мл раствора Хоттингера, 250 мл сычужного пептона, 4 г NаС1 Минимальная посевная доза туляремийных бактерий на этой среде составляет 1 м.к. Формирующиеся колонии беловатые, блестящие, гладкие, с ровными краями.
Среда Анциферова: 100 мл среды Ухаловой-Михалевой, которую, расплавляют, охлаждают до температуры 45 оС и добавляют 5 мл суспензии желтков куриных яиц, разведенных физиологическим раствором в соотношении 3:2, разливают по пробиркам или чашкам Петри (Анциферов М.И., 1959).

Среда Френсиса: 100 мл дистиллированной воды; 1,5-2,5 г мясо-пептонного агара; 1 г пептона; 0,5 г NaС1, 0,1 г цистина, 1 г. глюкозы, рН 7,2-7,4. После стерилизации в расплавленную, охлажденную до температуры 45 °С среду добавляют 5-10 мл кроличьей дефибринированной крови и разливают по чашкам Петри.
Среда туляремийная (Т): 100 мл дистиллированной воды, 1 г сердечно-мозговой настоя, 1 г бактотриптона, 1 г дрожжевого экстракта, 1 г казаминовых кислот и 1,5 г бактоагара. Все компоненты фирмы 'Difco". Среду автоклавируют при температуре 120 °С в течение 40 мин и хранят, как питательную основу. В расплавленную среду добавляют раствор: 5 мл дистиллированной воды, 0,005 г MgSO4 0,01 г FeSO4; 0,06 г 1-цистеина; 0,12 г лимоннокислого натрия; 0,2 г КС1; 0,4 г К2НРO4; 1,5 г глюкозы. Раствор перед добавлением в среду стерилизуют на водяной бане при температуре 100 °С 40 мин, рН среды 7,2. Для создания туляремийному микробу селективных преимуществ в среду вводят полимиксин В (100 ед/мл). Среда обеспечивает рост единичных бактерий, которые формируют голубовато-беловатые прозрачные гладкие блестящие колонии (Павлович Н.В., Мишанькин Б.Н., 1987).
Бульон туляремииный (Т): По прописи не отличается от среды Т, но не содержит агара. Он может быть полезен для накопления микробов в пробе, так как за 24 ч обеспечивает увеличение количества бактерий в 1000-10000 раз. При этом рост возбудителя туляремии наблюдается в виде пленки на поверхности бульона. После подращивания бактерий в бульон значительно повышается вероятность их обнаружения при последующем посеве на плотны питательные среды. Для подавления роста посторонней микрофлоры добавляется полимиксин/(100 ед/мл) и бензилпенициллин (50 ед/мл).
Модифицированный вариант агара LB: 100 мл дистиллированной воды, 1 г бактотриптона, 0,5 г дрожжевого экстракта, 1 г NaС1. После расплавления и охлаждения агара до температуры 45 °C в него добавляют 5 мл раствора солей и глюкозы в концентрациях, описанных для среды Т.

Среды АДТ и СКТ: в последние годы в Ростовском-на-Дону НИПЧИ разработаны и производятся новые питательные среды для выращивания F. tularensis - агар дрожжевой туляремийный (АДТ) и селезеночно-казеиновый агар (СКТ). Среды отличает высокая чувствительность, обеспечивающая быстрый рост единичных туляремийных микробов (минимальная посевная доза составляет 1-10 м.к.) в течение 48 ч. Хорошие ростовые качества сред позволяют использовать их как при проведении эпизоотологического исследования и при экспериментальной работе с возбудителем туляремии (Копылов В.А. с соавт., 1988; Литвиченко И.В. с соавт., 1992).

FT агар. Питательная среда выпускается в виде комплекта, состоящего из рыбно-солевого агара (РСА), глюкозо-витаминной добавки (ГВД) и селективной добавки (СД). Состав и способ приготовления среды полностью описаны в инструкции по применению FT агара, прилагаемой к комплекту.

Наиболее практичной и обычно применяемой средой для выделения и культивирования туляремийного микроба является свернутая желточная среда. При обильном засеве рост туляремийных бактерий на свернутой желточной среде появляется в виде сплошного роста уже через 18-24 часа инкубирования при температуре 37°С; при засеве малым количеством бактерий отдельные колонии становятся заметными на 3-5 сутки и позднее. Посевы следует выдерживать в термостате до 10-12 суток. По внешнему виду рост туляремийных бактерий на свернутой желточной среде хорошо отличается от большинства других бактерий, имеет вид извилистого, слегка блестящего (не сухого), почти бесцветного нежного налета.

Для выделения и культивирования туляремийного микроба применяют также агаровую среду с добавлением желтка. Среду готовят на основе сухого питательного агара: на 100 мл стерильного расплавленного и охлажденного до температуры 45 °C агара добавляют 5 мл куриного желтка с 0,9 % раствором натрия хлорида (в соотношении 3:2).
Идентификация возбудителя туляремии

Идентификацию выделенной культуры туляремийного микроба проводят на основании совокупности следующих признаков:

1) морфологии и окраски бактерий в мазках и специфического свечения в МФА;

2) характера роста на питательных средах (на свернутой желточной среде Мак-Коя);

3) отсутствие роста на простых питательных средах типа мясопептонного агара или бульона;

4) агглютинации специфической туляремийной сывороткой;

5) патогенности для белых мышей и морских свинок; 

6) выявление в ПЦР видоспецифичных ДНК-мишеней.

Специфичность выделенной культуры может подтверждается с помощью МФА. При обработке культуры туляремийной люминесцирующей сывороткой обнаруживают специфическое яркое зелено-желтое свечение бактерий.

Выделенная культура должна иметь характерный для микроба туляремии рост на свернутой желточной среде в виде извилистого, слегка блестящего (не сухого) почти бесцветного налета не очень сильно выраженной слизистой консистенции, хорошо снимающегося петлей. Культура легко суспендируется. Для изучения морфологии и тинкториальных свойств готовят мазок на предметном стекле, который фиксируют и окрашивают по Граму. В мазке возбудитель туляремии представляет собой мелкую, грамотрицательную коккобактерию. В окрашенных мазках из культуры с плотной среды обнаруживается обильная слизь. Присутствие в мазке окрашенной слизи весьма характерно для возбудителя туляремии. Для проверки отсутствия роста на простых питательных средах используют слабощелочной питательный агар и бульон. При этом не рекомендуется использовать агар Хоттингера из-за возможного незначительного роста на нем туляремийных бактерий в случае массивного посева

Антигенную специфичность выделенной культуры проверяют с помощью реакции агглютинации с лошадиной (коммерческой) агглютинирующей сывороткой. Культура должна агглютинироваться до титра или 1/2 титра сыворотки. 
Возбудитель туляремии способен вызывать гибель белых мышей и морских свинок с характерными патоморфологическими изменениями в органах с последующим выделением чистой культуры. Для типичных вирулентных штаммов туляремийного микроба DCl для указанных выше видов животных составляет 1 м.к.

Идентификацию выделенных культур методом ПЦР проводят как описано в разделе «Специфическая индикация возбудителя туляремии. Для исследования готовят бактериальную суспензию с концентрацией 1×105 м.к./мл.

Агглютинация специфической сывороткой

Реакция агглютинации выделенной культуры с туляремийной агглютинирующей сывороткой является основным тестом идентификации туляремийного микроба. Реакция считается положительной, если при отрицательных контролях агглютинация прошла до титра или 1/2 титра сыворотки.

Постановка реакции. Туляремийную агглютинирующую сыворотку производства Иркутского НИПЧИ Сибири и Дальнего Востока разводят физиологическим раствором до 1:50 и титруют двукратно до титра сыворотки, начиная со второй пробирки. Из последней пробирки 0,5 мл сыворотки удаляют, Затем в каждое разведение сыворотки добавляют по 0,5 мл взвеси исследуемой культуры, соответствующей 10 ед. по стандарту мутности ГИСК им. Л.А. Тарасевича.

Одновременно ставят два контроля:

• контроль антигена: 0,5 мл физиологического раствора + 0,5 мл взвеси исследуемой культуры;

• контроль сыворотки: 0,5 мл физиологического раствора + 0,5 мл рабочего разведения сыворотки (1:50).
Штатив с пробирками встряхивают и помещают в термостат при 37 °С на 2 ч, после чего производят предварительный учет. Окончательный учет производят через сутки стояния при комнатной температуре.

Положительной считается реакция на 4+ или 3+. При 4+ наблюдается полная агглютинация, хлопья агглютината выстилают дно пробирки в виде зонтика, надосадочная жидкость совершенно прозрачна. При 3+ агглютинация неполная, хлопья агглютината располагаются на дне пробирки в виде зонтика, надосадочная жидкость слегка опалесцирует.

Определение вирулентности

Проверку вирулентности выделенных культур проводят не позднее месячного срока после их выделения на одном из двух видов животных (белые мыши или морские свинки). Взвесь исследуемой культуры готовят на физиологическом растворе (рН 7,0-7,2) в концентрации 1×109 м.к./мл по оптическому стандарту мутности, которую затем титруют путем 10-кратных разведений от 1×10-1 до 1×10-9 от исходной взвеси. Для заражения используют 2 дозы: 1×10-9 (1 м.к.) и 1×10-8 (10 м.к.) по 2-3 животных на каждую дозу. Свежевыделенные туляремийные культуры при подкожном введении вызывают гибель белых мышей (морских свинок) при дозе 1 м.к. с обнаружением характерных для туляремии изменений в органах и выделением чистой культуры.

Предложено несколько быстрых тестов оценки вирулентности туляремийного микроба in vitro (Павлович Н.В. с соавт., 1996, 1997). В основу первого положен признак устойчивости возбудителя туляремии к бактерицидному действию нормальной (неиммунной) сыворотки человека (НЧС) и животных. Для его выполнения бактерии F. tularensis засевают в свежую нормальную сыворотку в концентрации не более 1×106 м.к./мл. Пробы инкубируют при температуре 37 °С в течение 24 ч, после чего производят высев на плотную питательную среду. После инкубации учитывают результаты по наличию роста микробов на чашках. Исследуемая культура оценивается как вирулентная при наличии обильного роста бактерий.

Второй ускоренный метод (2 ч) оценки вирулентности туляремийного микроба in vitro основан на высвобождении в среду из бактерий фосфатазы при инкубации микробов в нормальной сыворотке человека. Оценку результатов проводит детекцией в пробе цветных продуктов ферментативной реакции. Вирулентные штаммы F. tularensis, как правило, не изменяют окраску сыворотки, тогда как авирулентные культуры окрашивают пробу в ярко-малиновый цвет (при использовании в качестве субстрата фенолфталеиндифосфата).

ВНУТРИВИДОВОЕ ТИПИРОВАНИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ ТУЛЯРЕМИИ

При выделении культуры туляремийного микроба от больного человека, животного или из объектов внешней среды необходимо провести определение его подвидовой принадлежности. Последнее обусловлено тем, что штаммы разных подвидов характеризуются неодинаковой патогенностью для человека. Характеристика подвидов представлена в таблице 1.

Для определения подвидов туляремийного микроба используют следующие тесты:

 - ферментация глицерина (Олсуфьев И.Г., 1975),
- цитруллинуреидазная активность (Родионова И.С., 1970),

- фосфатазная активность (Павлович Н.В., 1998; Павлович Н.В. с соавт., 1992; Цимбалистова М.В., Павлович Н.В., 1998),

- пенициллиназная активность (Павлович Н.В. с соавт., 1992),

- вирулентность для кроликов (Олсуфьев И.Г., 1975),

- выявление подвидспецифичных генетических маркеров с помощью ПЦР (Осина Н.А. с соавт., 2007).

В референс-лабораториях осуществляют молекулярно-биологическое и генетическое изучение выделенных штаммов туляремийного микроба, определяют VNTR и SNP-тип. Исследования проводят согласно (Johansson A. et al., 2001, 2004).

Ферментация глицерина

Для внутривидовой дифференциации возбудителя туляремии по признакам цитруллинуреидазной активности и ферментации глицерина сконструирована (Литвиченко И.В. с соавт., 1992) питательная среда, упрощающая процедуру опыта. Состав среды: 1 л дистиллированной воды; 1 г пептона; 5 г NaCl; 0,3 г К2НРО4; 0,1 г цистеина; 0,02 г фенолового красного; 10 мл глицерина, рН 7,2. Среду стерилизуют при температуре 115 °С 20 мин и разливают по 2 мл по пробиркам. Производят засев полной стандартной петли культуры и посевы инкубируют при температуре 37 °С в течение 48 ч.

Неферментирующие глицерин голарктические штаммы не изменяют окраску среды (красная), тогда как глицеринпозитивные культуры неарктической и среднеазиатской расы окрашивают среду в желтый цвет.

При замене в этой среде субстрата (глицерина) на DL-цитруллин (2 г) она может быть использована для выявления цитруллинуреидазной активности. В процессе роста ферментпозитивных культур (неарктическая и среднеазиатская расы) цвет среды изменяется на ярко-красный. Голарктические штаммы исходную светло-коричневую окраску среды не изменяют.

Цитруллинуреидазная активность

К 1 мл густой суспензии бактерий (1×1010 м.к./мл) в фосфатном буфере (рН 6,5) добавляют 1 мл 0,7 % раствора цитруллина и инкубируют при 30 оС в течение 20 ч. Отбирают по 0,01 мл пробы, добавляют 0,49 мл дистиллированной воды, 1 мл свежего нингидринового реактива и 1,5 мл ледяной уксусной кислоты. Пробирки кипятят 1 ч на водяной бане и при появлении розовой окраски в пробах учитывают результат. Микробы неарктической и среднеазиатской расы обладают цитруллинуреидазиой активностью и разлагают цитруллин до орнитина, обеспечивающего появление розовой окраски. Голарктические штаммы фермента не синтезируют и реакционная смесь остается бесцветной.

Нингидриновый реактив: 625 мг нингидрина растворяют в 10 мл 6 М Н3Р04 и 15 мл ледяной уксусной кислоты при нагревании в течение нескольких минут.

Фосфатазная активность

Для определения фосфатазы в 1 мл 0,5 % водного раствора додецилсульфата натрия суспендируют клетки исследуемого штамма и добавляют 1 мг/мл фенолфталеиндифосфата. Смесь инкубируют при 37 °С 15-30 мин и добавляют 0,05 мл 1 н NaOH. Неарктические и среднеазиатские штаммы, обладающие фосфатазной активностью, окрашивают раствор в ярко-малиновый цвет, тогда как голарктические штаммы окраску реакционной смеси не изменяют.

Пенициллиназная активность

Для дифференциации среднеазиатских штаммов по активности пенициллиназы фильтровальную бумагу, смоченную растворами бензилпенициллина (50000 ед/мл) и крезолового красного (1 мг/мл), помещают на дно чашки Петри. На поверхность бумаги наносится петля исследуемой культуры. После 30 мин инкубации при комнатной температуре среднеазиатские штаммы окрашивают пробы в темно-красный, а голарктические и неарктические культуры - в желтый цвет.

Вирулентность для кроликов

Важнейшим дифференциальным признаком штаммов различных рас является разная степень их вирулентности для кроликов. Так, заражение животных лишь 1 м.к. неарктического штамма вызывает у них заболевание со смертельным исходом. При инфицировании кроликов культурами голарктического или среднеазиатского подвидов даже в дозе 1×106 м.к. животные выживают. Приведенные выше признаки позволяют с большой степенью достоверности определить расу возбудителя туляремии.

Применение ПЦР для определения подвидов

туляремийного микроба

Для определения подвидов туляремийного микроба используют экспериментальные серии «Мульти-Ft» - тест-системы для детекции и характеристики возбудителя туляремии методом мультилокусной ПЦР» (производства ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб»). В основе метода лежит амплификация специфичных для каждого подвида фрагментов области дифференциации генома F. tularensis RD1. Образование для каждого подвида фрагментов определенного размера, позволяет по результатам электрофореза провести внутривидовую дифференциацию исследуемых штаммов туляремийного микроба.

Выделение ДНК, постановку ПЦР и учет результатов проводят в соответствии с инструкцией к препарату.

ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНАЯ ДИАГНОСТИКА ТУЛЯРЕМИИ

При идентификации выделенных культур за возбудитель туляремии могут быть приняты близкородственные бруцеллы, отдельные представители группы стрептококков, пневмококков и др.

Бруцеллы представляют собой мелкие грамотрицательные бактерии, характеризующиеся некоторой антигенной близостью с возбудителем туляремии, что может обусловливать положительный результат реакции агглютинации бруцелл с туляремийной сывороткой. Однако реакция с гомологичной культурой, как правило, идет в более высоких разделениях сыворотки, чем с гетерологичными бактериями, что является основой для дифференциальной диагностики. К тому же, в РНАт перекрестных взаимодействий сыворотки с бруцеллами не отмечено. Дополнительным отличительным признаком может служить высокая вирулентность туляремийного микроба для белых мышей и морских свинок, тогда как при заражении животных бруцеллами они выживают в течение 20-30 дней. 

Некоторые сопутствующие F. tularensis виды стрептококков и пневмококков, хотя и скудно, но растут на желточных и обычных питательных средах, вызывают гибель белых мышей при заражении единичными клетками. Однако эти виды проявляют высокую чувствительность к пенициллинам, что отличает их от возбудителя туляремии. Использование же для выделения и идентификации туляремийного микроба питательных сред с пенициллином позволяет выделить чистую культуру возбудителя туляремии. Применение этого методического приема полезно также для очистки культуры туляремийного микроба от возбудителей эризипелоида, листериоза и др. Специфичность реакций агглютинации (в разведении туляремийной сыворотки не ниже 1:2000) и нейтрализации антител, иммуноферментного метода, ПЦР позволяет четко дифференцировать возбудитель туляремии от других видов микроорганизмов. 

СЕРОДИАГНОСТИКА ТУЛЯРЕМИИ

Иммунологические (НМФА, ИФА) и алергические методы (реакция агглютинация, кровяно-капельная реакция) применяют при обследовании больных или переболевших (ретроспективный диагноз) туляремией людей, при изучении иммунологического состояния организма, привитого против туляремии, при обследовании на туляремию домашних животных и некоторых видов диких животных (II и III групп чувствительности). 

Непрямой метод флуоресцирующих антител (НМФА)

При применении НМФА для обнаружения антител к туляремийному микробу заранее готовят мазки из 1-2-суточной агаровой культуры возбудителя из взвеси с концентрацией 1×109 м.к./мл. При этом на одном предметном стекле делают 8 мазков, фиксируют их в 96о этиловом спирте в течение 30 мин, не обжигая, высушивают на воздухе и помещают во влажную камеру. Исследуемую сыворотку разводят 2-кратно с разведения 1:10 до 1:640-1:1280 и наносят пастеровской пипеткой на мазки, начиная с большего разведения. Влажную камеру с препаратом помещают в термостат при температуре 37 °С на 30 мин. Мазок отмывают от несвязавшихся антител и после подсыхания его вновь помещают во влажную камеру, докрашивая антивидовой люминесцирующей сывороткой в рабочем разведении. Дальнейшая обработка препарата ведется, как при прямом иммунолюминесцентном методе. После просмотра препарата под люминесцентным микроскопом устанавливают титр антител в исследуемой сыворотке.

В качестве контролей служат препараты, в которых туляремийные бактерии обработаны туляремийной сывороткой (положительный контроль) и сывороткой, не содержащей антитела к возбудителю туляремии (отрицательный контроль). При исследовании сыворотки больного с подозрением на туляремию диагностическим считается титр не менее 1:40.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Для выявления специфических антител в сыворотках крови больного можно использовать ИФА. НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН (г. Москва) выпускает экспериментальную «Тест-систему диагностическую для определения туляремийных антител иммуноферментным методом». Метод двойных антител используют при обнаружении антител к туляремийному микробу в исследуемых сыворотках людей или животных. На твердой фазе адсорбируют убитую кипячением взвесь туляремийного микроба, добавляют исследуемую сыворотку, после образования комплекса “антиген-антитело” и удаления избытка сыворотки вносят меченные ферментом антивидовые антитела. Затем определяют ферментативную активность смеси, которая пропорциональна содержанию специфических антител в исследуемой пробе.

Реакция агглютинации (РА)

У людей РА бывает положительной в диагностических титрах уже со второй недели заболевания. Иногда она оказывается к этому времени положительной в низких титрах или даже отрицательной, что наблюдается при очень тяжелом течении заболевания или из-за ранней антибиотикотерапии. В этих случаях серологическая проба становится положительной лишь через 3 недели после начала заболевания.

Постановка реакции: сыворотку больного разводят 1:12,5 и двукратно титруют в физиологическом растворе в объеме 0,5 мл, начиная со второй пробирки. Из последней пробирки 0,5 мл сыворотки удаляют. Во все пробирки добавляют по 0,5 мл туляремийного диагностикума в концентрации 5 ( 109 м.к./мл (т.е. разведенного в 5 раз).

К реакции ставят контроли:

• контроль антигена: 0,5 мл физиологического раствора + 0,5 мл диагностикума, разведенного в 5 раз;

• контроль сыворотки: 0,5 мл физиологического раствора + 0,5 мл исходного разведения сыворотки (1:12,5).

Штатив с пробирками встряхивают и помещают в термостат при 37 °C на 2 ч, после чего производят предварительный учет. Реакцию оставляют при комнатной температуре на сутки и окончательный учет проводят по общепринятой четырехбалльной шкале.

Реакция считается положительной при агглютинации в разведении сыворотки 1:100 и выше и отрицательном контроле.

Агглютинационный титр в сыворотках больных нарастает обычно довольно быстро и к 4-6-й неделе болезни, достигает 1:400-1:800, реже 1:1600. Поэтому при серологическом исследовании на туляремию рекомендуется брать у одного и того же больного парные сыворотки.

Достигнув максимума, агглютинационный титр с 8-й недели от начала заболевания начинает медленно снижаться, достигая через 6-12 мес. значений 1:50-1:400. Позднее он падает до 1:10-1:40 и на этом уровне может удерживаться на протяжении ряда лет [Булат С.А. с соавт., 1990].

АЛЛЕРГОДИАГНОСТИКА ТУЛЯРЕМИИ У ЛЮДЕЙ И ЖИВОТНЫХ

Аллергические методы диагностики туляремии основаны на специфической реакции людей и некоторых животных, заболевших или переболевших туляремией, в ответ на введение туляремийного антигена (тулярина). Она представляет собой аллергическую реакцию замедленного типа в виде гиперемии и инфильтрата в месте введения аллергена.

Внутрикожная проба с тулярином

Тулярин для внутрикожной пробы представляет собой взвесь туляремийных бактерий вакцинного штамма, убитых нагреванием при температуре 70 oC в течение 1 ч. Взвесь готовят на физиологическом растворе, содержащем 3 % глицерина при концентрации бактерий 5 х 108 м.к/мл. Препарат выпускается предприятием по производству бактерийных препаратов (филиал ФГУН НПО «Микроген» г. Омск).

Тулярин в количестве 0,1 мл вводят внутрикожно в левое предплечье. На месте введения препарата образуется белый пузырек диаметром 3‑4 мм, который через 30 мин рассасывается. Учет реакции производят через 24‑48 ч. При положительной реакции на месте введения тулярина обнаруживается покраснение и инфильтрат. Реакцию учитывают как положительную при наличии инфильтрата и гиперемии диаметром не менее 0,5 см.

В некоторых случаях при постановке пробы может наблюдаться увеличение регионарных лимфатических узлов и подъем температуры до (37‑38) oC.

Накожная проба с тулярином

Для накожной пробы используют тулярин, который готовится так же, как и для внутрикожной пробы, но концентрация убитых бактерий составляет 1×1010 м.к./мл. Категорически запрещается вводить накожный тулярин внутрикожно из-за возможности резко выраженной местной и общей реакции.

Для постановки пробы одна капля тулярина наносится на предварительно тщательно обработанную спиртом наружную поверхность левого плеча в его средней трети. Через каплю оспопрививальным пером делают две параллельные насечки длиной 8-10 мм с расстоянием между ними 5 мм. Затем тулярин тщательно втирают в насечки. Учет реакции производят через 48-72 ч. Реакцию учитывают как положительную по наличию в зоне насечек покраснения и инфильтрата с диаметром не менее 0,5 см. Аллерген туляремийный (тулярин) жидкий для накожного применения выпускается филиалом ФГУП НПО «Микроген» «Омское предприятие по производству бакпрепаратов» (г. Омск).
Реакция лейкоцитолиза

Реакция лейкоцитолиза основана на явлении разрушения лейкоцитов в сенсибилизированном организме под действием специфического антигена. Реакция лейкоцитолиза представляется перспективной при лабораторной диагностике туляремии у человека, так как она становится положительной уже к 3-4 дню заболевания. Кроме того, она может быть использована для оценки напряженности иммунитета у вакцинированных против туляремии, а также при ретроспективном исследовании.

Постановка реакции лейкоцитолиза. В 2 лунки полистиролового планшета вносят 0,1 мл исследуемой крови. Предварительно в 1 лунку вносят 0,1 мл взвеси убитых прогреванием (при температуре 70 °С, в течение 1 ч) туляремийных микробов в концентрации 1 ( 1010 м.к./мл или тулярина для накожного применения в 5 % растворе цитрата натрия, а во 2-ю лунку (контроль) предварительно вносят 0,1 мл 5 % цитрата натрия. Планшет помещают на 2 ч в термостат при 37 оС. Затем по 0,02 мл из каждой лунки переносят в соответствующие лунки, содержащие 0,4 мл 3 % уксусной кислоты, подкрашенной до светло голубого цвета метиленовой синькой. Количество лейкоцитов подсчитывают в камере Горяева без учета разрушенных или собравшихся в кучки клеток.

Коэффициент лейкоцитолиза вычисляют по формуле:

К=(Nк-Nо)/Nк, х 100                                                                                 (1)

где К – коэффициент лейкоцитолиза (в %), No - количество лейкоцитов в опыте, Nк - количество лейкоцитов в контроле.

Учет результатов проводят по следующей шкале:

К = 15 % и ниже - отрицательный или сомнительный результат;

К =16-20 % - слабоположительный результат;

К =21-30 % - положительный результат;

К = 30 % и выше - резко положительный результат.
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Бруцеллез – зоонозное заболевание, при котором основным источником инфекции для людей являются больные сельскохозяйственные животные. Возбудитель бруцеллеза относится к роду Brucella, который входит в группу грамотрицательных, аэробных/микроаэрофильных палочек и кокков (Определитель бактерий Берджи, 1997) к альфа 2 подгруппе класса Proteobacteria. Бруцеллы являются грамотрицательными, факультативными внутриклеточными патогенами, вызывающими заболевание у большого числа животных и человека. Род Brucella состоит из 7 самостоятельных видов, различающихся по биохимическим, метаболическим, антигенным и вирулентным характеристикам: Brucella melitensis (преимущественно поражает коз и овец, возможна миграция на крупный рогатый скот и свиней), Brucella abortus (вызывает аборты и орхиты у крупного рогатого скота), Brucella suis (поражает свиней), Brucella neotomae (выделяется от грызунов), Brucella ovis (вызывает эпидидимиты и аборты у овец), Brucella canis (инфицирует собак) и недавно выделенный вид Brucella maris (поражает морских млекопитающих)
. Некоторые виды бруцелл подразделяют на биовары. Для B.melitensis известны 3 биовара, для B.suis - 5 биоваров, и 9 биоваров для B.abortus. B.maris подразделяют на 2 биовара -  cetaceaе (выделяют от китообразных) и pinnipediae (выделяют от ластоногих). 

Заболевания людей преимущественно вызывают B.melitensis, B.abortus и B.suis биовары 1-4, реже B.canis или B.maris.
Бруцеллез у людей протекает в виде системного заболевания с вовлечением в процесс многих органов и систем и широким спектром иногда слабо выраженных симптомов. Заболевание начинается, как правило, с острой лихорадки с неспецифическими гриппо-подобными проявлениями, склонно к хронизации и появлению осложнений в виде артритов, спондилитов,  эндокардитов, менингитов, нейропатии, васкулитов, нефритов, лимфоаденопатии. 

Большинство случаев заражения людей бруцеллезом происходят при непосредственном контакте с инфицированными животными или при употреблении в пищу не пастеризованных молочных продуктов, контаминированных бруцеллами.

Больной бруцеллезом человек как источник инфекции опасности практически не представляет, однако отмечались редкие случаи инфицирования при пересадке костного мозга, переливании крови и половым путем.

Характеристика возбудителя. Бруцеллы всех видов мало отличимы друг от друга по морфологическим признакам. Это микроорганизмы шаровидной, овоидной или палочковидной формы, расположены одиночно, парами, короткими цепочками, небольшими скоплениями. Размеры микробной клетки в среднем составляют 0,3-0,6 мкм для кокковых форм и 0,5-0,7×0,6-1,5 мкм – для палочковидных. Спор, капсул не образуют, неподвижны. Окрашиваются всеми анилиновыми красителями, грамотрицательны. Бруцеллы обладают высокой инвазивностью и успешно размножаются в полиморфно-ядерных лимфоцитах и макрофагах [Smith L.D. and Ficht T.A., 1990]. 

Геном В.melitensis, В.abortus, В.ovis, В.neotomae и В.suis биовара 1 представлен двумя кольцевыми молекулами ДНК размером 2100 т.п.н. и 1500 т.п.н. Оба репликона определяют метаболические и репликативные функции и, следовательно, являются хромосомами, а не плазмидами (Michaux S. et al., 1993; Jumas-Bilak E. et al., 1995). В. suis биоваров 2 и 4 имеет две хромосомы размером 1850 т.п.н. и 1350 т.п.н., а В. suis  биовара 3 – одну размером 3100 т.п.н.  (Jumas-Bilak E. et al., 1998). С хромосомой интегрированы фрагменты фаговой ДНК и мобильные генетические элементы транспозоны [Halling S.M., Peterson-Burch B.D., Bricker B.J., et all, 2005]. Молекулярная масса ДНК возбудителя бруцеллеза равна 2,37×103 МДа, с содержанием ГЦ пар 58-59 % (Verger J.M. et al., 1985).
Наиболее изучены геномы трех видов бруцелл - В.melitensis, В.abortus и В.suis, которые очень близки по своей структуре, организации и нуклеотидной последовательности.  Геном В. abortus содержит 3296 генов, В.melitensis – 3197 генов и В.suis – 3388 генов [Halling S.M., Peterson-Burch B.D., Bricker B.J., et all, 2005], при этом гомология по аминокислотным последовательностям составляет более 99%.
Это согласуется с полученными ранее данными о том, что степень гомологии нуклеиновых кислот разных видов и биотипов бруцелл, независимо от S-, R- и SR-диссоциации и естест​венной L-трансформации, составляет 88-100% [Hoyer B.N., 1968, 1968; Verger J.M., 1985, 1987; Коромыслов В.И., 1986; Мельниченко В.И., 1987; Толмачева Т.А., 1988; Артюшин С.К., 1989].
Бруцеллы не имеют таких распространенных факторов патогенности как капсула, пили, фимбрии, жгутики, экзотоксины и токсины, кодируемые профагами, секретируемые протеазы и цитолизины, а также плазмиды [DelVecchio V.G., Kapatral V., Redkar R.J., 2002, Paulsen, I.T., Seshadri R., Nelson K.E., 2002]. Сравнение полных нуклеотидных последователностей ДНК штаммов патогенных и непатогенных для человека видов бруцелл, проводимое с целью обнаружения факторов вирулентности, выявило отсутствие у непатогенных видов девяти областей генома, кодирующих протеины, преимущественно с неизвестными функциями, которые, как предполагают, могут быть связаны с патогеннтстью [Rajashekara G., Glasner J.D., Glover D.A., 2004].  
Возбудитель бруцеллеза очень медленно растет на питательных средах, особенно его первые генерации. Оптимальные условия роста – рН 6,6-7,2, температура – 35-37 оС. Бруцеллы аэробы, микроорганизмы видов B.ovis и первые генерации B.abortus при культивировании испытывают потребность в углекислоте (10 %). Добавление сыворотки крови и крови в питательные среды стимулирует рост микроорганизмов. 

У бруцелл наиболее изученными и важными для лабораторной диагностики являются ферменты уреаза (уровень ее продукции значительно колеблется в зависимости от вида возбудителя), гиалуронидаза, амилаза, липаза, фосфатаза, каталаза, цитохромоксидаза, гемолитическая активность отсутствует. Возбудитель бруцеллеза разных видов обладают неодинаковой способностью к продукции сероводорода. Бруцеллы обладают различной степенью резистентности к бактериостатическому действию красителей (основного фуксина и тионина). По серологическим свойствам виды бруцелл различаются с помощью антигенов М (превалирует у B. melitensis) и А (B. abortus, B. suis). Отмечено наличие выраженного антигенного родства у B. abortus и Y. еnterocolitica О9.

Возбудитель бруцеллеза обладает общей для неспорообразующих бактерий устойчивостью к воздействию окружающей среды, способен длительное время сохраняться в различных субстратах. В молоке по данным разных авторов бруцеллы остаются жизнеспособными в течение 45-327 дней, в брынзе, приготовленной из инфицированного молока, сохраняемой при температуре 11-14 оС в условиях кислотности (26-50о Т) и засоленности (5-11,5%) - в течение 45 дней. В овечьей шерсти жизнеспособные бруцеллы сохраняются в пределах от 1,5 до 4 мес. В естественных условиях во влажной почве и в навозе бруцеллы могут переживать свыше 2 мес. Во влажной среде при температуре 55 оС возбудитель бруцеллеза погибает через 60 мин, при 60 оС через 30 мин, при 70 оС через 10 мин, при кипячении – моментально. Сухой жар (90 – 95 оС) убивает бруцелл в течение часа. При низких температурах бруцеллы сохраняют жизнеспособность при температуре минус 5-8°С в течение 35 дней, а при минус 20 оС – в течение 20 дней. Под действием солнечного света бруцеллы погибают в сроки от нескольких минут до 7—8 дней в зависимости от интенсивности инсоляции, атмосферных условий и т. д. 

В отношении различных дезинфицирующих веществ бруцеллы оказываются очень чувствительными. Так, 2% карболовая кислота, 1% креолин и 0,5% лизол, 0,2—1% хлорная известь, 0,1% марганцовокислый калий, 0,2% формалин, 0,1 % риванол, 0,01% хлорамин и 0,01% малахитовая зелень убивают бруцелл в течение нескольких минут. 

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА БРУЦЕЛЛЕЗА

Лабораторная диагностика бруцеллеза проводится согласно Методическим указаниям «Профилактика и лабораторная диагностика бруцеллеза людей (МУ 3.1.7.1189-03). Лабораторная диагностика бруцеллеза предусматривает индикацию бруцелл в объектах окружающей среды и в патологическом материале; выделение, идентификацию и типирование возбудителя; определение специфических антител и антигенов в сыворотке крови больных и лиц, подозрительных на заражение бруцеллезом. 

Материалом для исследования от людей является: кровь, костный мозг, спинномозговая жидкость, моча, желчь, суставная жидкость (при артритах), гной (при абсцессах). От животных исследуют абортированные плоды, плодные оболочки или желудок плода с его содержимым, лимфатические узлы, влагалищные выделения, молоко. Для исследования могут быть использованы пищевые продукты (сливки, сыры, творог, мясо), а также объекты внешней среды (вода, почва, навоз). Анализ проводят с помощью бактериологического, биологического, серологического, аллергического и молекулярно-генетического методов (рис.1). 























Рис. 1. Схема лабораторной диагностики бруцеллеза










Рис. 1. Схема лабораторной диагностики бруцеллеза (продолжение)



СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИНДИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ БРУЦЕЛЛЕЗА

Для быстрого обнаружения возбудителя бруцеллеза в первичных посевах, пищевых продуктах, воде и патологическом материале рекомендуются следующие методы: микроскопия препаратов окрашенных по Граму или Козловскому, МФА, ИФА, ПЦР и РНАт, каждый из которых обладает определенным уровнем чувствительности и скоростью получения результатов (табл. 1).

Таблица 1

Сравнительные данные по чувствительности методов индикации бруцелл

	Наименование метода исследования
	Чувствительность метода
	Сроки получения 

результата

	МФА
	1×105-1×106 м.к./мл
	1-2 ч

	РНАт
	1×105-1×106 м.к./мл
	3-4 ч

	ИФА
	1×103-1×104 м.к./мл или 1-5 нг/мл растворимого антигена
	4-5 ч

	ПЦР
	1×102-1×103 м.к./мл
	4-6 ч


Бактериоскопия мазков

Бактериоскопия относится к экспресс-методам диагностики бруцеллеза и используется для обнаружения бруцелл в органах абортированного плода, в плаценте и выделениях из родовых путей абортировавших животных, в пищевых продуктах, воде и патологическом материале, а также на этапе идентификации штаммов-изолятов бруцелл.

Выявление бруцеллезного микроба проводят в мазках, окрашенных по Граму и по Козловскому.

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Данный метод позволяет обнаружить возбудитель бруцеллеза через 1-2 ч после начала исследования, однако положительный результат может быть получен лишь при наличии в исследуемом материале сравнительно высокой концентрации микроорганизмов (не менее 1×105-1×106 м.к./мл) (Желудков М.М., 1988). Поэтому при исследовании нативного материала предварительно проводят концентрирование бактерий путем центрифугирования, фильтрации через мембранные фильтры или агглютинации диагностической бруцеллезной поливалентной сывороткой.

В качестве сертифицированного препарата для окрашивания мазков используют иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие бруцеллезные сухие для диагностических целей (ИДБЛ) выпускаемые «Медгамал» (НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН, Москва). Результат оценивается по интенсивности свечения. Специфическим считается свечение на 3-4 креста по периферии микробной клетки, центральная часть клетки при этом остается неокрашенной. В каждом поле зрения должны выявляться не менее 2-3 микробных клеток.

Кроме МФА используется также непрямой МФА (НМФА). На первом этапе мазок обрабатывается бруцеллезной агглютинирующей сывороткой, на втором – люминесцирующей антивидовой сывороткой (к глобулинам того вида животного, из крови которого получена агглютинирующая сыворотка). Этот метод может быть рекомендован для быстрой серологической дифференциации первых биоваров видов B. abortus и B. melitensis, выявления диссоциированных (R-форм) бруцелл (Циганкова Р.Е.: Ав.св. 1671309)

С целью повышения чувствительности МФА разработан способ индикации возбудителя бруцеллеза, предполагающий предварительное подращивание исследуемого материала в организме биопробных животных (Лямкин Г.И.с соавт., 1993; Щедрин В.И.: Ав.св. 1565238). При этом подкожно белым мышам в область спины вводят 0,5-1,0 мл суспензии исследуемого материала в 0,9 % растворе натрия хлорида, которую предварительно смешивают с гепаринизированной кровью в соотношении 1:0,5-1:0,7. К приготовленной смеси из расчета на одно животное добавляют 0,5 мл куриного желтка, 5-7 мг кортизона и 90-120 мг сухого молока. Из содержимого, полученного из места введения, готовят мазки, которые окрашивают ИДБЛ (Щедрин В.И., Лямкин Г.И. Патент РФ № 2093580).. Применение предложенного способа позволяет обнаружить клетки возбудителя бруцеллеза при их минимальной концентрации в исследуемом материале.

МФА используется при исследовании фильтратов и центрифугатов проб воды, почвы и молока, а также на этапе идентификации выделенных культур бруцелл. Метод может применяться для исследовании патологического материала от людей и животных.

Положительный результат МФА при соответствующих клинических, патологоанатомических, эпидемиологических и эпизоотологических данных позволяет дать предварительный положительный ответ.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Метод используется для выявления бруцеллезного антигена в различных биологических объектах, а также в пробах из объектов окружающей среды, пищевых продуктах. ИФА отличается высокой чувствительностью (1×103-1×104 м.к./мл или 1-5 нг/мл растворимого антигена) и специфичностью. Результат анализа можно получить через 4-5 ч от начала исследования.

Реакцию проводят с экспериментальной тест-системой иммуноферментной пероксидазной для определения возбудителя бруцеллеза, выпускаемой предприятием по производству бактериальных препаратов НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН (г. Москва) и Ставропольским НИПЧИ, в соответствии с инструкцией по применению. 

Полимеразная цепная реакции (ПЦР)

Преимуществом данного метода по сравнению с бактериологическим является возможность индикации и идентификации возбудителя бруцеллеза в течение короткого промежутка времени (4-6 ч). Отсутствие перекрестных реакций с ДНК E. coli, V. cholerae, F. tularensis,                      Y. enterocolitica 09, Y.pestis EV, S. Typhimurium и другими микроорганизмами обусловливает его специфичность. Кроме того, при тестировании материала от животных, ПЦР обладает преимуществом по диагностической чувствительности [Скляров О.Д., Яцышина С.Б., Шумилов К.В., 2004].

Современные методические подходы подготовки образцов для проведения ПЦР позволяют осуществлять выявление возбудителя бруцеллеза в биологическом материале от животных (кровь, молоко, плацента и плодовые оболочки от абортировавших животных, материал от абортированного плода, содержимое бурс и гигром, лимфатические узлы паренхиматозные органы, семенники), в пробах клинического материала (кровь, сыворотка крови, пунктат из лимфоузлов, синовиальная жидкость), в объектах окружающей среды (вода, почва, смывы), в пищевых продуктах (молоко, кисломолочные продукты, не подвергавшиеся пастеризации).

Регламентированным методом выделения ДНК при подготовке проб к ПЦР-анализу является метод нуклеосорбции в присутствии высокомолярного гуанидинтиоцианата (МУ 1.3.1794-03 «Организация работы методом ПЦР материала, инфицированного микроорганизмами I-II групп патогенности»). Эффективность экстракции ДНК показана при использовании:

- фенол-хлороформовой экстракции (набор для обработки клинических проб сывороток крови, ЗАО «Ниармедик ПЛЮС», г. Москва);

- нуклеосорбции ДНК в присутствии иодида натрия после обработки образца детергентом SDS (набор реагентов для выделения ДНК, НИИ микробиологии МО РФ г. Киров) (Шарова И.Н. c соавт., 2000);

- щелочного метода (МР, Иркутск 1997, Alton G.G. et al.);

- лизиса клеток раствором иодида натрия с последующей обработкой изопропанолом (Елов А.А. с соавт., 2000).

ПЦР-анализ проводят с использованием разрешенных к применению тест-систем в соответствии с инструкцией по применению диагностических препаратов. В настоящий момент зарегистрирована и разрешена к применению тест-система для выявления ДНК Brucella spp. методом полимеразной цепной реакции «ГенБру», выпускаемой РосНИПЧИ «Микроб» (г. Саратов), подана на регистрацию нормативная документация на набор реагентов «АмплиСенс Brucella spp.-FL» (ФГУН ЦНИИЭ, Москва) для выявления ДНК микроорганизмов рода Brucella методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией.
При оценке результатов ПЦР следует учитывать, что праймеры, используемые в тест-системе, обеспечивают амплификацию специфичных фрагментов ДНК всех видов бруцелл, в т.ч. и вакцинных штаммов. 

Реакция нейтрализации антител (РНАт)

Эта реакция основана на нейтрализации специфических антител антигеном, находящимся в исследуемом материале, и лишении сыворотки способности агглютинировать эритроциты, сенсибилизированные гомологичным антигеном.

Метод применяется для обнаружения бруцеллезного антигена в патологическом материале, объектах внешней среды и пищевых продуктах. При исследовании патологического материала с помощью РНАт возможно выявление бруцелл и их растворимых антигенов в значительно большем проценте случаев, чем при бактериологическом и биологическом методах. 

Время проведения анализа составляет 3-4 ч., чувствительность метода - 1×105-1×106 м.к./мл.

При постановке РНАт используют следующие ингредиенты: эритроцитарный бруцеллезный антигенный диагностикум, гипериммунную бруцеллезную сыворотку, нормальную кроличью сыворотку или твин-80. Эти компоненты входят в комплект к диагностикуму эритроцитарному бруцеллезному антигенному сухому. Для контроля применяют бруцеллезный антиген, в качестве которого можно использовать бактериальную взвесь убитой культуры бруцелл в S-форме, в концентрации 5×108 м.к./мл.

Реакцию проводят в полистироловых планшетах макро- и микрометодом. Результат учитывают после инкубации планшет при температуре 18-20 оС в течение 2 ч.

БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД

Бактериологический метод диагностики бруцеллеза как у людей, так и у сельскохозяйственных животных является обязательным, однако отрицательные результаты исследования не дают основания для полного исключения наличия инфекции. Окончательный диагноз в этом случае ставится по совокупности клинико-эпидемиологических данных, результатов серологического, молекулярно-генетического исследования и аллергической пробы.

В качестве питательных сред для выделения и культивирования бруцелл применяют мясо-пептонный печеночный, глюкозо-глицериновый, сывороточно-декстрозный, эритрит-агары, агары Мартена и Альбими, среду «Д», бульоны: мясо-пептонный печеночный, глюкозо-глицериновый, Мартена, Альбими (рН сред 6,8-7,4; оптимум 7,2).

При исследовании материала, контаминированного посторонней микрофлорой, к питательным средам добавляют ингибиторы: генцианвиолет (из расчета 1:200000). С этой целью также добавляют различные антибиотики, к которым бруцеллы нечувствительны или малочувствительны, в частности, полимиксин – 3 мкг/мл и амфоглюкамин – 3 мкг/мл; или 2500 ЕД/л бацитрацина, 6000 ЕД/л полимиксина В сульфата, 100 мг/л циклогексамидина (Alton G.G.).

Комитет экспертов ФАО/ВОЗ по бруцеллезу рекомендует следующую пропись для подавления роста посторонней микрофлоры: полимиксин В – 6 мг/л, бацитрацин – 25 мг/л, амфотерицин В – 1 мг/л, циклогексимид – 100 мг/л, Д-циклосерин – 100 мг/л, налидиксовая кислота – 5 мг/л, ванкомицин – 20 мг/л (Joint FAO/WHO Expert Committee on Brucellosis, 1986).

Характерной особенностью возбудителя бруцеллеза является медленный рост на питательных средах, особенно в первой генерации. При исследованиях крови, костного мозга, мочи бактериологическим методом выделение культуры бруцелл возможно через 5-10, а иногда через 20-30 сут. после посева материала. При этом первые генерации культур вида B. ovis и B. abortus способны расти только при избыточном (5-10 %) содержании углекислоты в атмосфере.

Исследование крови больного – посевы рекомендуется проводить во время лихорадочного периода до начала лечения антибиотиками, однако не исключена возможность получения гемокультуры и при нормальной температуре. Общепринятым методом получения гемокультур является посев по методу Кастанеда, при котором кровь, взятую из локтевой вены в объеме 10 мл, засевают у постели больного в емкости с бифазной средой. Среда представляет собой скошенный во флаконе емкостью 100-200 мл агар (30-50 мл) с бульоном (25-30 мл). Кровь обычно вносят по 5 мл на поверхность агара в два флакона, один из которых инкубируют при повышенном (5-10 %) содержании углекислоты (в эксикаторе), а другой – в обычной атмосфере воздуха при температуре 37 0С.

Начиная с 4-го дня, посевы просматривают, и при отсутствии роста культуры поверхность агара орошают бульоном. При положительном результате на поверхности агара выявляются колонии бруцелл, которые отбирают для дальнейшей идентификации и дифференциации.

Если в течение месяца рост бруцелл не обнаруживается, то производят контрольный высев из бульона на плотную питательную среду.

В последнее время в практике работы бактериологических лабораторий центров гигиены и эпидемиологии получила применение среда транспортная для выделения бруцелл (жидкая) (Инструкция по изготовлению и контролю. Ставрополь, 1994). Использование ее позволяет совместить этапы транспортировки крови в лабораторию и подращивания нативного материала. Среда представляет собой бульон Альбими, содержащий 0,5 % натрия лимоннокислого, 1 % глюкозы, 0,5 % натрия хлорида, 2 % глицерина, разлитый по 5 мл в 15 мл флаконы. 

Исследуемая кровь в количестве 5 мл, взятая шприцем стерильно из локтевой вены больного, вносится той же иглой во флаконы со средой через предварительно обработанную спиртом резиновую пробку. Хранить засеянные флаконы до отправки можно в течение 2-х недель в зависимости от конкретных условий: в термостате, при комнатной температуре или в холодильнике. В бактериологической лаборатории содержимое флакона высевают на плотные питательные среды или во флаконы для выращивания по методу Кастанеда, после чего один флакон помещают в термостат при температуре 37 0С на 7-10 сут в условиях избыточного содержания углекислоты, а другой - при нормальной атмосфере воздуха. При появлении на поверхности агара колоний бруцелл, последние снимают петлей и пересевают на плотные питательные среды для дальнейшего изучения.

Описанные методики для получения гемокультур полностью применимы при исследовании объектов, не контаминированных посторонней микрофлорой (спинномозговая жидкость, костный мозг и пр.).

Гемокультуру можно получить и микрометодом. Для этого берут кровь из пальца 0,2-0,3 мл и вносят ее в пробирку с 1 мл дистиллированной воды. Форменные элементы крови разрушаются под влиянием осмотического давления, и создается питательная среда для бруцелл.

При бактериологическом исследовании проб из окружающей среды и пищевых продуктов необходимо последовательное проведение следующих этапов:

·  перевод в жидкую фазу: суспендирование в 0,9 % растворе натрия хлорида или бульоне (почва, пищевые продукты);

·  концентрация возбудителя в исследуемом материале путем центрифугирования при 3000 об/мин в течение 2 ч, фильтрация или добавление специфической бруцеллезной агглютинирующей сыворотки в соотношении 1:100;

·  посев на плотные питательные среды.

Бактериологический метод при исследовании данного материала является дополнительным этапом. Часто возбудитель бруцеллеза выделяется только через биопробу.

ПОСТАНОВКА БИОЛОГИЧЕСКОЙ ПРОБЫ

Одновременно с бактериологическим методом осуществляют заражение биопробных животных. При исследовании материала, контаминированного посторонней микрофлорой (органы трупа, выделения больного, материал от сельскохозяйственных животных, диких грызунов, пищевые продукты, вода, почва и пр.), или материала с небольшой концентрацией бруцелл для постановки биологической пробы используют морских свинок (250-300 г) или белых мышей (17-20 г). Исследуемый материал вводят подкожно в паховую область в дозах не более 0,5 мл для мышей или 1,0 мл – для морских свинок.

При исследовании крови или другого материала, не содержащего посторонней микрофлоры, заражение биопробных животных производится внутрибрюшинно. Рекомендуется исследуемый материал вводить одновременно 6 мышам и 2 морским свинкам.

На 30-й день после заражения одну морскую свинку умерщвляют и подвергают бактериологическому исследованию. При отрицательном результате еще через 15 дней вскрывают вторую морскую свинку с последующим бактериологическим исследованием. При вскрытии в обоих случаях забирают кровь из сердца для определения нарастания титра специфических антител.

Из 6 белых мышей 3 вскрывают на 21-е сут после введения исследуемого материала и 3 – через 30 дней после заражения.

У биопробных животных бактериологическим методом исследуют паховые, аксиллярные, подчелюстные, шейные, парааортальные лимфатические узлы, печень, селезенку, кровь, мочу, костный мозг. Поскольку бруцеллы внутриклеточные паразиты, то перед посевом на питательные среды необходимо разрушить ткани органов. Кусочки органов помещают в пробирку, стерильной деревянной палочкой ткань органа раздавливают о стенку пробирки с питательной средой и этой же палочкой производят посев на скошенный агар. 

Посевы выдерживают при температуре 37 0С в течение 25-30 сут. Просмотр посевов производят каждые 3-4 сут.

ИДЕНТИФИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ БРУЦЕЛЛЕЗА

Выделенная одним из указанных способов культура возбудителя бруцеллеза подлежит идентификации, которая включает изучение морфологии колоний, микроскопию препаратов, окрашенных по Граму или Козловскому, люминесцентную микроскопию и пробу со специфической бруцеллезной поливалентной агглютинирующей сывороткой в реакции агглютинации на стекле. Идентификацию культур можно также проводить методом ПЦР с использованием разрешенных к применению диагностических препаратов.

Идентификация выделенных культур
·  морфология колоний;

·  микроскопия препаратов, окрашенных по Граму или Козловскому;

·  МФА;

·  проба с бруцеллезной поливалентной сывороткой.
Внутриродовое и внутривидовое типирование возбудителя (дифференциация)
·  отношение к избыточному содержанию углекислоты в воздухе;

·  способность к образованию сероводорода;

·  редуцирующая активность в отношении красителей (тионин, основной фуксин);

·  агглютинация моноспецифическими бруцеллезными сыворотками (anti-abortus, anti-melitensis);

·  чувствительность к бруцеллезным бактериофагам;

· ПЦР с родовыми и видовыми праймерами.
Комплексная серо-аллергологическая диагностика бруцеллеза у больных людей
·  пластинчатая реакция агглютинации (Хеддльсона);

·  объемная реакция агглютинации (Райта);

·  антиглобулиновая проба (реакция Кумбса);

·  РНГА;

·  ИФА;

·  внутрикожная проба со специфическим бруцеллезным аллергеном (бруцеллином).

Морфология колоний. Колонии бруцелл в S-форме на агаре бесцветные, выпуклые с гладкой поверхностью, в проходящем свете прозрачны, в отраженном свете имеют янтарный оттенок. С возрастом колонии постепенно мутнеют.

Величина колоний различна: от относительно крупных (3-4 мм в диаметре) до точечных (0,05-0,1 мм).

Различные факторы (рН питательной среды, влажность, наличие бактериофага и др.), влияющие на биологию культуры, могут привести также к изменению внешнего вида колоний (диссоциация в R-, RS-, M- и L-формы).

Микроскопия окрашенных препаратов. При окраске по Граму бруцеллы окрашиваются в розовый цвет (грамотрицательны); по Козловскому – в розовый или красный, а остальные бактерии приобретают зеленое или синее окрашивание.

При использовании МФА в положительных случаях наблюдается специфическое свечение на 3-4 креста по периферии микробной клетки, центральная часть при этом остается неокрашенной.

Проба с диагностической бруцеллезной поливалентной сывороткой. Для быстрой предварительной идентификации бруцелл ставят реакцию агглютинации (РА) на стекле. На чистое и обезжиренное предметное стекло наносят каплю диагностической бруцеллезной поливалентной сыворотки производства ООО «Медис-2» (Ростовский НИПЧИ, экспериментально-производственные серии), разведенной 1:25 0,9 % раствором натрия хлорида, в которой эмульгируется одна петля исследуемой культуры. В положительных случаях в течение 1 мин наступает агглютинация с образованием хорошо выраженных хлопьев, в отрицательных – суспензия остается гомогенной. Для контроля исследуемую культуру эмульгируют в 0,9 % растворе натрия хлорида.

Для культур бруцелл видов B. ovis и B. canis, а также для культур других видов и биоваров бруцелл, находящихся в R-форме, для реакции агглютинации используют бруцеллезной моноспецифическую anti-R сыворотку, разведенную 1:10 0,9 % раствором натрия хлорида. Постановка реакции аналогична РА на стекле. В положительных случаях в течение 3 мин наступает агглютинация с образованием хорошо выраженных хлопьев, в отрицательных – суспензия остается гомогенной.

ИДЕНТИФИКАЦИЯ L-ФОРМ БРУЦЕЛЛ

Для определения принадлежности выделенных L-культур к роду Brucella можно использовать следующие методы: изучение характера роста и морфологии колоний, микроскопия нативных препаратов, проба со специфической сывороткой в реакции агглютинации на стекле, а также их способность к росту на специфической питательной среде с пенициллином.

Характер роста и морфологии L-форм бруцелл

L-колонии бруцелл могут быть изолированными или в виде нежного сплошного налета. Колонии от 2 до 3 мм имеют золотистый цвет, слизистую консистенцию, часто врастают в агар. При просмотре через бинокулярную лупу МБС-1 L-колонии имеют вид "яичницы" – плотный центр и ажурные светлые края.

Микроскопия нативных препаратов

Для изучения морфологии L-клеток отбирают характерные колонии и из них готовят нативные препараты: на предметное стекло наносят каплю физиологического раствора, в которой эмульгируют одну каплю исследуемой культуры, закрывают покровным стеклом, края заливают парафином и просматривают в световом микроскопе в фазовом контрасте с иммерсией.

По морфологии L-формы бруцелл представляют собой полиморфные клетки в виде шаров, грушевидных и неправильной формы тел от 1 до 6 мкм с цитоплазмой разной оптической плотности с вакуолями и зернистостью. Зерна-гранулы могут располагаться как внутри крупных клеток, так и лежать свободными зернистыми массами. В препарате могут находиться клетки от 0,2 до 0,5 мкм гетероморфные или близкие по морфологии к нормальным клеткам бруцелл.

Проба со специфической сывороткой

L-культуры бруцелл сохраняют антигенное родство с исходными штаммами бруцелл. Для предварительной быстрой идентификации L-культур бруцелл ставят реакцию агглютинации на стекле со специфической агглютинирующей поливалентной антисывороткой в разведении 1:25 (Михайлов Л.М., Калиновский А.И., Андреевская Н.М. и др., патент № 2242765, 2003 г.) Необходимо учитывать, что L-культуры бруцелл очень плохо эмульгируются, что затрудняет учет реакции. Поэтому рекомендуется сначала петлю культуры тщательно растереть стеклянной палочкой в небольшом количестве физиологического раствора и после этого каплю эмульсии перенести в каплю специфической сыворотки на предметном стекле и параллельно в каплю нормальной сыворотки или физиологического раствора в качестве контроля.

Скорость специфической реакции агглютинации может быть только замедленной. Характер агглютината при положительной реакции обычен.

ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНЫЕ ТЕСТЫ
В связи с тем, что род Brucella является неоднородным, после идентификации штаммов-изолятов производится их дифференциация по видам и биоварам. Поскольку для культур возбудителя бруцеллеза свойственно явление диссоциации, а представители видов B. canis и B. ovis в природе циркулируют только в R-форме, этапу дифференциации предшествует определение степени диссоциации с использованием следующих тестов: проба с трипафлавином, реакция термопреципитации, проба Уайт-Вильсона.

Проба с трипафлавином. На предметном стекле ставят РА исследуемой культуры с солевым (0,85 %) раствором трипафлавина 1:500. У диссоциированных культур в течение 1-2 мин наступает агглютинация с образованием хорошо выраженных хлопьев. Взвесь S-форм бруцелл остается гомогенной.

Реакция термопреципитации. Взвесь 2-х суточной агаровой культуры бруцелл в 0,9 % растворе натрия хлорида в концентрации 1×109 м.к./мл подогревают в пробирке на водяной бане при температуре 90 0С в течение 30 мин и оставляют при комнатной температуре. Результаты учитывают через 30, 60 мин и окончательно через 24 ч. В эти сроки при наличии диссоциации наступает ясно выраженная агглютинация клеток бруцелл, тогда как суспензия бруцелл недиссоциированных S-штаммов остается гомогенной.

Проба Уайт-Вильсона. Данная проба основана на способности диссоциированных колоний окрашиваться кристаллическим фиолетовым. Для постановки пробы на агаровую пластинку производят посев взвеси исследуемой культуры в концентрации, позволяющей получить изолированные колонии.

Краску в разведении 1:2000 (водный раствор) наслаивают пастеровской пипеткой на агаровую пластинку и выдерживают в течение 5 мин, после чего краску отбирают при помощи пипетки. При этом S-колонии остаются неокрашенными, а диссоциированные – принимают окраску красителя: от темно-фиолетового до светло-синего. Колонии в S-форме подлежат дальнейшему изучению.

Дифференциацию проводят с культурами возбудителя бруцеллеза, находящимися в стабильной S-форме. Выделение культуры в диссоциированной форме предполагает перевод ее в стабильную S-форму путем пассажа на плотных питательных средах или через биопробных животных. 

Тестами дифференциации бруцелл являются: отношение к избыточному содержанию углекислоты в атмосфере воздуха; продукция сероводорода; способность редуцировать основные красители (фуксин и тионин); агглютинация моноспецифическими сыворотками anti-abortus и anti-melitensis; лизис бруцеллезным диагностическим бактериофагом Тб (МУ 3.1.7.1189-03).

В связи с тем, что применяемые критерии для дифференциации бруцеллезного микроба разнообразны и свойства их колеблются в широких пределах, дифференциация культур возбудителя бруцеллеза проводится одновременно с референтными штаммами бруцелл 1 биовара трех видов: B. melitensis 16-M, B. abortus 544, B. suis 1330.

Отношение к избыточному содержанию углекислоты в воздухе

Культуры бруцелл видов B. suis и B. melitensis растут в аэробных условиях, тогда как первые генерации культур B. abortus и B. ovis удается выделить лишь в присутствии повышенного содержания углекислоты (5-10 %). При последующих пересевах культуры B. abortus утрачивают способность расти при повышенном содержании углекислоты в атмосфере культивирования и растут в обычных условиях.

Способность к образованию сероводорода

В качестве реактива для данного теста применяют насыщенный раствор уксуснокислого свинца, в котором смачивают полоски фильтровальной бумаги.

Взвесь 2-х суточной культуры в концентрации 2×109 м.к./мл засевают петлей диаметром 2 мм на агар, скошенный в пробирке. Сюда же под пробку помещают полоску фильтровальной бумаги, смоченную насыщенным раствором уксуснокислого свинца (полоски можно заготовить заранее и высушить) так, чтобы ее свободный конец не касался посева.

Посевы инкубируют в термостате при температуре 37 0С. Результаты учитывают через каждые 48 ч в течение 7 сут. Показателем интенсивности образования сероводорода является почернение свободного края фильтровальной полоски, которое измеряют в миллиметрах. При каждом учете почерневшую полоску заменяют новой. Для окончательной оценки способности культур к образованию сероводорода все три показателя складываются. Для культур вида B. suis (1 биовар) суммарный показатель составляет примерно 12-20 мм, для B. аbortus (1 биовар) – 5-7 мм, у культур B. neotomae показатель образования сероводорода равен 5-7 мм. Возбудитель бруцеллеза видов B. melitensis, B. ovis, B. canis сероводород не образует.

Редуцирующая активность в отношении красителей

Дифференциацию культур проводят на плотных питательных средах, содержащих основной фуксин (Ф) и тионин (Т). Основные растворы красок готовят в концентрации 1:1000 (0,1 г краски, 20 мл 960 спирта и 80 мл дистиллированной воды). Для приготовления сред к 100 мл охлажденного агара добавляют основной раствор красок для получения необходимой концентрации. Обычно применяют концентрацию красителей 20 мкг/мл. Однако для каждой новой серии красок данная концентрация оттитровывается по отношению к трем основным референтным штаммам бруцелл. Питательную среду с краской разливают по 20-25 мл в каждую чашку и хранят в холодильнике при температуре 4 0С. Среды пригодны для работы в течение 10-14 сут. Обесцвеченные среды не используются.

Взвесь бруцелл готовят из 2-х суточной агаровой культуры в концентрации 2×109 м.к./мл. Посевы производят штрихом на агаровую пластинку, разделенную на сектора, из взвеси петлей диаметром 2 мм. Посевы инкубируют в термостате при температуре 37 0С. Учет результатов проводят через каждые 48 ч в течение 6 сут. Даже слабый рост на среде считают положительным результатом. При этом культуры B. abortus 1 биовара растут на средах с фуксином, на средах с тионином рост отсутствует. Культуры B. suis 1 биовара растут на средах с тионином при отсутствии роста на средах с фуксином. Культуры вида B. melitensis растут на средах, содержащих оба красителя.

Для ускорения анализа можно использовать диски с красками, которые помещают на газон исследуемой культуры на плотной питательной среде.

Агглютинация моноспецифическими (А-, М-, R-) сыворотками

Моноспецифические сыворотки (anti-abortus и anti-melitensis) последовательно титруют в 0,9 % растворе натрия хлорида до их предельного титра (1:10; 1:20; 1:40) в объеме 0,5 мл. В качестве антигена используют взвесь 2-х суточной агаровой культуры бруцелл изучаемых штаммов в концентрации 2×109 м.к./мл в 0,9 % растворе натрия хлорида, которую в объеме 0,5 мл добавляют во все пробирки.

Реакцию ставят с двумя контролями: с эталонными штаммами B. abortus 544 и B. melitensis 16-М. Пробирки со смесью сыворотки и антигена выдерживают в термостате при температуре 37 0С в течение 18-20 ч, а затем при комнатной температуре в течение 2 ч. Реакция считается положительной, начиная с разведения 1:20, но не менее чем на 2 креста.

Агглютинация культур бруцелл моноспецифическими сыворотками anti-melitensis (М), anti-abortus (А) зависит от их биовара (Таблица 3).

Для культур бруцелл видов B. ovis и B. canis, а также для культур других видов и биоваров бруцелл, находящихся в R-форме, для реакции агглютинации используют моноспецифическую anti-R сыворотку, разведенную 1:10 0,9 % раствором натрия хлорида. Постановка реакции аналогична РА на стекле. В положительных случаях в течение 3 мин наступает агглютинация с образованием хорошо выраженных хлопьев, в отрицательных – суспензия остается гомогенной.

Техника постановки пробирочной РА аналогична вышеописанной, при этом начальное разведение моноспецифической anti-R сыворотки – 1:10.

Чувствительность к бруцеллезным диагностическим бактериофагам

В этих тестах используют бактериофаги бруцеллезные диагностические Тб, Bk2, Wb, Fi в диагностическом рабочем титре (ДРТ). Для посева применяют 2-х суточную взвесь агаровой культуры в 0,9 % растворе натрия хлорида в концентрации 2×109 м.к./мл. Посев изучаемых культур осуществляют на полутвердый 1,5 % питательный агар либо «газоном», после чего наносят «дорожкой» бактериофаги, либо полосками петлей диаметром 2 мм, после чего сюда же каплями наносят бактериофаги. Необходимым условием успешной постановки пробы с бактериофагами является подсушивание посева культуры до нанесения бактериофагов.

Результаты учитываются через 36 ч инкубации посевов при температуре 37 0С по следующей системе:

· 4+ – сливной (полный) лизис;

· 3+ – полусливной лизис (незначительный рост культуры в зоне лизиса);

· 2+ – наличие в месте нанесения капли бактериофага свыше 10 негативных колоний;

· 1+ – менее 10 негативных колоний;

· отрицательный результат – отсутствие лизиса.

Положительной считают пробу при оценке не менее чем на 2+. При этом бруцеллы вида B. abortus лизируются всеми четырьмя бактериофагами, B .melitensis – только бактериофагом Bk2, B. suis – Bk2 и Wb, бактериофаг Fi лизирует культуры B. abortus, B. neotomae и частично B. suis. Культуры видов B. ovis и B. canis не лизируются бруцеллофагами (табл. 2).

Таблица 2

Литическая активность бруцеллезных бактериофагов в отношении штаммов бруцелл различных видов
	Вид возбудителя
	Чувствительность к бруцеллезным бактериофагам в ДРТ

	
	Тб
	Wb
	Fi
	Bk2

	B. melitensis
	–
	–
	–
	+

	B. abortus
	+
	+
	+
	+

	B. suis
	–
	+
	(
	+

	B. neotomae
	(
	+
	+
	+


Обозначения: «+» – 100 % лизис культур данного вида, «(» – частичный лизис культур данного вида, «–» – отсутствие лизиса

В Ставропольском НИПЧИ разработан способ идентификации культур рода Brucella с использованием бактериофага (Ляпустина Л.В., Проценко С.Л. Патент № 2010853), позволяющий при минимальных затратах значительно расширить объем исследований и повысить чувствительность за счет соединения в реакционной смеси бактериофага и взвеси культуры бруцелл в фосфатном буфере (рН 7,2-7,4), содержащем соли CaSO4 и MgSO4 в концентрации 0,01-0,001 каждой и инкубации в течение 20-30 мин при температуре 36-38 0С до нанесения на плотную питательную среду.

Для ускорения анализа можно использовать диски фильтровальной бумаги, импрегнированные бактериофагами, которые помещают на газон исследуемой культуры на плотной питательной среде.

Перечисленные методы позволяют определить род, вид и биовар возбудителя бруцеллеза. Однако для более точного установления биовара проводится изучение окислительно-метаболической активности в отношении 12 субстратов (L-аланин, L-аспарагин, L-глутаминовая кислота, L-аргинин, L-цитрулин, DL-орнитин, L-лизин, D-рибоза, D-ксилоза, D-галактоза, D-глюкоза, i-эритритол) (FAO/WHO, 1986).

Таким образом, процесс дифференциации культур возбудителя бруцеллеза является трудоемким, длительным и включает целый ряд признаков, по совокупности которых можно судить о принадлежности культур к тому или иному виду и биовару рода Brucella (табл. 3).

Таблица 3

Дифференциальные свойства видов и биоваров бактерий рода Brucella
	Виды бруцелл
	Биовар
	Референтные штаммы
	Потребность в СО2
	Продукция Н2S
	Рост на средах, содержащих
	Агглютинация моноспецифическими сыворотками
	Лизис фагами в ДРТ
	Основные хозяева

	
	
	
	
	
	Т
	Ф
	А
	М
	R
	Тб
	Wb
	Fi
	Bk
	

	B. melitensis
	1
	16-М
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	-
	-
	(-)
	-
	+
	овцы, козы

	
	2
	63/9
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	(-)
	-
	+
	

	
	3
	Ether
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	(-)
	-
	+
	

	B. abortus
	1
	544
	(+)
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	крупный рогатый скот

	
	2
	86/8/59
	(+)
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	

	
	3
	Tulya
	(+)
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	

	
	4
	292
	(+)
	+
	-
	(+)
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	

	
	5
	B-3196
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	

	
	6
	870
	-
	(+)
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	

	
	9
	C-68
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	

	B. suis
	1
	1330
	-
	+
	+
	(-)
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	±
	свиньи

	
	2
	Thomsen
	-
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	±
	свиньи, зайцы

	
	3
	686
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	±
	свиньи

	
	4
	40
	-
	-
	+
	(-)
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	±
	северные олени

	
	5
	513
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	
-
	+
	+
	±
	мышевидные грызуны

	B. neotomae
	
	5K33
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	±
	+
	+
	+
	кустарниковые крысы

	B. ovis
	
	63/290
	-
	-
	+
	(-)
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	овцы

	B. canis
	
	RM 6/66
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	собаки


В связи с тем, что наибольшее эпидемиологическое значение имеют бруцелл видов B. melitensis, B. abortus, B. suis в Ставропольском НИПЧИ предложено для видовой дифференциации этих штаммов использовать два теста: лизирующую активность бактериофага Тб и определение адениндезаминазной активности возбудителя.

Определение дезаминазной активности бруцелл основано на качественном определении аммиака, образующегося в результате дезаминирования аденина до гипоксантина клетками бруцелл.

Готовят взвесь 2-х суточной агаровой культуры исследуемых штаммов в 1 мл фосфатного буфера до конечной концентрации 3×109 м.к./мл. Пробу делят пополам. В опытную – добавляют 1 мл 1 % раствора аденина, в контрольную – 1 мл дистиллированной воды. После этого пробирки инкубируют в термостате при температуре 37 0С в течение 24 ч и добавляют в каждую из них по 0,2 мл реактива Несслера.

Учет результатов производят визуально по изменению окраски содержимого пробирок непосредственно после добавления реактива Несслера. Если исследуемая культура не обладает дезаминазной активностью в отношении аденина (отрицательная проба) – раствор обесцвечен или слегка окрашен в желтовато-зеленый цвет, как и в контроле. При наличии дезаминазной активности (положительная проба) наблюдается ярко-красное окрашивание, возможно появление оранжевой окраски взвеси и последующее ее выпадение в осадок.

Культуры бруцелл видов B. abortus и B. melitensis не обладают дезаминазной активностью, B. suis – обладает. На основании этих критериев предложена упрощенная схема видовой дифференциации культур рода Brucella (табл. 4).

Таблица 4

Упрощенная схема видовой дифференциации штаммов возбудителя бруцеллеза

	Используемые тесты:
	Видовая принадлежность культур

	
	B. abortus
	B. melitensis
	B. suis

	Агглютинация диагностической бруцеллезной поливалентной сывороткой для реакции агглютинации
	+
	+
	+

	Микроскопия мазков, окрашенных по Граму
	Г-
	Г-
	Г-

	Микроскопия мазков, окрашенных ИДБЛ
	+
	+
	+

	Чувствительность к бактериофагу Тб в ДРТ
	+
	–
	–

	Адениндезаминазная активность
	–
	–
	+


Предлагаемые тесты для дифференциации возбудителя бруцеллеза являются технически простыми и информативными, что наряду с легкой воспроизводимостью и быстротой получения результата (48 ч) позволяют рекомендовать их использование для предварительной дифференциации.

Комплексная серо-аллергологическая диагностика БРУЦЕЛЛЕЗА у больных людей

Максимальная диагностическая достоверность иммунологических исследований на бруцеллез достигается лишь при применении комплексной серо-аллергологической диагностики, так как выраженность этих реакций на разных этапах развития инфекционного процесса неодинакова (табл. 5). 

Таблица 5

Сроки появления положительных серологических и результатов аллергических реакций у больных бруцеллезом в ходе развития инфекционного процесса

	Наименование реакции
	Сроки исследования, сут

	
	10
	30
	60
	120
	180
	360

	Реакция Хеддльсона
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Реакция Райта
	–
	+
	+
	(
	–
	–

	РНГА
	(
	+
	+
	+
	+
	+

	Проба Бюрне
	–
	+
	+
	+
	+
	+


Обозначения: «+» – реакция положительная; «–» – реакция отрицательная; «(» – реакция сомнительная.

Примечание: При обострении инфекционного процесса, а также при суперинфекции утраченная серологическая реакция может восстановиться.

Представленные данные показывают, что соотношение между положительными и отрицательными результатами реакции по мере увеличения сроков от начала заболевания меняется закономерно. В ранние сроки от начала заболевания диагностическая ценность серологических методов выше, чем аллергического. По мере отдаления от начала заболевания большую диагностическую ценность представляет внутрикожная аллергическая проба Бюрне.

Пластинчатая реакция агглютинации (Хеддльсона)

В реакции исследуют цельную сыворотку. Для постановки теста используют сертифицированный диагностикум бруцеллезный жидкий для РА производства «Медгамал» (НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН, Москва) и Ставропольского НИПЧИ. Реакцию ставят на обычном, тщательно вымытом стекле. Испытуемую сыворотку наносят в дозах 0,04; 0,02; 0,01 и 0,03 мл – контроль сыворотки (ставится с каждой испытуемой сывороткой). К первым трем дозам добавляют 0,03 мл диагностикума, к последней - 0,03 мл 0,9 % раствора натрия хлорида. Реакцию учитывают после прогревания стекла над пламенем спиртовки. В случае положительной реакции в первые же минуты в каплях сыворотки с антигеном появляются хлопья агглютината. Максимальный срок наблюдения 8 мин.

Учет реакции проводят невооруженным глазом по следующей схеме:

- агглютинация на 4 креста во всех дозах сыворотки – результат резко положительный;

- агглютинация на 2-3 креста во второй и третьей дозах – результат положительный;

- агглютинация в первой дозе – результат сомнительный; 

- отсутствие агглютинации во всех дозах сыворотки – результат отрицательный.

Для диагностики бруцеллеза имеет значение только положительный результат реакции. При сомнительном или отрицательном результатах реакции, но при наличии эпидемических или эпизоотических проявлений, а также при обследовании больных и доноров следует применять реакции Райта, Кумбса, РНГА и ИФА.

Пробирочная реакция агглютинации (Райта)

Реакцию ставят в пробирках, сыворотка титруется в объеме 0,5 мл в 0,9 % растворе натрия хлорида, начиная с разведения 1:25. Диагностикум добавляют в разведении 1:10 в том же объеме. Полученную смесь встряхивают и пробирки помещают в термостат при температуре 37 0С на 18-20 ч. Далее пробирки выдерживают при комнатной температуре в течение 2 ч и проводят учет результатов.

Учитывают реакцию по степени осаждения агглютината и просветления жидкости в соответствии со стандартом мутности, приготовленным из антигена, используемого для постановки РА и разведенного дважды.

При применении стандартизованного диагностикума титры исследуемых сывороток соответствуют количеству международных единиц антител (МЕ/мл). Так, титры 1:50; 1:100; 1:200 и т.д. соответственно равны 50, 100, 200 и т.д. МЕ/мл.

РА считается положительной при титре 1:100 (100 МЕ/мл) не менее чем на два креста и слабо положительной – 1:50 (50 МЕ/мл). 

Следует иметь в виду, что иногда слабо положительные реакции с бруцеллезным диагностикумом дают холерный и туляремийный антигены, а также Y. enterocolitica О9 серовара. Однако инактивация сыворотки при температуре 56-70 0С исключает неспецифические результаты реакции агглютинации.

Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА)

Реакцию ставят макро- и микрометодом. Исследуемую сыворотку разводят в 0,9 % растворе натрия хлорида 1:25 и инактивируют при температуре 56-60 0С в течение 30 мин. Для титрации сыворотки используют инактивированную нормальную кроличью сыворотку, предварительно разведенную 1:100. Сыворотку титруют начиная с разведения 1:50 до 1:400. Используют экспериментальные серии бруцеллезного эритроцитарного антигенного диагностикума сухого 2,5% концентрации производства НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН (г. Москва) или Ставропольского НИПЧИ. Пластинки осторожно встряхивают до полного перемешивания содержимого лунок и оставляют при комнатной температуре. Учет реакции производят через 2 ч. За титр сыворотки принимают ее последнее разведение, где отмечена гемагглютинация с оценкой реакции не менее чем на 3 креста. При исследовании сывороток крови людей диагностическим является титр 1:100 и выше. Титр в РНГА 1:50 – реакция сомнительная.

Антиглобулиновая проба (реакция Кумбса)

Данная реакция основана на выявлении неполных антител при хроническом течении бруцеллезной инфекции, когда РА может быть отрицательной или положительной в низких титрах.

На первом этапе реакции происходит соединение неполных антител – глобулинов с бруцеллезным антигеном. Однако в этой фазе реакция остается невидимой. Для выявления комплекса антиген-антитело проводится второй этап реакции, для чего добавляется антиглобулиновая сыворотка. В случае положительного результата комплекс антиген-антитело выпадает в осадок.

При постановке реакции Кумбса исследуемую сыворотку разводят в 0,9 % растворе натрия хлорида 1:10 и ставят реакцию агглютинации объемным методом. Отбирают пробирки, в которых зафиксирована отрицательная или слабо положительная реакция. Эти пробирки центрифугируют при 3000 об/мин в течение 40 мин. Супернатант удаляют, осадок отмывают трижды 0,9 % раствором натрия хлорида, после чего к 0,5 мл отмытого антигена добавляют 0,5 мл антиглобулиновой сыворотки, оттитрованной специально для реакции Кумбса. Пробирки выдерживают в термостате при температуре 37 0С в течение 18-24 ч. Реакцию учитывают так же, как и реакцию агглютинации.

В реакции Кумбса диагностическим титром является титр 1:50 (агглютинация не менее чем на 2+).

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Метод может использоваться при диагностике всех форм заболевания, а также при эпидемиологическом обследовании населения и для определения иммунологического статуса лиц, подлежащих вакцинации против бруцеллезной инфекции.

Для постановки ИФА используют диагностическую тест-систему иммуноферментную пероксидазную для выявления бруцеллезных антител производства НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН (г. Москва) или Ставропольского НИПЧИ (экспериментальные серии). Выявление специфических антител в сыворотках людей происходит за счет взаимодействия бруцеллезного антигена (липополисахарида), адсорбированного на полистироловых планшетах с антителами исследуемой сыворотки. Образовавшийся комплекс выявляют с помощью антител против иммуноглобулинов человека, меченных пероксидазой хрена, который выявляется при внесении соответствующего субстрата.

Диагностическим титром в ИФА считается разведение сыворотки более чем 1:400.

Непрямой метод флуоресцирующих антител (НМФА)

Данная реакция позволяет выявлять как полные, так и неполные специфические бруцеллезные антитела. Выявление комплекса антиген + антитело в непрямом МФА осуществляется с помощью меченной ФИТЦ антиглобулиновой сывороткой (сыворотка кролика, содержащая антитела против иммуноглобулинов человека).

На тщательно вымытых стеклах готовят мазки из бруцеллезного, убитого нагреванием антигена (суспензия 1-2 суточной агаровой культуры концентрацией 5×108 м.к./мл), мазки фиксируют 96 0 этанолом в течение 20 мин. Исследуемую сыворотку разводят 0,9 % раствором натрия хлорида 1:5; 1:10 и т.д. Каждое разведение сыворотки наносят на антиген и стекла помещают во влажную камеру, которую инкубируют в термостате при 37 0С в течение 30 мин. Затем препараты промывают в течение 10-15 мин проточной водой, подсушивают и на них наносят кроличью люминесцирующую антиглобулиновую сыворотку, смешанную 1:1 с альбумином, меченым родамином в рабочих разведениях. Дальнейшую обработку мазков производят по общепринятой методике. При просмотре препарата под люминесцентным микроскопом устанавливают титр антител в исследуемой сыворотке.

Реакцию считают положительной при наличии специфического свечения с сывороткой людей, начиная с разведения 1:4 (МУ 3.1.7.1189-03).

Внутрикожная аллергическая проба (Бюрне)

Проба основана на способности организма, сенсибилизированного бруцеллезным антигеном, специфически отвечать местной реакцией (отек, болезненность) на внутрикожное введение бруцеллезного аллергена.

Бруцеллезный аллерген вводят внутрикожно в объеме 0,1 мл в ладонную поверхность предплечья. Учет реакции производят через 24-48 ч, а при отрицательном результате дополнительно через 72 ч. Учитывают только размер отека в сантиметрах. Гиперемия кожи при отсутствии отека оценивается как отрицательная реакция. Реакция, появившаяся и исчезнувшая ранее 6 ч после введения бруцеллезного антигена, считается неспецифической.

Слабо положительной считается проба при отеке не более 2 см в диаметре, положительной – 2-6 см, резко положительной – свыше 6 см.

Реакция лизиса лейкоцитов

Реакция основана на учете разрушения лейкоцитов сенсиблизированного организма под влиянием специфического антигена, регистрируемого методом in vitro. Реакция лизиса лейкоцитов (РЛЛ) обладает строгой специфичностью, дает возможность количественного учета степени сенсибилизации организма, позволяет получить ответ через 3-4 ч после взятия крови.

Кровь для исследования берут в количестве 1 мл и вносят в колбочку с гепарином (75-80 МЕ гепарина на 1 мл крови). По 0,4 мл гепаринизированной крови помещают в 2 пробирки. В опытную – добавляют 0,1 мл бруцеллезного антигена (B. abortus 19 в концентрации 1×107 м.к./мл), в контрольную – 0,1 мл 0,9 % раствора натрия хлорида.

Проводят подсчет лейкоцитов в камере Горяева после добавления антигена и через 2 ч инкубации при температуре 37 0С, определяя их среднее количество после 2-3 подсчетов для каждой пробирки.

Процент лейкоцитов после инкубации в опытной и контрольной пробирках определяют отношением количества лейкоцитов после инкубации к количеству лейкоцитов до инкубации.

Показатель специфического лизиса лейкоцитов (ПСЛ) подсчитывают путем определения разницы – процент уменьшения лейкоцитов в опытной пробирке минус процент уменьшения лейкоцитов в контроле. ПСЛ выражается отрицательной величиной и колеблется в пределах от –10 до –30 %. ПСЛ меньше –10 % свидетельствует о неспецифическом лизисе.
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ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА

ОПАСНЫХ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ

САП

В.И. Илюхин, Н.П. Храпова, В.С. Замараев, В.А. Антонов, 

Г.А. Ткаченко, В.В. Алтухова, Т.В. Сенина, И.Ю. Мазурова

ФГУЗ Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт, Волгоград

Сап на территории России в настоящее время официально не регистрируется, однако, вероятность заноса этой инфекции не может быть полностью исключена ввиду того, что возбудитель ее постоянно циркулирует в ряде пограничных стран (Монголия, Турция, Иран и др.), поражая людей, домашних и диких животных (Сап. Под ред. Н.Г.Тихонова, 1995, Цветков Н.Е с соавт., 1947).

Характеристика возбудителя. Возбудитель сапа B. mallei относится к патогенным представителям рода Burkholderia (выделен в автономную таксономическую единицу в 1993 г. из представителей 2-й группы рРНК-ДНК гомологии обширного таксономически аморфного рода Pseudomonas), вызывает тяжелое инфекционное заболевание у человека и довольно широкого круга животных (Nierman W.C. et. al., 1981, Yabuuchi E. Et al., 1992). Описанные случаи внутрилабораторного заражения человека свидетельствуют о его довольно высокой видовой чувствительности к этому возбудителю. Возбудитель сапа патогенен для цельнокопытных животных (лошадей, мулов, ослов), кошек, собак, морских свинок и серых мышей. В экспериментальных условиях наиболее чувствительными к сапу животными являются кошки, золотистые хомяки и морские свинки. Кролики мало восприимчивы к сапу. Белые мыши и крысы - высокорезистентны. 
Возбудитель сапа – неподвижная тонкая полиморфная палочка, прямая или несколько изогнутая, с закругленными концами, размером 0,4х3-5 мкм. Наряду с типичными клетками могут встречаться очень короткие коккобациллярные (в молодых культурах), булавовидные и ветвящиеся формы (в старых культурах). Спор и капсул возбудитель сапа не образует (Bergan T., 1981, Mayer H., 1981, Palleroni N.G., 1984).

B. mallei относительно устойчива во внешней среде: в подсохших выделениях больных микроб сохраняет жизнеспособность до трех месяцев, в воде и различных гниющих субстратах – до месяца. При нагревании взвеси чистой культуры возбудитель сапа погибает при 60 °С через 2 часа и более, при кипячении - в течение нескольких минут. Хлорная известь (2 % раствор) вызывает гибель В. mallei через несколько минут, 1 % едкий натр - через 1 час.
Возбудитель сапа обладает устойчивостью к пенициллинам, полимиксинам, а также к хиноксидину и диоксидину, что используется в качестве дифференциального теста. Высокоактивны по отношению к В. mallei тетрациклины.
ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА САПА
Лабораторная диагностика сапа предусматривает выделение возбудителя (или антигенов) из объектов исследования и определения специфических антител в крови людей и животных (Адимов Л.Б. с соавт., 1970, Илюхин В.И. с соавт, 1992, Neubauer H. et al., 1997). Cхема и последовательность бактериологических и иммунологических этапов представлены ниже (Рис. 1). Исследование на сап начинается одновременно бактериологическим, биологическим и серологическим методами. С момента поступления материала проводят бактериоскопию мазков в световом и люминесцентном микроскопах, бактериологическое исследование, направленное на выделение культуры сапного микроба, биологическое исследование, как дополнительное для выделения чистой культуры, и серологическое исследование нативного материала для выявления видоспецифического антигена или специфических антител. 

Материалом для исследования от людей и животных с подозрением на сап могут быть выделения из носа, отделяемое язв, пунктаты лимфоузлов, мокрота, испражнения. Материал по возможности должен быть исследован до начала лечения химиотерапевтическими препаратами. 

При вскрытии трупов животных берут для анализа кусочки органов (селезенка, печень, легкое), лимфатических узлов, кровь, костный мозг. При транспортировке в стационарные бактериологические лаборатории рекомендуется пользоваться консервантами. Заключение бактериолога дается на основании бактериоскопического, бактериологического и серологического исследования.
СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИНДИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ САПА

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

МФА является одним из наиболее чувствительных, специфичных и достоверных методов быстрого обнаружения возбудителя сапа в различных объектах исследования. Он позволяет получать предварительный ответ в течение 1-2 ч от момента начала исследования, идентифицировать возбудитель сапа на этапах ускоренного и классического лабораторного анализа биологически обогащенного материала. 









Рис. 1. Схема лабораторной диагностики сапа
Для обнаружения возбудителя сапа с помощью МФА используют иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие сапные моноклональные. Препарат в рабочем разведении взаимодействует только с бактериями сапа и не окрашивает клетки близкородственного возбудителя мелиоидоза. При работе с чистыми культурами типичных штаммов возбудителя сапа он позволяет выявлять 5 х 104 м.к./мл, в бактериальных смесях – 5 х 104 – 1 х 105 м.к/мл, в объектах внешней среды – 5 х 104 – 5 х 105 м.к/мл в зависимости от характера исследуемого объекта, его обсемененности посторонней микрофлорой.
На этапе экспресс-анализа используют МФА с контрастированием неспецифического свечения микрообъектов. При идентификации чистых культур микроорганизмов контрастирование не требуется. 

Мазки из проб внешней среды и из материала от больных и умерших людей и животных (до и после концентрирования) готовят на тонких обезжиренных предметных стеклах, высушивают на воздухе и фиксируют в 96о этиловом спирте в течение 20 мин. Затем препарат обрабатывают смесью равных объемов флуоресцирующих сапных моноклональных антител и альбумина, меченного родамином, содержащей каждый из ингредиентов в рабочих разведениях, указанных на ампулах. 

Результаты взаимодействия поверхностно локализованных антигенов возбудителя сапа с антителами, меченными флуоресцеинизотиоцианатом, регистрируют с помощью люминесцентного микроскопа. Оценке подлежат яркость свечения и его цвет, форма, размеры и локализация флуоресцирующего объекта исследования. Специфическим считают изумрудно-зеленое свечение по периферии клеток бактерий (феномен Кунса) с яркостью 4( или 3( по общепринятой шкале регистрации результатов МФА.
В мазках-препаратах из объектов внешней среды и смывах с поверхности питательных сред, на которых производили накопление микроорганизмов, бактерии сапа, окрашенные специфическими иммуноглобулинами, расположены хаотично, в виде изолированных прямых или изогнутых ярко светящихся палочек, изредка соединенных в цепочки, состоящие из 4-8 фрагментов. Вследствие характерного для возбудителя сапа полиморфизма возможно обнаружение длинных, средних, коротких палочек, кокко- или нитеподобных форм бактерий. В мазках-отпечатках из органов и тканей животных короткие толстые палочки расположены беспорядочно, иногда группами внеклеточно, редко внутри лейкоцитов, клеток паренхиматозных органов или соединительной ткани. 

На этапе экспресс-анализа нативного материала обнаружение единичных (не менее 10) клеток в 25-30 полях зрения, обладающих специфическим свечением, является основанием для выдачи ориентировочного положительного ответа. Отрицательный результат МФА свидетельствует либо об отсутствии возбудителя сапа в исследуемом объекте, либо о том, что концентрация бактерий в данной пробе ниже, улавливаемой с помощью МФА.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Работу с возбудителем сапа методом ПЦР проводят только при наличии в организации лицензии на деятельность, связанную с использованием возбудителей ООИ человека и санитарно-эпидемиологического заключения о возможности проведения соответствующих работ в лаборатории, выданных в установленном порядке.
Исследования с B. mallei методом ПЦР проводятся в соответствии с нормативными ссылками, учитывающими соблюдение как общепринятых требований к проведению ПЦР, так и требований режима работы с ООИ: МУ 1.3.1794 – 03 «Организация работы при исследованиях методом ПЦР материала, инфицированного микроорганизмами I-II групп патогенности». Обеззараживание материала проводят согласно методическим указаниям МУ 3.5.5.-1034-01 «Обеззараживание исследуемого материала, инфицированного бактериями I-IV групп при работе методом ПЦР».

Подготовка проб для ПЦР

При исследовании чистых культур микроорганизмов готовят бактериальные взвеси клеток в 1 мл 0,9 % раствора натрия хлорида по отраслевому стандартному образцу мутности и разводят таким образом, чтобы их концентрация составляла 1 х 103 – 1 х 104 м.к./мл. В пробирки с тестируемыми микробными взвесями добавляют 1/10 объема мертиолята натрия 1:1000 до конечной концентрации 1:10000 и прогревают при температуре 56 0С в течение 30 мин.

После прогрева бактериальные взвеси переносят в микропробирки объемом 1,5 мл и центрифугируют при 8000 х g в течение 15 мин. Осадок ресуспендируют в 100 мкл стерильной деионизованной воды, лизируют кипячением на водяной бане в течение 10 мин и центрифугируют в течение 1 мин при 8000 х g. Супернатант в количестве 10 мкл используют для проведения ПЦР.

Исследуемые пробы воды в количестве 5-10 мл центрифугируют при 8000 х g в течение 15 мин. Осадок суспендируют в 100 мкл бидистиллированной воды, переносят в микроцентрифужные пробирки, лизируют кипячением на кипящей водяной бане в течение 10 мин и центрифугируют при 8000 х g в течение 1 мин. Супернатант в количестве 10 мкл используют для проведения ПЦР.

Для выделения и очистки ДНК при исследовании биологического материала, продуктов питания используют метод нуклеосорбции на силикагеле в присутствии гуанидинтиоционата, описанный R.Boom с соавт. в 1990 г. 

При работе с кровью к образцу объемом 0,5-1 мл немедленно после забора добавляют 1/10 объема 4 % раствора цитрата натрия или 0,25 М раствора ЭДТА (натриевая соль этилендиаминтетрауксусной кислоты). 

При анализе биологических жидкостей (экссудат, моча, мокрота), водных смывов, жидких пищевых продуктов (молоко, соки и т.д.) после обеззараживания смешивают 100 мкл образца с 300 мкл лизирующего буфером (6 М гуанитинтиоцианат).

При обработке материала от экспериментальных животных на заключительном этапе пробы дополнительно обрабатывают 500 мкл ацетона. Осадок растворяют в 100 мкл деионизованной стерильной воды, инкубируют при 60 оС в течение 10 мин. После центрифугирования 10 мкл супернатанта используют в ПЦР.

Твердые пищевые продукты (мясо, овощи и т.д.) в количестве 1 г растирают в ступке с 0,5-1,0 г стеклянного порошка, добавляют 2-4 мл бидистиллированной воды. Полученную суспензию центрифугируют при 2000 об/мин для осаждения крупных частиц. 1 мл супернатанта переносят в микроцентрифужные пробирки, повторно центрифугируют при 8000 х g в течение 10 мин. Осадок суспендируют в лизирующем буфере.

Почву в количестве 1,0-1,5 г тщательно перемешивают на вортексе с 2 мл бидистиллированной воды, отстаивают в течение 10 мин для оседания крупных частиц. 1 мл надосадочной жидкости переносят в микроцентрифужные пробирки и центрифугируют при 12000 об/мин в течение 10 мин. Осадок суспендируют в лизирующем буфере.
В случае длительного хранения пробы необходимо поместить в низкотемпературную камеру (на минус 20 ОС). При транспортировке также необходимо обеспечить режим охлаждения, что достигается помещением проб в специальные контейнеры или термосы со льдом (не более суток).
Проведение полимеразной цепной реакции

Постановка ПЦР проводится с экспериментальной амплификационной тест-системой для идентификации возбудителей сапа и мелиоидоза (Волгоградский НИПЧИ) включающей в состав набора две пары праймеров bfl-1s/bfl-2a, полученных на основе флагеллярного гена и b23-s7/b23-a8, фланкирующих участок 23S рРНК генов B. mallei. Тест-система позволяет выявлять патогенные буркхольдерии в клиническом материале и объектах внешней среды с чувствительностью реакции 103 и более м.к./мл. 

Реакцию проводят в режиме «горячего старта» в соответствии с Инструкцией по применению тест-системы.

Детекция продуктов амплификации

Продукты ПЦР анализируют электрофорезом в 1,5- 2 % агарозном геле с использованием трис-боратного буфера при напряжении – 5 в/см в течение 30 мин. Для проведения электрофоретического разделения фрагментов ДНК используют 15 мкл амплифицированного продукта. 

После окончания электрофореза гель окрашивают в растворе бромистого этидия в электрофорезном буфере (0,5 мкг/мл) в течение 15 минут. Гель просматривают в проходящем ультрафиолете на трансиллюминаторе. Результат оценивают по наличию фрагментов ДНК, полосы которых располагаются на том же уровне в геле, что и полосы в положительном контроле. 

Используемые праймеры b23-s7/b23-a8 и bfl-1s/bfl-2a сконструированы для идентификации двух видов буркхольдерий – B. mallei и B. pseudomallei. Поэтому, наличие в анализируемых пробах специфических фрагментов амплификации с обеими парами праймеров свидетельствует о присутствии в пробе ДНК возбудителя сапа или мелиоидоза. Отсутствие на электрофореграммах таких ампликонов при одновременном наличии таковых на дорожках с «положительным контролем» свидетельствует о том, что ДНК возбудителей мелиоидоза или сапа в анализируемой пробе отсутствует, либо ее концентрация в пробе ниже уровня чувствительности тест-системы. На электрофореграммах проб с «отрицательным контролем» флуоресцирующие полосы должны отсутствовать.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Иммуноферментный анализ (ИФА) для обнаружения антигенов возбудителя сапа применяют в двух вариантах: 1) цитохимический вариант ИФА, 2) твердофазный иммуноферментный метод (ТИФМ).

Цитохимический вариант ИФА по чувствительности не уступает МФА. При отсутствии в лаборатории люминесцентного микроскопа он может быть использован для поиска возбудителя сапа в тех же пробах, которые подлежат иммунолюминесцентному анализу. Этапы подготовки проб к исследованию, приготовления мазков-препаратов проводят как для МФА. Фиксацию мазков-препаратов осуществляют с одновременным разрушением эндогенной пероксидазы, которая содержится в объектах исследования. Для этого используют смеси метилового спирта с перекисью водорода (до 2 %) или этилового спирта с серной кислотой (до 0,074 %). Затем препараты окрашивают сапным иммунопероксидазным конъюгатом (ИПК) и обрабатывают субстратной смесью (перекись водорода с хромогеном). Просмотр окрашенных препаратов производят в световом микроскопе с целью выявления клеток сапного микроба. Результаты анализа могут быть получены в течение 1-2 ч.

Твердофазный иммуноферментный метод (ТИФМ) в отличие от цитохимического варианта ИФА позволяет выявлять как бактерии, так и растворимые антигены возбудителя сапа. По чувствительности ТИФМ в 10-20 раз превосходит МФА, в 30 раз - РНГА.
Разработанная и производимая Волгоградским НИПЧИ экспериментальная тест-система иммуноферментная для обнаружения возбудителя сапа выявляет эти микроорганизмы в концентрации (1(103 м.к/мл в чистых культурах и (1 х 104 м.к/мл в пробах из объектов внешней среды.
При использовании ТИФМ для поиска возбудителя сапа обязательным является этап обеззараживания проб 1 % формалином. С помощью ТИФМ исследуют все объекты, перечисленные выше.
Перспективным является дот-вариант ИФА, используемый как для обнаружения возбудителя сапа (1 х 104 – 1 х 106 м.к/мл), так и выявления специфических антител в сыворотках животных.
Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА)

При поиске сапных бактерий и их антигенов объектами исследования являются все перечисленные выше образцы проб. Особенности подготовительного этапа заключаются в том, что все пробы переводят в жидкую фазу в соответствии с общепринятыми методиками. Исследуемые образцы обеззараживают нейтральным формалином, добавляя его в пробы до 4 % концентрации (0,2 мл на 2 мл пробы). Затем пробы прогревают при 56 0С в течение 30 мин. В пробирки с инактивированным материалом вносят 50 % взвесь формалинизированных эритроцитов из расчета 0,05 мл на 1 мл пробы для истощения материала и устранения возможных неспецифических взаимодействий ингредиентов РНГА. Смесь тщательно встряхивают, выдерживают при 37 0С в течение 15 мин и центрифугируют при 2000-3000 об/мин в течение 5 мин. Надосадочную жидкость используют для постановки РНГА.
Наиболее доступным гемагглютинационным тестом является РНГА с иммуноглобулиновыми ЭД. Сертифицированные диагностикум эритроцитарный сапной и мелиоидозный иммуноглобулиновый сухой на основе поликлональных антител и диагностикум эритроцитарный сапной и мелиоидозный моноклональный сухой на основе моноклональных иммуноглобулинов (производство Волгоградского НИПЧИ), являются группоспецифическими препаратами. В РНГА диагностикум взаимодействует как с сапными, так и с мелиоидозными клеточными и растворимыми антигенами.
Для обнаружения антигена используют двухкомпонентную реакцию непрямой гемагглютинации (РНГА) с иммуноглобулиновым эритроцитарным препаратом или трехкомпонентную реакцию нейтрализации антител (РНАт) с антигенным сапным диагностикумом.
РНГА с иммуноглобулиновым ЭД применяют на этапах ускоренного анализа проб и идентификации чистых культур. При этом следует помнить о том, что РНГА с коммерческим ЭД не позволяет дифференцировать два близкородственных вида буркхольдерий.

Учет результатов РНГА производят через 1,5-2 ч и 24 ч. Предварительный ответ о наличии искомого антигена может быть дан через 1,5-2 ч от момента постановки реакции.

Бактериологический метод

Для выделения возбудителя сапа используют мясопептонный агар и бульон рН 6,8-7,0 с 5 % глицерина (МПГА, МПГБ). Можно использовать агар на основе гидролизата казеина, а также питательный агар и триптиказосоевый агар (Difco, США).

При использовании "загрязненного" материала ( что подтверждается микроскопией) используют среду с ингибиторами (полимиксин 30 ЕД/мл, кристаллвиолет 3 мкг/мл).

Состав среды на основе гидролизатов:

 гидролизин 4,5 г 

 гидролизат казеина ЦОЛИПК 2,5 г

 NaCl 3,0 г

 Na2CO3 0,3 г

 глицерин 50,0 г рН 6,8-6,9

 ампициллин 0,015 г

 полимиксин В 30000 ЕД 

 кристаллвиолет 0,003 г

 агар 15,0 г

 дистиллированная вода до 1л

Исследуемый материал высевают на три чашки агара и 3 пробирки бульона с последующим высевом на плотную среду, инкубируют в течение 48-72 ч при температуре 37 0С. Учет производят ежедневно. Возбудитель сапа вырастает в виде слабовыпуклых колоний с ровным краем, серого цвета (RS-вариант). В отличие от В. pseudomallei для B. mallei морфологическая диссоциация не характерна, хотя отдельные колонии бывают сморщенные (R-) или слизистые (M-).

Постановка биологической пробы

Биологический метод эффективен для диагностики острого сапа, выделить же возбудитель этим методом при хроническом течении сапа чаще всего не удается. В данном случае более эффективным могут быть иммунологические исследования и выделение L-форм возбудителя сапа.
Для постановки биопробы при диагностике сапа используют золотистых хомячков или морских свинок.

Кусочки органов животных или людей, измельчают в физиологическом растворе. Экстракт в объеме 0,5 мл вводят подкожно в область бедра биопробным животным. При исследовании «чистого» материала (подозрительные колонии на МПГА) животных можно заражать внутрибрюшинно. Срок наблюдения за биопробными животными до 21 сут, в типичных случаях падеж и выделение «чистой культуры» происходят в первые 10 дней после инфицирования. 

Для интраперитонеального заражения желательно брать самцов, у которых развивается феномен Штрауса. Этот феномен может быть ориентиром для вскрытия животных. Однако, следует иметь ввиду, что наблюдаемый гнойный периорхит не специфичен и может быть вызван другими микроорганизмами. 

Павших или забитых больных животных вскрывают и исследуют бактериологически для выделения чистой культуры. С этой целью их органы засевают на обычные питательные среды и параллельно на среду с ингибиторами. 

Идентификация ВОЗБУДИТЕЛЯ САПА

Выделенные бактериологическим и биологическим методами микроорганизмы исследуют на принадлежность к возбудителю сапа, используя стандартные бактериологические тесты (Беляков Д.В. c cоавт., 1990) (Табл. 1). 

Возбудитель сапа неподвижен, не растет при температуре 42 ОС и на среде с гентамицином, окисляет, но не ферментирует глюкозу, обладает цитохромоксидазной и каталазной активностями, обладает аргининдигидролазой, тесты на лизин- и орнитиндекарбоксилазы отрицательны. Подробное описание постановки и учета тестов, необходимых для идентификации возбудителя сапа, приведены в разделе «Мелиоидоз» данного руководства. 

Резистентность к полимиксину является таксономическим признаком, использующимся при дифференциации его от других псевдомонад (Thibault F.M. et al., 2004).
Коммерческие идентификационные системы типа API 20E или 20NE не позволяют достоверно определять видовую принадлежность сапных культур, вероятно вследствие замедленного роста на используемых в системах средах и вариабельности проявления на них биохимических свойств возбудителя. При проверке на этих наборах типичных штаммов B. mallei под выявляемыми кодами значатся различные виды бактерий родов Acinetobacter или Pseudomonas.
Таблица 1

Дифференциальные признаки В. mallei и других видов буркхольдерий и псевдомонад

	Тесты
	B.mallei
	B.psedomallei
	B. cepacia
	P. aeruginosa
	P. fluorescens
	P.putida
	P.stutzeri
	P. maltophilia
	Acinetobacter

	Окисление глюкозы
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	фруктозы
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	ксилозы
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+/-
	+

	лактозы
	+
	+
	+
	-
	+/-
	+/-
	-
	+
	+

	мальтозы
	+
	+
	+
	-
	+/-
	+/-
	+
	+
	+

	Аргининдигидролаза
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-

	Лизиндекарбоксилаза
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	-

	Орнитиндекарбоксилаза
	-
	-
	+/-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Желатиназа
	+
	+
	+/-
	+/-
	+
	-
	-
	+
	+

	Денитрификация
	+
	+
	-
	+/-
	-
	-
	+
	-
	-

	ДНК-аза
	-
	-
	-
	+/-
	-
	-
	-
	+
	-

	Гидролиз эскулина
	-
	+/-
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	-

	Число жгутиков
	-
	>1
	>1
	1
	>1
	>1
	1
	>1
	-

	Рост при 4 0С
	-
	-
	-
	-
	+
	+/-
	-
	-
	-

	Рост при 42 0С
	-
	+
	+/-
	+
	-
	-
	+
	+/-
	+/-

	Устойчивость к полимиксину
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Устойчивость к гентамицину
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Рост при 2,5 % NaCl
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Рост при 6,5 % NaCl
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-

	Диффундирующий пигмент
	-
	-
	+/-
	+
	+
	+
	-
	-
	-

	Г+Ц моль %
	69
	69
	67
	67
	60
	62
	64
	66
	66

	R-колонии на МПГА
	-
	+/-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-

	Вирулентность для з/х
	+
	+
	-
	+/-
	-
	-
	-
	-
	-

	Ауксотрофность
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+


Примечание: (+) и (-) обозначают наличие или отсутствие признака у ( 90 % штаммов данного вида.

Выделение и идентификация L-форм возбудителя сапа

О наличии скрытых форм сапа имеется немало свидетельств. Так, при обследовании лошадей с помощью аллергической пробы с маллеином, выявляются группы животных с положительной пробой, но без клинических проявлений. Выделить возбудитель без введения провоцирующих агентов обычно не удается. Развитие острых форм инфекции у таких животных во многом зависит от условия их содержания, эксплуатации и питания. Можно вызвать провокацию инфекции путем введение внутривенно маллеина или других препаратов, снижающих резистентность макроорганизма.
Таким образом, сап характеризуется способностью протекать в скрытых латентных формах с сохранением потенциальной возможности развития активного процесса.
Исследование способности возбудителя сапа к L-трансформации показало, что формирование латентных форм инфекции сопровождается морфологической трансформацией клеток возбудителя. Персистенция в виде L-форм, не вызывая видимых патологических проявлений, обеспечивает при развитии иммунодефицитного состояния полное восстановление биологических свойств возбудителя и, следовательно, манифестацию инфекции. Возможность формирования латентной инфекции во многом определяется состоянием макроорганизма, в частности его иммунной системы, и дозы инфекта. Формированию латентных форм инфекции у экспериментальных животных также способствует химиотерапия лекарственными препаратам (рифампицин, сульфаметоксазол и др.).
Введение экспериментальным животным с латентной формой сапной инфекции иммунодепрессанта (циклофосфана) приводит к манифестации инфекции в острой форме с последующим выделением бактериальной формы возбудителя.

Для выделения L-форм необходимо производить посев исследуемого материала на специальные высокопитательные стабилизированные полужидкие среды. Состав одной из таких сред (ССС):

сердечно-мозговой экстракт 37,0 г

дрожжевой экстракт 10,0 г

нормальная лошадиная сыворотка (НЛС) 100,0 мл

сахароза 100,0 г

агар-агар 3,0 г

дистилл. вода до 1 л

Стерилизуется при 1,5 атм 15 мин. В охлажденную до 50 0С среду добавляют НЛС, предварительно простерилизованную фильтрацией, и разливают по 5 мл в пробирки. Для выделения L-форм пригодна также среда PPLO (Difco,США), применяющаяся для культивирования микоплазм. 

Посевы инкубируют при 37 0С до 20 сут в условиях, исключающих высыхание сред.

Если в посевном материале будут присутствовать бактериальная форма возбудителя, то на вторые сутки обнаруживается обильный рост в толще и на поверхности полужидкой среды. Нестабильные L-формы (легко восстанавливающие клеточную стенку) могут обеспечить обильный рост также в ближайшие 3-4 сут. Стабильные L-формы на 6-10 сут образуют рост в виде слабого помутнения полужидкой среды в месте внесения исследуемого материала.

Идентификация бактериальной формы возбудителя и нестабильных L-форм не представляет трудностей после пересева на обычные питательные среды.

Стабильные L-формы при пассажах на полужидкой среде ССС сохраняют жизнеспособность в течение 3-4 пассажей, поэтому необходимо проводить их идентификацию из первичного посева.

С этой целью можно использовать классический метод иммунофлюоресценции, подготовив мазки непосредственно из питательной среды с явлениями роста L-форм.
Морфологическую характеристику L-форм проводят на основании фазовоконтрастной микроскопии.

Достаточно надежная идентификация обеспечивается также методом генетической трансформации. В качестве реципиента при этом используется ауксотрофный штамм возбудителя мелиоидоза - близкородственный вид, обладающий равноценной взаимной трансформабельностью с возбудителем сапа. С этой целью 0,1 мл суспензии штамма В. pseudomallei VPA (авирулентный пуринзависимый мутант с уровнем вероятной реверсии к прототрофности < 1х10-10) в концентрации 109 м.к./мл высевают газоном на минимальную среду. На засеянную и предварительно высушенную поверхность агаровой пластинки наносят бляшками идентифицируемые культуры L-форм в объеме 0,05-0,1 мл. Посевы инкубируют при 370 С в течение 2-3 сут. Результат считается положительным, если в месте нанесения проб выявляется рост прототрофных колоний возбудителя мелиоидоза.

Культуры, идентифицированные как возбудитель сапа, для окончательного заключения направляются в Волгоградский НИПЧИ.

СЕРОДИАГНОСТИКА САПА

Поиск специфических антител в сыворотках больных сапом людей и животных желательнее осуществлять в парных сыворотках, полученных с интервалом 2-3 недели. Нарастание титров специфических антител свидетельствует о правильности предварительного диагноза.
Поиск специфических антител в сыворотках больных людей и животных осуществляют с помощью двухкомпонентной РНГА с сертифицированным диагностикумом эритроцитарным сапным антигенным жидким (видоспецифическим), диагностикумом эритроцитарным для выявления антител к возбудителям мелиоидоза и сапа антигенным жидким (группоспецифическим) производства НИИ МО РФ (Киров) или трехкомпонентной реакции нейтрализации антигена (РНАг) с иммуноглобулиновым эритроцитарным диагностикумом. Выбор гемагглютинационного теста зависит от цели конкретного этапа исследования и от наличия соответствующего эритроцитарного диагностикума (ЭД).
Этот тип диагностического препарата представляет собой формалинизированные танизированные эритроциты, нагруженные антигеном сапного микроба (полный антиген, маллеин и др.). С помощью РНГА с сапным антигенным ЭД возможно обнаружение специфических антител в сыворотках крови больных животных. Антигенный эритроцитарный диагностикум взаимодействует также с антителами сывороток больных мелиоидозом людей. 

С целью подтверждения специфичности РНГА одновременно с ней ставят реакцию торможения непрямой гемагглютинации (РТНГА). Специфичным считают результат РНГА, если различия в титрах РНГА и РТНГА достигают 16-32 и более раз.

Для определения антител используют иммуноферментный анализ.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Для сенсибилизации пластин используют раствор специфического антигена в концентрации 10–20 мкг /мл. В лунки планшета вносят по 100 мкл приготовленного раствора, инкубацию проводят в холодильнике при +4 0С в течение 18-24 ч. После инкубации раствор антигена удаляют, планшет подсушивают в течение 1-2 мин и промывают трехкратно ФР-Т в течение 2-3 мин.

Из исследуемой сыворотки готовят ряд последовательных разведений (1: 100, 1:200 и т.д.) в фосфатном буфере с твин-20 (0,05 %) и вносят по 100 мкл в лунки планшета (A-F и 1-12), который инкубируют в термостате в течение 1-1,5 ч. Содержимое лунок выливают, лунки отмывают ФР-Т. В лунки вносят антивидовой конъюгат в рабочем разведении, приготовленном на фосфатном буфере с 1 % БСА и 0,05 % твина-20. Планшет помещают в термостат при 37 0С на 45-60 мин. После отмывки (3-4 раза по 3 мин) в каждую лунку планшета вносят рабочий раствор субстратной смеси: 8 мг ортофенилендиамина растворяют в 10 мл 0,1 М цитратного буфера (рН 4,5) и перед применением добавляют перекись водорода до концентрации 0,02 %.

Результаты реакции оценивают через 10-20 мин. При положительном результате в лунках планшета появляется желто-коричневая окраска. В отрицательных пробах содержимое лунок бесцветное.

Титр антител определяют по тому наибольшему разведению, которое при визуальном учете отличается от содержимого лунок с отрицательными контролями. При учете результатов реакции на ридере по показателю оптической плотности (ОП) положительному значению соответствует ОП, превышающая ОП контроля не менее, чем в 2 раза.

Необходимые контроли:

· реакция с заведомо положительной сывороткой;

· контроль неспецифической сорбции конъюгата: в сенсибилизированные лунки (G 11-12) вносят только рабочее разведение ИПК и проявляют субстратом;

· контроль субстрата: в сенсибилизированные лунки (Н 11-12) вносят только рабочий раствор субстрата, содержимое лунки должно оставаться без изменений.

Дот-иммуноанализ (ДИА)
В качестве твердой фазы реакции используют нитроцеллюлозные мембраны (НЦМ) с диаметром пор 0,23 мкм или 0,45 мкм.

На фильтр наносят взвесь формалинизированных клеток возбудителя сапа в концентрации 1(109 м.к/мл в 0,1 М трис-HCl буфере (рН 8,0). Фильтр оставляют в чашке Петри в холодильнике при 4 0С на 18-24 ч. Перед использованием НЦМ подсушивают и обрабатывают 3-5 % раствором БСА в течение 40-45 мин при 37 0С. Отмывают на шуттеле двукратно по 3 мин ФБ-Т или 0,9 % раствором NaCl.

Исследуемую сыворотку наносят в центр расчерченных квадратов. Необходимые разведения готовят на 0,1 М трис-HCl буфере (рН 8,0) с твином-20. Инкубируют 45-60 мин при 37 0С. Отмывают по 2 мин двукратно. После этого НЦМ погружают в антивидовой ИПК на 1ч при 37 0С. Заключительное отмывание проводят 4 раза по 2 мин.

Для проявления реакции в качестве субстратной смеси используют раствор О-дианизидина: 10 мл 0,1 М трис-HCl буфера, рН 8,0, 1 мл 0,1 % О-дианизидина на метиловом спирте, 0,1 мл 0,3 % перекиси водорода.

Результаты учитывают визуально через 15-20 мин. При положительном результате на полоске НЦМ проявляются коричневые пятна.

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Для обнаружения специфических антител в сыворотках крови больных сапом используют непрямой МФА в двух вариантах: 1) Уиллера и Кунса; 2) Гольдвассера и Шепарда с добавлением комплемента.

Реакция агглютинации (РА)
РА используют при серологическом обследовании больных или подозреваемых в заболевании сапом лошадей, а также лиц, по роду своей деятельности контактирующих с ними.

Методика постановки РА традиционна. При этом учитывают, что РА не позволяет дифференцировать сап и мелиоидоз. По значимости РА является методом выбора в диагностике острых форм заболевания. Ограничением для ее широкого применения является отсутствие стандартных коммерческих образцов антигенов возбудителя сапа, необходимых для получения сопоставимых результатов в различных лабораториях.

Реакция связывания комплемента (РСК)
Основным методом серодиагностики, особенно в ветеринарной практике, считают РСК. В РСК используют стандартный антиген (ГОСТ 17405-72). Схема постановки реакции традиционная. Диагностическим титром считают 1:20 и более. Дифференциация сапа и мелиоидоза по результатам РСК невозможна.

ЛИТЕРАТУРА
1. Адимов Л.Б., Ширяев Д.Т. Сап. Диагностика особо опасных и мало известных инфекций. – Ростов-на-Дону, 1970. - С.214-224.

2. Беляков Д.В., Ряпис Л.А., Илюхин В.И. Псевдомонады и псевдомонозы. - М.1990. - 224с.

3. Илюхин В.И., Храпова Н.П., Замараев В.С., Батманов В.П. Сап // Практическое руководство «Лабораторная диагностика возбудителей особо опасных инфекционных болезней», Саратов, 1998. - Т. 2. – С. 101-114.
4. Сап. Под ред. Н.Г.Тихонова, Волгоград.- Нижне-Волжское книжное издательство.- 1995. - 127с.

5. Цветков Н.Е.,Черняк В.З.Сап. - М.: Сельхозиздат, 1947. – 257 с.

6. Bergan T. Human and animal pathogenic members of the genus Pseudomonas. // Procariotes. - Berlin, 1981. - V. 1. - P. 666-700.

7. Mayer H. Pseudomonas mallei and Pseudomonas pseudomallei // Handb.Bact.Infekt.Tieren.,Bd.3. - Iena, 1981. - S. 111-153.

8. Neubauer H., Meyer H., Finke E.J. Human glanders // Intern. Rev. Arm. Forc. Med. Serv. - 1997.- V.70.- P.258-265.

9. Nierman W.C., DeShazer D., Kim H. S. et al. Structural flexibility in the Burkholderia mallei genome // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. - 2004. - V. 101. - № 39. - P. 14246-14251.

10.  Palleroni N.G. Family 1. Pseudomonadaceae // Bergey`s manual of systematic bacteriology/ ed. Krieg N.R.,Holt G.I. - Baltimore,1984. - V. 1. - P. 339-362.

11.  Thibault F.M., Hernandez E., Vidal D.R. et al. Antibiotic susceptibility of 65 isolates of Burkholderia pseudomallei and Burkholderia mallei to 35 antimicrobial agents // J. Antimicrob. Chemother. - 2004. - V. 54. - P. 1134-1138.

12.  Yabuuchi E., Kosako Y., Oyaizu H. et al. Proposal of Burkholderia gen. nov. and transfer of seven species of the genus Pseudomonas homology group II to the new genus, with the type species Burkholderia cepacia (Palleroni and Holmes, 1981) comb. nov // Microbiol. Immunol. - 1992. - V. 36. - P. 1251-1275.

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА

ОПАСНЫХ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ

МЕЛИОИДОЗ
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ФГУЗ Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт, Волгоград

Мелиоидоз - инфекционное заболевание, распространение которого в природе имеет определенные географические границы (регионы с влажным субтропическим климатом). Само заболевание, а впоследствии и свойства его возбудителя Burkholderia pseudomallei впервые описал в 1912 г. английский патолог Alfred Whitmore. Окончательное наименование - мелиоидоз (сапоподобное заболевание) было дано A. Stanton и W. Fletcher в 1921 г. (Адимов Л.Б. с соавт., 1970, Илюхин В.И., 1999, Мелиоидоз / Под ред. Д.Т.Ширяева, 1976, Мелиоидоз / под ред. Н.Г.Тихонова, 1995).

Длительное время существовало твердое убеждение, что мелиоидоз эндемичен лишь для влажных субтропиков стран Юго-Восточной Азии. Регистрация единичных случаев в Австралии, странах Южной Америки и Западной Африки рассматривалась как следствие пребывания людей на эндемичных территориях или импорта инфицированных животных. Но в 70-х годах XX в. произошло существенное изменение точки зрения на географию и эпидемиологию этой инфекции. Заболевание мелиоидозом людей и животных и выделение культур В. pseudomallei из внешней среды в Австралии, Чили, Сальвадоре, Франции (Fournier J. et al., 1958), Италии и других странах показали всю серьезность проблемы диагностики, лечения при почти непредсказуемых последствиях завоза возбудителя в страны с умеренным климатом (Kanai K. et al., 1988, Leelarasamee A. et al., 1989). Практически во всех странах Западной Европы, включая Скандинавию, за последние годы зарегистрированы случаи мелиоидоза среди лиц, побывавших в качестве туристов или специалистов в эндемичных зонах.

Летальность при несвоевременно начатой терапии у больных септической и легочной формой мелиоидоза превышает 90 %, а при лечении самыми современными препаратами в клинических условиях – более 40 %. 

В России, как и в других странах бывшего СССР, не было зарегистрировано до сих пор ни одного достоверного случая мелиоидоза, но существование эндемичных очагов на сопредельных территориях (Иран, Турция, Китай) и наличие обширных экономических и культурных контактов со странами Юго-Восточной Азии, Центральной Америки и Африки диктуют необходимость настороженности со стороны медицинской и ветеринарной служб нашей страны к возможным случаям появления этого заболевания.

Характеристика возбудителя Возбудитель мелиоидоза В. pseudomallei относится к роду Burkholderia. Это тонкая палочка с закругленными концами размером 0,5-0,8x2-6 мкм, однако могут встречаться также коккобациллярные и нитевидные формы микроба. Подвижен за счет наличия нескольких жгутиков на одном конце клетки (лофотрих). Спор и капсул не образует (Palleroni N.G., 1984, Yabuuchi E. et al., 1992).
В. pseudomallei - факультативный аэроб, растет при температуре 37°С на простых питательных средах. Добавление глицерина способствует усилению роста. Способен расти в анаэробных условиях в присутствии нитрата. В отличие от возбудителя сапа растет при температуре 42°С. В бульоне дает помутнение с образованием к концу первых суток нежной слизистой пленки с более толстым пристеночным ободком. Быстро утолщаясь (до 1 мм), пленка приобретает серовато- желтый цвет. При старении культуры на дне пробирки образуется слизистый осадок.
На плотных питательных средах отмечается морфологическая диссоциация колоний: S и R. S-форма - колонии вначале круглые, прозрачные, выпуклые, с ровными краями, к 48 ч они достигают диаметра 1 -3 мм и начинают диссоциировать (теряют прозрачность, становятся серовато-белыми с металлическим блеском, поверхность - шероховатая). В отдельных случаях появляются мукоидные колонии. При сливном росте (в пробирках) наблюдается гладкий, слизистый, блестящий, непрозрачный налет, приподнимающийся над поверхностью агара.
R-форма - серовато-серые непрозрачные колонии диаметром 2-4 мм с морщинистой поверхностью и неровным зубчатым краем. На скошенном агаре образуется морщинистый, сухой, непрозрачный налет серовато-белого цвета. При выращивании на среде Эшдауна мелиоидозные колонии приобретают темно-красный цвет за счет сорбции из среды нейтрального красного, вокруг колоний наблюдается просветление среды.
В. pseudomailei устойчив к полимиксину и гентамицину.
Антигенная структура возбудителя мелиоидоза достаточно сложна. В настоящее время у микроба выявлены жгутиковый (Н), соматический (О), оболочечный (К) и слизистый (М) антигены. В составе соматических (полисахаридных) О-антигенов имеются компоненты, близкородственные антигенам возбудителя сапа (Holden M.T.G. et al., 2004).
В. pseudomailei патогенен для человека, обезьян, диких грызунов (хомяков, хорьков, крыс, мышей) и лабораторных жи​вотных (кроликов, морских свинок, белых крыс и мышей). При внутрибрюшинном заражении морских свинок (самцов) может наблюдаться феномен Штрауса (скротальная реакция).
Возбудитель мелиоидоза термолабилен: при температуре 58 °С погибает в течение 15 минут, на холоде (при температуре -4 °С) сохраняет жизнеспособность до 2-3 недель. Устойчив к высушиванию. В гниющих материалах остается жизнеспособным от 8 до 27 дней, в воде - до 44 дней. Дезинфектанты (1 % фенол, 0,1 % формалин) убивают палочки мелиоидоза в течение суток. По морфологическим, биологическим и особенно антигенным свойствам возбудитель мелиоидоза сходен с бактериями сапа. Для их дифференцировки используют совокупность признаков (таблицы 5 и 6) и серологические реакции с цельными и истощенными сыворотками.
ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА МЕЛИОИДОЗА

Лабораторная диагностика миелиоидоза предусматривает выделение возбудителя (или антигенов) из объектов исследования и определения специфических антител в крови людей и животных (Илюхин В.И. с соавт., 1998). Схема лабораторной диагностики мелиоидоза представлена на рисунке 1.
У больных животных и человека возбудитель мелиоидоза может быть выделен из содержимого абсцессов, мокроты, гнойного отделяемого язв, рвотных масс. При острой септической форме возбудитель обнаруживается в крови, моче, цереброспинальной жидкости и в полостных экссудатах (Puthucheary S.D., 2002).

В пробы, отобранные для бактериологического исследования, с целью подавления роста посторонней микрофлоры добавляют полимиксин (50 ЕД/мл) или гентамицин (4 мкг/мл). До начала исследований материал следует хранить при комнатной температуре. Пробы изучают параллельно согласно представленной ниже схеме бактериологическими и серологическими методами (см. рис. 1).

Забор проб воды и почвы проводят в хорошо прогреваемых сырых местах, вблизи водопоев скота, навозохранилищ и жижесборников, на полях орошения. Воду с поверхности луж, рисовых полей, мелких водоемов и искусственных емкостей отбирают в стерильные флаконы в объеме 50-100 мл.

Почву в количестве 5-10 г забирают с глубины 20-40 см в пробирки.
СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИНДИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ МЕЛИОИДОЗА

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Для обнаружения антигенов возбудителя мелиоидоза используют МФА с иммуноглобулинами диагностическими флуоресцирующими мелиоидозными моноклональными. В рабочем разведении эти иммуноглобулины взаимодействуют только с бактериями мелиоидоза и не окрашивают клетки близкородственного возбудителя сапа.










Рис. 1 Схема лабораторной диагностики мелиоидоза






Рис. 1 Схема лабораторной диагностики мелиоидоза (продолжение)
При работе с чистыми культурами типичных штаммов возбудителя мелиоидоза они позволяют выявлять 5 х 104 м.к./мл, в бактериальных смесях – 5 х 105 – 1 х 10 6 м.к./мл, в объектах внешней среды – 5 х 105 – 5 х 106 м.к./мл в зависимости от характера исследуемого объекта, его обсемененности посторонней микрофлорой.

На этапе экспресс-анализа используют МФА с контрастированием неспецифического свечения микрообъектов. При идентификации чистых культур микроорганизмов контрастирование не применяют.

Мазки-препараты из проб внешней среды и материала от больных и умерших людей и животных (до и после концентрирования) готовят на тонких обезжиренных предметных стеклах, высушивают на воздухе и фиксируют в 96о этиловом спирте в течение 20 мин. Мазки обрабатывают смесью равных объемов флуорохромированных мелиоидозных антител и альбумина, меченного родамином, содержащей каждый из ингредиентов в концентрации, равной их рабочим разведениям.

 Специфическим считают изумрудно-зеленое свечение по периферии клеток бактерий (феномен Кунса) с яркостью 4( или 3( по общепринятой шкале регистрации результатов МФА. 

На этапе экспресс-анализа нативного материала обнаружение единичных (не менее 10) клеток в 25-30 полях зрения, обладающих специфическим свечением, является основанием для выдачи предварительного положительного ответа. Отрицательный результат МФА свидетельствует: 1) об отсутствии возбудителя мелиоидоза в исследуемом материале или 2) о том, что концентрация бактерий в данной пробе ниже улавливаемой с помощью МФА (< n х 105 м.к./мл).

В мазках-препаратах из объектов внешней среды и смывах с поверхности питательных сред, на которых производили накопление микроорганизмов, бактерии мелиоидоза, окрашенные специфическими иммуноглобулинами, расположены хаотично, в виде изолированных ярко светящихся палочек, изредка соединенных в короткие цепочки. Вследствие характерного для возбудителя мелиоидоза полиморфизма возможно обнаружение кокко- или нитеподобных форм бактерий. В мазках-отпечатках из органов и тканей животных короткие толстые палочки расположены группами внеклеточно, редко внутри лейкоцитов или клеток паренхиматозных органов.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Исследования методом ПЦР должны проводиться в специализированных лабораториях квалифицированными специалистами, имеющими опыт работы с особо опасными инфекциями. 

Экспериментальная тест-система, выпускаемая Волгоградским НИПЧИ основана на применение двух пар праймеров bfl-1s/bfl-2a и b23-s7/b23-a8, полученных на основе анализа флагеллярного и 23S рРНК генов буркхольдерий, и позволяет выявлять 103 и более м.к./мл возбудителей мелиоидоза и сапа в клиническом материале и объектах внешней среды методом ПЦР и дифференцировать их от гетерологичных микроорганизмов и близкородственных буркхольдерий, в том числе B. thailandensis.

Состав набора:

- ПЦР-смесь № 1 (праймеры b23-s7/b23-a8) – расфасована под воск;

- ПЦР-смесь № 2 (буфер c Taq-полимеразой);

- ПЦР-смесь № 3 (праймеры bfl-1s/ bfl-2a) – расфасована под воск;

- 10х буфер для смеси №3;

- Taq-полимераза для смеси № 3;

- 25 мМ MgCl2 для смеси № 3;

- минеральное масло;

- ДНК B.pseudomallei (Положительный контроль);

- бидистиллированная вода;

- ДНК - буфер (Отрицательный контроль).

Подготовка проб для ПЦР

Забор материала на исследование, обработку и обеззараживание проб необходимо выполнять в соответствии с требованиями МУ 1.3.1794—03 «Организация работы при исследованиях методом ПЦР материала, инфицированного микроорганизмами I—II групп патогенности» (Приложение 1 настоящего руководства) и СП 1.3.1285-03 «Безопасность работы с микроорганизмами I-II групп патогенности».

Проведение полимеразной цепной реакции

Для постановки реакции отбирают необходимое количество пробирок со смесями № 1 и № 3, рассчитанных на количество исследуемых и контрольных проб.

В пробирки со смесью № 1 на поверхность воска наносят по 10 мкл смеси № 2 и по 10 мкл исследуемых ДНК-проб.
В пробирки со смесью № 3 добавляют по 2,0 мкл 25 мМ MgCl2, 2,5 мкл (10х) буфера для смеси № 3, 0,5 мкл Таq-полимеразы, 9,5 мкл бидистиллированной воды и по 10 мкл исследуемых ДНК-проб.

В положительный контроль вместо ДНК-пробы вносят 10 мкл ДНК B. pseudomallei. В отрицательный – 10 мкл ДНК-буфера.

Во все пробирки наносят по 1 капле минерального масла (30 мкл).

При постановке ПЦР используется «горячий старт», обеспечивающийся разделением реакционной смеси прослойкой воска.

Детекция продуктов амплификации 

Продукты ПЦР анализируют электрофорезом в 1,5-2 % агарозном геле. К 15 мкл амплифицированного продукта добавляют 3 мкл буфера для нанесения проб (0,025 % бромфенолового синего, 7 % сахарозы, 5 % глицерина) и вносят в лунки электрофоретического геля.

Условия электрофореза:

- 1,5 % агарозный гель, приготовленный на электрофорезном буфере;

- электрофорезный трис-боратный буфер: (5Х) 54 г трис, 27,5 г борной кислоты, 20 мл 0,5 М ЭДТА, дистиллированная вода – до 1 л);

- напряжение – 5 в/см;

- время электрофореза – 30 мин.

После окончания электрофореза гель помещают в раствор бромистого этидия в электрофорезном буфере (0,5 мкг/мл) на 15 мин. Гель просматривают в проходящем ультрафиолете на трансиллюминаторе. Результат оценивают по наличию фрагментов ДНК, полосы которых располагаются на том же уровне в геле, что и полосы в положительном контроле. 

Наличие в анализируемых пробах специфической амплификации с обеими парами праймеров свидетельствует о присутствии в пробе ДНК возбудителей мелиоидоза или сапа. Отсутствие на электрофореграммах таких ампликонов при одновременном наличии таковых на дорожках с «положительным контролем» свидетельствует о том, что ДНК возбудителей мелиоидоза или сапа в анализируемой пробе отсутствует, либо ее концентрация в пробе ниже уровня чувствительности тест-системы. На электрофореграммах проб с «отрицательным контролем» флуоресцирующие полосы должны отсутствовать.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Иммуноферментный анализ (ИФА) для обнаружения антигенов возбудителя мелиоидоза применяют в двух вариантах: 

1) цитохимический вариант ИФА,

2) твердофазный иммуноферментный метод (ТИФМ).

Цитохимический вариант ИФА по чувствительности не уступает МФА. При отсутствии в лаборатории люминесцентного микроскопа он может быть использован для поиска возбудителя мелиоидоза в тех же пробах, которые подлежат иммунолюминесцентному анализу. Этапы подготовки проб к исследованию, приготовления мазков-препаратов проводят как для МФА. Фиксацию мазков-препаратов осуществляют с одновременным разрушением эндогенной пероксидазы, которая содержится в объектах исследования. Для этого используют смеси метилового спирта с перекисью водорода (до 2 %) или этилового спирта с серной кислотой (до 0,074 %). Затем мазки-препараты последовательно обрабатывают мелиоидозным иммунопероксидазным конъюгатом и субстратной смесью, состоящей из хромогена и перекиси водорода. Мазки просматривают в световом микроскопе с целью выявления клеток мелиоидозного микроба. Результаты анализа могут быть получены в течение 1-2 ч.

Твердофазный иммуноферментный метод (ТИФМ) в отличие от цитохимического варианта ИФА позволяет выявлять как бактерии, так и растворимые антигены возбудителя мелиоидоза. По чувствительности ТИФМ в 10-20 раз превосходит МФА, в 30 раз - РНГА.

Разработанная в Волгоградском НИПЧИ экспериментальная иммуноферментная тест-система группоспецифична, выявляет как возбудитель сапа, так и возбудитель мелиоидоза в концентрации n х 103 м.к./мл в чистых культурах, n х 103 – n х 104 м.к./мл в пробах из объектов внешней среды.

С помощью ТИФМ исследуют все объекты, перечисленные выше, за исключением проб почвы. Анализ проб почвы в ТИФМ затруднен из-за их неспецифической сорбции на пластинах и наличия эндогенной пероксидазы в клетках микроорганизмов - представителей сопутствующей микрофлоры.

Повышение чувствительности ТИФМ в 10 и более раз достигнуто за счет перехода на хемилюминесцентную систему детекции результатов анализа (ХЛИА), использования авидин-биотиновой системы в ТИФМ. 

Перспективным является дот-вариант ИФА, используемый как для обнаружения возбудителя мелиоидоза (1 х 104 – 1 х 106 м.к./мл), так и выявления специфических антител в сыворотках животных.

Предварительно перед исследованием материала в ИФА для выявления антигенов возбудителя мелиоидоза обязательным является этап обеззараживания проб 1 % формалином. 


Применение ТИФМ для обнаружения антигенов

Необходимые реактивы и оборудование:

· антибактериальный иммунопероксидазный конъюгат (ИПК);

· иммуноглобулины (ИГ) мелиоидозные для сенсибилизации планшетов; 

· фосфатный (0,1 М, рН 7,4) и карбонатно-бикарбонатный (КББ) (0,05 М, рН 9,5) буферы;

· Твин-20;

· 5-аминосалициловая кислота (5-АСК) или О-фенилендиамин (ОФД);

- перекись водорода.

Сэндвич-вариант ТИФМ

ИГ мелиоидозные разводят 0,05 М КББ до концентрации 50-100 мкг/мл и вносят по 100 мкл в каждую лунку пластин для иммуноферментного анализа. Планшет помещают в холодильник (4 0С) на 18-24 ч. После инкубации ИГ удаляют, планшеты промывают трехкратно 0,9 % раствором NaCl с 0,05 % твина-20 (ФР-Т) в течение 2-3 мин. Блокирование свободных поверхностей твердой фазы осуществляют 1 % раствором БСА на 0,05 М КББ в течение 30 мин при температуре 37 0С. Лунки вновь промывают трехкратно по 2-3 мин ФР-Т и просушивают.

Из исследуемого материала, содержащего АГ, готовят ряд последовательных разведений в фосфатном буфере с твин-20. В лунки планшета вносят по 100 мкл образцов. Планшеты инкубируют при температуре 37 0С 1-2 ч. Содержимое лунок выливают, планшет отмывают трехкратно, вносят рабочее разведение ИПК на фосфатном буфере с твином-20 (ФБ-Т) и инкубируют 45-60 мин при температуре 37 0С. После 3-4 кратной заключительной отмывки в лунки вносят рабочий раствор субстратной смеси (хромоген + перекись водорода). Результаты реакции учитывают через 10-15 мин. В положительном случае лунки окрашиваются в коричневый цвет. В отрицательных пробах содержимое остается бесцветным.

Необходимые контроли:

· реакция с заведомо известным мелиоидозным антигеном (контроль определяет правильность выбора рабочего разведения ИПК);

· контроль неспецифической сорбции конъюгата: в сенсибилизированную лунку вносят ИПК в рабочем разведении, а после соответствующей промывки - рабочий раствор субстратной смеси. 

· контроль субстрата: в сенсибилизированную лунку вносят только рабочий раствор субстрата.

Авидин-биотиновая система ТИФМ

Полистироловый планшет сенсибилизируют по обычной методике раствором ИГ в концентрации 100 мкг/мл на 0,05 М КББ (рН 9,5). Перед использованием планшеты промывают двукратно ФР-Т и блокируют 2 % БСА не менее 2 ч при 37 0С. 

В готовые лунки A-F и 1-12 вносят ряд разведений исследуемого АГ (от 1( 106 до1( 104 м.кл./мл или 1: 2, 1: 4 и т.д.). Разведения АГ готовят на 0,1 М трис-HCl буфере (рН 8,0). После 1 ч экспозиции при температуре 37 0С лунки промывают не менее трех раз по 2 мин ФР-Т.

Затем в лунки A-G и 1-12 вносят рабочее разведение конъюгата "ИГ-биотин" (ИГ-Б). После 30-40 мин выдержки проводят четырехкратную отмывку лунок. 

Рабочее разведение коньюгата "авидин-пероксидаза" (А-ПХ) вносят во все лунки планшета в объеме 100 мкл и инкубируют 30-40 мин при температуре 37 0С. В качестве хромогена используют О-фенилендиамин. 

Результаты учитываются при наличии следующих контролей:

· контроль неспецифической сорбции конъюгата (ИГ-Б) - отрицательный;

· контроль неспецифической сорбции конъюгата (А-ПХ) - отрицательный;

· контроль с заведомо известным АГ - положительный.

Хемилюминесцентный анализ (ХЛИА)

ХЛИА - усовершенствованный способ детекции результатов ТИФМ, обеспечивающий повышение его чувствительности в 10 и более раз.

Обязательным условием постановки реакции является использование специальных кювет и пластин из темного или белого непрозрачного полистирола, а также стрипов однократного применения. Этапы сенсибилизации твердой фазы, внесения и инкубации исследуемого образца, иммунопероксидазного конъюгата повторяют этапы традиционного ТИФМ. Отличия состоят в использовании специальной субстратной смеси: 1,25 мM люминола, 2,7 мM перекиси водорода, 68 мM p-йодфенола в 0,1 М трис-HCl буфере (рН 8,6).

Результаты реакции учитывают через 5-10 мин на люминометре. В случае положительного результата появляется импульс квантового света, который преобразовывается в электрический ток и выражается в мВ. В отрицательных пробах - незначительный фоновый импульс, который необходимо вывести как контрольный для каждого конкретного измерения.

Необходимые контроли:

· неспецифическая сорбция ИПК: в сенсибилизированную лунку вносят рабочее разведение конъюгата, а после промывания - рабочий раствор субстрата; реакция отрицательная - показатели появления кванта света в лунках минимальные (около 10 мВ);

· контроль субстрата: в сенсибилизированную лунку вносят только рабочую смесь субстрата; реакция отрицательная – минимальные значения мВ;

· контроль фона кювет: в несенсибилизированные кюветы вносят только субстратную смесь; реакция отрицательная – минимальные значения мВ.

Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА)

Наиболее доступным гемагглютинационным тестом является РНГА с иммуноглобулиновым ЭД. Эритроцитарный иммуноглобулиновый сапной и мелиоидозный диагностикум (на основе поли- или моноклональных антител) является группоспецифическим препаратом. В РНГА он взаимодействует как с сапными, так и с мелиоидозными клеточными и растворимыми антигенами, обеспечивая обнаружение не менее 1 х 105 м.к./мл.

При поиске мелиоидозных бактерий и их антигенов объектами исследования являются все перечисленные выше образцы проб. Особенности подготовительного этапа заключаются в том, что все пробы переводят в жидкую фазу в соответствии с общепринятыми методиками. Исследуемые образцы обеззараживают нейтральным формалином, добавляя его в пробы до 4 % концентрации (0,2 мл на 2 мл пробы) и прогревают при 56 оС в течение 30 мин. При исследовании кусочков органов их тщательно измельчают ножницами и суспендируют в 0,9 % растворе NaCl в соотношении 1:5. Суспензию кипятят не менее 30 мин и при необходимости осветляют фильтрацией через ватный тампон с помощью шприца. При работе с чистыми культурами взвесь бактерий в концентрации 1·109 м.к./мл кипятят 10 мин и разводят этим же раствором 1:10. Затем в пробирки с инактивированным материалом добавляют 50 % взвесь формалинизированных эритроцитов из расчета 1 капля на 1 мл пробы во избежание неспецифических результатов РНГА. Смесь тщательно встряхивают, выдерживают при температуре 37 оС в течение 15 мин и центрифугируют при 2000 - 3000 об/мин 5 мин. Надосадочную жидкость используют для постановки РНГА (макро- или микровариант). 

Макровариант РНГА

В 8-10 лунок полистиролового планшета вносят по 0,5 мл разводящей жидкости (0,9 % NaCl рН 7,0-7,2 с 1 % нормальной кроличьей сыворотки (НКС)). В первую лунку вносят 0,5 мл исследуемой пробы и титруют двукратным шагом, из последней лунки 0,5 мл удаляют. Во все лунки добавляют по 0,05 мл 2,5 % взвеси ЭД.

Учет результатов проводят визуально. При наличии в исследуемых пробах мелиоидозного микроба эритроциты оседают на дно лунки в виде «зонтика», при отрицательном результате - в виде «пуговки» или узкого колечка с ровным краем. Реакция сопровождается следующими контролями:

· 0,5 мл разводящей жидкости + 0,05 мл контрольных эритроцитов;

· 0,5 мл разводящей жидкости + 0,05 мл диагностикума;

· 0,5 мл АГ + 0,05 мл контрольных эритроцитов.

Результаты всех контрольных реакций должны быть отрицательными.

Для подтверждения специфичности РНГА одновременно с ней ставят реакцию торможения непрямой гемагглютинации (РТНГА) в 6-10 лунках с использованием агглютинирующей диагностической мелиоидозной сыворотки. Специфичным считают результат РНГА, если различия в титрах РНГА и РТНГА достигают 16-32 и более раз.

В лунки, содержащие последовательные разведения исследуемого материала на разводящей жидкости (как и при постановке РНГА), но в объеме 0,25 мл, добавляется по 0,25 мл мелиоидозной агглютинирующей сыворотки, обеспечивающей связывание не менее 20-40 гемагглютинирующих единиц (ГЕ), что ориентировочно соответствует разведению агглютинирующей сыворотки 1:100 - 1:200. Планшеты выдерживают 1 ч при комнатной температуре. Во все лунки добавляют по 0,05 мл 2,5 % взвеси антительного диагностикума.


РНГА с иммуноглобулиновым ЭД применяют на этапах экспресс- и ускоренного анализа проб и идентификации чистых культур. При этом следует помнить о том, что РНГА с коммерческим ЭД не позволяет дифференцировать два близкородственных вида буркхольдрий.


Учет результатов РНГА производят через 1,5-2 ч и 24 ч. Предварительный ответ о наличии искомого антигена может быть дан через 1,5-2 ч от момента постановки реакции.

Реакция коагглютинации (РКоА)

В настоящее время наряду с РНГА с иммуноглобулиновым ЭД для внедрения в практику рекомендованы объемные реакции типа РНГА: реакция коагглютинации (РКоА) и реакция объемной агломерации (РОА). Их отличие состоит в том, что для РКоА готовят диагностикумы, в которых биологическим носителем мелиоидозных иммуноглобулинов являются клетки стафилококка штамма Cowan 1, а для РОА - полимерные микросферы заданной величины. Оба типа диагностических препаратов агглютинируют в присутствии гомологичного антигена. РКоА ставят на стекле на этапе идентификации чистых культур. Ее чувствительность колеблется в пределах 1 х 106 – 1 х 109 м.к./мл в зависимости от особенностей тестируемых штаммов возбудителя мелиоидоза. Достоинством РКоА является простота постановки реакции и быстрота получения ответа (10 - 15 мин). Лиофилизированные образцы коагглютинирующих диагностикумов включены в портативные диагностические наборы, производимые Ростовским НИПЧИ.

Реакция объемной агломерации (РОА)

РОА разработана в микроварианте как аналог РНГА. Ее чувствительность при обнаружении возбудителя мелиоидоза составляет 1 х 105 м.к./мл. Время учета результатов РОА 1,5 - 2 ч от момента ее постановки. Опытные образцы мелиоидозных диагностикумов сухих для РОА не уступают по чувствительности и специфичности ЭД, стабильны при хранении.
Бактериологический метод

Асептически полученную кровь, цереброспинальную жидкость, экссудат и пр. засевают на мясо-пептонный бульон с 4 % глицерина (МПГБ), одновременно делая посев на мясо-пептонный агар с 4 % глицерина (МПГА) и селективную среду Эшдауна (триптиказосоевый агар, содержащий 4 мг/л гентамицина, 5 мг/л кристаллвиолета и 50 мг/л нейтрального красного). 

Посевы из внутренних органов умерших людей и павших животных в зависимости от степени загрязнения посторонней микрофлорой осуществляют методом мазков-отпечатков с последующим рассевом петлей на плотные среды: МПГА, МакКонки или Эшдауна. Кусочки органов (печень, селезенка, почки, легкие) объемом 1 см помещают в МПГБ или жидкую минимальную среду с антибиотиками и ведут анализ так же, как при обследовании объектов внешней среды (см. далее).

Воду высевают по 0,2 мл на плотную селективную среду Эшдауна. С целью обогащения 2 мл исследуемой воды заливают в 10 мл жидкой минимальной среды с антибиотиками (ЖМАС). Пробирки с ЖМАС выдерживают при температуре 37 oС в течение суток, после чего петлей делают посев с поверхности среды на среду Эшдауна и инкубируют в течение суток. 

Из образцов почвы предварительно готовят суспензии. Для этого 1 г почвы на 10 мл стерильной дистиллированной воды и встряхивают 10 мин. Суспензии дают отстояться в течение 10-30 мин. Жидкость над осадком высевают по 0,1 мл на чашки со средой Эждауна, а для обогащения по 1 мл переносят в пробирки с ЖМАС, которые инкубируют в течение 1 сут при температуре 37 оС, после чего делают высев петлей на среду Эшдауна. Чашки инкубируют при температуре 37 оС не менее 8 суток.

При посеве на МПГА возбудитель мелиоидоза через сутки формирует полупрозрачные сероватого цвета колонии с округлым ровным краем и гладкой выпуклой поверхностью. Под малым увеличением часть колоний однородна, гомогенна, у других можно заметить начинающуюся складчатость. Через 48 ч наблюдается морфологическая диссоциация колоний - одни из них блестящие, гладкие, выпуклые, с ровным краем (S-форма); другие имеют шероховатую или складчатую поверхность с неровным зубчатым краем (R-форма). В отдельных случаях выявляются мукоидные колонии. При выращивании на среде Эшдауна мелиоидозные колонии приобретают темно-красный цвет за счет сорбции из среды нейтрального красного, вокруг колоний наблюдается просветление среды.

Окраска по Граму. В мазках при окраске по Граму клетки выглядят в форме палочек розового цвета.

Флагелляция. Наличие, тип и количество жгутиков определяют специальным окрашиванием для электронной или световой микроскопии. Для этих целей культуры выращивают на полноценной плотной среде при комнатной температуре в течение 18-20 ч. Смыв и обработка культур должны быть максимально щадящими.
При подготовке к световой микроскопии используют окраску по Грею. Приготовление мазка для окраски жгутиков по этому методу производится с некоторыми особенностями. Платиновой петлей прикасаются к поверхности агара, затем петлю вносят в пробирку с 2-3 мл стерильной водопроводной воды и, не взбалтывая, держат ее неподвижно в воде 1-2 мин. Вынув петлю, пробирку оставляют стоять 15 мин для более равномерного распределения микробов в воде. Каплю полученной суспензии наносят на предметное стекло.

На высохший мазок наливают протраву, которая готовится из двух растворов. Первый: 5 мл насыщенного водного раствора калийных квасцов, 2 мл 20 % танина и 2 мл насыщенного водного раствора двухлористой ртути. Второй: 0,4 мл насыщенного спиртового раствора основного фуксина. Оба раствора смешивают не менее чем за 24 ч до употребления. Протравливают 4-10 мин, затем споласкивают препарат водой и окрашивают карболовым фуксином 5-10 мин с подогреванием. B. pseudomallei обладает полярными жгутиками (лофотрих). Молодые бульонные культуры бывают монотрихами.
Постановка биологической пробы

В качестве биопробных животных используют золотистых хомячков. Кровь, цереброспинальную жидкость, экссудат из серозных полостей вводят в объеме 0,5-1,0 мл 2-5 золотистым хомячкам подкожно. Материал из абсцессов, отделяемого ран, рвотных масс, измельченные кусочки внутренних органов (печень, селезенка, почки, легкие) суспендируют в 2-3 мл 0,9 % раствора NaCl и после отстаивания надосадочную жидкость вводят двум животным подкожно по 0,5-1,0 мл. 

Исследуемую воду вводят по 2,0 мл внутрибрюшинно 5 золотистым хомячкам. При анализе сильно загрязненной воды и почвы (надосадочная жидкость) объем инъекции составляет 1,0 мл, заражение проводят подкожно. Мелиоидоз у золотистых хомячков протекает в острой септицемической форме, заканчивающейся к 4-5 дню летально. При посевах из внутренних органов павших животных (легкие, селезенка, печень) на чашках с МПГА выделяют чистую культуру возбудителя мелиоидоза. За выжившими животными наблюдают не менее 20 сут, после чего их забивают, вскрывают и исследуют бактериологически (посев из паренхиматозных органов и крови на МПГА). Отбор подозрительных колоний производят через 36-72 ч инкубации при температуре 37 0С.

Идентификация возбудителя мелиоидоза

Возбудитель мелиоидоза B. pseudomallei представляет собой грамотрицательные палочки размером 0,3-0,6 х 2,0-5,0 мкм, которые подвижны в висячей капле; способны расти в анаэробных условиях в присутствии нитрата; окисляют, но не ферментируют глюкозу; обладают аргининдигидролазной активностью; устойчивы к 50 ед/мл полимиксина и 4 мкг/мл гентамицина; агглютинируются диагностической мелиоидозной агглютинирующей сывороткой; в отличие от близкородственной апатогенной B. thailandensis не усваивают в качестве источника углерода и энергии L-арабинозу.

Типичные штаммы возбудителя мелиоидоза вызывают гибель золотистых хомячков после внутрибрюшинного заражения в дозе менее 102 м.к. в течение ближайших 7 сут. с выделением из органов (селезенка, печень, легкие) павших животных "чистой" культуры.

Идентификацию колоний, подозрительных на принадлежность к виду В. pseudomallei, проводят в два этапа, последовательно определяющих род и вид исследуемой культуры бактерий.

Реакция агглютинации (РА)
Несмотря на общеизвестные недостатки РА имеет наибольшее значение при идентификации культур в момент исследования колоний, выросших на твердых питательных средах. Показано, что абсолютно все живые культуры В. pseudomallei, видовая принадлежность которых доказана по характеристикам фено- и генотипа, агглютинируются имеющимися диагностическими сыворотками в титрах не менее, чем 1:200. В ориентировочной (на стекле) РА используют мелиоидозную диагностическую агглютинирующую сыворотку в рабочем разведении 1:100.

Объемную РА ставят в бактериологических пробирках со взвесью суточной агаровой культуры В. pseudomallei. В объеме 0,5 мл готовят двукратные разведения агглютинирующей мелиоидозной сыворотки с 1:50 до титра, затем в каждую пробирку добавляют по 0,5 мл взвеси исследуемой культуры с концентрацией 1 х 109 м.к./мл. Одновременно ставят контроль антигена (0,5 мл взвеси культуры + 0,5 мл 0,9 % раствора натрия хлорида) и контроль сыворотки (0,5 мл сыворотки в разведении 1:50 + 0,5 мл 0,9 % раствора натрия хлорида). Пробирки встряхивают и выдерживают 2 ч при 37 0С, после чего производят предварительный учет результатов. Окончательный учет осуществляют по общепринятой методике через 18-20 ч экспозиции при комнатной температуре. Реакцию считают положительной при наличии четкой агглютинации в разведении 1:200 и выше.

Установление родовой принадлежности

Культуры, подозрительные на принадлежность к роду Вurkholderia, засевают на МПГА или триптиказосоевый агар (ТСА). Посевы просматривают и отмечают колонии, подлежащие дальнейшему изучению по основным родовым свойствам (табл. 1).

Окраска по Граму. В мазках при окраске по Граму клетки выглядят в форме палочек розового цвета.

Флагелляция. B. pseudomallei обладает полярными жгутиками (лофотрих). Молодые бульонные культуры бывают монотрихами.
Морфология колоний. Через 24-48 ч на МПА вырастают колонии нескольких типов. Колонии большинства видов буркольдерий и псевдомонад - блестящие, выпуклые с гладким ровным краем. Из всех известных представителей этих родов только у P. stutzeri колонии в R-форме, а у B. pseudomallei наблюдают явление морфологической диссоциации колоний.

Таблица 1

Родовые признаки буркхольдерий

	Свойства
	Проявление у В. pseudomallei 

	Окраска по Граму
	(-) грамотрицательные палочки

	Флагелляция
	(+) подвижны, жгутики - полярные

	Содержание Г+Ц в ДНК
	68-70 моль %

	Каталазная активность
	(+) выделение пузырьков газа в течение 3-х мин

	Цитохромоксидазная активность
	(+) посинение колоний через 1-3 мин

	Окисление/ферментация глюкозы
	(+/-) только окисление, ферментация исключается


Определение каталазной активности. Для определения каталазы на поверхность микробной культуры, выращенной на скошенном в пробирке МПГА, наносят 1-2 капли 3 % раствора перекиси водорода. Для всех известных штаммов возбудителя мелиоидоза характерно появление пузырьков образующегося кислорода в результате расщепления перекиси водорода.
Определение цитохромоксидазной активности. Исследуемую культуру выращивают на плотных питательных средах (МПА, ТСА и т.п.), не содержащих углеводные добавки, которые могут привести к ложноотрицательным результатам. На изолированную колонию 1-2-суточной культуры наносят последовательно петлей по 1 капле 1 % спиртового раствора альфа-нафтола и 1 % водного раствора аминодиметиланилина - наличие цитохрома С характеризуется покраснением, а затем и потемнением колонии (пурпурный цвет).

Окисление-ферментация глюкозы. Способность и характер усвоения глюкозы оценивают по стандартной методике Хью-Лейфсона (1953) на полужидкой среде. В две пробирки с 5,0 мл среды уколом засевают петлю исследуемой суточной агаровой культуры. Затем на среду в первой пробирке наслаивают стерильное вазелиновое масло слоем 2 см. Посевы инкубируют при 37 0С в течение 48 ч, после чего учитывают результат. 

Окисление сахаров (ксилоза, лактоза, мальтоза, фруктоза) изучают на той же среде, но в одной пробирке и без вазелинового масла.

Установление видовой принадлежности
Видовые признаки представлены в табл. 2.

Таблица 2

Дифференциальные признаки В. pseudomallei
	Тесты
	B. pseudomallei
	B. thailandensis
	B. mallei
	B. cepacia

	Окисление глюкозы
	+
	+
	+
	+

	фруктозы
	+
	+
	+
	+

	ксилозы
	+
	+
	-
	+

	лактозы
	+
	+
	+
	+

	мальтозы
	+
	+
	+
	+

	Аргининдигидролаза
	+
	+
	+
	-

	Лизиндекарбоксилаза
	-
	-
	-
	+

	Орнитиндекарбоксилаза
	-
	-
	-
	+/-

	Желатиназа
	+
	+
	+
	+/-

	Денитрификация
	+
	+
	+
	-

	ДНК-аза
	-
	-
	-
	-

	Гидролиз эскулина
	+/-
	+/-
	-
	-

	Число жгутиков
	>1
	>1
	-
	>1

	Рост при 4 0С
	-
	-
	-
	-

	Рост при 42 0С
	+
	+
	-
	+/-

	Полимиксин
	R
	R
	R
	R

	Гентамицин
	R
	R
	S
	R

	Рост при 2,5 % NaCl
	-
	-
	-
	+

	Ассимиляция l-арабинозы
	-
	+
	-
	+

	Наличие пигмента
	-
	-
	-
	+/-

	Г+Ц моль %
	69
	68
	69
	67

	R-колонии на агаре
	+/-
	-
	-
	-

	Вирулентность для з/х
	+
	-
	+
	-

	Ауксотрофность
	-
	-
	-
	-


Примечание: (+) и (-) обозначают наличие или отсутствие признака у 90 % и более штаммов данного вида.

Диффундирующий пигмент. Для выявления пигмента используют среды, применяемые для выявления у псевдомонад пиоцианина и флуоресцеина (King A & B). Возбудитель мелиоидоза истинный диффундирующий в среду пигмент не образует.

Декарбоксилирование аминокислот. Декарбоксилирование аминокислот (аргинин, лизин, орнитин) исследуют на питательной среде следующего состава:

 пептон - 5,0 г конечный рН 6,0,

 мясной экстракт - 5,0 г зона перехода

 глюкоза - 0,5 г окраски 5,2-6,8

 пиридоксаль - 0,005 г (кислая - желтая,

 бромкрезол пурпурный - 0,01 г щелочная - пурпурная)

 крезол красный - 0,005 г

 дистилл. вода до 1000 мл
Среду стерилизуют при 120 0С в течение 10 мин. Перед разливом в среду добавляют L-аминокислоты до конечной концентрации 1 %. При использовании D-, L-аминокислот их концентрацию повышают вдвое. Растворы аминокислот предварительно стерилизуют на водяной бане в течение 15 мин. 

В пробирки с 4,0 мл среды, засевают полную петлю суточной агаровой культуры. В качестве контроля используют ту же среду, но без аминокислоты. Наслаивают по 0,5-1,0 мл стерильного вазелинового масла, включая контрольную среду без аминокислот. Посевы инкубируют при 32 0С. При положительной реакции из аргинина образуется путресцин, из лизина - кадаверин. Среда защелачивается и приобретает пурпурный или фиолетовый цвет. 

Гидролиз желатина. В пробирке, содержащей 0,5 мл физиологического раствора, готовят густую суспензию из исследуемых бактерий. Опускают в нее кусочек засвеченной фотографической пленки так, чтобы она была погружена наполовину, и инкубируют при 37 0С 2 сут. 

При положительной реакции суспензия приобретает серо-черный цвет, а основа пленки становится прозрачной.

Гидролиз эскулина. Для постановки теста используют ТСА с 0,1 % эскулина и 0,05 % лимонно-кислого железа. На чашки со средой бляшками засевают суточную агаровую культуру. Результат учитывают через 24 ч. Положительный тест - появление коричневато-черной окраски среды вокруг колоний.

Рост при различных температурах. Для дифференциации буркхольдерий учитывают рост в мясо-пептонном бульоне при 4 0С и 42 0С через 48-72 ч. Наибольшее значение имеет выращивание при температуре 42 0С, по устойчивости к которой дифференцируют В. pseudomallei от В. mallei. Для выделении культур B. psedomallei из загрязненного материала селективные среды предпочтительнее инкубировать при 42 оС, а не при 32-37 оС.

Рост на средах с высоким содержанием NaCl. Рост на средах с 2,5-6,5 % содержанием NaCl характерен для галофильных (морских) псевдомонад. Большинство видов, имеющих медицинское значение, на ТСА с 6,5 % NaCl не растет, а В. pseudomallei не выдерживает и концентрации 2,5 % NaCl.

Рост на минимальной среде.

Состав среды:

 (NH4)2SO4 - 2,0 г

 NaH2PO4 x H2O - 0,5 г

 K2HPO4 - 0,5 г

 MgSO4 x 7H2O - 0,2 г

 CaCl2 x 2H2O - 0,1 г

 дистилл. вода до 1000 мл

Добавление к этой среде в конечной концентрации 0,03 М различных С-содержащих соединений свидетельствует о наличии больших адаптационных возможностях возбудителя мелиоидоза, способного усваивать обширный набор углеводородов. Дополнительных факторов роста природные штаммы не требуют, так как они прототрофы. В последнее время принципиальное значение для идентификации возбудителя мелиоидоза приобрел тест на ассимиляцию L-арабинозы, которую вирулентные клинические штаммы B. pseudomallei не усваивают в отличии от непатогенных культур близкородственного сапробиотического вида B. thailandensis.
Тест на денитрификацию.

Состав среды:

мясной экстракт - 3,0 г

пептон - 5,0 г

KNO3 - 1,0 г

агар - 12,0 г

дистилл. вода - до 1000 мл

Среду разливают в пробирки (косячки), посев осуществляют штрихом и уколом в столбик, инкубируют при 37 оС 48 ч.

Выделение пузырьков газа и разрыв столбика агара – показатель денитрификации с образованием азотистых газообразных продуктов. Покраснение среды при добавлении на участки роста поочередно по две капли 0,8 % сульфациловой кислоты и 0,5 % α-нафтола в 5 н уксусной кислоте свидетельствует о переходе нитрата в нитрит без образования газообразных продуктов. Штаммы В. pseudomallei могут давать оба типа положительной реакции на денитрификацию.
Коммерческие биохимические тест-системы

В клинических лабораториях широко используются наборы систем API (20E и 20NE), которые с высокой степенью точности позволяют идентифицировать культуры B. pseudomallei, даже при отсутствии эпидемиологической настороженности специалистов, в частности в регионах неэндемичных по мелиоидозу (в Европе, Северной Америке). Эти системы позволяют достоверно идентифицировать более 97 % природных штаммов B. pseudomallei. Наиболее распространенными идентификационными профилями для систем API 20E являются 2006725 и 2006625, а для API 20NE – 1156577 и 1156576. 

В случае выделения культуры B.pseudomallei, подтвержденной в дальнейшем в специализированном учреждении, сотрудники клинической лаборатории, имевшие контакт с возбудителем мелиоидоза, для исключения вероятности внутрилабораторного заражения, подлежат медицинскому наблюдению в течение 1 месяца с обязательными серологическими исследованиями и ежедневной термометрией.

СЕРОДИАГНОСТИКА МЕЛИОИДОЗА

При поиске специфических антител в сыворотках больных мелиоидозом людей и животных желательно исследовать парные сыворотки. Нарастание титров специфических антител свидетельствует о правильности предварительного диагноза.

Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА)
При поиске специфических антител в сыворотках больных людей и животных чаще всего используют РНГА с антигенным диагностикумом. Антигенный ЭД представляет собой формалинизированные танизированные эритроциты, нагруженные мелиоидозным и сапным антигеном. 

Необходимыми ингредиентами для постановки РНГА являются:

- диагностикум эритроцитарный для выявления антител к возбудителям сапа и мелиоидоза антигенный, представляющий собой формалинизированные эритроциты барана, сенсибилизированные мелиоидозным и сапным антигенами; 

- контрольные эритроциты к антигенному диагностикуму (эритроциты барана, обработанные формалином, но не сенсибилизированные); 

- взвесь 50 % формалинизированных эритроцитов барана, которая применяется для удаления из исследуемой сыворотки гетерологичных антител, способных вызвать неспецифическую гемагглютинацию; 

- нормальная кроличья сыворотка, инактивированная в течение 30 мин при 56 0С, для приготовления 1 % раствора - стабилизатора реакции. 

Диагностическим титром считают ( 1:40. Нарастание титра антител в случае исследования парных сывороток расценивают как свидетельство прогрессирования заболевания. Относительно невысокие, но сохраняющиеся в течение времени титры антител трактуют как ретроспективное подтверждение факта инфицирования возбудителем мелиоидоза (Puthucheary S.D. et al., 2002).

Реакции нейтрализации антигена (РНАг)
Специфические антитела в сыворотках больных людей и животных о можно выявить с помощью трехкомпонентной реакции нейтрализации антигена (РНАг) с иммуноглобулиновым эритроцитарным диагностикумом. В основе этой реакции также лежит феномен склеивания эритроцитарного диагностикума (гемагглютинации) вследствие образования комплекса антиген-антитело. Визуально через 1,5-2 ч после постановки реакции регистрируют образование «зонтика» на дне лунки. 

Выбор гемагглютинационного теста зависит от цели конкретного этапа исследования и от наличия соответствующего эритроцитарного диагностикума (ЭД).

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Необходимые реактивы и оборудование:

· антивидовой иммунопероксидазный конъюгат (ИПК) или препарат на основе протеина А;

· мелиоидозный антиген для сенсибилизациии планшетов (взвесь бактериальных клеток или водно-солевой экстракт);

· фосфатный (0,1 М, рН 7,4) и карбонатно-бикарбонатный (0,05 М, рН 9,5) буферы;

· твин-20;

· хромогены: 5АСК, ОФД или ТМБ;

· бычий сывороточный альбумин (БСА)

Непрямой вариант метода

Для сенсибилизации планшетов используют раствор специфического антигена в концентрации 10–20 мкг /мл. В лунки планшета вносят по 100 мкл приготовленного раствора, инкубацию проводят в холодильнике при 4 0С в течение 18-24 ч. После инкубации раствор антигена удаляют, планшет подсушивают в течение 1-2 мин и промывают трехкратно ФР-Т в течение 2-3 мин.

Из исследуемой сыворотки готовят ряд последовательных разведений (1: 100, 1:200 и т.д.) в фосфатном буфере с твин-20 (0,05 %) и вносят по 100 мкл в лунки планшета (A-F и 1-12), который инкубируют в термостате в течение 1-1,5 ч. Содержимое лунок выливают, лунки отмывают ФР-Т. В лунки вносят антивидовой конъюгат в рабочем разведении, приготовленном на фосфатном буфере с 1 % БСА и 0,05 % твина-20. Планшет помещают в термостат при 37 0С на 45-60 мин. После отмывки (3-4 раза по 3 мин) в каждую лунку планшета вносят рабочий раствор субстратной смеси: 8 мг О-фенилендиамина растворяют в 10 мл 0,1 М цитратного буфера (рН 4,5) и перед применением добавляют перекись водорода до концентрации 0,02 %. 

Результаты реакции оценивают через 10-20 мин. В положительном случае в лунках планшета появляется желто-коричневая окраска. В отрицательных пробах содержимое лунок бесцветное. Титром антител считают то наибольшее разведение пробы, которое при визуальном учете отличается от содержимого лунок с отрицательными контролями. При учете результатов реакции на ридере по показателю оптической плотности (ОП) положительному значению соответствует ОП, превышающая ОП контроля не менее, чем в 2 раза.

Необходимые контроли:

· реакция с заведомо положительной сывороткой;

· контроль неспецифической сорбции конъюгата: в сенсибилизированные лунки (G 11-12) вносят только рабочее разведение ИПК и проявляют субстратом; 

· контроль субстрата: в сенсибилизированные лунки (Н 11-12) вносят только рабочий раствор субстрата, содержимое лунки должно оставаться без изменений.

Дот-иммуноанализ (ДИА)
В качестве твердой фазы реакции используют нитроцеллюлозные мембраны (НЦМ) с диаметром пор 0,23 или 0,45 мкм.

На фильтр наносят взвесь формалинизированных клеток возбудителя мелиоидоза в концентрации 1 х 109 м.к/мл в 0,1М трис-HCl буфере (рН 8,0). Фильтр оставляют в чашке Петри в холодильнике при 4 0С на 18-24 ч. Перед использованием НЦМ подсушивают и обрабатывают 3-5 % раствором БСА в течение 40-45 мин при 37 0С. Отмывают на шуттеле двукратно по 3 мин ФБ-Т или 0,9 % раствором NaCl.

Исследуемую сыворотку наносят в центр расчерченных квадратов. Необходимые разведения готовят на 0,1 М трис-HCl буфере (рН 8,0) с твином-20. Инкубируют 45-60 мин при 37 0С. Отмывают по 2 мин двукратно. После этого НЦМ погружают в антивидовой ИПК на 1 ч при 37 0С. Заключительное отмывание проводят 4 раза по 2 мин. 

Для проявления реакции в качестве субстратной смеси используют раствор О-дианизидина: 10 мл 0,1 М трис-HCl буфера, рН 8,0, 1 мл 0,1 % О-дианизидина на метиловом спирте, 0,1 мл 0,3 % перекиси водорода.

Результаты учитывают визуально через 15-20 мин. При положительном результате на полоске НЦМ проявляются коричневые пятна.

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Для обнаружения специфических антител в сыворотках крови больных мелиоидозом используют непрямой МФА в двух вариантах: 1) Уиллера и Кунса; 2) Гольдвассера и Шепарда с добавлением комплемента.

Необходимые реактивы: 

· иммуноглобулины флуоресцирующие;

· бычий альбумин, меченный родамином;

· 0,9 % раствор натрия хлорида, забуференный 0,01М фосфатным буфером рН 7,2-7,4;

нефлуоресцирующее иммерсионное масло с показателем преломления nD20=1,515-1,516.
АЛЛЕРГОДИАГНОСТИКА МЕЛИОИДОЗА

Для выявления аллергической перестройки у больных людей рекомендуются пробы in vitro. Для исследования рекомендуется оценка показателя повреждения нейтрофилов (ППН).

Необходимые реактивы и оборудование:

· 5 % раствор цитрата Na;

· раствор периодата;

· реактив Шифа;

· сернистая вода;

· гематоксилин Эрлиха;

· формалин 40 %;

· спектрофотометр.

Реагенты, необходимые для постановки реакции ППН, а также технику окраски мазков для учета результатов реакции готовят по методике В.А.Фрадкина (1985). 

Свежую кровь стерильной пипеткой переносят в две пробирки по 0,08 мл. Одна пробирка (опытная) содержит 0,02 мл раствора мелиоидозного водорастворимого аллергена на 5 % цитрате Na, другая пробирка (контрольная) - 0,02 мл 5 % цитрата Na.

Пробы инкубируют в термостате при 37 0С в течение 2 ч. Из опытной и контрольной пробирок готовят мазки и фиксируют по методике Шабадаша: пропускают через три порции 96о спирта по 10 мин, ополаскивают в дистиллированной воде и помещают в реактив Шиффа на 20 мин. Затем стекла с мазками промывают в трех сменах сернистой воды по 3 мин и прополаскивают в дистиллированной воде. Мазки окрашивают в течение 5 мин гематоксилином, промывают 10 % HCl. Затем ополаскивают в чистой водопроводной воде и подсушивают при комнатной температуре. Для учета реакции в опытных и контрольных мазках с помощью микроскопа под иммерсией подсчитывают по 100 нейтрофилов, учитывая поврежденные, разрушенные и амебовидные.
Показатель повреждения нейтрофилов подсчитывают по формуле 1: 

ППН=(Nо – Nк)/100                                                            (1)

где Nо - число поврежденных клеток в опыте;

Nк - число поврежденных клеток в контроле.

Реакция считается положительной при показателях индексов 0,1 и выше. У здоровых животных этот показатель обычно не превышает 0,04-0,07.
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Кокцидиоидомикоз, гистоплазмоз, бластомикоз и паракокцидиоидомикоз относятся к заболеваниям, распространение которых более или менее ограничено определенными климатическими зонами (Сергеев А.Ю., Сергеев Ю.В., 2003). Систематическое положение возбудителей представлено в таблице 1. 

Таблица 1

Классификация возбудителей особо опасных микозов

	КОКЦИДИОИДОМИКОЗ (Coccidioidomycosis)

	возбудители
	Coccidioides immitis Rixford a. Gilchrist
Coccidioides posadasii Fisher M.C., Koenig G.L., White T.J., Taylor J. W.

	ГИСТОПЛАЗМОЗ (Histoplasmosis)

	возбудитель
	Histoplasma capsulatum Darling 

	телеоморфа
	Ajellomyces capsulatum (Kwon-Chung) Mc. Ginnis a. Katz 

	БЛАСТОМИКОЗ (Blastomycosis)

	возбудитель
	Blastomyces dermatitidis Gilchrist a. Stokes 

	телеоморфа
	Ajellomyces dermatitidis Mc. Donough a. Lewis 

	ПАРАКОКЦИДИОИДОМИКОЗ (Paracoccidioidomycosis)

	возбудитель
	Paracoccidioides brasiliensis (Splendore) de Almeida 

	СИСТЕМАТИЧЕСКОЕ ПОЛОЖЕНИЕ ВСЕХ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ

	Царство
	Eumycota

	Отдел
	Ascomycota

	Класс
	Euascomycetes

	Порядок
	Onygenales

	Семейство
	Onygenaceae


Кокцидиоидомикоз - первично протекает как острое респираторное заболевание и часто диссеминирует с вовлечением практически любого органа или ткани, за исключением волос и ногтей. 

Микоз регистрируется прежде всего в юго-западных штатах США и странах Латинской Америки. В естественных условиях возбудитель кокцидиоидомикоза обитает в почве, а инфицирование людей и многих видов млекопитающих происходит при случайной встрече человека и животных во время обильной вегетации гриба в почве при определенных климатических условиях.

Характеристика возбудителя. Кокцидиоидомикоз вызывается двухфазными грибами Coccidioides immitis и Coccidioides posadasii, которые в почве и в лабораторных условиях на простых питательных средах при температуре до 36 °С развиваются в виде мицелия диаметром 2-6 мкм (Pan S. et al., 1995). Размножение гриба происходит путем образования внутри мицелия эндоспор, которые в микроскопе выглядят как бочонковидные образования, разделенные между собой остатками общей кле​точной оболочки мицелия - клетками разобщителями. Внешний вид артроспор не является характерным только для этих видов грибов, и они не могут служить видовым признаком для их идентификации. Однако только кокцидиоидный гриб имеет вторую фазу роста в организме восприимчивых млекопитающих, что и является основным признаком для его идентификации. Тканевая (паразитарная) фаза имеет вид крупных сферических образований с толстой оболочкой от 20 до 200 мкм (в зависимости от степени зрелости), которые содержат внутри эндоспоры округлой формы диаметром 2-8 мкм, их количество внутри сферулы в зависимости от стадии ее зрелости может варьировать от единичных по нескольких десятков в одной сферуле. В лабораторных условиях тканевая фаза гриба может быть получена только при культивировании на питательных средах со сложным химическим составом и поэтому для идентификации гриба чаще применяется заражение восприимчивых видов животных, в тканях которых гриб находится только в паразитической фазе.

Гистоплазмоз — микоз, поражающий человека и многие виды диких и домашних животных. Его возбудитель был открыт в 1905 году американским патологоанатомом Дарлингом.

Характеристика возбудителя. Возбудитель гистоплазмоза — гриб Histoplasma capsulatum, вызывающий классический (или американский) гистоплазмоз, и его вариант Н. duboisii — африканский гистоплазмоз. Еще один гриб рода Histoplasma — Н. farciminosum является возбудителем эпизоотического лимфангоита лошадей, ослов, мулов. В патологии людей какого-либо существенного значения он не имеет.

Африканский гистоплазмоз регистрируется преимущественно в Африке, хотя описаны его случаи у европейцев и в других странах мира. Тем не менее, в анамнезе заболевших, как правило, отмечается пребывание в Африке. Возбудитель был впервые выделен в культуре в 1948 году Дунканом, им же проведено сравнительное изучение американского и африканского штаммов гриба.

Большинство авторов считают, что Н. duboisii является стойким вариантом Н. capsulatum, поскольку оба гриба в мицелиальной фазе абсолютно неразличимы. Некоторые различия между ними обнаружены в паразитической фазе. Отмечены различия в распространении обоих вариантов, их эпидемиологии, а также в клинической картине заболевания и реакции ткани на их внедрение. Это объясняет причины отсутствия единого мнения по поводу принадлежности обоих вариантов.

Возбудитель гистоплазмоза — двухфазный гриб. В природных условиях гриб обитает в почве эндемичных районов и болезнь возникает при ингаляции почвенной пыли, содержащей фрагменты мицелия или конидии. На искусственных простых питательных средах гриб растет в мицелиальной фазе в диапазоне температур 20—28 °С.

На обогащенных питательных средах при температуре 37 °С гриб развивается в дрожжеподобной (или паразитической) фазе, которая по многим, в том числе и морфологическим признакам, резко отлична от мицелиальной.

Морфология мицелиальной фазы.

Диаметр мицелия от 1 до 5 мкм, он септированный, многоклеточный. Молодой мицелий гомогенный, по мере старения в нем становятся видны вакуоли и жировые включения. Через 5—10 дней в зависимости от штамма, состава питательной среды и условий культивирования начинается споруляция. Образующиеся споры бывают двух типов: макро- и микроконидии. Макроконидии — крупные (до 15—25 мкм) шиповатые или бугристые сфери​ческие или грушевидные споры. Они образуются в воздушной части мицелия обычно на конце его коротких отростков, но могут быть сидящими на конце длинной гифы. Бугорки или шипики макроконидий имеют длину от 1 до 5—8 мкм. В субстратной части мицелия преобладают макроконидии, не имеющие бугристости. В слое мицелия, вросшем в агар, иногда отмечается образование спор, тело которых окружено ободком субстанции. Это, так называемые, нимбоспоры.

Другим типом спор, образуемых Н. capsulatum, являются микроконидии. Это обычно гладкостенные споры сферической, грушевидной или сигарообразной формы 2—6 мкм в диаметре, расположенные на короткой боковой гифе терминально. Иногда в культуре можно наблюдать небольшое количество микроконидий, которые в точности воспроизводят по внешнему виду макроконидии, за исключением размера.

Морфология дрожжеподобной фазы.

Эта фаза гриба in vitro может быть получена лишь при выращивании на специальных питательных средах при 37 °С. Колонии гриба имеют беловатую, желтоватую или кремовую окраску. Они выпуклой формы, пастообразной консистенции. Поверхность колоний гладкая, морщинистая, церебриформная, в зависимос​ти от возраста культуры. Зрелые колонии обычно формируются спустя 7—10 сут. после посева из клинического материала. Под микроскопом клетки в дрожжеподобной форме. Это овальные тельца размером 1,5—2,0 на 3,0—3,5 мкм. У активно растущих клеток один полюс заострен. Почки могут образовываться на одном из двух полюсов, реже аполярно. Из каждой материнской клетки мо​гут образовываться до 3-х почек, они повторяют ее форму, имеют ясно выраженную оболочку, но меньше размером.

Бластомикоз - хроническое заболевание, которое первично протекает как респираторная инфекция и часто диссеминирует с вовлечением преимущественно легких, костей и кожи.

Характеристика возбудителя. Бластомикоз вызывается двухфазным грибом Blastomyces dermatitidis, который в тканях млекопитающих развивается в виде почкующихся дрожжевых клеток от 8 до 15 мкм в диаметре (редко 30 мкм) и в культуре - в виде сухих, белых колоний. Тонкий септированный мицелий несет сферические или овоидные конидии от 2 до 10 мкм в диаметре на коротких конидиеносцах. Внешний вид спор не является характерным только для этого вида, и они не могут служить видовым признаком для его идентификации. Тканевая (паразитарная) фаза имеет вид почкующихся дрожжеподобных клеток, обычно почка одна (редко 2-3), и она соединена с родительской клеткой широким основанием. Диморфизм определяется только температурой инкубации. На одной и той же питательной среде при 28 0С гриб растет в мицелиальной фазе, при 37 0С - в дрожжевой. При простом повышении или понижении температуры выращивания легко происходит переход гриба из одной фазы в другую.

Паракокцидиоидомикоз - глубокий, хронически протекающий микоз, характеризующийся, как правило, первичным поражением легких с последующим вовлечением в процесс других внутренних органов и образованием гранулематозно-язвенных очагов на слизистых оболочках щек, носа и на коже. Подавляющее количество случаев заболеваний регистрируется в странах Южной Америки и, прежде всего, в Бразилии.

Характеристика возбудителя. Заболевание вызывается диморфным грибом, который в природных условиях обитает в почве в мицелиальной фазе, а в организме человека и других млекопитающих находится в дрожжеподобной или тканевой фазе.

В мицелиальной фазе при комнатной температуре гриб растет в виде сухих, беловатых или сероватых колоний. Некоторые культуры могут иметь желтоватый или коричневый пигмент. Под микроскопом мицелиальная фаза состоит из тонкого септированного мицелия с небольшим количеством сферических или овоидных конидий на коротких конидиеносцах. Гриб в мицелиальной фазе практически не отличим от возбудителя бластомикоза и многих других грибов, так что их вид не может служить видовым признаком для идентификации этого гриба.

Тканевая (паразитарная) фаза in vivo имеет вид крупных (до 60 мкм) дрожжеподобных клеток со множеством почек, которые окружают родительскую клетку в виде "короны". Почки значительно меньше родительской клетки, рыхло соединены с ней узким перешейком, легко отделяются от нее. По этому признаку гриб существенно отличается от возбудителя бластомикоза. Диморфизм у этого гриба также определяется только температурой инкубации Внешний вид колоний, выращенных при температуре 37 °С, аналогичен таковым возбудителя бластомикоза, микроскопические различия описаны выше.

В России достоверные случаи кокцидиоидомикоза, гистоплазмоза и паракокцидиоидомикоза (южноамериканского бластомикоза) до сих пор не зарегистрированы, хотя наличие их возбудителей в природе или завоз с импортируемыми продуктами и материалами не исключены (Лесовой В.С. c соавт., 1995)

Учитывая, что эти возбудители относятся к агентам II группы патогенности, работа с ними строго регламентирована Санитарными правилами (СП 1.3.1285-03) и манипуляции с данными возбудителями разрешены только в специализированных учреждениях, имеющих лицензию.

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА ГЛУБОКИХ МИКОЗОВ

Глубокие микозы могут поражать практически любую ткань или орган человека, поэтому патологический материал, подлежащий исследованию, может быть различным. Существует ряд правил забора и транспортировки патологического материала, подозрительного на зараженность возбудителями глубоких микозов (Кашкин П.Н. с соавт., 1978, Кашкин П.Н. с соавт., 1983, Лесовой В.С. с соавт., 1995).

Мокроту собирают в стерильную баночку с завинчивающейся пробкой или чашку Петри после предварительной обработки полости рта или зева 2 % раствором бикарбоната натрия, буры, стерильным изотоническим 0,9 % раствором натрия хлорида или слабо розовым раствором марганцево-кислого калия.

Промывные воды бронхов, придаточных полостей носа и черепа, плевральный экссудат, спинномозговую жидкость (не менее 3 мл) собирают в стерильные пробирки; кровь для выделения гемокультуры (при подозрении на фунгемию) берут в количестве 5-10 мл из локтевой вены, фекалии (последнюю порцию) при подозрении на паракокцидиоидомикоз (реже – гистоплазмоз) собирают в стерильную посуду с завинчивающейся пробкой, также берут и мочу (10-15 мл) после туалета наружных половых органов. Отделяемое язв, свищей можно собирать в стерильные пробирки, при малом количестве отделяемого материал собирают стерильным тампоном, пастеровской пипеткой или бактериологической петлей, также осуществляют забор отделяемого наружного слухового прохода, конъюнктивы и других слизистых оболочек. 

Кусочки органов, пунктат костного мозга и биопсированную ткань собирают в две стерильные баночки, одну из которых заливают 10 % формалином для дальнейшего гистологического исследования материала, а материал во второй - используют для микологического исследования.

К направляемым анализам прилагается сопроводительный документ, где указываются фамилия, имя, отчество больного, предполагаемый диагноз, номер истории болезни и наименование исследуемого материала

Патологический материал транспортируется в специальной таре или металлических биксах, а спинномозговая жидкость - в термостатах при температуре 37 °С. Поступивший в лабораторию материал должен быть исследован в течение рабочего дня.

Учитывая то, что грибы-возбудители глубоких микозов растут медленно по сравнению с бактериальной флорой, для подавления роста последней при исследовании нестерильного материала в него необходимо добавить антибактериальные антибиотики с широким спектром действия, а также антифунгальные антибиотики для подавления роста плесневых грибов. Патологический материал с добавленными антибиотиками перед дальнейшим исследованием должен быть инкубирован при температуре  37 °С в течение 1 ч.

Лабораторная диагностика возбудителей глубоких микозов включает те же этапы исследования, что и при диагностике бактериальных инфекций (см. Рис. 1), однако ее результаты во многом зависят от вида предполагаемого возбудителя. Существует ряд приемов, выполнение которых необходимо при диагностике любого из предполагаемых глубоких микозов.

При исследовании мокроты, гноя, кала, в которых в большом количестве содержатся посторонние примеси (лейкоциты, гибнущие тучные клетки, пыльца растений, непереваренные остатки пищи и т.д.), необходимо так называемое "просветление" патологического материала. Для этих целей чаще всего используется 10 % раствор едкого калия или натрия в смеси с равным количеством патологического материала после 10-15-минутной экспозиции.

Приемлемо также "фламбирование" над пламенем спиртовки в течение 10 с. Однако, такой обработке может подвергаться только та часть материала, которая не предназначена для посева или заражения животных.







Рис. 1 Схема лабораторной диагностики глубоких микозов

СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИНДИКАЦИЯ

ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ГЛУБОКИХ МИКОЗОВ

На первом этапе диагностики возбудителей глубоких микозов осуществляют микроскопию патологического материал и проводят исследование с помощью МФА, ИФА, ПЦР, РНГА. 

Эти методы обеспечивают получение предварительного ответа в течение 2-6 ч от момента поступления проб на исследование. На последующих этапах лабораторного анализа используют иммуносерологические методы (реакции), направленные на обнаружение антигена возбудителя. Поиск антигена осуществляют в пробах клинического материала (гной, мокрота, кровь, спинномозговая жидкость, смывы с бронхов, экссудаты из плевральной полости, пунктат костного мозга, биопсированные кусочки тканей из очагов поражения, реже - моча, испражнения) и пробах из объектов внешней среды (почва, воздух, сыпучие продукты питания и промышленное сырье). При этом в пробах клинического материала определяют наличие паразитарной (тканевой) фазы роста, в пробах из объектов внешней среды - наличие мицелиальной (культуральной, сапрофитической) фазы роста возбудителей особо опасных глубоких микозов. В зависимости от характера исследуемого материала проводят выбор диагностических средств для той или иной серологической реакции.

При поиске специфических антител исследуют сыворотки больных людей, реже - спинномозговую жидкость, полученные в различные сроки от момента клинических проявлений заболевания.

Диагностическая ценность этого метода для разных видов возбудителей глубоких микозов различна.

МЕТОДЫ ЭКСПРЕСС-ДИАГНОСТИКИ ГЛУБОКИХ МИКОЗОВ

Микроскопическое исследование

Приготовление препаратов для микроскопии. При исследовании клинического материала (отделяемое ран, свищей, мокроты) мазки делают из материала, имеющего ненормальный вид или консистенцию (гнойные, кровянистые, гнойно-слизистые и др.).
Микроскопическое исследование возбудителей кокцидиоидомикоза
Исследование патологического материала от больных с предполагаемым диагнозом кокцидиоидомикоза занимает важное место, поскольку гриб из-за больших размеров своей тканевой формы может быть легко обнаружен при достаточной обсемененности. Патологический материал от больных собирают и обрабатывают согласно изложенным выше общим требованиям. При исследовании материала на наличие возбудителя кокцидиоидомикоза окраска, как правило, не нужна, так как гриб ввиду наличия мощной светопреломляющей оболочки хорошо виден в нативных препаратах. Он представляет собой крупные сферические образования размером от 20-60 до 200 мкм, стенка которых резко очерчена, толстая и содержит внутри массу мелких (2-10 мкм) эндоспор. При исследовании материала на наличие возбудителя кокцидиоидомикоза можно использовать специальные методы окраски, но на практике они применяются редко, так как не дают никаких преимуществ по сравнению с исследованием материала в нативных препаратах.

Наилучшие результаты могут быть получены при обработке патологического материала в равной смеси с глицерином, физиологическим раствором или дистиллированной водой, так как, мацерируясь, посторонние примеси становятся более светлыми, в то время как оболочки сферул, как бы уплотняясь, выступают более отчетливо. Однако, незрелые сферулы с тонкими стенками и недифференцированной протоплазмой трудно отличить от пылевых клеток, зернистых лейкоцитов, капель жира и других клеточных образований.

Единственным надежным критерием для подтверждения микотической природы сферул является их прорастание. Наилучшие условия для быстрого прорастания сферул (в первые 24 ч) создаются в раздавленных и запарафинированных по краю покровного стекла каплях с изотоническим раствором хлорида натрия с содержанием пенициллина и стрептомицина по 200 ЕД на 1 мл при температуре инкубации 37 0С. В первые 2-16 ч прорастают свободно лежащие эндоспоры, через 16-48 ч - молодые сферулы, некоторые сферулы прорастают только через 72 ч, давая одновременно от 1 до 4-5 ростков. Наряду со сферулами в патологиче​ском материале иногда удается обнаружить мицелий в виде коротких или длинных нитей. Такие находки возможны при исследовании смыва из каверн. При микроскопической оценке значение имеют лишь положительные результаты (обнаружение сферул), а отрицательные данные не позволяют исключить кокцидиоидную природу микоза.

Микроскопическое исследование возбудителя гистоплазмоза
Микроскопическое исследование в диагностике гистоплазмоза имеет вспомогательное значение ввиду особенностей возбудителя. Гриб в патологическом материале имеет вид мелких (2-3 мкм в диаметре) почкующихся клеток овальной или яйцевидной формы. Почки (2-3) располагаются, как правило, по полюсам родительской клетки. После обработки патологического материала по общим правилам с целью его просветления готовят препарат по типу "раздавленной капли" и просматривают в микроскопе под иммерсией. Однако ввиду малых размеров тканевой фазы возбудителя и его внутриклеточного расположения гриб в неокрашенных препаратах обнаруживается редко. Исключением является материал, взятый со стенок каверн, в которых гриб находится в мицелиальной фазе. В таких препаратах можно обнаружить тонкий септированный мицелий и типичные бугристые или шиповидные макроконидии размером до 10-20 мкм.

Более обнадеживающие результаты могут быть получены при исследовании материала (мазки крови, осадок спинномозговой жидкости, пунктаты печени, селезенки, лимфоузлов, костного мозга), окрашенного одним из гематологических красителей: краской Романовского-Гимза, Лейшмана, Райта, Май-Грюнвальда. При микроскопии гриб виден в цитоплазме фагоцитов в виде мелких базофильных телец, окруженных бесцветным ореолом, который раньше принимали за капсулу. Эффективность микроскопического метода исследования в целом не превышает 5-10 %, да и то при исследовании окрашенных мазков из перечисленных выше объектов.

Микроскопическое исследование возбудителя бластомикоза

Наиболее часто материалом для исследования при бластомикозе является мокрота, отделяемое кожных язв, свищей. Готовят препарат, как описано ранее, и микроскопируют его в раздавленной капле. Внешний вид гриба в патологическом материале описан выше. Здесь следует отметить прочную связь между родительской и дочерней клеткой через широкое основание до тех пор, пока последняя но достигнет размера первой. Гриб в отличие от Candida имеет большие размеры и не образует псевдомицелия, от возбудителя паракокцидиоидомикоза отличается по отсутствию образования в виде "короны" из почек вокруг родительской клетки, от возбудителя кокцидиоидомикоза - по отсутствию специфических образований в виде сферул. Гриб в патологическом материале виден довольно четко и поэтому его окраска не является обязательной. При невозможности немедленной микроскопии фиксированные мазки окрашивают обычными метопами по Граму, краской Романовского-Гимза и другими гематологическими красителями.

Микроскопическое исследование возбудителя паракокцидиоидомикоза

Наиболее часто патологическим материалом при диагностике паракокцидиоидомикоза является мокрота, отделяемое язв, свищей, а также испражнения, так как в отличие от возбудителя бластомикоза часто поражается желудочно-кишечный тракт.

Микроскопия патологического материала занимает важное мест в диагностике этого микоза, так как при наличии гриба в патологическом материале не составляет большого труда его обнаружить. Дополнительных методов окраски также не требуется. Внешний вид гриба точно соответствует проведенному выше описанию. Затруднения могут возникнуть только тогда, когда в препарате не удается выявить столь характерное для этого гриба множественное почкование. В таких случаях следует тщательно просмотреть весь препарат. Этот же признак позволяет отличить данный возбудитель от возбудителя кокцидиоидомикоза, так как последний размножается не почкованием, а образованием эндоспор внутри сферул. О различиях тканевых форм возбудителей бластомикоза и паракокцидиоидомикоза упоминалось ранее.

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Мазки для исследования МФА готовят также как и для микроскопии при помощи светового микроскопа.

МФА является одним из наиболее чувствительных и достоверных методов обнаружения возбудителей глубоких микозов в различных объектах исследования. С помощью МФА предварительный ответ может быть получен в течение 1-2 ч от момента начала исследования нативного материала.

Обязательным является применение МФА с контрастированием. После приготовления и фиксации мазков-препаратов их обрабатывают смесью равных объемов флуорохромированных специфических антител и альбумина, меченного родамином, содержащей каждый из ингредиентов в концентрации, равной их рабочим разведениям.

Для обнаружения возбудителей глубоких микозов используют ряд диагностических препаратов.

Иммуноглобулины люминесцирующие, приготовленные на основе антител кроличьих или козьих сывороток против антигенов мицелиальной фазы (артроспор) кокцидиоидного гриба, обладают группоспецифическими свойствами, взаимодействуя с возбудителями кокцидиоидомикоза, гистоплазмоза и бластомикоза. Люминесцирующие иммуноглобулины на основе антител кроличьих сывороток против антигенов тканевой фазы (сферул) кокцидиоидного триба специфически окрашивают как мицелиальную, так и тканевую фазу роста данного микроорганизма, но не взаимодействуют с возбудителями гистоплазмоза и бластомикоза.

В мазках-препаратах, приготовленных из проб объектов окружающей среды и обработанных группо- или видоспецифическими люминесцирующими иммуноглобулинами, возбудитель кокцидиоидомикоза может быть обнаружен в виде мицелиальных нитей или их фрагментов, а также в виде бочкообразных или прямоугольных клеток (артроспор) величиной 2-10 мкм в диаметре, расположенных но ходу мицелия или хаотично. Для артроспор характерна четко выраженная яркая флуоресценция клеточной стенки на 4 или 5 + по общепринятой шкале оценки результатов МФА. Мицелий окрашен, как правило, диффузно и менее ярко.

При окрашивании мазков-препаратов группоспецифическими люминесцирующими иммуноглобулинами возбудитель гистоплазмоза может быть обнаружен в виде нитей мицелия, отростков - гиф и других типов спор: макроконидий толстостенных округлых или шиповидных, размером 7-25 мкм.

Группоспецифический препарат окрашивает также возбудителя бластомикоза. При этом в поле зрения выявляют мицелий, изредка присутствуют споры округлой, овальной или грушевидной формы, размером 3-5 мкм, расположенные на боковых ответвлениях гиф.

На этапе экспресс-анализа проб из объектов окружающей среды обнаружение в 25 полях зрения единичных артроспор, обладающих специфическим свечением, является основанием для выдачи ориентировочного положительного ответа. Отрицательный результат МФА свидетельствует об отсутствии гриба в исследуемом объекте или о том, что концентрация грибных клеток в данной пробе ниже улавливаемой с помощью МФА (n×105 клеток гриба/мл).

При исследовании проб клинического материала основным диагностическим признаком кокцидиоидомикоза считают наличие сферул (тканевая фаза роста), величиной 20-80 мкм. Видоспецифические люминесцирующие иммуноглобулины интенсивно окрашивают толстую оболочку сферул и слабо - содержащиеся внутри них эндоспоры.

Для обнаружения тканевых форм возбудителей гистоплазмоза и бластомикоза используют группоспецифический препарат - иммуноглобулины люминесцирующие против антигенов мицелиальной фазы роста кокцидиоидного гриба. В тканях организма паразитарная фаза роста возбудителя гистоплазмоза представлена дрожжевыми овальными клетками с ярко окрашенной периферией, размером 1-3 мкм, расположенными, как правило, внутриклеточно. Дрожжевые клетки возбудителя бластомикоза имеют более крупные размеры (5-20 мкм), ярко окрашиваются по периферии, обладают характерным почкованием в виде одиночных дочерних образований, прикрепленных к материнской клетке широким основанием.

Для обнаружения тканевой фазы роста возбудителя гистоплазмоза разработан видоспецифический препарат. Иммуноглобулины люминесцирующие видоспецифические гистоплазмозные против антигенов дрожжевой фазы роста готовят на основе антител специфических сывороток, дважды истощенных клетками возбудителя бластомикоза и однократно - артроспорами кокцидиоидного гриба.

Выявление в пробах клинического материала с помощью МФА сферул кокцидиоидного гриба, дрожжевых клеток возбудителя гистоплазмоза или бластомикоза позволяет дать предварительный ответ о наиболее вероятном возбудителе заболевания.

МЕТОДЫ УСКОРЕННОЙ ДИАГНОСТИКИ ГЛУБОКИХ МИКОЗОВ

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Методами генной диагностики микозов являются ДНК-зондирование (Stockman L. Et al., 1993) и ПЦР. Однако, при использовании ДНК-зондов возможно появление ложноположительных результатов за счет наличия гомологичных нуклеотидных последовательностей и перекрестной гибридизации. Метод ПЦР показал более высокую чувствительность и специфичность при выявлении ДНК возбудителей особо опасных микозов (Bialek, R. Et al., 2002, Bialek R. et al., 2003, Reid T. M. et al., 1999).

Подготовка проб для ПЦР

При исследовании секционного материала к 30-50 мг кусочкам внутренних органов добавляют 300 мг 0,1 % раствора мертиолята натрия. Кровь обеззараживают добавлением мертиолята натрия до конечной концентрации 0,1 мг/мл. Пробы прогревают при температуре (56(1) 0С в течение 40 мин и оставляют на сутки. При анализе биологических жидкостей (экссудат, моча, мокрота), водных смывов, жидких пищевых продуктов (молоко, соки и т.д.) после обеззараживания смешивают 100-200 мкл образца с лизирующим буфером.
Использование ПЦР для детекции возбудителей ООИ в окружающей среде ограничено из-за содержания в пробах различных соединений, способных ингибировать реакцию. Удаление таких веществ – одно из важнейших условий успешного проведения ПЦР и получения достоверного результата при исследовании объектов внешней среды. 

С этой целью анализируемую почву в количестве 1,0-1,5 г помещают в стерильную микробиологическую посуду, заливают 20 мл стерильной дистиллированной воды, тщательно перемешивают, встряхивают и отстаивают в течение одного часа для оседания крупных частиц. Один миллилитр надосадочной жидкости переносят в микроцентрифужные пробирки и после обеззараживания центрифугируют при 12000 об/мин в течение 10 мин. Осадок суспендируют в лизирующем буфере (гуанидинтиоцианат/фенол).

Исследуемые пробы воды в количестве 5-10 мл центрифугируют при 8000-10000 об/мин в течение 15 мин. Осадок суспендируют в 100 мкл бидистиллированной воды, переносят в микроцентрифужные пробирки и прогревают на кипящей водяной бане 3-5 мин. После центрифугирования при 12000 об/мин в течение 10 мин супернатант используют в ПЦР.

Из культур микроорганизмов, выросших на плотных питательных средах, готовят взвеси в дистиллированной воде в концентрации 1х109 м.к./мл по отраслевому стандартному образцу мутности и разводят таким образом, чтобы концентрации возбудителей составляли от 1х109 до 1х101 кл./мл. После кипячения и центрифугирования взвесей культур при 12000 об/мин в течение 10 мин для проведения ПЦР используют 10 мкл супернатанта.

Бульонные культуры обеззараживают добавлением мертиолята натрия до конечной концентрации 0,1 мг/мл. Пробы прогревают при температуре (56(1) 0С в течение 40 мин и по 1 мл переносят в микроцентрифужные пробирки. Клетки осаждают центрифугированием при 12000 об/мин в течение 10 мин, удаляют надосадочную жидкость, а осадок суспендируют в 1 мл дистиллированной воды. Суспензию клеток кипятят в течение 10 мин и центрифугируют при 12000 об/мин в течение 10 мин. Для проведения ПЦР используют 10 мкл супернатанта.

В случае длительного хранения пробы помещают в низкотемпературную камеру (при температуре минус 20 ОС). При транспортировке также необходимо обеспечить режим охлаждения, что достигается помещением проб в специальные контейнеры или термосы со льдом (не более суток).

Для выделения ДНК можно использовать метод, предложенный в 1987 г. P.Chomczynski и N. Sacchi, с использованием гуанидинтиоцианата и фенол-хлороформной депротеинизации.

Проведение полимеразной цепной реакции

Для идентификации и дифференциации диморфных грибов C.immitis и C.posadasii Волгоградским НИПЧИ выпускается экспериментальная тест-система, основанная на выявлении фрагментов генов макрофагсвязанного белка MBP-1 (праймеры для обоих видов возбудителей) и иммунодоминантного гликопротеина внешней стенки сферул SOWgp82 (праймеры лишь для детекции C.posadasii). 

Для идентификации H. сapsulatum рекомендуется использовать праймеры, полученные на основе фрагментов генов 18S РНК, 100 kDa протеина, MS8 и CBP1, для B.dermatitidis – гены 18S РНК и Wisconsin 1 adgesin, а для P.brasiliensis - Wisconsin 1 adgesin и gp43 гены.

Амплификацию проводят в объеме 25 мкл в микроцентрифужных пробирках (500 мкл) с использованием «горячего старта». 

При наличии возможности рекомендуется использовать методы мультиплексного анализа и ПЦР в реальном времени.

Детекция продуктов амплификации

Анализ продуктов ПЦР осуществляют методом гель-электрофореза в 1,5 % агарозном геле с окраской фрагментов ДНК этидиумом бромидом и визуализацией в УФ-свете. Результаты оценивают по наличию или отсутствию в геле после электрофореза фрагментов ДНК необходимого размера. Специфичность полосы амплифицированной ДНК подтверждается ее положением по отношению к контрольным маркерным фрагментам.

Положительный результат ПЦР может быть зарегистрирован при концентрации возбудителей особо опасных микозов в анализируемых пробах nх103 клеток/мл и выше.

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Иммуноферментный анализ применяют для поиска антигенов возбудителя кокцидиоидомикоза в двух вариантах: цитохимическом и твердофазном (ТИФМ).

Цитохимический вариант ИФА по чувствительности не уступает МФА. При отсутствии в лаборатории люминесцентного микроскопа он может быть использован для поиска возбудителя кокцидиоидомикоза в пробах из объектов внешней среды. Особенностью этапа подготовки мазков-препаратов для исследования является одновременная фиксация материала и разрушение эндогенной пероксидазы, присутствующей в объектах исследования. Для этого используют смеси метилового спирта с перекисью водорода (до 2 %) или этилового спирта с серной кислотой (до 0,074 %). После фиксации и обработки мазков-препаратов кокцидиоидным иммуноферментным конъюгатом их просматривают в световом микроскопе, регистрируя наличие характерных артроспор и нитей мицелия, окрашенных по периферии в темно-коричневый цвет. Результаты анализа могут быть получены в течение 1-2 ч.

Твердофазный иммуноферментный метод (ТИФМ). Разработанная для ТИФМ иммуноферментная тест-система предназначена для обнаружения специфических белоксодержащих антигенов кокцидиоидного гриба в средах его выращивания на этапах идентификации возбудителей глубоких микозов. Жидкие среды или экстракты из плотных сред предварительно обеззараживают методом мембранной фильтрации или с помощью ацетона, а затем исследуют в сэндвич-варианте ТИФМ. Чувствительность метода равна 1,25-1,5 мг белка/мл. В случае исследования взвесей гриба необходима обработка ацетоном и последующая ультразвуковая дезинтеграция клеток микроорганизма. Положительный результат ТИФМ может быть зарегистрирован при концентрации возбудителя кокцидиоидомикоза n×105-n×106 клеток/мл по ОСО мутности ГИСК им. Л.А. Тарасевича.

Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА)

Серологические реакции с эритроцитарными диагностикумами (иммуноглобулиновым или антигенным) применяют на всех этапах лабораторной диагностики глубоких микозов. Для обнаружения антигена используют двухкомпонентную реакцию непрямой гемагглютинации (РНГА) с иммуноглобулиновым эритроцитарным препаратом или трехкомпонентную реакцию нейтрализации антител (РНАт) с антигенным диагностикумом 

Выбор гемагглютинационного теста зависит от цели конкретного этапа исследования и от наличия соответствующего эритроцитарного диагностикума (ЭД). Необходимо отметить, что чувствительность РНГА и РНАт значительно снижается при исследовании жидких проб из объектов внешней среды, предварительно сконцентрированных через мембранные фильтры, вследствие потери участвующего в реакциях растворимого полисахаридного антигена, быстро высвобождающегося из клеток гриба.

Иммуноглобулиновый эритроцитарный диагностикум кокцидиоидомикоза представляет собой акролеинизированные танизированные эритроциты, нагруженные иммуноглобулинами М противококцидноидных сывороток. Препарат предназначен для обнаружения с помощью РНГА артроспор кокцидиоидного гриба в пробах из объектов внешней среды. Чувствительность РНГА составляет 1×104-1×105 клеток в 1 мл по подсчету в камере Горяева или 5×106-5×107 клеток/мл по OCO мутности ГИСК им. Л.А. Тарасевича. Диагностикум видоспецифичен, не взаимодействует с антигенами возбудителей гистоплазмоза и бластомикоза.

С целью подтверждения специфичности РНГА одновременно с ней ставят реакцию торможения непрямой гемагглютинации (РТНГА). Специфичным считают результат РНГА, если различия в титрах РНГА и РТНГА достигают 16-32 и более раз. Учет результатов РНГА проводят через 1,5-2 и 24 ч. Предварительный ответ о наличии или отсутствии искомого антигена может быть дан через 2 ч oт момента постановки реакции.

Для постановки РНГА может быть использован группоспецифический препарат - иммуноглобулиновый эритроцитарный гистоплазмозный диагностикум, взаимодействующий с клетками мицелиальной фазы роста возбудителей кокцидиоидомикоза, гистоплазмоза, бластомикоза, паракокцидиоидомикоза (1×106 – 2×106 клеток/мл).

При отсутствии иммуноглобулиновых ЭД поиск антител осуществляют с помощью РНАт с антигенным диагностикумом глубоких микозов, представляющим собой танизированные формалинизированные эритроциты, на поверхности которых адсорбирован общий для всех грех видов грибов полисахаридсодержащий антиген. Чувствительность РНАт при выявлении клеток мицелиальной фазы роста возбудителей кокцидиоидомикоза, гистоплазмоза, бластомикоза и паракокцидиоидомикоза составляет сотни тысяч клеток по подсчету в камере Горяева.

Микологическое исследование

Микологическое исследование возбудителей кокцидиоидомикоза

Культуральное исследование является вторым и важным этапом лабораторной диагностики кокцидиоидомикоза. Успех культурального исследования определяется наличием жизнеспособных элементов гриба в патологическом материале, степенью его микробного загрязнения и качеством питательных сред. Обычно применяют агар Сабуро с дрожжевым экстрактом и 4 % глюкозы. В среды нужно добавлять антибио​тики в количестве 50-100 ЕД на 1 мл питательной среды. Хорошие результаты даст добавление левомицетина (0,05 мг на 1 мл среды). Этот антибиотик более стабильный и в отличие от пенициллина и стрептомицина не так быстро разрушается. При исследовании сильно загрязненного материала применяется также такой весьма эффективный антибиотик, как актидион (циклогексимид) - 0.1-1 мг на 1 мл среды. Этот препарат подавляет рост плесневых грибов, но не влияет на развитие С. immitis и C. posadasii.

Интенсивность развития грибов на питательных средах различна независимо от вида, что до некоторой степени связано с их индивидуальными особенностями. Начало роста на плотных средах наступает для одних штаммов на 7-10-й день, а для других - заметный рост появляется лишь через 3-4 и даже больше недель.

На жидких средах прорастание идет несколько быстрее, хотя рост первоначальных культур весьма скудный. В пересевах на жидкие среды удается обогатить культуру грибными элементами, что облегчает развитие грибов на плотных средах. Перевивка отдельных культур на плотных средах и поддержание грибов в музейных условиях не представляет каких-либо затруднений. По характеру роста культуры С. immitis и C. posadasii мало чем отличаются от ряда других нитчатых грибов: рыхлый, местами редкий, бесцветный или серовато-беловатый мицелий с мучнистым налетом при споруляции - ориентировочные признаки для отбора колоний подозрительных культур.

После выявления на средах зрелой грибницы из нее готовят мазок, окрашивают и микроскопируют. Лучше исследовать в нативном состоянии по типу раздавленной капли, слегка подкрашивая метиленовой синькой, янусом зеленым или в лактофеноле. Культуры на скошенном агаре перед исследованием заливают стерильным физиологическим раствором при помощи длинной иглы и шприца для предупреждения распыления артроспор.

Наличие артроспор является важным опорным пунктом для установления культуры С. immitis и C. posadasii. Но следует помнить, что артроспоры могут давать также сапрофитические грибы Geotrichum, Malbranchea, Arachniotus путем сегментации гиф. В лактофеноле артроспоры в молодой культуре отличаются бочкообразной формой и, главное, наличием свободных участков между артроспорами, так называемых клеток - "разобщителей". Артроспоры же у сходных грибов образуются просто перегородками без промежуточных пустых участков.

Микологическое исследование возбудителя гистоплазмоза

Патологический материал после обработки антибиотиками (если материал нестерилен) засевают на среды, используемые отдельно для выращивания мицелиальной (агар Сабуро, сусло-агар, мясо-пептонный) и дрожжеподобной фаз (сердечно-мозговой агар, среда Френсиса). Посевы инкубируют при температуре 28 и 37 °С в течение 30 и 10 сут соответственно. Выросшие культуры микроскопируют с целью обнаружения типичных морфологических элементов гриба. При одновременном выделении мицелиальной и тканевой форм возбудителя диагноз гистоплазмоза становится несомненным. Для его окончательного подтверждения пробирку с выросшей тканевой формой дополнительно инкубируют при пониженной температуре (26-28 °С). Гриб в течение 7-14 дней конверсирует из дрожжеподобной в мицелиальную фазу. При получении только мицелиальной фазы возбудителя ее пересевают на агар Френсиса и выращивают при температуре 37 °С 7-10 сут с целью получения дрожжеподобной. При получении только дрожжеподобной фазы снижают температуру инкубации до температуры 28 °С - для получения мицелиальной.

При отрицательных результатах исследования посев патологического материала повторяют.

Микологическое исследование возбудителя бластомикоза

Несмотря на характерный вид в патологическом материале, гриб имеет значительное сходство с другими грибами и поэтому должен быть выделен в культуре для точной идентификации. Посевы материала производят как на углеводные среды - агар Сабуро, сусло-агар, так и на мясо-пептонные с добавлением глюкозы (1-2 %) или крови. Для получения гриба в мицелиальной фазе посевы инкубируют при температуре от 20 до 30 °С, для дрожжевой - при 37 °С. Более надежно гриб высевается из материала, инкубированного при низких температурах. Загрязненный посторонней микрофлорой материал засевают на среды, содержащие антибиотики, однако их не добавляют, если посевы инкубируются при температуре 37 °С, так как при этом рост гриба в дрожжевой фазе угнетается антибиотиками. Возбудитель бластомикоза растет довольно медленно, и посевы должны инкубироваться до 30 сут. При выращивании культуры при температуре 37 °С колонии гладкие, сливкообразные, не врастают в среду. Цвет их вначале беловато-желтый, позже - коричневатый. По мере старения поверхность колоний становится морщинистой, неровной, радиально исчерченной или петлистой. При микроскопии этих колоний видны дрожжевые формы гриба, аналогичные таковым в пораженных тканях.

Микологическое исследование возбудителя паракокцидиоидомикоза

Гриб хорошо растет на самых разнообразных питательных средах и не требует каких-либо специальных добавок для своего культивирования. При первичном посеве используют одну и ту же питательную среду, меняя только температуру инкубации, до 30 °С для выращивания мицелиальной формы и 37 °С - для дрожжеподобной. Основная задача культивирования - получение культуры в двух фазах с целью доказательства диморфизма возбудителя, так как в мицелиальной фазе роста гриб нельзя отличить от многих других, в том числе и непатогенных для человека грибов.

Постановка биологической пробы

Биологический метод исследования возбудителя кокцидиоидомикоза

Проверка патогенности гриба является одним из важных диагностических критериев для его идентификации. Взвесь испытуемой культуры гриба или патологического материала после предварительной обработки антибиотиками вводится чаще всего внутрибрюшинно белым мышам или интратестикулярно морским свинкам. В положительных опытах в очагах заражения развиваются гранулематозные поражения, более отчетливые в яичках. В них находят сферулы разных размеров, на различных этапах созревания, реже встречаются мицелиальные формы.

Сферулы в органах зараженных животных можно идентифицировать с помощью люминесцентной микроскопии за счет использования способности сферул светиться в сине-фиолетовых лучах (аутофлуоресценции).

Кроме того, из органов брюшной полости можно сделать посев на агар Сабуро с последующей инкубацией при температуре 26-28 °С до 30 сут. По 2 белые мыши вскрывают через 2 и 4 недели после заражения. Выросшую культуру микроскопируют, как описано выше. Ввиду практической невозможности получения сферул из патологического материала in vitro посева на питательные среды не производят. Можно из кусочков органов приготовить гомогенат, препарат по типу "раздавленной капли" и под микроскопом обнаружить типичные сферулы С. immitis.

Биологический метод исследования возбудителя гистоплазмоза

Заражение биопробных животных применяется как для освобождения патологического материала от посторонней флоры, так и для оценки вирулентности патогена. Для заражения могут быть использованы мы​ши (белые или пигментированных линий), золотистые хомячки. Наиболее простой, но эффективный способ заражения - внутрибрюшинный. На каждый образец патологического материала берут по 4 животных, 2 из которых вскрывают через 2 нед., а остальных - через 4 нед. после зараже​ния. Вводят внутрибрюшинно 0,5-1,0 мл патологического материала, предварительно обработанного антибиотиками, как описано выше. Через указанные сроки животных вскрывают, делают посевы внутренних органов (печень, селезенка) на те же питательные среды. Сроки инкубации и порядок учета результатов аналогичны описанным для микологического (культурального) метода исследования. Для оценки вирулентно​сти возбудителя целесообразно посеять и кусочки легких, так как находки гриба в легких свидетельствует о диссеминации гриба. Эффективность этого метода диагностики может достигать 30-60 %.

Патогистологическое исследование следует рассматривать как дополнительное, так как за возбудителя гистоплазмоза в срезах могут быть приняты другие дрожжеподобные грибы (возбудители кандидоза, криптококкоза, эндоспоры кокцидиоидного гриба). Наиболее часто для окраски гриба в срезах используется гематоксилин-эозин, различные модификации окраски, основанные на ПАС-реакции, окраска по Гридли, Гомори-Грокотту. Последний метод, основанный на гистохимическом окрашивании эластических волокон, является наиболее демонстративным.

Ускоренные методы гистологического исследования чаще всего используются при решении вопросов хирургического вмешательства, которое часто применяется для лечения ограниченного локализованного гистоплазмоза.

Таким образом, точный диагноз гистоплазмоза основан на выделении и идентификации грибов в культуре или обнаружении типичных внутриклеточных расположений элементов дрожжевой фазы в тканях. Конверсия мицелиальной формы с типичной микроскопической структурой, то есть с бугорчатыми макроконидиями и гладкостенными микроконидиями, в дрожжеподобную надежно подтверждает диагноз гистоплазмоза.

Биологический метод исследования возбудителя бластомикоза

Мокротой или другим загрязненным материалом могут быть внутрибрюшинно заражены мыши, но этот метод имеет меньше преимуществ перед получением культуры, чем при кокцидиоидомикозе или гистоплазмозе. Возбудитель бластомикоза слабо патогенен для мышей, и в сроки от 3 до 4 нед. в брюшной полости образуются только мелкие абсцессы вместо генерализованного заболевания. Мышей заражают через 3-4 нед., исследуют гной и делают его посев из любых мелких абсцессов, найденных в брюшной полости. Они обычно бывают в сальнике, вблизи поджелудочной железы и часто припаиваются к брюшине, печени, селезенке или находятся в области таза.

Патогистологическое исследование для диагностики бластомикоза используется редко, так как оно не имеет никаких преимуществ перед микроскопией и получением культуры в чистом виде.

Биологический метод исследования возбудителя паракокцидиоидомикоза

Гриб не является высокопатогенным для лабораторных животных, хотя при интратестикулярном введении он вызывает орхит у морских свинок, а некоторые штаммы при внутрибрюшинном введении мышам вызывают образование у них в брюшной полости гранулом. По этой причине биологический метод диагностики паракокцидиоидомикоза, как и патогистологическое исследование, используют чаще в научных, нежели практических целях.

ИДЕНТИФИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ГЛУБОКИХ МИКОЗОВ

Идентификация возбудителей глубоких микозов основывается на характерной морфологии клеток при микроскопии, характере роста на питательных средах, патогенности для лабораторных животных, а также на результатах МФА, ПЦР и РНГА, проведенных как с нативным материалом, так и выделенными культурами.

СЕРОДИАГНОСТИКА ГЛУБОКИХ МИКОЗОВ

Для поиска специфических антител в сыворотках больных людей используют непрямой метод флуоресцирующих антител (НМФА) в двух вариантах: Уиллера и Кунса; Гольдвассера и Шепарда с добавлением комплемента.

Диагностическая ценность ТИФМ при выявлении противококцидиоидных антител в сыворотках больных высока. При поиске специфических антител в сыворотках больных гистоплазмозом возможны перекрестные реакции с антигенами возбудителя бластомикоза.

Поиск специфических антител в сыворотках больных людей осуществляют с помощью двухкомпонентной РНГА с антигенным эритроцитарным препаратом или трехкомпонентной реакции нейтрализации антигена (РНАг) с иммуноглобулиновым эритроцитарным диагностикумом. РНГА с антигенным диагностикумом направлена на выявление специфических антител в сыворотках крови или спинномозговой жидкости бессимптомных больных, регистрации динамики нарастания их титров с целью прогнозирования клинически выраженных случаев глубоких микозов.

Аналогом РНГА с антигенным диагностикумом является реакция латекс-агглютинации (РЛА). Ее отличие состоит в том, что носителем специфического антигена являются частицы латекса, агглютинирующиеся в присутствии гомологичных антител. Коммерческие образцы, производимые американскими фирмами, готовят на основе антигенов из фильтратов сред выращивания возбудителей глубоких микозов (кокцидиоидин, гистоплазмин, бластомицин), что обеспечивает высокую специфичность латексных реагентов. Достоинствами РЛА является простота постановки теста на стекле, быстрота получения ответа (10-15 мин).

Положительные результаты РНГА с антигенным диагностикумом и РЛА могут быть получены не ранее 2 нед. с момента появления первых симптомов заболевания, предварительно диагностированного как глубокий микоз.

Помимо перечисленных выше НМФА, ТИФМ, вариантов гемагглютинационных тестов, РЛА для серологического исследования сывороток больных людей с целью обнаружения специфических антител применяют реакции связывания комплемента (РСК), пробирочной преципитации (РП) и иммунодиффузии (РИД). В качестве антигенов в РСК, РП и РИД используют фильтраты сред выращивания грибов (кокцидиоидин, гистоплазмин, бластомицин) или полисахаридсодержащие антигены, экстрагированные из клеток с помощью β-нафтола. Отсутствие стандартных коммерческих антигенов для всех типов перечисленных выше реакций затрудняет получение сопоставимых результатов в различных практических лабораториях.

РП обнаруживает преимущественно IgМ. Она является тестом ранней диагностики заболевания. Положительные результаты могут быть получены в конце 2-й недели от момента клинических проявлений заболевания. С этой же целью используют РИД. Ее преимущество состоит в том, что по характеру зон преципитатов могут быть выявлены специфические системы антиген-антитело. Преципитирующие антитела, как правило, исчезают в течение нескольких месяцев.

Комплементсвязывающие антитела появляются в сыворотках больных в более поздние сроки. Нарастание титров антител в РСК является плохим прогностическим признаком. Титры РСК прямо пропор​циональны тяжести заболевания, в терминальных стадиях заболеваний, вызываемых возбудителями глубоких микозов, РСК может быть отрицательной. В случаях эффективного лечения глубоких микозов титры комплементсвязывающих антител снижаются, что свидетельствует о благоприятном прогнозе.

При постановке РСК с кокцидиоидином в разведении 1:100-1:1000 диагностическими считают титры 1:2-1:4 и выше.

Аллергодиагностика глубоких микозов

Для постановки внутрикожных аллергических проб используют кокцидиоидин, гистоплазмин и бластомицин. Первоначально пробу ставят с аллергеном в разведении 1:100 (0,1 мл) При отрицательном результате для повторной пробы используют более концентрированный препарат (1:10). Положительным результатом является наличие папулы диаметром 5 мм и более. Учет результата производят через 24-36 ч по максимальному размеру папулы. Положительная реакция свидетельствует о прошлой или настоящей инфекции, она сохраняется годами, иногда пожизненно. Отрицательная реакция не исключает заболевания: ранняя стадия заболевания (до 7-10 дней после инфицирования), терминальная фаза инфекции, иммунодефицитные состояния.
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К возбудителям особо опасных вирусных инфекций (ООВИ) относят вирусы натуральной оспы
, вирус оспы обезьян (сем. Poxviridae), Хунин, Мачупо, Ласса, Себиа, Гуанарито (сем. Arenaviridae), Марбургвирус, Эболавирус (сем. Filoviridae), обеьяний вирус В (Herpesviridae), желтой лихорадки, лихорадок Денге, Западного Нила, японского энцефалита, клещевого энцефалита, Омской геморрагической лихорадки, энцефалита Сент-Луис (сем. Flaviviridae), Восточного, Венесуэльского и Западного энцефаломиелита лошадей, лихорадки Чикунгунья (сем. Togaviridae), Крымской-Конго геморрагической лихорадки, геморрагической лихорадки с почечным синдромом (сем. Bunyaviridae), вирус бешенства (Reoviridae). Вирусы отдельных семейств различаются строением, величиной и формой вирионов, видом генома, скоростью репродукции, антигенными свойствами, устойчивостью к различным физическим и химическим факторам, патогенностью для людей и животных. Практически все вирусы малоустойчивы к воздействию высоких температур, ультрафиолетовых лучей и хлорсодержащих дезинфектантов. Длительному сохранению вирусов в окружающей среде способствует низкая температура.

Все вирусы являются облигатными внутриклеточными паразитами, репродуцирующимися внутри клетки-хозяина. Поэтому для накопления вирусов используют клеточные культуры, развивающиеся куриные эмбрионы (РКЭ) и восприимчивых лабораторных животных. Вирионы и их антигены поступают из зараженных клеток в питательную среду клеточных культур или в ткань органов биопробных животных. Заражение культур клеток сывороткой крови, спинно-мозговой жидкостью (СМЖ) или другими биологическими жидкостями, а также гомогенатами органов является классическим методом выделения и детекции вирусных геморрагических лихорадок. Вирусы - представители семейств Pox-, Filo-, Bunya-, Toga-, Arena- и Flaviviridae - реплицируются во многих клеточных культурах, но чаще всего для этих целей используются различные варианты культуры клеток Vero. Среди клеточных культур, кроме культуры Vero, наиболее универсальны по чувствительности к возбудителям особо опасных инфекций перевиваемые линии клеток LL-МК2 и ВНК-21. Среди лабораторных животных таким же качеством обладают белые мыши-сосунки в возрасте 2—4 дней (Общая и частная вирусология. Под ред. Жданова В.М. и Гайдамович С.Я., 1982; Руководство по инфекционным болезням. Под ред. Лобзина Ю.В. и Казанцева А.П., 1996; Неклюдова Л.И. с соавт, 1991).

Специфическая индикация возбудителей вирусных инфекций проводится по единой схеме анализа (см. Рис. 1) (Практическое пособие для подготовки врачей-бактериологов и эпидемиологов по вопросам противодействия биотерроризму., 2004). Она предусматривает выявление возбудителей, их антигенов и/или нуклеиновых кислот как в клиническом (нативном) материале, так и в культурах клеток (органах биопробных животных), зараженных этим материалом. Наиболее чувствительными методами являются методы детекции нуклеиновых кислот вирусов с помощью ПЦР или ОТ-ПЦР (чувствительность до 10 вирусных частиц в мл); сходная чувствительность наблюдается при выделении вирусов с использованием культуры клеток или лабораторных животных. Чувствительность ИФА - 105 частиц в пробе, взятой на анализ. Чувствительность МФА также не превышает 105 частиц.

Мазки и мазки-отпечатки, приготовленные из клинического материала (секционный материал, содержимое кожных элементов, носоглоточные мазки и др.), исследуют с помощью МФА.





















Рис. 1. Схема лабораторной диагностики вирусных инфекций

Кровь, спинно-мозговую жидкость, носоглоточные смывы, суспензии, приготовленные из секционного материала, после предварительной обработки тестируют в различных серологических реакциях (РТГА, РНГА, ИФА) (Иммунологическая диагностика вирусных инфекций. Под ред. Перадзе Т.В., Халонена П., 1985) и в ПЦР. Этим же материалом, после обработки антибиотиками заражают клеточные культуры или биопробных животных.

Монослой клеточных культур, отпечатки внутренних органов (мозга, печени) биопробных животных исследуют с помощью МФА. Питательную среду клеточных культур и 10 % суспензию органов биопробных животных исследуют так же, как и клинический материал, в различных иммунологических реакциях (РТГА, РНГА, ИФА) и в ПЦР.

При заражении клеточных культур учитывают различия в скорости репродукции отдельных видов возбудителей, которые составляют от 12 ч до 120 ч и даже более. Исследование органов зараженных биопробных животных не всегда укладывается в эти сроки. Тем не менее, использование биопробных животных является весьма желательным, так как их чувствительность, в ряде случаев, превышает чувствительность клеточных культур, что позволяет рассматривать их в качестве наиболее достоверного, хотя и отдаленного контроля.

Лабораторная диагностика заболевания возможна также при определении иммуноглобулинов класса М (IgM) в сыворотке крови больного человека или зараженного животного. Исследование проводят с помощью метода ИФА на ранних стадиях заболевания. Выявление иммуноглобулинов класса G (IgG) в сыворотке крови больного человека или зараженного животного при вирусных инфекциях проводится с целью ретроспективной диагностики. Для этого исследуют парные сыворотки крови, взятые на разных стадиях заболевания: в первые дни болезни и спустя 14-21 сутки. Титр специфических антител в сыворотках определяют в ИФА, РСК, РТГА, РН и др. Диагностическое значение имеет 4-кратное и более нарастание титра специфических антител во второй сыворотке крови (Выявление циркуляции арбовирусов. Методы вирусологических и серологических исследований. Клинико-эпидемиологические характеристики малоизученных арбовирусных инфекций. Подходы к мониторингу природных очагов арбовирусов Под ред. Львова Д.К., 1991;Справочник по микробиологическим и вирусологическим методам исследования. Под ред. Биргера М.О., 1982; Павлович С.А., 2001; Медицинская вирусология. Под ред. Королюка А.М. и Сбойчакова В.Б., 2002).
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Натуральная оспа (variola vera) – острое высококонтагиозное вирусное заболевание, проявляющееся в типичных случаях общей интоксикацией, лихорадкой, своеобразными высыпаниями на коже и слизистых оболочках, последовательно проходящими стадии пятна, папулы, пузырька, пустулы, корочки и рубца. Заболевание относится к антропонозам (Черкасский Б.Л., 1996). Основной путь передачи – воздушно-капельный, но возможно заражение при соприкосновении с пораженной кожей больного или инфицированными им предметами, воздушно-пылевым путем, а также трансплацентарно. 
Проведение диагностических исследований при подозрении на натуральную оспу осуществляется в лабораториях максимальной безопасности, имеющих разрешение на работу с данным возбудителем и хранение ДНК и штаммов вируса натуральной оспы, сотрудничающим с центром ВОЗ по диагностике ортопоксвирусных инфекций, на базе ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (п. Кольцово, Новосибирская область). В случае необходимости к проведению диагностических исследований без выделения возбудителя по решению Роспотребнадзора могут быть привлечены филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России-ВЦ» (г. Сергиев Посад, Московская область) и другие организации.

Характеристика возбудителя. Вирус натуральной оспы (Variola virus) относится к роду Orthopoxvirus подсемейства поксвирусов позвоночных Chordopoxvirinae семейства Poxviridae. Вирионы имеют кирпичеобразную или овальную форму, крупные - их размер 200 × 300 нм. При размножении вируса в клетках образуются цитоплазматические включения – тельца Гварниери, представляющие собой скопления вирионов. В зрелой вирусной частице различают нуклеоид в виде двояковогнутой линзы, два боковых тела и внешнюю липопротеидную оболочку. Геном представлен одной молекулой двухцепочечной ДНК, цепи которой ковалентно замкнуты на концах. Вирион имеет в своем составе около 100 белков, из них более десяти - ферменты. Вирионы имеют общие антигены с эритроцитами II и IV групп крови человека, в связи с чем категория людей с этими группами крови отвечает запоздалой иммунной реакцией, что усугубляет тяжесть течения оспы.

Вирус натуральной оспы вызывает у человека заболевания, различающиеся по клиническому течению: классическую или большую оспу (variola major) и малую оспу (variola minor). Классическая оспа характеризуется летальностью от 5 до 40 %. Различают несколько клинических подтипов большой оспы: обычная (сливная, дискретная), модифицированная (вариолоид), плоская и геморрагическая (Бургасов П.Н., Николаевский Г.П.,1972). Малая оспа отличается легким течением, зачастую не требующим постельного режима, и летальностью 0,1-2 % (Маренникова, Щелкунов, 1998; Shchelkunov et al., 2005b). Возбудители обоих типов оспы по основным свойствам идентичны и относятся к разновидностям одного и того же вида.

Вирус натуральной оспы обладает высокой устойчивостью к влиянию различных физических и химических факторов. Хорошо переносит низкие температуры и высушивание. В корочках и чешуйках, взятых с оспин, или в засохшем на ткани экссудате сохраняет свою активность в течение многих месяцев даже при хранении при комнатной температуре. Вирус натуральной оспы устойчив к эфиру. Чувствителен к нагреванию: в жидкой взвеси инактивируется при температуре 60 0С в течение 10-15 мин, при температуре 70-100 0С – за 1-5 мин. В течение часа разрушается под действием 1 %-го раствора хлорной извести, 3 %-х растворов хлорамина, лизола и фенола. Ультрафиолетовые, рентгеновские, α- и γ-лучи быстро инактивируют вирус натуральной оспы.

ЛАБОраторная диагностика натуральной оспы

Лабораторную диагностику натуральной оспы проводят с использованием комплекса методов экспресс-диагностики (электронная микроскопия, МФА, ИФА, РМПА), ускоренного анализа (ПЦР) и выделения возбудителя (см. Рис. 2). 

Рис. 2. Схема лабораторной диагностики натуральной оспы
Иммуносерологические иссследования (в том числе и с целью ретроспективной диагностики) осуществляют с помощью ИФА. 
Взятие материала у людей

Взятие материала от больных осуществляют врачи-вирусологи, прошедшие специальную подготовку, имеющие недавнюю ревакцинацию против оспы. Все этапы проводятся в строгом соответствии с Санитарными правилами «Безопасность работы с микроорганизмами 1-2 групп патогенности (опасности)» СП 1.3.1285-03. 
У больных или подозрительных на заболевание натуральной оспой забирают следующий материал: 
· содержимое кожных поражений (везикул, пустул), корочки, соскоб со дна пузырьков, макул или папул;

· мазки с задней стенки глотки и миндалин;

· кровь.

Используемая для сбора материала посуда и инструменты должны быть стерильными. Содержимое везикул или пустул собирают, прокалывая стенку пузырька у его основания тонким капилляром пастеровской пипетки, конец которой несколько наклоняют вниз, что облегчает сбор жидкости. Для этой же цели могут быть использованы (после прокола или вскрытия пузырька бифуркационной иглой, скальпелем или другим острым инструментом) небольшие ватные тампоны (на коротком стержне), которыми собирают жидкость. Соскоб со дна пузырьков макул или папул производят с помощью маленького скальпеля и используют его как для выделения вируса, так и для морфологического исследования. Корки отделяют пинцетом. Материал, собранный из 6-10 кожных элементов, помещают в плотно закрывающиеся (завинчивающиеся) пробирки. Мазки из глотки берут с помощью стерильных ватных тампонов на стержне, которые опускают в пробирку, отламывая при необходимости верхнюю часть стержня.

Для выделения вируса кровь в количестве 5 мл берут в пробирку, содержащую стерильный антикоагулянт. Пробирку осторожно встряхивают, чтобы предотвратить свертывание. Одновременно берут кровь (5-10 мл) для получения сыворотки.Все пробирки с материалами должны быть плотно закрыты, герметизированы медицинским лейкопластырем или парафилмом и иметь четкие надписи с указанием фамилии и инициалов больного, даты взятия и вида материала. Остальные сведения (возраст, вакцинальный статус больного и пр.) указываются в сопроводительной карточке. После взятия материала для вирусологического исследования готовят препараты для морфологического изучения. С этой целью на обезжиренных предметных стеклах делают мазки содержимого пузырьков или мазки-отпечатки с основания кожных элементов (папул, макул, пузырьков) и мест удаления плотно сидящих корок (по 3-4 мазка). Мазки высушивают на воздухе. Стекла складывают в специальную коробку так, чтобы они не соприкасались между собой той стороной, на которую нанесен мазок, коробку упаковываю в фольгу, прикрепляя необходимую надпись. В случае летального исхода заболевания при аутопсии берут: фрагменты кожи с поражениями, кусочки лимфатических узлов и внутренних органов (легких, печени, почек, селезенки) желательно с макроскопически видимыми поражениями отдельно для вирусологического и патогистологического исследования. В последнем случае взятые кусочки помещают в 4 % раствор параформальдегида (формалина). Фиксированная в формалине ткань не подлежит замораживанию и упаковывается отдельно (Инструкция по лабораторной диагностике натуральной оспы, 1972).

После завершения сбора образцов от больного (больных) все инструменты и подсобные материалы, а также защитную одежду дезинфицируют согласно требованиям СП 1.3.1285-03. 

Упаковка и транспортировка проб для исследования

В связи с тем, что исследование материала, подозрительного на зараженность возбудителем натуральной оспы проводится только в максимально изолированных лабораториях в ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (п. Кольцово, Новосибирская область) и и может проводится, в случае необходимости, в филиале ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России-ВЦ» (г. Сергиев Посад, Московская область) упаковка и транспортировк образцов должны осуществляться в строгом соответствии с Санитарными правилами «Порядок учета, хранения, передачи и транспортирования микроорганизмов I-IV групп патогенности» СП 1.2.036-95.
Пробирки, содержащие пробы и коробку с мазками от каждого больного отдельно помещают, перекладывая гигроскопическим материалом (вата, лигнин) в двойной полиэтиленовый пакет и затем все упаковывают в герметичный металлический контейнер. Края между крышкой и корпусом контейнера заклеивают водонепроницаемой лентой. Контейнер с материалом надписывают (фамилия, имя, отчество больного (больных), дата взятия и вид материала), опечатывают и упаковывают в коробку из плотного картона. В коробку вкладывают карточку с указанием фамилии, имени и отчества, возраста каждого больного, даты начала заболевания, появления сыпи, взятия материала, характера материала для исследования, фамилии врача, взявшего пробы. Указывают, прививался ли заболевший против оспы и примерную дату вакцинации, отмечают наличие или отсутствие рубцов после вакцинации, характер контакта с предполагаемым источником инфекции. На коробке указывают адрес места назначения, адрес, фамилию и телефон отправителя. Делается надпись: «Инфекционный материал». Материал пересылается с нарочным. Перед транспортировкой срочно извещают учреждение, в которое направляется материал.

СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИНДИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ НАТУРАЛЬНОЙ ОСПЫ
Электронная микроскопия

Подготовка материалов для исследования. Для электронной микроскопии везикулярную и пустулезную жидкости исследуют неразведенными и в разведении 1:5 (на дистиллированной воде). При исследовании корок, их (в количестве 1-2) помещают на часовое стекло, покрывают 1-2 каплями дистиллированной воды, через 5-10 мин. измельчают скальпелем и слегка растирают. Жидкая фракция представляет собой материал для исследования.

Мазки-отпечатки или мазки соскобов со дна пузырьков, макул или папул смывают 1-2 каплями дистиллированной воды и полученную взвесь используют для приготовления препаратов для электронномикроскопического исследования. Последние готовят следующим образом. На покрытое парафином предметное стекло помещают последовательно три капли: 1) исследуемого материала; 2) дистиллированной воды и 3) 2 % раствора фосфорно-вольфрамовой кислоты с pH – 7,0 (нужное значение pH достигается добавлением 10 N KOH). Заранее подготовленную (покрытую формваром или парлодием и напыленную углем) сетку для адсорбции вируса опускают на 30-60 секунд в каплю исследуемого материала, затем (для промывки) на 3 секунды в каплю дистиллированной воды и для контрастирования препарата на 3 секунды в каплю фосфорно-вольфрамовой кислоты. После каждого погружения сетку просушивают легким прикосновением ее края к фильтрованной бумаге).

Перед выносом из зоны повышенной биобезопасности и просмотром сеток с исследуемым материалом в электронном микроскопе их обеззараживают. В 60 мм чашку Петри, содержащую приготовленные сетки, помещают небольшой пластиковый контейнер (15 мм в диаметре) с 10 каплями концентрированного (37 %) раствора формальдегида. Чашку Петри закрывают и ставят в большую (150 мм) чашку Петри без крышки, куда налит тонкий слой 5 % раствора хлорамина. Все помещается в предназначенное окно под ультрафиолетовые лучи. Источник облучения 15W ультрафиолетовая лампа, расстояние до объекта 5 см, время облучения 30 мин.

Метод негативного контрастирования

Метод используется для обнаружения оспенных вирусов группы по характерной форме, структуре и размеру вирионов. Форма вирионов может быть типичной кирпичеобразной, либо овальной, размер – 200х300 нм. Как правило, у большинства вирионов внутренняя структура не выявляется. У некоторых частиц обнаруживается двухслойная наружная мембрана, у других – на поверхности видны характерные удлиненные трубчатые структуры. Во внутренней полости вириона находится нуклеоид, который выявляется как структура низкой электронной плотности (светлое образование двояковогнутой формы на темном фоне перенуклеоидного пространства). Вирионы могут располагаться по одиночке или группами.

Главными критериями (кроме формы и размеров), облегчающими идентификацию ортопоксвирусов, являются наличие поверхностных трубочек и нуклеоида характерной морфологии.

С помощью метода электронной микроскопии возможно не только выявление в материале от больного оспенных вирусов, но и позитивная диагностика заболеваний, вызванных вирусами группы герпеса. Последние имеют меньшие размеры (110-120 нм), округлую форму и сферический нуклеоид. Неповрежденные вирионы группы герпеса окружены внешней оболочкой, имеющей неправильную форму с выступами (как бы «законвертованы»).

Для постановки диагноза от каждого больного просматривают по 1-2 сетки, используя увеличение 15000-20000. При обнаружении вириона его детальное изучение проводят при увеличении 50000 и более. Находка трех и более частиц с характерной для ортопоксвирусов или герпетических вирусов морфологией считается достаточным для постановки диагноза (наличие в материале ортопоксвируса или вируса герпеса). 

Для отрицательного заключения в каждой из двух сеток просматривают не менее 3/4 ячеек в течение 30 мин.

Иммунная электронная микроскопия

Эффективность выявления возбудителей вирусных инфекций многократно возрастает при обработке материала специфической сывороткой – использовании иммунной электронной микроскопии (ИЭМ). Метод позволяет увеличить количество выявляемых вирионов, обнаруживать их уже на первых минутах просмотра, а также выявлять вирус в препаратах с низкой его концентрацией. Приготовление препаратов для иммунной электронной микроскопии производится следующим образом. Готовят 4 % агар «Difco» на физиологическом растворе или фосфатно-солевом буфере (рН 7,02) путем нагревания флакона в кипящей водяной бане. Агар растапливают и охлаждают до температуры 56 оС, затем смешивают с равным объемом сыворотки кролика, гипериммунизированного вирусом осповакцины, в разведении 1:12 и 1:24 (разведения делают на фосфатно-солевом буфере – рН - 7,2). Полученные смеси после тщательного перемешивания разливают в лунки полистироловых пластин (до края лунки) и маркируют. После застывания агара на его поверхность наносится по 25-30 мкл исследуемого материала.

На поверхность агара (под каплю) помещается две-три электронномикроскопических сеточки, покрытые формваровой подложкой, стабилизированной углеродом. В таком виде материал оставляют на 25-30 мин. при комнатной температуре. Затем сеточки снимают, излишек жидкости удаляют фильтровальной бумагой и помещают в каплю раствора 2 % фосфорно-вольфрамовой кислоты (рН 7,0) на 1-2 мин.

Перед исследованием в электронном микроскопе для инактивации вируса сетки обеззараживают как указано выше. Обычно при ортопоксвирусных инфекциях в первые 10 мин просмотра обнаруживаются скопления вирионов ортопоксвируса. При отрицательном результате от каждого больного просматривают не менее двух сеточек. 

Методы электронной микроскопии с материалом от больного позволяют получить ответ через 2 часа после начала исследования. Обнаружение в материале из кожных поражений больного вирионов группы герпеса (методом электронной микроскопии) при отсутствии вирионов оспенной группы и ортопоксвирусного антигена позволяет дать заключение о герпетической природе заболевания (ветряная оспа, герпес) без выделения возбудителя.

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Метод используют для обнаружения антигена ортопоксвирусов в материале из кожных поражений больного на ранних стадиях заболевания (до появления пустул). Мазки-отпечатки с основания кожных элементов или мазки везикулярной жидкости на предметном стекле фиксируют в охлажденном химически чистом ацетоне в течение 10 мин. После 5-минутного просушивания их окрашивают смесью равных объемов люминесцирующего оспенного иммуноглобулина и бычьего альбумина, меченого фторидом сульфородамина, разведенных предварительно до «рабочего» разведения в соответствии с инструкцией по применению иммуноглобулина диагностического оспенного люминесцирующего сухого (ФГУП НПО «Вирион» г. Томск). Окраску проводят во влажной камере при комнатной температуре в течение 30 мин. Затем конъюгаты смывают водопроводной водой, мазки промывают по 10 мин в двух сменах фосфатно-буферного раствора (рН - 7,2) и дистиллированной воде. Одновременно для контроля один или два мазка от больного окрашивают смесью равных объемов любого гетерологичного конъюгата и того же бычьего альбумина. После высушивания мазки просматривают в люминесцентном микроскопе при освещении сверху, в сине-фиолетовой части спектра с использованием объектива х 90 и нелюминесцирующего иммерсионного масла.

Обнаружение многочисленных мелких, округлой формы образований, дающих ярко-зеленую флюоресценцию и расположенных на оранжево-коричневом фоне при отсутствии зеленой флюоресценции в контроле свидетельствует о наличии в материале ортопоксвируса.

Внеклеточный вирус может образовывать цепочки, скопления и располагаться попарно. В ряде случаев специфический антиген может обнаруживаться в цитоплазме попавших в мазок клеток слущенного эпителия.

Метод неприменим для исследования материала от больного в стадии пустул из-за наличия аутофлюоресценции элементов белой крови.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Для детекции антигена ортопоксвирусов в материалах от больных используют метод ИФА с тест-системой производства филиала ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны Росии ВЦ», г. Сергиев-Посад. Тест-система предназначена для выявления антигена ортопоксвирусов (натуральной оспы, оспы обезьян, оспы коров, вакцины и др.) в везикулярной и пустулезной жидкостях, суспензии корок и других материалах, полученных от людей и животных. Детальное описание постановки ИФА, учет и оценка результатов приводятся в соответствующей инструкции по применению тест-системы, прилагаемой к диагностикуму.

Реакция микропреципитации в агаре (РМПА)

В качестве дополнительного метода экспресс-диагностики может быть использована РМПА для обнаружения в материале от больного антигена ортопоксвирусов. 1 % агар на фосфатно-солевом буфере растапливают в водяной бане, затем охлаждают до темперуры 60 "С и прибавляют подогретый до этой же температуры мертиолят (0,01 %). Агар наносят тонким слоем на предметное стекло (2 мл агара на предметное стекло размером 2,6 х 7,6 см). После застывания агара полой металлической трубочкой в нем прорезают 4 круглых лунки диаметром 4 мм, центры которых находятся друг от друга на расстоянии 5-6 мм. Лунки располагают по углам ромба. В одну из боковых лунок наливают диагностическую оспенную сыворотку (ФГУП НПО «Вирион» г. Томск), в другую - нормальную кроличью сыворотку. В качестве известного антигена используют сухой оспенный диагностикум (ФГУП НПО «Вирион» г. Томск), который наливают в верхнюю лунку. Испытуемый антиген (везикулярная, пустулезная жидкость, суспензия корок или соскоба макул, папул) наливают в нижнюю лунку.

Стекло с налитыми в лунки реагентами помещают во влажную камеру, в качестве которой может быть использована чашка Петри с влажной фильтровальной бумагой. Камеру оставляют при комнатной температуре. Просмотр стекол производят через 2-5 и 24 часа в проходящем свете.

Реакция считается положительной в случае появления полосы преципитации между лунками с известным антигеном и диагностической оспенной сывороткой при одновременном появлении такой же полосы между испытуемым антигеном и этой сывороткой и отсутствии их между антигенами и нормальной сывороткой. Положительный результат исследования свидетельствует о наличии в исследуемом материале антигена ортопоксвирусов.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Тест-система для мультиплексной ПЦР, разработанная в ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор», предназначена для выявления непосредственно в материалах от больных ДНК патогенных для человека ортопоксвирусов: вируса натуральной оспы (ВНО), оспы обезьян (ВОО), оспы коров (ВОК) и осповакцины (ВОВ)] и определения ее видовой принадлежности (Гаврилова и др., 2003; Shchelkunov et al., 2005а). Реактивы для пробоподготовки исследуемого материала (лизиса клеток и очистки ДНК) выпускаются отдельно (тест-система ВектоДНК-экстракция «Вектор-Бест»).

В ПЦР-тест-систему входят пять пар праймеров, одна из которых является родоспецифичной и при амплификации дает продукт длиной 294 п.н. Остальные пары праймеров являются видоспецифичными, при амплификации которых образуются продукты других размеров (таблица 1).

Для анализа результатов электрофоретического разделения полученных ампликонов используют трансиллюминатор. Фрагменты анализируемой ДНК проявляются в виде светящихся оранжево-красных полос. При отрицательном контроле – полосы должны отсутствовать. 

Наличие полосы, соответствующей по размеру специфичному фрагменту в положительном контроле для какого-либо вида ортопоксвируса, свидетельствует о наличии в пробе ДНК данного вида ортопоксвируса (ВНО, ВОО, ВОК или ВОВ). При этом, наличие полос ампликонов, располагающихся выше или ниже контрольных полос, является неспецифичным ответом и результат реакции оценивается как отрицательный.
Таблица 1

Структуры родо– и видоспецифических праймеров для дифференцированной диагностики ортопоксивирусов методом ПЦР

	Вирус 
	Последовательность праймеров
	Длина амплификационного продукта (п.н.)

	Родоспецифичный фрагмент
	5' cgttggaaaacgtgagtccgg 3'

5' tctacggatttcagatggccattg 3'
	294

	ВНО
	5’ catccgatattattgtaaccacaatg 3’

5’ cccaacatttctaaatctcctcgt 3’
	200

	ВОО
	5’ aatcatgtatacctgttcgtatgcct 3’

5’ aaagtcaatacactcttaaagattctcaa 3’
	95

	ВОК
	5’atcagatggaattatctctcacccg 3’

5’gataatttgatccatctcgtccacc 3’
	421

	ВОВ
	5’ ggtgtagtcgtaatcgtaatcgtctaatt 3’

5’aagatactctatgatagttgtaaaacatttaacatc 3’
	492


Отсутствие полос в исследуемых образцах строго на уровне положительного контроля свидетельствуют об отрицательном ответе. Наличие полосы, соответствующей по размеру специфичному фрагменту в положительном контроле для какого-либо вида ортопоксвируса, свидетельствует о наличии в пробе ДНК данного вида ортопоксвируса (ВНО, ВОО, ВОК или ВОВ).

ВЫДЕЛЕНИЕ И ИДЕНТИФИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ НАТУРАЛЬНОЙ ОСПЫ

Обработка материала для вирусологического исследования

Корочки и соскоб с кожных поражений гомогенизируют и добавляют физиологический раствор или фосфатно-цитратный буфер Мак-Ильвейиа (рН 7,2) в количестве, необходимом для получения суспензий в разведении 1:5 - 1:50. 

Везикулярную или пустулезную жидкость используют для исследования неразведенной или в зависимости от количества материала, разведенной 1:5 - 1:50. При выделении на куринных имбрионах или культуре клеток их заражают материалом в разведениях 1:100, 1:1000 и т.д.

Взятую для выделения вируса кровь (со стерильным антикоагулянтом) центрифугируют при 450 g; плазму и светлый (лейкоцитарный) слой отбирают раздельно, каждую фракцию разводят 1:2 буферным раствором Мак-Ильвейна (рН 7,2) и исследуют по отдельности.

Тампоны с отделяемым зева смывают в пробирке 1,0 мл физиологического раствора или фосфатно-солевого буфера и полученный смыв исследуют на наличие вируса. Перед заражением эмбрионов или культуры клеток в исследуемые материалы добавляют антибиотики (пенициллин, гентамицин или другие) в везикулярную жидкость и кровь – в расчете 200 ед/мл, в остальные материалы – по 500 ед/мл. 

Выделение вируса на куриных эмбрионах

Используют хорошо развитые куриные эмбрионы 12-дневного возраста. Эмбрионы готовят к заражению следующим образом. Во время просмотра (осуществляется в затемненной комнате, пучок света должен падать сверху на тупой конец яйца) делают отметку простым карандашом в центре воздушного мешка. Затем поворачивают яйцо острым концом вверх и замечают место, где белок занимает наибольшее пространство. На противоположной этому месту стороне делают отметку для пропиливания, выбирая участок между двумя сосудами и их ответвлениями. Метку ставят между ветвями соседних вен, но не на самих сосудах. 

Пропиливание осуществляется сепарационным вулканитовым диском бормашины, а при ее отсутствии – любым стерилизованным заранее инструментом типа маленького напильника. Одно отверстие пропиливают в центре воздушного мешка, второе - очень осторожно во избежание кровоизлияний – по отметке и боковой стороне яйца. Необходимо следить, чтобы была пропилена скорлупа и не затронута подскорлупная оболочка. Величина отверстий: длина – 3-4 мм, ширина – 1,5 мм. После пропиливания отверстий яйца укладывают на бок таким образом, чтобы отверстие на боковой поверхности было обращено вверх.

Подскорлупную оболочку в отверстии в центре воздушного мешка прорывают изогнутой хирургической иглой. Затем на боковое отверстие наносят 0,1 мл буферного раствора, подогретого (в водяной бане) до 50° и той же иглой очень осторожно расслаивают (продавливают) подскорлупную оболочку для образования маленькой щели, через которую под подскорлупную оболочку проходит капля буферного раствора. Последняя частично отслаивает хориоаллантоисную оболочку (ХАО). Полное ее опускание происходит после отсасывания воздуха с помощью резиновой груши через отверстие в центре естественного воздушного мешка. Для контроля наличия и величины искусственных воздушных мешков яйца снова просвечивают и отбрасывают все, имеющие кровоизлияния и с воздушным мешком под ХАО и без искусственных воздушных мешков.

Подготовленные яйца (с опущенной ХАО) должны находиться до заражения в термостате в течение 2-х часов. Для заражения используют материал от больного в исходном разведении, а также в разведениях 10-2-10-5.

После введения инокулята материал равномерно распределяют по оболочке осторожным круговым вращением яйца.

Отверстие на боковой стороне яйца заклеивают липким пластырем. Яйца укладывают на бок (вверх заклеенным отверстием).

Заражение производят с соблюдением правил асептики. На каждый материал, предварительно обработанный антибиотиками, используют по 2-3 эмбриона на разведение.

Инкубацию зараженных эмбрионов проводят при температуре 34,5-35°С в течение 72 часов.

Вскрытие производят над посудой с 5 % раствором хлорамина. Одной рукой берут яйцо за петлю липкого пластыря, которым заклеено отверстие над искусственным воздушным мешком. В другую руку берут прямые глазные ножницы. Браншу ножниц вставляют в отверстие над воздушным мешком и удаляют половину скорлупы, противоположную месту инокуляции, а также все содержимое яйца, за исключением части ХАО, принадлежащей к искусственному мешку (место инокуляции). ХАО отделяют пинцетом, промывают физиологическим раствором и просматривают в чашке Петри на наличие поражений (на черном фоне), отмечают также состояние эмбриона (живой или погибший).

При наличии вируса натуральной оспы на ХАО обнаруживаются мелкие (размером около 1 мм в диаметре к 72 час) белые точечные резко ограниченные возвышающиеся поражения, характерные для этого вируса. 

Серологическая принадлежность выделенной культуры вируса к оспенной группе устанавливается исследованием суспензии ХАО в ИФА или РМПА. При отсутствии бактериального загрязнения зараженные вирусом натуральной оспы эмбрионы, как правило, не погибают. Если в качестве исследуемых проб используют материал из кожных поражений в указанных выше разведениях, положительный результат получают через 72 часа после заражения без проведения пассажа. Пассаж делают при малом количестве материала для исследования и отсутствии поражений на ХАО при первичном заражении. Для этого извлеченные ХАО измельчают и приготовляют суспензию на физиологическом или буферном растворе из расчета 1:3 – 1:5. Суспензию центрифугируют 10 мин при 2000 об/мин, надосадочную жидкость используют для заражения куриных эмбрионов.

При отсутствии специфических поражений результат выделения признают отрицательным. Вирус натуральной оспы может быть также выделен из лейкоцитарной фракции или плазмы крови (особенно при тяжелом течении) в первые дни болезни. В отделяемом зева он обнаруживается в первые 1-2 дня болезни до появления сыпи нерегулярно и в последующем выделяется с момента появления до исчезновения элементов на слизистой. Выделение вируса оспы из крови и отделяемого зева при отсутствии кожных поражений чаще имеет место при проведении пассажа. Отрицательный результат выделения вируса из этих материалов не исключает заболевания.

Выделение вируса в однослойной культуре клеток

Для выделения вируса натуральной оспы могут быть использованы первичные и перевиваемые клеточные культуры различного происхождения: полученные от человека (фибробласты эмбриона человека, почки, амниотическая ткань), обезьяны, свиньи и др. Предпочтительнее использовать первичные клеточные культуры эпителиального характера, медленнее дегенерирующие и с более наглядной картиной цитопатического действия вируса (ЦПД). Обработанный антибиотиками исследуемый материал вносят (по 0,1 Мл) в 4-6 пробирок с образовавшимся клеточным монослоем, в том числе желательно в 2-3 пробирки со стеклянными пластинками (для возможно более раннего выявления ортопоксвирусного антигена с помощью МФА). Часть пробирок с незараженной культурой оставляют в качестве контроля. Пробирки инкубируют при температуре 36°С и ежедневно оценивают состояние монослоя при малом увеличении микроскопа.

При достаточной концентрации вируса натуральной оспы ЦПД в первичной культуре клеток отмечается, как правило, уже в первые сутки после заражения культуры. В сплошном клеточном монослое появляются очаги округлых клеток с четкими границами и зеркальной поверхностью (сильно преломляют лучи света); такие клетки часто увеличены в размере («гигантские»). В последующем скопления округлых клеток увеличиваются, клетки обособляются, прорывая монослой; постепенно клеточный пласт превращается в скопления очагов округлых клеток при наличии участков неизмененных клеток монослоя между ними вплоть до полного поражения клеток всего пласта.

Клеточные культуры перевиваемых линий реагируют на заражение вирусом натуральной оспы пролиферативным типом поражений - вирус вызывает усиленное размножение клеток, что проявляется в образовании гиперпластических фокусов, участков многослойного роста. Они выглядят как компактные клеточные нагромождения, усиленно преломляющие свет («зеркальные»). Размеры пролиферативных очагов и их количество постепенно увеличиваются, округлые дегенеративные клетки становятся зернистыми, нарушается целостность монослоя и затем происходит деструкция всего пласта.

При нечетко выраженных цитопатических изменениях проводят пассаж – вторую партию клеточных культур заражают взвесью клеток в культуральной жидкости (после проведения трехкратного цикла замораживания и оттаивания культур). Однако, длительное (до 70 дней) наблюдение за зараженной культурой более эффективно чем проведение слепых пассажей.

ЦПД вируса натуральной оспы и вируса осповакцины имеет специфические особенности, что позволяет дифференцировать их в клеточной культуре. Для вируса осповакцины характерен ускоренный темп развития клеточных поражений при отсутствии очаговости (за исключением начальной стадии ЦПД при малых дозах заражения), с распространением ЦПД на весь клеточный пласт и быстрым наступлением тотальной дегенерации культуры (через 1-2 дня). Наблюдается стертость клеточных границ, образование симпластов, сохранение цитоплазматических мостиков и др.

Для подтверждения специфичности ЦПД (для ортопоксвирусов), а также дифференциации от ЦПД вируса герпеса, можно использовать реакцию гемадсорбции. Для этого надо удалить культуральную жидкость из части зараженных и контрольных пробирок (по 2 пробирки, которые после постановки реакции уничтожаются) и добавить к клеткам по 0,2 мл 0,5 % взвеси куриных эритроцитов. Пробирки выдерживают в горизонтальном положении 10 мин. после чего их просматривают при малом увеличении микроскопа. При положительном феномене гемадсорбции наблюдаются скопления адсорбированных клетками эритроцитов («ожерелья» из эритроцитов по контурам и на поверхности клеток), которые не удаляются при промывании клеточного пласта физиологическим раствором хлористого натрия (1 мл). Феномен гемадсорбции отрицателен (отсутствие ортопоксвирусов), если эритроциты не оседают на клетках, а свободно перемещаются в поле зрения микроскопа и удаляются при промывании. Клеточный пласт в контрольной (незараженной) культуре клеток должен оставаться свободным от скоплений адсорбированных эритроцитов. Феномен гемадсорбции обычно опережает видимое ЦПД вируса натуральной оспы (в культурах человеческого происхождения и почек обезьян). Вирус герпеса не дает феномена гемадсорбции. При отсутствии ЦПД в течение 7 дней наблюдения и отрицательной реакции гемадсорбции результат выделения вируса считается отрицательным.

Для быстрого обнаружения вируса в культуре клеток и его серологической идентификации используют МФА. С этой целью стеклянные пластинки вынимают через 12-24 часов после заражения культуры, отмывают от среды фосфатно-буферным раствором и после заключительного промывания в дистиллированной воде производят их фиксацию и окраску оспенным люминесцирующим иммуноглобулином.
При этом контролем служит: 1) незараженная культура клеток, окрашенная смесью гомологичного конъюгата и альбумина и 2) зараженная культура клеток, окрашенная смесью гетерологичного конъюгата и бычьего альбумина.

Препараты просматривают в люминесцентном микроскопе с использованием объектива х40 и х90.

Положительный ответ дают на основании обнаружения в клеточном пласте, окрашенном в оранжево-коричневатый цвет, клеток с ярко-зеленой, перинуклеарной флюоресценцией в цитоплазме, обусловленной наличием антигена ортопоксвирусов. В контрольных препаратах зеленое свечение должно отсутствовать.

При выделении в культуре клеток дифференцировать ортопоксвирусы возможно при использовании дополнительных приемов дифференциации (см. ниже). Отрицательный ответ дают при отсутствии специфического свечения в культурах при первичном заражении и пассаже. Отрицательный результат выделения вируса из фракции крови и отделяемого зева не исключает заболевания оспой.

ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНАЯ ДИАГНОСТИКА НАТУРАЛЬНОЙ ОСПЫ

Дифференциация вируса натуральной оспы от других ортопоксвирусов (вирусов осповакцины, коровьей оспы, оспы обезьян)

Основным методом дифференциации (кроме мультиплексной ПЦР) является определение характера поражений на ХАО куриных эмбрионов.

В отличие от вируса натуральной оспы, вирус осповакцины образует более плоские поражения, имеющие большие размеры (до 3-4 мм в диаметре к 72 час инкубации). Вирус коровьей оспы образует поражения, сходные с вакцинными, но отличающиеся резко геморрагическим характером («красные» оспины). Вирус оспы обезьян вызывает поражения по размерам напоминающие оспенные, но имеющие геморрагии в центре.

Поражения, вызываемые вирусами оспы обезьян и оспы коров, неоднородны: среди основной массы типичных для каждого вируса поражений встречается небольшой процент (около 1 %) более крупных белых оспин.

Вирусы осповакцины, коровьей оспы и оспы обезьян также более патогенны для куриных эмбрионов, чем вирус натуральной оспы: при введении на ХАО 106 – 107 ООЕ/0,1 мл этих вирусов они, как правило, вызывают гибель куриных эмбрионов. Вирус натуральной оспы, обычно, гибели зародышей не дает.

При выделении вируса в культуре клеток или в случаях, когда характер поражений на ХАО куриных эмбрионов не позволяет решить вопрос, вызваны они вирусом натуральной оспы, осповакцины, коровьей оспы или оспы обезьян, прибегают к дополнительному приему дифференциации. С этой целью выделенную культуру вируса исследуют на способность вызывать реакцию на коже кроликов (заражение на скарифицированный участок).

Заражение кроликов на скарифицированную кожу

Нанесение вируса натуральной оспы на скарифицированный участок выстриженной кожи кролика (размер участка 2,5 х 2,5 см, объем инокулюма – 0,2 мл), не приводит к развитию специфических элементов. На месте нанесения вируса к 3-5 дню после заражения остаются лишь сухие бледные царапины (след от скарификации кожи). В противоположность этому вирус осповакцины вызывает образование сочных характерных специфических элементов (папул, пустул), зачастую сливающихся между собой и образующих к 3-5 дню после заражения как бы «подушку», выступающую над поверхностью незараженной кожи. Вирус коровьей оспы и оспы обезьян образует элементы, аналогичные осповакцинным, но отличающиеся геморрагическим характером.

Дифференциация от вирусов группы герпеса (ветряной оспы –опоясывающего лишая, герпеса простого)

Осуществляется при электронной микроскопии по характерной форме и размеру вирусных частиц. Кроме того, вирусы группы герпеса дают отрицательный результат в ИФА при выявлении антигена ортопоксвирусов и не образуют полосы преципитации в РМПА с диагностической оспенной сывороткой. При наличии вирусов герпеса отсутствует ярко-зеленая флюоресценция при окраске препаратов оспенным люминесцирующим иммуноглобулином.

При выделении на куриных эмбрионах вирусы ветряной оспы-опоясывающего лишая не вызывают поражений на ХАО. Некоторые штаммы вируса герпеса простого вызывают поражения, трудно отличимые от оспенных. Дифференциация вирусов в таких случаях проводится на основании исследования суспензии пораженной оболочки в ИФА или РМПА.

При выделении вируса в культуре клеток дифференциацию ортопоксвирусов от вирусов герпеса проводят на основе отсутствия гемадсорбции и/или специфического свечения при использовании МФА с оспенным люминесцирующим иммуноглобулином.

СЕРОДИАГНОСТИКА НАТУРАЛЬНОЙ ОСПЫ

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Для детекции антител ортопоксвирусов в материалах от больных используют ИФА тест-систему производства филиала ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России-ВЦ» (г. Сергиев Посад, Московская область).

Для уточнения значений проводят исследования сыворотки, взятой через несколько дней после первой. При этом 2-4-кратное нарастание антител подтверждает диагноз.

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА

ОПАСНЫХ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ

геморрагические лихорадки Марбург и Эбола
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Лихорадки, вызываемые вирусами Эбола и Марбург являются зоонозными природно–очаговыми особо опасными инфекциями, возбудители которых вызывают тяжелое острое заболевание, протекающее с выраженным геморрагическим синдромом и высокой летальностью.
Природный резервуар и источники заражения человека неизвестны, предположительно, это могут быть обезьяны и летучие мыши. Считается, что основными носителями вируса Эбола и источником инфекции для человека в Центральной Африке являются гориллы и шимпанзе, у которых заболевание протекает манифестно, с высоким летальным исходом (Leroy E.M. et al, 2004). Помимо обезьян не исключена роль собак в поддержании циркуляции вируса Эбола. Такой вывод подтвержден исследованиями французских специалистов в 2001-2003 годах, которые заранее предсказали развитие эпидемии лихорадки Эбола в Конго по приросту титра антител в сыворотке крови обезьян и собак (Alella L. et al, 2005).

По клинической картине геморрагические лихорадки Марбург и Эбола на ранней стадии похожи на малярию, дизентерию, тиф или грипп, а в более поздней стадии – на тяжелую форму дизентерии. Резкое начало и стремительное развитие заболевания, лихорадка, высокая температура (>38.5 оС) и, по крайней мере, два геморрагических симптома (носовое кровотечение, наличие крови в стуле или кровохаркание) при наличии эпидемиологических данных требуют включения в лабораторное исследование приемов, направленных на детекцию филовирусов. 

При лихорадке Эбола после 4-20-суточного инкубационного периода развивается лихорадка, астения, тошнота, рвота, диарея, абдоминальные боли, боли в суставах, макуло-папулезная сыпь на сгибательных поверхностях предплечий и верхней части голеней. Большинство больных умирает в состоянии ступора с проявлением интоксикационного шока. Главной причиной гибели является развитие ДВС-синдрома, отека легких и головного мозга. 

Клинические проявления лихорадки Марбург совпадают с развитием инфекции при лихорадке Эбола. Однако, если у больных лихорадкой Эбола появление сыпи отмечают на сгибательных поверхностях предплечий и верхней части голеней, то при лихорадке Марбург сыпь локализуется в основном на туловище. Больные погибают обычно в ранние сроки на 7-9 сутки от начала заболевания от тех же причин.

Характеристика возбудителей. Вирусы Марбург и Эбола входят в семейство филовирусов (Filoviridae). Семейство Filoviridae, в соответствии с последними решениями Международного Таксономического Комитета, включает в себя два рода: Marburg virus и Ebola virus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/index.htm).
Род Marburg virus (MARV), ранее называвшийся «Марбург-подобные вирусы» («Marburg-like viruses») или «вирус Марбург, вирус болезни Марбурга» (Marburg virus), включает в себя единственный вид марбургвирус Озера Виктория (Lake Victoria marburgvirus. Для вида марбургвирус Озера Виктория известно 6 штаммов.
Род Ebola virus включает в себя 4 вида:
· Эболавирус Берега Слоновой Кости (Cote d'Ivoire ebolavirus -ICEBOV), включает 1 штамм;

· Эболавирус Рестон (Reston ebolavirus - REBOV), включает 4 штамма; 

· Эболавирус Судан (Sudan ebolavirus - SEBOV), включает 2 штамма; 

· Эболавирус Заир (Zaire ebolavirus - ZEBOV), включает 6 штаммов. 
В данной работе мы используем традиционные названия филовирусов: «вирус Марбург» (соответствует современному марбургвирус озера Виктория), и «вирус Эбола» (собирательный термин, соответствует современным эболавирус Заир, эболавирус Судан и эболавирус Берега Слоновой Кости). 

Частицы вирусов Марбург и Эбола имеют уникальную морфологию, резко отличаясь от всех известных вирусных агентов, патогенных для человека и животных. Их длина намного превышает диаметр, величина которого постоянна и составляет 75-80 нм. При изучении методом негативного контрастирования в вирусных суспензиях (культуральная жидкость, сыворотки крови человека и животных) длина основной доли частиц вируса Марбург составляет около 800 нм, вируса Эбола – 950-970 нм. Однако встречаются многочисленные более короткие формы и частицы длиной до 2000-4000 ни, и даже до 10- 14000 нм. Вирионы в основном нитевидные или палочковидные, препараты содержат также U-образные, колбообразные, кольцевые, булавовидные и разветвленные формы. Соотношение между формами вирионов зависит от стадии инфекционного процесса: в его начале препараты преимущественно содержат палочковидные и нитевидные формы, тогда как на поздних этапах инфекции возрастает доля других форм. Молекулярная масса (Mr) вириона - около 380 × 106Да. Плавучая плотность вирионов - 1.14 г см-3 (в градиенте тартрата калия). Коэффициент седиментации равен 1.4 S20w (для более крупных вирионов – выше). Вирионы содержат РНК и липопротеидную оболочку. Геном вирусов представлен одной молекулой односпиральной РНК негативной полярности. С вирионами ассоциировано семь полипептидов: L, GP, NP, VP40, VP35, VP30 и VP24.

По антигенным характеристикам вирусы Марбург и Эбола значительно отличаются. Обобщенные характеристики филовирусов приведены на сайте http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/ index.htm).

Метод электрофореза позволил выявить 7 структурных белков, которые делят на две группы:

мажорные белки - L, GP, NP;

минорные белки - VP40, VP35,VP30, VP24.

Нуклеокапсидный комплекс (RNP) содержит негативную линейную одноцепочную молекулу РНК и четыре структурных белка - нуклеопротеин (NP), структурные белки вириона (VP35 и VP30) и белки полимеразы (L). NP является мажорным структурным фосфопротеином и энкапсидирует РНК. VP30 является минорным нуклеопротеином и связан с NP и (или) геномной РНК. RNP окружен липидным слоем, имеющим происхождение от плазматической мембраны хозяйской клетки, и поверхностным слоем, состоящим из тримеров гликопротеина GP, связанного с гликозилированными трансмембранными белками VP40 и VP24 , возможно, локализованными на внутренней стороне мембраны. VP40 функционирует как матричный белок, а функция белка VP24 неизвестна. 

Одним из центральных для формирования иммунного ответа является белок GP, с молекулярной массой у вируса Эбола 125 кд, являющийся, по сути, медиатором взаимодействия вируса с клеткой, поскольку он содержит функциональные рецепторные сайты. Произошедшая эволюция генов GP обусловила экспрессию двух гликопротеинов, которые играют совершенно самостоятельные роли. В онтогенезе вируса Эбола образуются два гликопротеина - собственно структурный белок GP (обнаруживается на поверхности инфекционного вириона, необходим для связывания и проникновения в чувствительные эндотелиальные клетки) и секретируемый инфицируемой клеткой белок sGP, связывающийся с нейтрофилами. Белок GP образует пептомеры вирионов, состоящие из гетеродимеров GP1 и GP2. Белок sGP, вероятно, ингибирует нейтрофилы, что, в свою очередь, влияет на развитие воспалительной реакции, отсутствие которой в тканях характерно для лихорадки Эбола. Белок GP обладает иммуносупрессией, так как содержит потенциально иммуносупрессивный элемент последовательности фрагмента GP2. Остальные белки вируса в значительно меньшей степени влияют на выработку антител.
Филовирусы относительно устойчивы во внешней среде. В инфекционных материалах устойчивы к нагреванию. В крови и плазме инактивируются при температуре 56 оС в течение 30 мин, в 10 % суспензии печени больных обезьян – в течение 1 ч. Полная инактивация вируса в сыворотке крови зараженной морской свинки достигается при прогревании при температуре 60оС в течение часа (Титенко А.М., 2005). Свободная от клеток суспензия вирусов, полностью утрачивает инфекционность при нагревании до температуры 60 оС в течение 20 мин. Хорошо сохраняются при низких температурах. Под действием ультрафиолетового облучения инактивируются в течение 30 с - 2 мин. Чувствительны к действию растворителей жиров – этиловому эфиру, хлороформу и дезоксихолату. Вирусы в суспензии печени инактивируются в течение 1 ч под действием 1 % формальдегида, 90 % ацетона и 90 % метилового спирта. Чувствительны к изменению рН среды ниже 4,5 или выше 8,0.

Лабораторная диагностика геморрагических лихорадок Марбург и Эбола

Забор материала от больных или подозрительных на заболевание осуществляют врачи-вирусологи, прошедшие специальную подготовку и имеющие допуск к работе. Все этапы проводятся в строгом соответствии с Санитарными правилами «Безопасность работы с микроорганизмами 1-2 групп патогенности (опасности)» СП 1.3.1285-03. 
У больных или подозрительных на заболевание лихорадками Марбург и Эбола забирают следующий материал: кровь, сыворотку, носоглоточные смывы, сперму и мочу больного, а также секционный материал умершего. Диагностические пробы могут храниться в течение 24 часов при температуре 4 оС, или более длительно при температуре минус 20-70 оС. Фиксированные образцы для микроскопического исследования хранят при комнатной температуре.

Вирусы Марбург и Эбола относятся к возбудителям I группы патогенности, поэтому вся работа с материалом, содержащим или подозрительным на содержание вирусов, должна проводиться в лабораториях, имеющих разрешение на работу с вирусами I группы патогенности (опасности). Упаковку и транспортировку проб для исследования в осуществляют в строгом соответствии с СП 1.2.036-95.

СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИНДИКАЦИЯ ВИРУСОВ МАРБУРГ И ЭБОЛА

Для индикации вирусов Марбург и Эбола, а также для диагностики вызываемых ими заболеваний используют непрямой МФА, ИФА, ПЦР, электронную микроскопию, а также выделение вирусов на культуре клеток или заражая лабораторных животных (см. Рис. 3).

Концентрация вируса в печени и сердце больного может достигать 104.5-105.5 ТКИД50 – доз, инфицирующих 50 % клеток – в 1 г ткани. Вирус в крови больного перестает определяться в срок от 7 до 16 сут от момента появления клинических признаков заболевания, однако в семенной жидкости может сохраняться до 3 мес (Rowe A.K. et.al., 1999)

Электронная микроскопия

Филовирусы имеют характерные морфологические признаки, которые позволяют проводить прямое визуальное определение их на уровне семейства в исследуемых образцах с помощью электронной микроскопии. Разрешающая способность метода, составляющая около 106 вирионов в 1 мл, позволяет выявлять вирусы Эбола и Марбург в сыворотках крови, взятых в острую фазу заболевания. Кроме того, вирионы могут быть обнаружены при электронной микроскопии срезов печени и селезенки. 


Сыворотку крови смешивают с 8 % р-ром параформальдегида в соотношении 1:1 в пластиковой пробирке, герметично закрывают, погружают в стандартный дезинфицирующий р-р и передают в лабораторию электронной микроскопии. Методом негативного контрастирования готовят препараты для просмотра: на полоску парафилма наносят каплю сыворотки, на которую помещают предварительно подготовленные сеточки, проводят адсорбцию вируса. Сеточки затем осушают полоской фильтровальной бумаги и помещают на каплю контрастирующего вещества (р-ры фосфорновольфрамовой к-ты, уранилацетата) на 20-30 сек, осушают и просматривают в электронном микроскопе. Диагноз «филовирусная инфекция» может быть поставлен при обнаружении нескольких частиц характерной морфологии. 


Рис. 3. Схема лабораторной диагностики филовирусных инфекций

Следует отметить, что при геморрагической лихорадке Эбола не всегда удается обнаружить вирусные частицы данным методом из-за изменений состава крови – сетки покрываются слоем белка, маскирующего вирусные частицы. Другим моментом, осложняющим прямую идентификацию вирусов в сыворотке крови, является интенсивная инфузионная терапия, приводящая к понижению концентрации вируса в крови. Электронная микроскопия применяется также для идентификации филовирусов при выделении их на культуре клеток и заражая чувствительных животных (Ryabchikova E., 2004).

Для идентификации на уровне вида может быть использована иммуноэлектронная микроскопия. На проведение анализа этим методом требуется около суток.
Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Используют непрямой МФА для выявления антигенов в мазках крови и мазках-отпечатках секционных образцов органов (в печени вирус содержится в высоких титрах – 104-5 ТЦД50/г и выше) и специфических иммуноглобулинов сыворотки крови человека или животных.

Для определения антигенов готовят препараты капли крови, мазки-отпечатки органов или используют монослой зараженных биопробами клеток. Можно делать несколько отпечатков на одном стекле. Препараты подсушивают на воздухе и фиксируют 15 мин в ацетоне. Далее наносят иммунную сыворотку против вирусов Марбург или Эбола (тест-система иммунофлюоресцентная для выявления антигенов вируса Марбуг и тест-система иммунофлюоресцентная для выявления антигенов вируса Эбола (филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России-ВЦ», г. Сергиев-Посад)) и антивидовые флюоресцирующие конъюгаты (можно использовать готовые люминесцирующие сыворотки производства НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН, г. Москва). В конъюгат перед внесением добавляют краситель «голубой Эванса» в конечной концентрации 0,1 %. Краситель применяется для подавления неспецифического свечения. Просматривают препараты в люминесцентном микроскопе с водной иммерсией.

В мазке из крови (в толстой капле) вирусные антигены выявляются в виде ярко-зеленых экстрацеллюлярных гранул. В отпечатках органов антигенный материал располагается в цитоплазме клеток и внеклеточно в виде светящихся точечных образований.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

ИФА используют для выявления специфических антител и антигенов вирусов. Применяют различные модификации ИФА: «сэндвич», конкурентный, прямой и т.д. по стандартным схемам.

Для ранней диагностики лихорадок Эбола и Марбург можно использовать иммуноферментные тест-системы для выявления антигенов их возбудителей (Филиал ФГУ «48 ЦНИИ МО РФ – ВЦ», г. Сергиев-Посад-6). Операции выполняют по условиям  BSL-4. Реакцию и учет результатов можно проводить инструментально с помощью фотометра, а также визуально по окраске в соответствии с инструкцией к тест-системам. Время постановки реакции не превышает 4 часов. 

Использование ИФА для идентификации антигена позволяет обнаружить только 83 % идентифицированных методом ПЦР проб, и только 67 % проб, положительных в ИФА, в котором были определены иммуноглобулины класса IgM (Leroy EM et al, 2000).

Антигены вирусов выявляют в сыворотке венозной крови, взятой в острый период заболевания, а также в тканях печени, селезенки и сердца. Перед проведением анализа сыворотки инактивируют прогреванием (возможно исследование нативных сывороток), из органов готовят 10 % суспензии на растворе Хэнкса, осветленные центрифугированием (8000 g, 10 мин).

Известно несколько вариантов экспериментальных ИФА тест систем для выявления антигена филовирусов на основе поликлональных и моноклональных антител с чувствительностью около 5-10 нг/мл или до 1000 вирусных инфекционных частиц на миллилитр (Владыко с соавт., 1991; Ручко с соавт., 2001; Мерзликин c соавт. 1995; Kallstrom et al., 2005; Kziazek et al., 1992; Niikura et al., 2001). Для вируса Марбург была разработана единственная система на основе двух типов МКА к перекрывающимся эпитопам рекомбинатного нуклеопротеина c чувствительностью 40нг/мл (Saijo et al 2005). Для вируса Эбола описано две схожие системы на основе пар МКА к белкам VP40 (Lucht et al. 2001) и гликопротеину (Lucht et al., 2004). Исследование большой коллекции гибридом, продуцирующих МКА к белкам NP, VP40, VP35 вирусам Марбург и Эбола позволило выявить пары неконкурирующих МКА (направленных к разным эпитопам соответствующего вирусного белка), способные выявлять вирусные белки в инактивированном состоянии и рекомбинатные аналоги вирусных белков. Чувствительность данной экспериментальной системы ИФА типа “сэндвич“ достигает 1-10нг/мл вирусных или рекомбинатных белков (Разумов с соавт., 1998; Сорокин c соавт., 1999; Казачинская c соавт., 2002, 2001). Применение рекомбинатных белков и моноклональных антител в ИФА для выявления антител и антигена в сыворотке крови безопасно, так как избавляет от необходимости наработки опасного вирусного антигена и более перспективно, так как сочетанное использование рекомбинатных белков в качестве антигена и моноклональных антител повышает чувствительность системы и стандартность наборов.

Полимеразная цепная реакции (ПЦР)

В ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) исследуют материал от больных людей, подозрительных на зараженность филовирусами и животных. РНК можно детектировать в образцах, полученных на 3-6-е сут после появления симптомов заболевания. 

Эффективность использования ОТ-ПЦР в идентификации острой инфекции сравнима с эффективностью обнаружения антигена биопробой и выявления иммуноглобулинов класса IgM, вместе взятых, и составляет 97 % (Leroy EM et al, 2000).

Выделение РНК вирусов осуществляется методом фенол-хлороформовой экстракции. Обратная транскрипция проводится со статистической смесью гексонуклеотидов (статзатравкой) в течение 3 часов при температуре 42 оС. Амплификация кДНК проводится с праймерами, специфичными участку гена, кодирующему белок VP35 вируса Эбола. Возможно использование следующих праймеров:

5’TAACAAGATGACAACTAGAACAAAGGGCAG3’, 

5’TGCCATATCATAAACTGGCTTTAGACCATT3’

Амплификация проводится в течение 30 циклов по следующей программе: 

· денатурация - 95 оС, 30 сек;

· отжиг ДНК-праймеров - 55 оС, 30 сек;

· синтез – 72 оС, 1 мин.

Реакцию амплификации заканчивают прогреванием при 72 оС в течение 10 мин.

Детекция продуктов амлификации проводится либо методом электрофореза, либо методом олигомерной гибридизации. Последний метод основан на выявлении специфических кДНК, полученных в ПЦР, с меченными 32Р-олигонуклеотидами. В качестве зонда можно использовать олигонуклеотид, специфичный участку гена кодирующему белок VP35 вируса Эбола:

5’TCGGGTTTGGCTTCGTTTGTTGCATTTGGG 3’.

Электрофорез проводят в 10 % ПААГ при 100 V. Гель либо окрашивают этидиумбромидом и фотографируют в УФ-свете, либо, в случае мечения. авторадиографируют экспонируя против радиографической пленки. Проявляют пленку обычным способом. Наличие засвеченных пятен в положительном контроле и в образцах, а так же отсутствие таковых в отрицательном контроле свидетельствует о присутствии вируса Эбола в пробах.

Аналогичным образом проводят исследования на наличие в пробах вируса Марбург, используя при этом праймеры и зонды соответствующей специфичности.

Выделение Возбудителей ЛИХОРАДОК МАРБУРГ И ЭБОЛА

Вирус Марбург размножается во многих клеточных культурах различного происхождения: в клетках почки обезьян (Vero, СV-1, GMK-AH1), в диплоидных фибробластах эмбриона человека (Л-68, ДК-58) в клетки комара Aedes aegipty (Стрельцова М.А. и соавт., 1991), а также в клетках ВНК-21, ELF. Вирус Эбола репродуцируется в клетках почки обезьян Vero.
Наиболее подходящей для выделения филовирусов из диагностических образцов является культура клеток Vero. Однако при размножении в культурах клеток вирусы Марбург и Эбола не вызывают четких цитопатических изменений, поэтому для выявления вирусов или их антигенов используют электронную микроскопию, непрямой МФА, ИФА и ПЦР (Титенко А.М. с соавт., 2001).

При заражении культуры клеток из флаконов емкостью 30-40 мл с монослоем клеток Vero убирают ростовую среду, дважды отмывают раствором Хенкса и вносят исследуемый материал в объеме 0,25-0,5 мл. Внесенный материал распределяют по всей поверхности, покачивая флакон. После 30 мин инкубации при 37оС инокулюм удаляют, клетки промывают двукратно раствором Хенкса и вносят 6-7 мл поддерживающей среды, аналогичной по составу среде культивирования клеток, но с 2 % сыворотки плода коров (СПК) и культивируют при температуре 37оС. Через 6-7 суток инкубации производят сбор культуральной жидкости.

Несмотря на то, что выделение вирусов Марбург и Эбола на клеточных культурах проще и безопаснее, чем заражение животных, в ряде случаев для изоляции вирусов из материала, контаминированного бактериями, первичное выделение вирусов должно быть проведено на животных. При необходимости проводится последовательное пассирование на чувствительных животных до появления у них клинических признаков заболевания.

Вирус Марбург патогенен для обезьян (Cercopithecus aethiops, Saimiri sciureus, 90 % видов из рода Macaca, в том числе Macaca rhesus) (Лучко С.В., 1995) и морских свинок при различных путях его введения: внутрибрюшинно, в мозг, подкожно, внутривенно и т.д. В мозгу мышей-сосунков вирус размножается, не вызывая заболевания животных. Слабо восприимчивы к вирусу Марбург хомячки-сосунки. Не чувствительны - взрослые хомячки и белые мыши. При подозрении на лихорадку Марбург оптимальной моделью для выделения вируса являются морские свинки.

Вирус Эбола патогенен для низших обезьян, хомячков, взрослых и новорожденных белых мышей, морских свинок. У последних при внутрибрюшинном заражении вирусом Эбола развивается нелетальная инфекция с кратковременным повышением температуры примерно у 50 % животных. При подозрении на лихорадку Эбола для выделения вируса наиболее предпочтительны новорожденные белые мыши, сирийские хомячки, морские свинки 
При выделении вирусов Марбург и Эбола на чувствительных животных исследуемый материал вводят в брюшную полость (Перебоева Л.А. с соавт.,1993; Рябчикова Е.И. с соавт., 1993; Рябчикова Е.И. с соавт.,1994). Морских свинок заражают внутрибрюшинно, подкожно или внутримышечно в объеме 0,5-1,0 мл. Материалом для заражения являются: кровь, сыворотка крови, сперма больного. Из секционного материала от умершего больного готовят 10 % гомогенат на физиологическом растворе pH 7,2, содержащем 0,75 % бычьего сывороточного альбумина (БСА) и по 200 ЕД канамицина и стрептомицина.

Идентификация возбудителей лихорадок Марбург и Эбола

Наиболее достоверным методом идентификации филовирусов является реакция нейтрализации, которую проводят после выделения возбудителя на культуре клеток или чувствительных лабораторных животных.
Вируссодержащие пробы предварительно осветляют путем центрифугирования при 500-700 g в течение 10 минут и разводят 10-кратным шагом до предполагаемой концентрации вируса. Разводящей жидкостью для вируссодержащего материала служит солевой раствор Хенкса с добавлением пенициллина и стрептомицина сульфата по 200 ЕД/мл.

Специфические антительные препараты (сыворотки крови реконвалесцентов, иммунизированных животных) и нормальную сыворотку можно использовать цельную или разводить до разведения 1:128. 

В пробирки с разведенным вирусом вносят равные объемы сыворотки. Пробирки со смесью встряхивают и помещают в термостат при температуре от 36,5 до 37,5 оС на 1 ч. По истечении времени контакта смеси в объеме 0,5 мл вносят во флаконы емкостью 75 мл с 3-х суточной монослойной культурой клеток (GMK, Vero), предварительно слив среду роста (на каждое разведение берут не менее 4 флаконов). Флаконы с культурой клеток инкубируют 60 минут при температуре от 36,5 до 37,5оС. Затем во флаконы на клеточный монослой наносят 9,5 мл первичного агарового покрытия (таблица 2), предварительно слив вируссодержащую жидкость. 

Таблица 2 

Состав агарового покрытия для филовирусов

	Компоненты покрытия
	Объем, мл (на 100 мл)

	
	первичное

покрытие
	вторичное

покрытие

	Вода деминерализованная

Солевой раствор Эрла 10-кратной концентрации

Аминокислотный витаминный комплекс (АВК)

Сыворотка КРС

2,9 % раствор l-глутамина

5,0 % раствор бикарбоната натрия

1,5 % раствор агара "Дифко"

0,1 % раствор нейтрального красного
	19,0

10,0

15,0

2,0

2,0

2,0

50,0

0,0
	21,0

10,0

10,0

2,0

0,0

2,0

50,0

25,0


Когда агар застынет, флаконы переворачивают клеточным монослоем вверх и помещают в термостат при температуре от 36 до 38 оС. Через семь суток во флакон вносят 3-4 мл вторичного агарового покрытия и продолжают инкубирование при тех же условиях. Учет негативных колоний проводят на 5-7 сутки после нанесения вторичного агарового покрытия. Негативные колонии (бляшки) белого цвета, имеют четко очерченные края на розовом фоне жи​вых клеток. Диаметр бляшек - в диапазоне от 0,5 до 3,0 мм.

Учет реакции производят по индексу нейтрализации. При значении индекса нейтрализации от 1 до 10 реакцию следует считать отрицательной, от 10 до 50 – как сомнительную и выше 50 – как положительную.

После заражения клеточной культуры Vero через 24—48 (72) ч из инфицированных клеток готовят АГ-слайды для постановки НМФА. Накопление антигенного материала наблюдается в цитоплазме пораженных клеток. : На 4-5 сутки, когда количество инфицированных клеток достигает примерно 35-45 %, клетки снимают и готовят слайд-антигены. Из флаконов удаляют культуральную жидкость. Монослой трижды отмывают минимальным объемом раствора версен-трипсина в соотношении 1:3. Через 5-10 минут добавляют 0,01 М ФСБ pH 7,2 с 2 % СПК и в нем энергично суспендируют клетки. Взвесь центрифугируют при 1000 об/мин в течение 5 мин, супернатант сливают и клеточный осадок, вновь ресуспендируют в 0,01 М ФСБ pH 7,2 и центрифугируют при 1000 об/мин в течение 5 мин. Супернатант сливают, осадок ресуспендируют в ФСБ без сыворотки, концентрацию клеток доводят до 5 ± 105 кл/мл. Клеточную взвесь наносят на предметные стекла по 5-10 мкл на лунку. Предметные стекла высушивают, фиксируют в охлажденном ацетоне в течение 15-20 минут, а затем облучают УФЛ 30 минут. Стекла хранят при минус 70°С. Для идентификации вирусоспецифического антигена на предметные стекла с клетками, инфицированными исследуемым материалом, наносят двукратные разведения иммунных сывороток соответственно к вирусам Марбург и Эбола. Сыворотки разводят на 0,01 М ФСБ pH 7,2. Стекла помещают во влажную камеру и инкубируют при 37оС в течение 30 мин. или при 4°С в течение 18 час. После этого стекла дважды отмывают в 0,01 М ФСБ pH 7,2 и подсушивают на воздухе. На втором этапе на препараты наносят рабочую смесь антивидовой люминесцирующей сыворотки против глобулинов человека (или определенного вида животного) и альбумина, меченного родамином (производство института им. Н.Ф. Гамалеи РАМН). Инкубируют во влажной камере в течение 30 мин. при 37 °С. По окончании экспозиции препараты промывают ФСБ, ополаскивают дистиллированной водой и высушивают на воздухе. В качестве контролей используют: 1 – неинфицированные клетки Vero; 2 – нормальную сыворотку крови человека; 3 – клетки Vero, инфицированные гетерологичным вирусом. Препараты просматривают в люминесцентном микроскопе ЛЮМАМ-И2 с водной иммерсией. При положительном результате наблюдается характерное свечение в цитоплазме клеток Vero – в виде гранул различных форм и размеров ярко-изумрудного цвета. Свечение в разведениях сывороток меньше 1:16 следует считать неспецифическим. 

Показана возможность выявления вирусных антигенов методом непрямого МФА при заражении клеточных культур, выращенных на стеклах непосредственно после адсорбции вирусов на поверхности клеток (через 1 ч) и через 6-24 ч инкубации (Титенко А.М. с соавт., 2001). С целью выявления антигена вируса на 3-4-е сутки после заражения можно исследовать культуральную жидкость в ИФА. Идентификацию филовирусов проводят также методом электронной микроскопии. Культуральную жидкость фиксируют 8 % р-ром параформальдегида (в соотношении 1:1) и готовят препараты для исследования в электронном микроскопе методом негативного контрастирования. Инфицированные клетки фиксируют 4 % р-ром параформальдегида, проводят дофиксацию четырехокисью осмия, обезвоживают в растворах этилового спирта возрастающей концентрации и ацетоне, заливают в эпоксидные смолы стандартным методом. С твердых блоков готовят ультратонкие срезы и просматривают их в электронном микроскопе. Идентификацию филовирусов проводят по морфологии вирусных частиц и наличию специфических полиморфных цитоплазматических включений в зараженных клетках (Рябчикова и др., 1995; Лучко и др., 1995; Ryabchikova, Price, 2004). На срезах наблюдаются морфологические формы, аналогичные описанным при негативном контрастировании. В зависимости от плоскости среза, частицы вирусов Марбург и Эбола имеют вид поперечно или продольно срезанных трубочек, «пузырей», «теннистных ракеток», цифры 6, отмечаются разветвленные вирионы. Все варианты частицы имеют наружную двуслойную мембрану и полый цилиндрический нуклеокапсид. Диаметр филовирусных частиц составляет 80 нм. Филовирусы продуцируют в зараженных клетках крупные цитоплазматические включения средней и высокой электронной плотности, содержащие цилиндрические нуклеокапсиды. Формирование зрелых филовирусов происходит на плазмалемме клеток путем почкования. Важным диагностическим признаком филовирусной инфекции являются складчатые разрастания плазмалеммы, которые при репродукции вируса Эбола образуют крупные шаровидные структуры, достигающие десятков микрон в диаметре. При размножении вируса Марбург разрастания плазмалеммы встерчаются редко и имеют вид небольших групп складок.

С помощью непрямого МФА присутствие вирусных частиц в мазках-отпечатках органов биопробных животных (печени, селезенки и легких морских свинок, мозга мышей-сосунков) может быть установлено на 3—5-й день после заражения животных. Возбудитель локализуется как в цитоплазме клеток, так и внеклеточно. Больше всего антигена обнаруживают в клетках печени. Суспензии органов исследуют в ИФА для выявления антигенов вирусов и методом ПЦР для детекции вирусной РНК. 

Для идентификации вирусов Марбург и Эбола с помощью электронной микроскпии у животных иссекают кусочки печени и селезенки размером до 1х1х1 см на 5-8-й день после заражения и фиксируют в 4 % р-ре параформальдегида. После стандартной обработки готовят полутонкие срезы и под контролем светового микроскопа прицельно затачивают пирамидки на области органов с явными патологическими изменениями. Идентификацию филовирусов, как и в случае культур клеток, проводят по морфологии вирионов и цитоплазматических включений, а также по наличию разрастаний плазмалеммы. Вирусы Марбург и Эбола размножаются в макрофагальных клетках и гепатоцитах, а на поздних этапах инфекции – в фибробластах и эндотелиальных клетках обезьян (Рябчикова и др., 1994; Лучко и др., 1995; Ryabchikova, Price, 2004). Набор клеток-мишеней у морских свинок зависит от предваритльеной адаптации вирусов Марбург и Эбола: при заражении «диким» вирусом его размножение поддерживается лишь макрофагальными клетками; в ходе последоватлеьных пассажей набор клеток-мишеней расширяется, и морфологические признаки инфекции регистрируются также в гепатоцитах, фибробластах и эндотелиальных клетках (Рябчиколва и др., 1993; Перебоева и др., 1993). 

Серодиагностика лихорадок Марбург и Эбола

Для выявления антител методом непрямого МФА в сыворотках крови людей или животных используют Аг-слайды (инфицированная вирусом культура клеток, фиксированная на предметном стекле), приготовленные по следующей методике. Культуру клеток Vero выращивают в пластиковых флаконах № 25 или № 75. Для заражения используют двухсуточный монослой клеток. Клеточный монослой трижды отмывают раствором Хэнкса и инфицируют культуральным вирусом с низкой множественностью 0,01 БОЕ/кл. Для адсорбции вируса флаконы помещают в термостат при 37°С на 1 час. Затем клеточный монослой отмывают от несвязавшегося вируса раствором Хэнкса и вносят среду поддержки Игла, содержащую 2 % СПК. Инфицированные культуры инкубируют при 37°С в течение 4-5 суток. Клеточный монослой ежедневно просматривают при помощи инвертированного микроскопа. На 4-5 сутки, когда количество инфицированных клеток достигает примерно 35-45 %, клетки снимают и готовят слайд-антигены как описано выше. На предметные стекла с клетками, инфицированными вирусами Марбург и Эбола, наносят двукратные разведения исследуемых сывороток. Сыворотки разводят 0,01 М ФСБ pH 7,2. Стекла помещают во влажную камеру и инкубируют при 37оС в течение 30 мин или при 4°С в течение 18 часов. После этого стекла дважды отмывают в 0,01 М ФСБ pH 7,2 и подсушивают на воздухе. На втором этапе на препараты наносят рабочую смесь антивидовой люминесцирующей сыворотки против глобулинов человека (или определенного вида животного) и альбумина, меченного родамином (производство института им. Н.Ф. Гамалеи РАМН). Инкубируют во влажной камере в течение 30 минут при 37°С. По окончании экспозиции препараты промывают ФСБ, ополаскивают дистиллированной водой и высушивают на воздухе. В качестве контролей используют: 1. Неинфицированные клетки Vero; 2. Нормальную сыворотку человека; 3. Клетки Vero, инфицированные гетерологичным вирусом. Препараты просматривают в люминесцентном микроскопе ЛЮМАМ-И2 с водной иммерсией. При положительном результате наблюдают характерное свечение в цитоплазме клеток Vero – в виде гранул различных форм и размеров ярко-изумрудного цвета. Свечение в разведениях сывороток меньше 1:16 считать неспецифическим. 

Серодиагностика лихорадки Эбола и Марбург возможна также с помощью иммуноферментных тест-систем для выявления антител к вирусам Эбола и Марбург, «ИФА-АТ-Эбола» и «ИФА-АТ-Марбург» (Филиал ФГУ «48 ЦНИИ МО РФ – ВЦ», г. Сергиев-Посад), которые позволяют выявлять специфические иммуноглобулины класса G в сыворотках людей и лабораторных животных. Реакцию и учет результатов можно проводить инструментально, а также визуально по окраске в соответствии с инструкцией к тест-системам. Время постановки реакции не превышает 3,5 часов.

Для выявления антител к вирусам Эбола и Марбург предложен клеточный иммуноферментный анализ (к-ИФА) как модификация твердофазного ИФА (Титенко А.М., Андаев Е.И., Борисова Т.И. Определение специфических антител к вирусам Эбола и Марбург методом клеточного иммуноферментного анализа // Биотехнология. - 2002. - № 2. - С. 75-78.). Данный вариант к-ИФА при сравнении с непрямым МФА показал высокую специфичность и чувствительность. При полном совпадении результатов анализа и при положительных умеренных значениях корреляции, к-ИФА оказался в среднем в 50 раз чувствительнее. Достоинством метода является то, что для его постановки не требуется очищенный вирусный антиген, что существенно упрощает подготовку диагностической тест-системы. 

Для постановки метода к-ИФА выращивают клетки Vero на дне лунок 96-луночных планшетов в атмосфере 5 % С02 (посевная доза 2∙104 кл/лунку). Сформировавшийся монослой клеток заражают вирусами Марбург и Эбола с множественностью 0,1 БОЕ/мл. После адсорбции (в течение 1 часа) монослой трижды отмывают раствором Хенкса и добавляют среду Игла с 2 % СПК. На основании данных предварительно проведенных экспериментов определены сроки инкубации вирусов, соответствующие максимальной экспрессии вирусных антигенов до начала цитодеструкции клеток. Через 72 часа инкубации культуральную жидкость из лунок удаляют, монослой трижды отмывают 0,1 М фосфатно-солевым буфером (ФСБ) рН 7,2 Клеточный монослой подсушивают при комнатной температуре и фиксируют в течение 20 мин охлажденным раствором, содержащим ацетон и этанол в соотношении 2:3. Планшеты после фиксации подсушивают при комнатной температуре и хранят при минус 20о С. Перед исследованием сывороток в лунки планшетов вносят 1 % раствор БСА и инкубируют в течение 30 мин при 37о С. Исследуемые сыворотки титруют, начиная с разведения 1:100, и вносят в лунки планшета. Постановку самой реакции ИФА осуществляют по общепринятой методике. 

При выявлении позитивной сыворотки необходимо ее дальнейшее исследование с целью определения титра антител. Сыворотки тестируют в ИФА в разведении 1:20 и выше. Существенным при постановке диагноза является обнаружение иммуноглобулинов класса Ig M и прирост титра специфических антител в парных сыворотках. 

Для диагностирования инфекции проводят определение иммуноглобулинов класса Ig M в сыворотке крови пациента или зараженного животного. Специфические антитела класса IgM определяются на 2-9-е сут после появления симптомов заболевания и исчезают в срок между 30 и 168 сут.

Для установления ретроспективного диагноза по нарастанию титров специфических антител в парных сыворотках используют непрямой вариант ИФА: очищенный антиген сорбируется на дно планшета, после этого вносят исследуемую сыворотку, после экспозиции и отмывки вносят конъюгат антител против иммуноглобулинов класса IgG с ферментом. После внесения субстрата и экспозиции, на спектрофотометре фиксируют цветную реакцию, интенсивность которой отражает уровень специфических антител к вирусу. Специфические антитела класса IgG определяются на 6-18-е сут после появления симптомов заболевания и циркулируют в крови реконвалесцента в течение многих месяцев.

Сыворотку для исследования получают в условиях, исключающих опасность контакта оператора с инфекционным аэрозолем, который может образоваться при манипуляциях с сывороткой, например, при центрифугировании.
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Лихорадка Ласса, Аргентинская (АГЛ) и Боливийская (БГЛ) геморрагические лихорадки являются особо опасными зоонозными природно-очаговыми инфекциями, которые вызываются аренавирусами Ласса, Хунин и Мачупо, соответственно. Заболевания характеризуются тяжелым течением с выраженным геморрагическим синдромом, поражением различных органов и высокой летальностью среди госпитализированных больных.
По современной классификации семейство Arenaviridae включает 23 вида, которые по своим серологическим свойствам и географическому распространению можно разделить на две группы - Нового и Старого Света. Филогенетическая классификация основана главным образом на определении частичной последовательности гена, кодирующего белок NP, и соответствует результатам серологических исследований (Bowen M.D. et al., 1997). Она также свидетельствует о том, что существует 4 филогенетические линии: Старого света (серокомплекс Ласса-ЛХМ) и три линии Нового Света (серокомплекс Такарибе), обозначенные А, В и С. 

Природными хозяевами аренавирусов являются грызуны (Childs J.E., Peters C.J., 1993). Люди обычно инфицируются при контакте с зараженными грызунами или при вдыхании инфекционных продуктов выделения грызунов. Документированные факты, указывающие на возможность аэрозольного заражения от больного человека при лихорадке Ласса, установлены в Нигерии среди госпитализированных больных (Fisher-Hoch S. P. et al, 1995), а при БГЛ - во время вспышки в г. Кочабамба (Peters C.J. et al, 1974).

Вирусная геморрагическая лихорадка Ласса – зоонозная природно-антропоургическая инфекция (Черкасский Б.Л., 1996), является острым заболеванием продолжительностью 1-4 недели, которое встречается в Западной Африке. Впервые эта болезнь была описана в 1950-х годах, однако ее возбудитель был выявлен только в 1969 г. Лихорадка Ласса эндемична для Гвинеи (Конакри), Либерии, Сьерра-Леоне и некоторых районов Нигерии, но возможно, что она также встречается и в других странах Западной Африки. Резервуаром возбудителя являются многососковая крыса Mastomys natalensis и больной человек. Обычно люди заражаются лихорадкой Ласса в результате контактов с экскрементами инфицированных Mastomys. Заражение может произойти как при прямом контакте с экскрементами животных, так и при непосредственном контакте с кровью, мочой, фекалиями или другими выделениями людей, болеющих лихорадкой Ласса. Эпидемиологических данных, подтверждающих воздушно-капельный способ передачи инфекции между людьми, не имеется. Передача инфекции от человека человеку происходит как в общинах, так и в медицинских учреждениях, где вирус может передаваться через зараженное медицинское оборудование, такое, например, как иглы многократного использования. Имеются сообщения о передаче вируса половым путем. В связи с тем, что симптомы лихорадки Ласса очень разнообразны и неспецифичны, клиническое диагностирование болезни часто затруднено, особенно на ранних стадиях болезни. Лихорадку Ласса трудно отличить от многих других болезней с признаками лихорадки, включая малярию, шигеллез, брюшной тиф, желтую лихорадку и другие вирусные геморрагические лихорадки.

В 1969 г. в нигерийском городе Ласса среди миссионеров были отмечены случаи высококонтагиозного вирусного заболевания. Сотрудница американской миссии умерла от скоротечной лихорадки. Две медицинские сестры, ухаживающие за ней, вскоре заболели. Одна из них скончалась. Возбудитель вирусной этиологии (по названию города получивший наименование вирус Ласса), был выделен из крови больных в Йельской научно исследовательской лаборатории (штат Нью-Хэвен, США). При первичном изучении лихорадки Ласса произошло два случая лабораторного заражения, завершившееся у одного из них летальным исходом. Существование очагов инфекции серологически доказано и в Кот-д’Ивуаре, Гвинее, Мали, Мозамбике, Сенегале, Буркина Фасо и Центрально-Африканской Республике. Летальность среди госпитализированных составляет от 16 до 67 %. Согласно некоторым оценкам, лихорадка Ласса является причиной ежегодной гибели в Западной Африке около 5000 человек (Peters C.J., 2002).

Отмечено более 20 случаев завоза лихорадки Ласса с больными людьми из Африки в Америку, Европу и Азию. Только в 2000 году зафиксированы 4 случая завоза лихорадки Ласса в европейские страны, которые вследствие поздней диагностики закончились летально (Crowcroft N.S., 2002).

Резервуаром инфекции в природе является многососковая крыса (Mastomys natalensis), широко распространенная в Западной Африке и заселяющая как степи, так и жилища человека. У инфицированных животных характерна длительная персистенция вируса; он выделяется с мочой, слюной, обнаружен в секрете респираторного тракта. По данным серологических исследований, доля инфицированных грызунов данного вида в различных районах Сьерра-Леоне составляет от 3 до 80 % (Childs J.E., Peters C.J., 1993).

Заражение человека может проходить алиментарным (при поедании мяса зараженных животных), воздушно-пылевым и воздушно-капельным способом. Входными воротами инфекции являются респираторный и пищеварительный тракты. Больной человек представляет опасность для окружающих. Вирус обнаружен в крови, рвотных массах, моче, кале, слюне. Описаны случаи заражения медперсонала при попадании на кожу крови или выделения больного; вирус проникает в организм через микроповреждения кожи. Выделение вируса больными может продолжаться на протяжении всего периода заболевания (до 1 месяца и более) со слюной, мочой, рвотными массами и фекалиями (Peters C.J. et al, 1996).

Вирус Хунин впервые был выделен в 1958 г. от больного в г. Хунине провинции Буэнос-Айрес в Аргентине (Charrel R.N., 2003). Хозяевами вируса Хунин являются грызуны (Calomys musculinus), широко распространенные в этом районе. При отсутствии соответствующего лечения летальностью при АГЛ составляет примерно 20 %. Подсчитано, что за период, начиная с 1950-х годов, вирусом Хунин было вызвано около 30000 случаев симптоматического заболевания. Район риска постепенно расширялся к северу от центра, и на сегодняшний день повышенной опасности заболевания АГЛ подвергаются почти 5 миллионов человек (Strickland T.G. et al, 2000). АГЛ типично сезонное заболевание, пик заболеваемости приходится на период сбора урожая зерновых (март-июнь); в этот период 75 % инфицированных составляют мужчины, сельскохозяйственные работники, которые заражаются при вдыхании инфицированных аэрозолей, продуцируемых выделениями грызунов или грызунами, попавшими в зерноуборочные машины. С конца 1980-х годов эпидемиология АГЛ резко изменилась благодаря разработке живой аттенуированной вакцины.

Вирус Мачупо впервые выделен в 1963 г. от больных людей в Боливии. 

Резервуаром возбудителей являются грызуны рода Calomys, Akoden, Oryzomys различных видов. Заражение человека происходит теми же механизмами, что и при лихорадке Ласса (Титенко А.М., 2005). 

Вирусом Мачупо вызваны крупные эпидемические вспышки с летальностью примерно 20 %. В период с 1962 г. по 1964 г. произошел ряд вспышек, во время которых было зарегистрировано более 1000 случаев БГЛ, из которых 180 имели летальный исход. Лишь спустя 20 лет, в течение которых не было зарегистрировано ни одного случая этого заболевания (что, по-видимому, обусловлено главным образом успешной борьбой с грызунами), в 1990-х годах появились сообщения о новой вспышке, во время которой было зарегистрировано 19 случаев. Возможность нозокомиальной передачи вируса Мачупо была убедительно подтверждена опубликованными данными (Peters et al., 1974), хотя в большинстве случаев заражение было обусловлено прямым контактом с грызунами Calomys или вдыханием взвешенных инфекционных выделений грызунов.

Клиническая картина АГЛ и БГЛ почти идентична, независимо от вируса, который вызывает заболевание. Инкубационный период составляет обычно 7-14 дней, в исключительных случаях - от 5 до 21 дня. Вторичное инфицирование очень высокой дозой инокулята может привести к сокращению инкубационного периода до 2 дней. Заболевание развивается постепенно, сначала появляются жар и недомогание, к которым затем присоединяются миалгия, боль в спине, головная боль и головокружение. Характерный симптом - повышенная чувствительность кожи. К наиболее важным клиническим признакам относятся геморрагические и неврологические симптомы, которые могут проявляться как в сочетании, так и отдельно.

Геморрагические проявления: кровоизлияния в кожу и кровотечения из десен, а также маточные и желудочно-кишечные кровотечения, начиная примерно с 4-го дня заболевания предвещают гиповолемический клинический шок. Кровопотеря обычно незначительная, поэтому гематокрит, как правило, увеличивается тогда, когда развивается синдром проницаемости капилляров, главный симптом болезни. Время кровотечения и протромбиновое время может быть более длительным, и, кроме того, возможно уменьшение факторов II и VII каскада коагуляции. Ослабление деятельности почек наблюдается обычно вплоть до развития шока, но содержание белка в моче может быть высоким. Возможна выраженная тромбоцитопения.

Возможны также неврологические проявления болезни, тремор рук и неспособность глотать или членораздельно говорить, которые могут привести к эпилептическим припадкам, коме и смерти при отсутствии повышенной проницаемости капилляров или геморрагических симптомов. Смерть обычно наступает через 7-12 дней после начала заболевания. Те, кто выживают, выздоравливают полностью, без остаточных явлений, хотя, как следствие тяжелого и длительного лихорадочного состояния, у них часто наблюдаются временная потеря волос на голове и ломкость ногтей.

Характеристика возбудителей. Вирусы Ласса, Хунин, Мачупо относятся к семейству Arenaviridae, роду Arenavirus. 

Аренавирусные частицы могут быть как сферическими, так и плеоморфными, с диаметром от 50 до 300 нм, причем средний диаметр сферических частиц составляет 120 нм. Они обладают плотной липидсодержащей оболочкой, покрытой 8-10-нм булавовидными отростками. Электронно-плотные частицы напоминающие рибосомы (20-25 нм) находятся внутри вирионов и под электронным микроскопом напоминают песчаные вкрапления, отсюда и название "аренавирус" (латинское слово arena означает песок). Аренавирусы обладают однонитевыми двухсегментными РНК-геномами. Большой (L) геномный сегмент (7200 нуклеотидов) кодирует вирусную РНК-зависимую РНК-полимеразу и цинксвязывающий белок, роль которого пока еще точно не определена. Небольшой геномный сегмент (3500 нуклеотидов) кодирует два структурных белка: нуклеопротеид (NP) и предшественник гликопротеида (GP-C). GP-C вторично расщепляется на два оболочечных белка G1 и G2 (Southern P.J., 1996).

Антигенные взаимосвязи между аренавирусами различных групп впервые наиболее полно исследовал Casals J. с соавторами с помощью РСК (Casals J. et al, 1976); результаты его исследований приведены в таблице 3. Представленные данные свидетельствуют, что в РСК антигены аренавирусов обладают перекрестным взаимодействием, при этом титры антител выше при взаимодействии с близкородственными видами, что подтверждает современную филогенетическую классификацию. Эти же связи в большей степени проявляются в МФА и еще больше в РНГА.

Наибольший интерес представляет вирусный белок NP (внутренний нуклеокапсидный белок), что определяется, в первую очередь, его антигенными свойствами, а также тем, что его доля от всех вирусных белков составляет от 55 до 66 %. При изучении белка NP вируса Ласса на его поверхности с помощью моноклональных антител определено 3 домена (А, В, С), из которых домен А, по результатам перекрестной реакции в ИФА, содержит группу эпитопов, представленную во всем семействе аренавирусов, В-домен включает антигенные детерминанты, специфические только для вируса Ласса, и на поверхности С-домена определен группоспецифический эпитоп, реагирующий с аренавирусами Старого Света (Hufert F.T., 1989).
Таблица 3

Антигенные взаимосвязи аренавирусов (по данным Casals J.) в РСК

	Антиген вируса
	Обратная величина титра антител к вирусу, филогенетической линии

	
	ЛХМ
	Ласса
	Пичинде
	Тамиами
	Парана
	Амапари
	Мачупо
	Такарибе
	Хунин
	Латино

	
	Старого Света
	А
	В
	С

	ЛХМ
	256
	16
	0
	0
	НД
	1
	0
	0
	0
	НД

	Ласса
	8
	256
	4
	4
	НД
	4
	1
	0
	2
	НД

	Пичинде
	1
	8
	512
	16
	64
	32
	4
	8
	8
	4

	Тамиами
	0
	0
	8
	128
	НД
	4
	0
	2
	0
	0

	Парана
	НД
	НД
	16
	0
	512
	16
	32
	НД
	16
	10

	Амапари
	0
	4
	32
	16
	32
	256
	32
	64
	32
	32

	Мачупо
	2
	4
	4
	4
	32
	64
	128
	128
	64
	64

	Такарибе
	0
	0
	1
	0
	32
	64
	16
	256
	64
	32

	Хунин
	0
	0
	0
	0
	32
	64
	32
	64
	182
	64

	Латино
	НД
	НД
	8
	0
	16
	8
	32
	НД
	32
	256

	Примечание - НД – нет данных. 


NP содержит антигенные детерминанты, обладающие высокой иммуногенной активностью и позволяющие индуцировать более высокоавидные антитела, чем поверхностные гликопротеины GP1 и GP2. Несмотря на то, что белок NP является наиболее иммуногенным, суммарный иммунный ответ организма формируется за счет антигенных детерминант всех основных белков. Об этом свидетельствует высокая активность сыворотки, полученной к цельным вирионам (Быстрова С.И. и др., 1992). 

Устойчивость вирусов Ласса, Хунин, Мачупо в окружающей среде сравнительно невысока. Они быстро теряют инфекционность при нагревании, при изменении рН среды ниже 5,5 и выше 8,5. Однако добавление к среде белков (сыворотки, альбумина) снижает степень термоинактивации. При температуре 56оС вирусы разрушаются в течение 10 мин, под воздействием ультрафиолетовых лучей - в течение 10 сек. Вирусы легко инактивируются жирорастворителями и детергентами (эфиром, хлороформом, дезоксихолатом натрия). Инактивируются (-пропиолактоном в конечной концентрации 0,1-0,15 %. Вирусы могут долго сохранять инфекционную активность при температуре минус 70 оС и особенно в лиофилизированном состоянии.

Лабораторная диагностика ЛИХОРАДКИ ЛАССА, АРГЕНТИНСКОЙ И БОЛИВИЙСКОЙ ГЕМОРРАГИЧЕСКИХ ЛИХОРАДОК
Вирусы Ласса, Хунин, Мачупо относятся к возбудителям I группы патогенности, поэтому вся работа с вирусосодержащим материалом, должна проводиться в лабораториях, имеющих разрешение на работу с вирусами I группы патогенности (опасности).

Материалом для исследования при подозрении на аренавирусные геморрагические лихорадки являются кровь, сыворотка крови, носоглоточные смывы, плевральная жидкость, спинномозговая жидкость, моча или секционные пробы внутренних органов.

Для диагностики лихорадки Ласса, Аргентинской и Боливийской геморрагических лихорадок используются ПЦР, непрямой МФА, ИФА, РНГА, выделение вирусов на культуре клеток и заражая лабораторных животных, специфические антитела выявляют в МФА, ИФА, РНГА, РСК, реакции нейтрализации (см. Рис. 4).

Специфическая индикация возбудителей лихорадки Ласса, АРГЕНТИНСКОЙ И БОЛИВИЙСКОЙ ГЕМОРРАГИЧЕСКИХ ЛИХОРАДОК

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Непрямой МФА используют для выявления антигенов в мазках-отпечатках секционных образцов органов. Вирус Хунин удается обнаружить также с помощью МФА в соскобах с конъюнктивы, носоглоточных мазках, клетках мочевого осадка.

Вирусный антиген локализуется в цитоплазме в виде люминесцирующей аморфной массы или гранул различной величины. Иногда наблюдаются светящиеся включения в ядрах пораженных клеток. Однако следует учитывать, что люминесцирующие иммуноглобулины для индикации вирусов Хунин и Мачупо не обеспечивают дифференциации этих возбудителей друг от друга и от прочих аренавирусов комплекса Такарибе. Следует учитывать и то, что при геморрагической лихорадке Ласса антиген методом иммунофлюорисценции определяется только у      52 % пациентов. 



Рис. 4 Схема лабораторной диагностики аренавирусных инфекций

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

РНК вируса Ласса определяется у всех больных на 3-и сут после появления симптомов заболевания. Выявляемость составляет - 100 %, чувствительность – 1-10 копий РНК.

Праймеры для проведения ОТ-ПЦР:
· accggggatcctaggcattt;

· atataatgatgactgttgttctttgtca.

Детекция вируса Хунин возможна у больных на 3-4-е сут после появления симптомов заболевания. 

Праймеры для проведения ПЦР:
· ggcatccttcagaacat;

· cgcacagtggatcctaggc.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

С помощью ИФА антиген вируса Ласса можно выявить в сыворотке крови больного человека с 1 по 15 сутки с момента появления первых симптомов заболевания. При этом чувствительность ТФИФА по данным некоторых исследований составляет около 36 %. С большей долей вероятности (до 30 %) антиген вируса можно выявить на 3-7 сутки (Bausch D.G. et al., 2000). Кроме сыворотки крови вирус можно выявить в секционных материалах. Вирус Ласса накапливается в высоких титрах в различных органах: печени, селезенке, легких, лимфатических узлах, почках и надпочечниках.

Существует прямая зависимость между титром антигена в сыворотке крови больных и вероятностью смертельного исхода заболевания (Johnson K.M. et al., 1987).

Как правило, выявление антигенов вирусов Хунин и Мачупо в сыворотке крови больных с помощью ИФА проводят после предварительного обогащения на культурах клеток. Выявление антигенов возбудителей без предварительного обогащения возможно в секционных материалах. Для этого используют пробы печени, селезенки или лимфатических узлов.

Выделение Возбудителей лихорадКИ ласса, АРГЕНТИНСКОЙ И БОЛИВИЙСКОЙ ГЕМОРРАГИЧЕСКИХ ЛИХОРАДОК
Аренавирусы в высоких концентрациях накапливаются в различных органах. При оценке титров вируса Ласса в органах людей, погибших от лихорадки Ласса, установлено, что концентрация вируса достигала в крови 8,1 lg; печени 9,0 lg; лимфатических узлах и селезенке 9,0 lg; легких 5,5 lg; почках 7,0 lg; надпочечниках 5,0 lg ЦПД50·г-1 (Monath T.P., 1974). Вирус Мачупо также в более высоких титрах обнаруживают в печени, лимфатических узлах и селезенке, по сравнению с периферической кровью (Johnson K.M., 1965). 

Вирус Хунин может быть выделен из крови больного, взятой на 3-10-й день заболевания, носоглоточных смывов и мочи. В летальных случаях вирус выделяют из ткани печени, селезенки и из сгустков крови. 

Выделение вируса Мачупо из материалов, полученных от больных, обычно, затруднительно. Вирус Мачупо может содержаться не только в крови, но и в отделяемом из верхних дыхательных путей больных БГЛ. В моче вирус обнаружить не удалось. Согласно наиболее представительным данным, полученным при изучении проб от больных БГЛ, вирус Мачупо в этих материалах обнаруживается редко. В крови вирус появляется на 1-3 сутки от начала заболевания и циркулирует в ней до 12 суток. Несколько позднее, на 4-6 сутки болезни, возбудитель выявляется в смывах из зева и слюне и присутствует в них более 12 дней от начала заболевания. В указанные выше сроки в крови, смывах из зева и слюне вирус может быть обнаружен соответственно в 17,2 %, 13,5 % и 13,9 % случаев.

При проведении ранней диагностики вирус Ласса лучше всего выделять из сыворотки крови, полученной в течение 3-15 дней от начала болезни. Наиболее длительная вирусемия может составлять 19 суток. Из глоточных смывов или материала, взятого в глотке тампоном, вирус Ласса может быть выделен в первые 14 суток болезни примерно в 50 % случаев. Вирус в моче регистрируется реже, при этом наиболее раннее выделение установлено на 9 день болезни. Выделение вируса Ласса с мочой может быть длительным даже при введении иммунной к вирусу плазмы.

Исследуемым материалом: кровь (разведенная 1:5 изотоническим раствором хлорида натрия), носоглоточные смывы (с добавлением антибиотиков) и моча (разведенная раствором Хенкса 1:20) заражают культуры клеток или чувствительных лабораторных животных.

Из клеточных культур наибольшей чувствительностью к аренавирусам обладает линия клеток Vero. Так же вирусы могут культивироваться в клетках перевиваемых линий LL-MKs, ВНК-21,HeLa и др., вызывая цитопатическое действие. Для обнаружения и идентификации вируса в клетках инфицированной культуры до появления цитопатических изменений (через 24— 48 (72) ч.) используют методы МФА и ИФА.

Вирусы Хунин, Мачупо и Ласса могут быть выделены при заражении чувствительных лабораторных животных. Вирусы Хунин и Мачупо патогенны для мышей-сосунков при внутримозговом заражении (инкубационный период составляет 10—18 дней). Вирус Ласса размножается в мозгу таких животных, не вызывая их гибели. Острую инфекцию вирус Ласса вызывает у 3-4-недельных мышей. Введение вируса Ласса в мозг мышей массой 5—7 г приводит к развитию летальной инфекции, и гибели животных на 7-9-е сутки. К вирусам Хунин и Мачупо чувствительны также морские свинки, и новорожденные хомяки, а к вирусам Хунин и Ласса – обезьяны. 

При заражении животных исследуемый материал вводят интрацеребрально.

Идентификация Возбудителей лихорадКИ ласса, АРГЕНТИНСКОЙ И БОЛИВИЙСКОЙ ГЕМОРРАГИЧЕСКИХ ЛИХОРАДОК
Для идентификации вируса в клетках инфицированной культуры до появления цитопатических изменений (через 24— 48 (72) ч.) используют методы МФА и ИФА.

Наиболее надежным методом идентификации, который обладает специфичностью на видовом уровне, является реакция нейтрализации. Вируссодержащую суспензию предварительно осветляют путем центрифугирования при 500-700 g в течение 10 мин и разводят 10-кратным шагом до предполагаемой концентрации вируса. Разводящей жидкостью для вируссодержащего материала может служить солевой раствор Хенкса с добавлением 2 % сыворотки крупного рогатого скота, пенициллина натриевой (калиевой) соли и стрептомицина сульфата по 200 ЕД /мл.

В пробирки с разведенным вирусом вносят равные объемы диагностической сыворотки. Пробирки со смесью встряхивают и помещают в термостат при температуре от 36,5 до 37,5 оС на 1 ч.

По истечении времени контакта смеси в объеме 0,5 мл вносят во флаконы емкостью 75 мл с 2-3-суточным монослойной культурой клеток (GMK, Vero), предварительно слив среду роста (на каждое разведение берут не менее 4 флаконов). Флаконы с культурой клеток инкубируют 60 минут при температуре от 36,5 до 37,5 оС. Затем во флаконы на клеточный монослой наносят 9,5 мл первичного агарового покрытия (таблица 3), предварительно слив вируссодержащую жидкость. 

Когда агар застынет, флаконы переворачивают клеточным монослоем вверх и помещают в термостат при температуре от 36 до 38 оС. Через 3 суток во флаконы вносят 3,5 мл вторичного агарового покрытия и продолжают инкубирование при тех же условиях. При идентификации вируса Хунин вторичное покрытие наносят на 5 сутки.

Учет реакции производят по редукции бляшкообразующей способности на 2 сутки после нанесения вторичного агарового покрытия. Негативные колонии видны как белые бляшки на красном фоне, четко очерченные, диаметром от 1,5 до 2 мм. При значении индекса нейтрализации от 1 до 10 реакцию следует считать отрицательной, от 10 до 50 – как сомнительную и выше 50 – как положительную.

Таблица 3

Состав агарового покрытия для аренавирусов

	Компоненты покрытия
	Объем, мл (на 100 мл)

	
	первичное

покрытие
	вторичное

покрытие

	Вода деминерализованная

Солевой раствор Эрла 10-кратной концентрации

Аминокислотный витаминный комплекс (АВК)

Сыворотка крупного рогатого скота (КРС)

5,0 % раствор бикарбоната натрия

2,9 % раствор l-глутамина

1,5 % раствор агара "Дифко"

0,1 % раствор нейтрального красного
	13,5

10,0

15,0

7,5

2,0

2,0

50,0

0,0
	6,75

5,0

7,5

3,75

1,0

1,0

50,0

25,0


Биопробных животных забивают на 3—9-й день, в асептических условиях забирают головной мозг и идентифицируют возбудителя заболевания в реакции нейтрализации. Отпечатки мозга исследуют МФА. С целью обнаружеия вирусного антигена 10 %-ю суспензию мозга мышей-сосунков исследуют в РНГА и ИФА.

Серодиагностика лихорадКИ Ласса, АРГЕНТИНСКОЙ И БОЛИВИЙСКОЙ ГЕМОРРАГИЧЕСКИХ ЛИХОРАДОК
Вирусспецифические антитела выявляют в сыворотках крови при помощи МФА, ИФА, РНГА, РСК, РН. Диагностическое значение имеет четырехкратное и более увеличение титра специфических антител. Иммуноглобулины класса IgM обнаруживаются в крови инфицированных, начиная с 4-5-х сут. после появления клинических признаков заболевания.

Для выявления антител методом НМФА в сыворотках крови людей или животных используют Аг-слайды. Исследуют парные сыворотки крови, взятые на 1 и 21-е сутки госпитализации или на 7 и 28-е сутки после вероятного инфицирования. Диагностическое значение имеет четырех кратное и более увеличение титра специфических антител. При аренавирусной инфекции первыми появляются антитела, обнаруживаемые при помощи иммунофлюоресценции, несколько позже в крови появляются комплементсвязывающие антитела, а нейтрализующие антитела начинают обнаруживаться обычно не ранее чем через 2 мес. после начала болезни.

Следует учитывать, что определение титров антител к вирусам Хунин и Мачупо не обеспечивает серологической дифференцировки аргентинской геморрагической лихорадки от боливийской. Определенные трудности при серодиагностике аренавирусных геморрагических лихорадок могут возникнуть также из-за перекрестных реакций вследствие инфицирования людей вирусом лимфоцитарного хориоменингита

Реакция нейтрализации со специфической иммунной сывороткой используется для идентификации вирусов, а так же может быть использована для выявления специфических антител в сыворотках крови. Вируснейтрализующие антитела при аргентинской геморрагической лихорадке появляются к 20 сут после появления клинических признаков заболевания.

При лихорадке Ласса антитела, выявляемые в РСК, образуются у большинства больных в течение второй недели заболевания и циркулируют недолго. Величина их титра не бывает высокой и быстро снижается между 6 и 12 месяцами с момента выявления. В некоторых случаях КС-антитела могут сохраняться до 6 лет. Нейтрализующие антитела могут появляться только спустя 2 - 3 месяца от начала заболевания, титры их не бывают высокими, но после выздоровления сохраняются годами. 

Антитела, выявляемые с помощью МФА, в сыворотке крови больных лихорадкой Ласса обнаруживают на 4 - 10 сутки после начала заболевания и могут быть определены через 6 лет после болезни. Титры иммуноглобулина М достигают пика на 7-15 сутки после начала заболевания, позже (через 1-2 месяца) титр этих антител снижается. Антивирусные иммуноглобулины G можно обнаружить немного позднее (на 7 сутки), чем иммуноглобулины М, но они сохраняются значительно дольше (Wulff H., 1979). С помощью ИФА и МФА антитела в крови больных людей могут быть выявлены в 76-90 % случаев (Bausch D.G. et al. 2000).

При АГЛ и БГЛ у больных людей также вырабатываются КС-антитела и НА, которые, в отличие от лихорадки Ласса, образуются в более высоких титрах. Максимальная концентрация КС-антител наблюдается с 40 по 80 день после заболевания. До 40 дня и после 80 дня от начала заболевания титры КС-антител могут быть настолько низкими, что делают трудной интерпретацию РСК. Нейтрализующие антитела, как и KС-антитела, выявляют в крови на 3-4 неделе от начала заболевания и одновременно достигают максимальных титров. Через 8 - 12 месяцев средняя величина титра нейтрализующих антител составляет 1:64.. 

При использовании ИФА сероконверсию у больных южноамериканскими аренавирусными инфекциями выявляют позднее по сравнению с лихорадкой Ласса – на 12 - 30 день от начала заболевания, и это часто совпадает с улучшением состояния больного (Jahrling P.B., 1985).
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Желтая лихорадка – зоонозная и антропонозная природно-очаговая и антропоургическая арбовирусная инфекционная болезнь с трансмиссивным механизмом передачи возбудителя (Черкасский Б.Л., 1996). Также возможен контактный путь передачи вируса. Желтая лихорадка была подробно описана еще в 17 веке, однако вирус желтой лихорадки был выделен только в 1927 году (Stokes A. et al., 1928). Желтая лихорадка проявляется в виде вспышек и спорадических заболеваний. Заболевание протекает в виде тяжелой вирусной лихорадки с выраженными симптомами поражения печени и массивными геморрагическими проявлениями. Инкубационный период 3-6 дней, обычно больные погибают на 7-10 день заболевания (Monath T.P., 1987). Желтая лихорадка распространена в странах с тропическим климатом, где регистрируется наибольшее количество случаев заболевания желтой лихорадки. Основной переносчик вируса желтой лихорадки - комар Aedes aegypti. Заболевание регистрируется как в сельских, так и городских районах стран, расположенных во влажном тропическом поясе Африки и Америки. В 42 странах эндемичных по желтой лихорадке проживает более 450 миллионов человек. Ежегодное количество случаев заболевания оценивается приблизительно в 200000 случаев, но точная статистика отсутствует (Robertson S.E. et al., 1996). В последние годы отмечена значительная активизация очагов желтой лихорадки. Перед поездкой в эндемичные районы обязательно проводится вакцинация против этой инфекции имеющейся отечественной вакциной. На территории России циркуляция вируса желтой лихорадки не отмечена, однако возможны завозные случаи желтой лихорадки. 

Характеристика возбудителя. Вирус желтой лихорадки относится к семейству Flaviviridae, роду Flavivirus. Возбудитель относится к одноименному антигенному комплексу и является единственным представителем этого серокомплекса. 

Известна нуклеотидная последовательность для более 20 штаммов вируса желтой лихорадки. Выделяют два основных генотипа этого вируса (Chang G.J. et al., 1995). Генотип I распространен в восточной и центральной Африке. Генотип II имеет два субтипа: субтип IIA циркулирует в западной Африке и IIB в Америке. Филогенетический анализ подтверждает гипотезу о том, что вирус желтой лихорадки проник в Америку из западной Африки во времена торговли рабами. Недавнее повторное появление Африканского субтипа в Карибском регионе показало, что распространение вируса желтой лихорадки между континентами вполне возможно в современных условиях (Pisano M.R. et al., 1999). Проникновение вируса желтой лихорадки в Америку потребовало адаптации вируса к новым векторам и хозяинам. Несколько уникальных аминокислотных замен в белке Е было описано для Американского субтипа вируса желтой лихорадки. Африканские штаммы субтипа IIA отличаются способностью к быстрому распространению в новых экологических условиях и способностью вызывать тяжелые заболевания человека, как в городских, так в сельских условиях.

Вирус желтой лихорадки содержит одноцепочечную РНК позитивной полярности. Размер генома составляет около 11000 пар оснований. Вирион имеет сферическую форму диаметром около 50 нм. Он состоит из нуклеокапсида окруженного липидной мембраной. В состав вириона входят три структурных белка С, М и Е, причем два последних вирусных белка входят в состав вирусной оболочки. 

Вирус желтой лихорадки обладает обычной для флавивирусов устойчивостью к физико-химическим факторам и дезинфицирующим веществам. При нагревании до температуры 56 оС инактивируется полностью в течение 30 мин. Вирионы стабильны в зоне рН 8,0 – 9,0 и неустойчивы при рН 3,0-5,0. Они быстро разрушается под действием ультрафиолетовых лучей. 

Лабораторная диагностика желтой лихорадки

Материалом для лабораторного исследования является кровь, сыворотка крови, секционные пробы органов (печень и селезенка). Для лабораторной диагностики используются весь комплекс иммунологических и генетических методов (см. Рис. 5). 




Рис. 5 Схема лабораторной диагностики флавивирусных инфекций
Специфическая индикация возбудителя желтой лихорадки

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Метод ИФА с захватом антигена при помощи моноклональных антител достаточно эффективно выявляет вирусный антиген в крови или гомогенатах печени. Чувствительность данного метода достигает 70 % и сравнима с методами генетического анализа.

Другие методы иммунологической диагностики

Высокой диагностической значимостью обладают реакция нейтрализации (РН) и РТГА. Проведение РН возможно в ранние сроки заболевания, что дает возможность подтвердить диагноз заболевания и дифференцировать его от других флавивирусных инфекций. РТГА также высокоспецифична и требует для своего проведения всего несколько часов, но обладает более низкой чувствительностью. РСК и МФА эффективны на поздних этапах заболевания и при их использовании возникают сложности по дифференциации заболевания от других флавивирусных инфекций, т.к. для флавивирусов характерны выраженные перекрестные иммунологические реакции. 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Генетическая диагностика эффективна на начальных стадиях заболевания, при этом вирусная РНК может обнаруживаться до 2-3 недели заболевания. Для исследования в ОТ-ПЦР могут быть использованы пробы органов. При наличии возможности рекомендуется использовать методы мультиплексного анализа и ПЦР в реальном времени. Для подтверждения положительного результата ОТ-ПЦР необходимо провести определение нуклеотидной последовательности выделенного фрагмента кДНК.

Выделение И ИДЕНТИФИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ ЖЕЛТОЙ ЛИХОРАДКИ
Вирус желтой лихорадки можно выделить из крови больных и секционного материала (печень и селезенка). Вирус может быть достаточно легко изолирован в течение первых двух недель заболевания.

Для выделения вируса желтой лихорадки предпочтительно использовать чувствительных биопробных животных Вирус желтой лихорадки высокопатогенен для новорожденных белых мышей при внутрибрюшинном и внутримозговом введении. Из мозга и печени заболевших животных готовят гомогенаты, которые исследуют в ОТ-ПЦР или ИФА на наличие вирусного антигена и вирусной РНК. В случае отсутствия клинической картины заболевания, рекомендуется проведение двух дополнительных пассажей на животных для адаптации вируса к лабораторным животным. 

Среди клеточных культур хорошей чувствительностью обладают перевиваемые клеточные линии почек обезьяны (MA-104, Vero, LLC-MK2), человека, кролика (MA-111), сирийского хомячка (ВНК) и свиньи (РК, СПЭВ). Размножение происходит в цитоплазме клеток относительно медленно, развитие цитопатического эффекта наблюдается не всегда. Характерно развитие персистентной инфекции. Клеточные культуры клеток комара высокочувствительны для вируса желтой лихорадки и могут быть также использованы для выделения вируса. 

Вирусный антиген обнаруживают в цитоплазме пораженных клеток в виде яркого зеленого свечения, окружающего ядро клетки. Культуральную среду из инфицированных клеточных культур тестируют на наличие антигена любым доступным иммунологическим методом или в ОТ-ПЦР. 

Серодиагностика ЖЕЛТОЙ лихорадКИ

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Высокой диагностической значимостью обладает ИФА, направленный на выявление вирусспецифических IgM в сыворотке крови больных. Метод ИФА обнаружения антител класса IgG имеет значение при ретроспективной диагностики заболевания и оценки эффективности иммунизации против вируса желтой лихорадки. 
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Лихорадка Денге - антропонозная арбовирусная инфекционная болезнь с трансмиссивным механизмом передачи возбудителя. В настоящее время лихорадка Денге крайне широко распространена в тропических зонах Африки, Азии, Австралии и Америки. Она вызывается вирусами Денге 1-4, которые были объединены в отдельную серогруппу флавивирусов на основе реакции нейтрализации (Russell P.K. et al., 1967). Основной переносчик инфекции комар Aedes aegypti. В районах, эндемичных по лихорадке Денге, проживают около 2,5 миллиардов человек. Ежегодное количество случаев заболевания оценивается в 100 миллионов - для лихорадочной формы заболевания и от 250 тысяч до 1 миллиона - для геморрагической и шоковой форм лихорадки Денге (Guzman M.G. et al., 2002). Летальность при геморрагической лихорадке Денге может достигать 10 %, однако средний уровень летальности обычно оценивается в 1,5 %, и его колебания сильно зависят от качества медицинской помощи. 

Инкубационный период составляет от 2-7 дней после укуса инфицированного комара и далее развивается вирусная лихорадка, продолжающаяся 6-7 дней. Иногда она носит двухфазный характер и, как правило, закачивается выздоровлением. Все четыре серотипа лихорадки Денге способны вызвать заболевание, в том числе и его геморрагическую и шоковую формы. Как правило, эти тяжелые формы возникают при повторном инфицировании другим серотипом вируса Денге. В течение жизни человек может последовательно переболеть всеми серотипами лихорадки Денге, так как перекрестная устойчивость к инфицированию другим серотипом непродолжительна и редко превышает 12 недель. Имеются экспериментальные вакцины против лихорадки Денге, некоторые из которых уже прошли достаточно успешные и широкие клинические испытания на людях. Однако надежной и проверенной многолетним опытом вакцины нет. На территории России циркуляция вирусов Денге не отмечена, однако возможны завозные случаи лихорадки Денге. 

Характеристика возбудителя. Возбудитель лихорадки Денге - вирусы Денге 1-4 типа относятся к семейству Flaviviridae, роду Flavivirus, к антигенному комплексу вирусов Денге. Морфология вирионов, их структура и вирусная РНК типичны для флавивирусов. Уровень гомологии генома с такими флавивирусами, как вирус желтой лихорадки и Западного Нила составляет 44-51 %.
Исследования нуклеотидной структуры и филогенетический анализ подтвердил правомерность серологической классификации. Внутри группы вирусов Денге уровень аминокислотной гомологии составляет всего 63 % - 68 % (Deubel V. et al., 1988). Более того, филогенетический анализ позволил выделить генетические субтипы для каждого из вирусов Денге. Так Денге 1 имеет 2 субтипа, Денге 2 – 4 субтипа, Денге 3 – 4 субтипа, Денге 4 - 2 субтипа. Как правило, различные генетические субтипы обнаруживаются в одном географическом районе или группе стран. 

Существенное увеличение случаев геморрагической лихорадки Денге связывают также с вирусом Денге 3, субтип III. Данный субтип вируса Денге 3 возник на Индийском субконтиненте в 80-х годов прошлого столетия (Vitarana U.T. et al., 1993). Далее он распространился на восточную Африку и в середине 90-х годов проник в Латинскую Америку. Первые случаи были описаны в 1994 году в Панаме и Никарагуа, что может быть связано с деятельностью Панамского канала. Далее Денге 3, субтипа III распространился практически по всей Центральной Америке и по странам тропического пояса Южной Америки, вызвав в них эпидемию геморрагической лихорадки Денге 3. Этот сценарий развития эпидемии был подтвержден ретроспективным молекулярно-эпидемиологическим исследованием 43 вирусных изолятов из районов пораженных эпидемией (Messer W.B. et al., 2003). Таким образом, вирусу Денге 3, субтипа III потребовалось около 10 лет, чтобы достичь стран Латинской Америки из района Индийского океана (Шри Ланка) и вызвать увеличение случаев геморрагической лихорадки во всем мире приблизительно до ежегодного уровня в 1 миллион случаев.

Лабораторная диагностика лихорадки Денге

При лихорадке Денге от больных для исследования берут кровь, при аутопсии — кровь из сердца и кусочки печени. Для выделения вируса так же можно использовать сыворотку крови и плазму, обогащенную лейкоцитами, взятые на 1-4-й день болезни. Для лабораторной диагностики используются весь комплекс иммунологических и генетических методов (см. Рис. 5).
Специфическая индикация возбудителя лихорадки Денге

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Метод ИФА с захватом антигена при помощи моноклональных антител эффективно выявляют вирусный антиген в сыворотке крови. Это связано с высокой концентрацией вируса в крови, которая может достигать 106 – 108 инфекционных вирусных частиц на миллилитр. Высокой диагностической значимостью обладает ИФА, направленный на выявление вирусспецифических IgM в сыворотке крови больных. Обнаружение IgG-антител имеет значение при ретроспективной диагностике заболевания и дифференциации первичной и вторичной инфекции, вызванной различными серотипами вируса.

Другие иммунологические методы

Высокой диагностической значимостью обладают реакция нейтрализации (РН). При ее использовании возможна дифференциация серотипа вируса Денге. РН считается наиболее специфическим тестом для вирусов Денге и она позволяет дифференцировать его от других флавивирусных инфекций. РТГА также высокоспецифична и требует для своего проведения всего несколько часов, но обладает более низкой чувствительностью. РСК и МФА эффективны на поздних этапах заболевания и при их использовании возникают сложности по дифференциации заболевания от других флавивирусных инфекций, т.к. для флавивирусов характерны выраженные перекрестные иммунологические реакции.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 

Генетическая диагностика весьма эффективна в конце инкубационного периода и на начальных стадиях заболевания. Ее чувствительность может достигать 70 % и более. ОТ-ПЦР является методом выбора для обнаружения возбудителя в сыворотке крови на ранних стадиях заболевания. Для исследования могут быть использованы клетки крови и секционный материал. Рекомендуется использовать праймеры к вирусным белкам Е и NS5. При наличии возможности рекомендуется использовать методы мультиплексного анализа и ПЦР в реальном времени. Для подтверждения положительного результата ОТ ПЦР необходимо провести определение нуклеотидной последовательности выделенного фрагмента кДНК.

Выделение И ИДЕНТИФИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ ЛИХОРАДКИ ДЕНГЕ

Для выделения вирусов Денге используют чувствительных биопробных животных или клеточные культуры различного происхождения. Вирусы Денге вызывают заболевание и гибель мышей-сосунков при интрацеребральном заражении. Большинство других лабораторных животных не чувствительны к вирусу Денге, исключая приматов. При лихорадочной форме заболевания вирус изолируется относительно хорошо, однако попытки его выделения при геморрагических формах инфекции, как правило, бывают безуспешны. 

Среди клеточных культур хорошей чувствительностью обладают перевиваемые клеточные линии почек обезьяны, человека, кролика, сирийского хомячка и свиньи (РК, СПЭВ). Размножение происходит в цитоплазме клеток относительно медленно, развитие цитопатического эффекта наблюдается не всегда. Характерно развитие персистентной инфекции. 

Вирусный антиген обнаруживают при помощи МФА в цитоплазме пораженных клеток в виде яркого зеленого свечения, окружающего ядро клетки. Культуральную среду из инфицированных клеточных культур тестируют на наличие антигена любым доступным иммунологическим методом (ИФА) или в ОТ-ПЦР.
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Японский энцефалит – зоонозная природно-очаговая арбовирусная инфекционная болезнь с трансмиссивным механизмом передачи возбудителя (Черкасский Б.Л., 1996). Основным резервуаром в природных очагах являются дикие животные (крысы, хомяки и др.), в антропургических очагах – домашние животные (свиньи, козы, лошади, крупный рогатый скот и др.) и синантропные (в основном грызуны) животные и птицы (воробьи, цапли, фазаны и др.). Переносчики комары родов Culex и Aedes.

Вирус Японского энцефалита (ВЯЭ) был выделен в 1935 году.  ВЯЭ является прототипным вирусом для одноименного комплекса флавивирусов (Solomon T. Et al., 2000). В настоящее время Японский энцефалит распространен в странах Юго-Восточной Азии, включая Индию и Китай. Относительно недавно он был обнаружен в северных районах Австралии. Ежегодное количество случаев заболевания оценивается в 50000 случаев, из которых приблизительно 10000-15000 оканчивается смертельным исходом (Tsai T.F. 2000). Летальность во время вспышек заболевания может достигать 50 % и более. Она сильно зависят от качества медицинской помощи и патогенности циркулирующих в этой местности штаммов вируса. 

Инкубационный период составляет от 6-16 дней после укуса инфицированного комара. После короткого лихорадочного периода продолжительностью 2-4 дня развивается клиническая картина тяжелого вирусного энцефалита с развитием парезов и параличей. Смерть наступает на 5-9 день заболевания, обычно из-за кардиопульмонарных нарушений. Нарушения функции дыхания является плохим прогностическим признаком. Наиболее тяжело болеют дети и пожилые люди. После перенесенного заболевания неврологические расстройства наблюдаются у двух третей пациентов, особенно они выражены у детей.

Имеются высокоэффективные вакцины против Японского энцефалита. Вакцины позволяют надежно контролировать заболеваемость и позволяют практически свести ее к нулю при включении вакцинации в детский календарь прививок (Sohn Y.M., 2000). На территории России циркуляция ВЯЭ возможна в южных районах Приморского Края, где регулярно обнаруживаются факты его циркуляции в природных очагах. В последние годы случаи заболевания человека в России не регистрировались.

Характеристика возбудителя. ВЯЭ относятся к семейству Flaviviridae, роду Flavivirus, к антигенному комплексу Японского энцефалита. ВЯЭ обладает всеми свойствами присущими флавивирусам. Вирус содержит РНК, имеет сферическую форму, липопротеидную оболочку, диаметр 50 нм.

Определение нуклеотидной последовательности ВЯЭ показала вариабельность генома на уровне 12 % и позволило выявить четыре основных генотипа ВЯЭ (Chen W.R. et al., 1990). Вирусы генотипа G1 циркулируют в Северной Азии (Япония, Китай, Тайвань), во Вьетнаме, Непале, Индии. Генотип G2 ВЯЭ встречается на севере Таиланда и Камбоджи. Третий генотип распространен на юге Таиланда, в Индонезии и Малайзии. Четвертый генотип регистрируется в восточной Индонезии. С какими факторами связано такое распределение генотипов ВЯЭ остается не совсем понятно. Однако отмечено, что штаммы различных генотипов имеют различный потенциал по способности к распространению на новых территориях. Так в  2005 году произошла крупная вспышка Японского энцефалита в Индии. Заболело 5737 человек в 7 восточных округах штата Уттар Прадеш и 1344 человек погибло. Одновременно вспышка ВЯЭ была зарегистрирована в Непале, где заболело 1540 человек и 254 погибло. Генотипирование Индийских изолятов показало, что заболевание вызвал генотип G3 ВЯЭ (Parida M. et al., 2006). Причем все изоляты имели высокую гомологию нуклеотидной последовательности и формировали отдельный клайд, который существенно отличался от всех ранее известных геновариантов G3 ВЯЭ и от циркулировавших ранее в Индии ВЯЭ в период с 1956 по 1988 годы. 

Вирус относительно стабилен в окружающей среде, особенно при низких температурах. В высушенном виде при температуре минус 70 оС сохраняет инфекционную активность в течение ряда лет. При температуре 4 оС суспензии вирусов не инактивируются до одного года. При температуре 60 оС или под действием ультрафиолетовых лучей разрушаются в течение 10 - 20 мин. Высокочувствителен к щелочам и кислой среде (рН 3 и ниже) (Львов Д.К. с соавт., 1989).

Лабораторная диагностика Японского энцефалита

Материалом для исследования является кровь (сыворотка крови), СМЖ больных. При аутопсии исследуют мозг (см. Рис. 5).

Специфическая индикация возбудителя ЯПОНСКОГО ЭНЦЕФАЛИТА

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 

Генетическая диагностика весьма эффективна в конце инкубационного периода и на начальных стадиях заболевания. Для исследования в ОТ-ПЦР могут быть использованы кровь, сыворотка крови и секционный материал. При наличии возможности рекомендуется использовать методы мультиплексного анализа и ПЦР в реальном времени. Для подтверждения положительного результата ОТ-ПЦР необходимо провести определение нуклеотидной последовательности выделенного фрагмента кДНК.

Иммунологические методы

Высокой диагностической значимостью обладают реакция нейтрализации (РН). При ее использовании возможна дифференциация вирусов комплекса Японского энцефалита от близкородственных флавивирусов. РН считается наиболее специфичным тестом. РСК и МФА эффективны на поздних этапах заболевания и при их использовании возникают сложности по дифференциации заболевания от других инфекций комплекса Японского энцефалита, т.к. для флавивирусов этой серогруппы характерны выраженные перекрестные иммунологические реакции.

Выделение и ИДЕНТИФИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ ЯПОНСКОГО ЭНЦЕФАЛИТА 

Вирус выделяют из СМЖ больных, а при аутопсии - из мозга. Для выделения вируса заражают в мозг новорожденных белых мышей (1-3-дневных) или молодых белых мышей (5-6 г). Каждой пробой заражают 1-2 помета новорожденных мышей или 6-8 молодых мышей. Исследуемый материал вводят по 0,01 мл в мозг и в брюшную полость животных. Инкубационный период составляет 3-4 дня (3-6 при первичном заражении).

Кроме мышей для выделения вирусов используются клеточные культуры. Вирусы культивируются в культурах клеток СПЭВ, ПЭС и других, размножаясь в цитоплазме клеток, при этом цитопатического эффекта на ранних сроках инфекции клеток, как правило, не вызывают. В пробирки со стеклами вносят по 0,2 мл исследуемого материала. 

При заражении биопробных животных их забивают через 24—48 ч и исследуют мазки-отпечатки мозга с помощью МФА. Суспензии мозга исследуют в ИФА, ОТ-ПЦР и РН.

Монослой зараженных клеток изучают с помощью МФА через 24 и 48 ч. Вирусный антиген обнаруживают в цитоплазме клеток в виде ярко-зеленой диффузной массы или гранул различной величины. Культуральную среду из пробирок с клеточной культурой исследуют с помощью ИФА, ОТ-ПЦР и РН.

Серодиагностика японского энцефалита

Для серодиагностики кровь у больных берут дважды: в первые дни болезни и спустя 2—3 недели. Сыворотки крови исследуют одновременно в РН, ИФА, РТНГА или РСК. О перенесенной инфекции судят по четырехкратному нарастанию титра антител во второй сыворотке. Если же антитела обнаружены, но нет нарастания титра, то подтверждением диагноза текущей инфекции служит наличие в первой сыворотке IgM, которые могут присутствовать в течение 4-6 недель. Большую диагностическую ценность имеет обнаружение антител в СМЖ больных Японским энцефалитом. Раннее появление антител является доказательством текущей инфекции.

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА
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Лихорадка Западного Нила (ЛЗН) - зоонозная природно-очаговая и антропоургическая арбовирусная инфекционная болезнь с трансмиссивным механизмом передачи возбудителя (Черкасский Б.Л., 1996).

Резервуар возбудителя – представители многих видов млекопитающих: дикие, синантропные и домашние птицы, главным образом водного и околоводного комплекса, рептилии. Основными переносчиками вируса являются комары различных видов (Diptera, Culicidae), в том числе рода Culex, а также аргасовые и иксодовые клещи. Вирус Западного Нила (ВЗН) может передаваться человеку и другим животным во время укусов зараженными комарами, однако человек заражается «случайно» и не способен обеспечить поддержание жизненного цикла вируса в связи с транзиторным характером виремии. Вирус широко распространен в странах Африки, Австралии, Южной Европы и Азии (Hubalek Z, and Halouzka J., 1999). В 1999 г. появились первые сообщения об обнаружении вируса на территории США (Campbell G.L. et al., 2002). A К настоящему времени вирус распространился на всей территории Американского континента – от Канады до Аргентины. В последние годы на территории США ежегодно регистрируется от 2500 до 10000 случаев заболевания ЛЗН. Глобальное потепление климата, естественная миграция животных, особенно птиц, повышение интенсивности грузовых и пассажирских потоков, антропогенное вмешательство в дикую природу, ослабление эпизоотологического и эпидемиологического надзора за природными очагами арбовирусных заболеваний способствуют ухудшению эпидемиологической ситуации по этим инфекциям, приводят к расширению их ареалов, в том числе ареала ЛЗН (Львов Д.К. с соавт., 2004).
Природные очаги заболевания существуют в южных регионах бывшего СССР — Армении, Туркмении, Таджикистане, Азербайджане, Казахстане, Молдавии, Украине. На территории России постоянно отмечается заболеваемость ЛЗН в южных регионах европейской части страны (Львов Д.К. с соавт., 2000, Бутенко А.М., c соавт., 2001). Описаны случаи заболевания в Краснодарском крае, Ростовской и Новосибирской областях. Недавно обнаружена циркуляция вируса на юге Западной Сибири и в Приморском крае (Терновой В.А., с соавт., 2004, 2006). Столь широкое распространение вируса ЗН, по всей вероятности, связано с его необычно широким тропизмом. Вирус ЗН способен реплицироваться в более чем 300 видах птиц, 40 видах комаров и клещей, 20 видах млекопитающих. 

Как правило, ВЗН вызывает у человека бессимптомную инфекцию. Примерно у 20 % инфицированных людей возможно развитие вирусной лихорадки, которая протекает относительно легко с гриппоподобными симптомами: лихорадка (от умеренной до высокой), головная боль (чаще фронтальная), миалгии, артралгии, слабость, тошнота и респираторная симптоматика. Примерно в 1 случае из 150 (< 1 %) заболевание проявляется в форме менингита или энцефалита. Смертность среди госпитализированных пациентов колеблется от 2,5 до 14 %. С возрастом уровень смертности от ЛЗН существенно увеличивается. Описаны случаи передачи ВЗН от человека к человеку через кровь, при пересадке органов, трансплацентарно, при кормлении грудью и в лабораторных условиях (Campbell G.L. et al., 2002). Вследствие вышеперечисленных событий ЛЗН рассматривается как классический пример возникающего и вновь возвращаюшегося (emerging-reemerging) инфекционного заболевания (Львов Д.К., 2002).
Характеристика возбудителя. ВЗН был впервые выделен в 1937 году в Уганде (Smithburn K.C. et al., 1940). ВЗН относится к семейству Flaviviridae, роду Flavivirus, антигенному комплексу Японского энцефалита и обладает всеми присущими флавивирусами свойствами. 

До вспышки 1999 года ВЗН были разделены на два основных генотипа. Вирусы Западного Нила, относящиеся к генотипу I, циркулировали в Африке, Европе и Азии, а относящиеся к генотипу II были изолированы только на Мадагаскаре и в Африке. Анализ нуклеотидной последовательности изолятов ВЗН, выделенных во время вспышки 1999 года, показал максимальную схожесть Российских изолятов со штаммами ВЗН, выделенными в Румынии в 1996 году (Lanciotti R.S. et al., 2002). Штаммы ВЗН, выделенные в 1999 году в США, были очень схожи с вариантами ВЗН, циркулирующими в Израиле в 1998 году. Уровень гомологии нуклеотидной последовательности этой группы современных изолятов ВЗН достигает 96-99 %. Гомология аминокислотных последовательностей была еще выше, так при сравнении полной последовательности геномов Российского (Volgograd 1999, human) и Американского (NY 1999, human) изолятов 1999 г. было выявлено всего 11 аминокислотных замен. Причем важно отметить еще два обстоятельства: американские и европейские варианты ВЗН кластеризуются в два субклайда и дивергенция внутри субклайдов совершенно минимальна, хотя места выделения вариантов ВЗН были разделены несколькими тысячами километров. Это позволяет сделать вывод о преимущественном распространении в Европе, Азии, и в Америке одного доминирующего геноварианта 1а ВЗН, предшественник, которого возник в середине 90-х годов прошлого столетия в бассейнах Черного и Средиземного морей. Затем он в течение около 10-12 лет широко распространился по территории как минимум трех континентов – Азии, Европы и Америки. Вирус Кунджин был изолирован в Австралии в 1960 году и относился к комплексу вируса Японского энцефалита. Исследование нуклеотидной последовательности этого вируса показало, что вирус Кунджин имеет уровень гомологии около 86-87 % с ВЗН генотипа I и поэтому он должен быть отнесен к генотипу I ВЗН (Lanciotti R.S. et al., 1999). Полученные данные по нуклеотидной структуре РНК вируса Кунджин стали основанием для изменения его таксономии в 2000 году и отнесении его к ВЗН.

В 1997 году в Австрии был изолирован вирус, который был в реакции нейтрализации был тесно связан с ВЗН. Исследование нуклеотидной последовательности показало, что вирус Рабенсбург имел гомологию в 75 %–77 % с вирусами ЗН генотипа I и II и может быть отнесен к III новому генотипу ВЗН (Bakonyi T. et al., 2005). Несколько ранее на юге Европейской части России был изолирован штамм LEIV-Krnd88-190 ВЗН. Он имел гомологию около 73-77 % с вирусами Западного Нила генотипа I и II. Филогенетический анализ показал, что этот вирус может быть отнесен к IV новому генотипу ВЗН (Lvov D.K. et al., 2004). 

Вирион имеет сферическую форму диаметром около 50 нм. Он состоит из нуклеокапсида окруженного липидной мембраной. В состав вириона входят три структурных белка С, М и Е, причем два последних вирусных белка входят в состав вирусной оболочки. Вирусная РНК имеет около 11000 основания и кодирует 3 структурных белка и 7 неструктурных белков. С РНК белки считываются в виде единого полипротеина и далее подвергаются процессингу. Нуклеотидная структура генома у современных вариантов ВЗН весьма консервативна и уровень гомологии достигает 96-98 % между вариантами ВЗН циркулирующими в различных регионах Азии, Европы и Америки. Несколько отличаются варианты ВЗН циркулирующие в Африке и Австралии (Альховский С.В., 2004).

Вирус инактивируется при температуре 55 оС в течение 30 мин, сохраняет вирулентность 2 недели при температуре 2-4 оС, менее 72 часов - при 37 оС, устойчив в замороженном виде при температуре минус 70 оС и в высушенном состоянии. По отношению к дезинфицирующим веществам вирус Западного Нила обладает обычной для вирусов чувствительностью. 

Лабораторная диагностика лихорадки

Западного Нила

Материалом для исследования служат: от больного человека – кровь, сыворотка крови, спиномозговая жидкость (СМЖ); от умершего – секционный материал: головной мозг, печень, селезенка (см. Рис. 5). Вирус Западного Нила можно выделить из крови из плазмы, обогащенной лейкоцитами и ликвора (при менингоэнцефалите) больных в течение 5 суток от начала заболевания, а также гомогенаты секционных проб. Однако эффективность выделение вируса из крови обычно не высока вследствие его низкой концентрации. 

Основным методом диагностики является выявление в плазме крови или цереброспинальной жидкости IgM-антител к вирусу Западного Нила методами ИФА. Чувствительность и специфичность этого теста может приближаться к 90 %, тогда как эти показатели для ОТ ПЦР при ЛЗН могут составлять всего 25 %. В связи с наличием перекрестной реактивности с другими представителями флавивирусов необходимо оценивать результаты серологических тестов с осторожностью. Среди флавивирусов широко циркулирующих в России ВЗН имеет значительные антигенные перекресты с вирусом клещевого энцефалита. Иммунологическая диагностика может также осуществляется при исследовании парных сывороток с помощью РСК, РНГА, в реакции иммунофлуоресценции и современных иммуносорбентных методов (Эпидемиологический надзор за лихорадкой Западного Нила в Астраханской области, специфическая диагностика заболевания, меры общественной и личной профилактики. МУ 3.1.3.002-2000).

Специфическая индикация возбудителя лихорадки Западного Нила

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 

Выявление РНК ВЗН в крови проводят в ОТ-ПЦР на самых ранних стадиях заболевания, эффективность диагностики в более поздние сроки резко снижается. Для исследования могут быть использованы клетки крови и секционные материалы. Разработана и  прошла государственные испытания ОТ-ПЦР-тест-система для выявления вирусной РНК (ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб» (г. Саратов) и ГУН НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского, РАМН (г. Москва)). 

При наличии возможности рекомендуется провести определение нуклеотидной последовательности выделенного фрагмента кДНК.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Метод ИФА с захватом антигена при помощи моноклональных антител достаточно эффективно выявляют вирусный антиген в полевых пробах и гомогенатах секционных материалов. Чувствительность данного метода достигает 70 % и сравнима с методами генетического анализа (Мероприятия по борьбе с лихорадкой Западного Нила на территории Российской Федерации. Этиологический надзор, диагностика, клиника, лечение и профилактика. Методические рекомендации., 2002).

ИФА тест-системы для выявления антигена ВЗН производятся ЗАО «ЭКОлаб», Московская обл., г. Электрогорск, НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского РАМН, Москва.

Другие методы иммунологической диагностики

Высокой диагностической значимостью обладают реакция нейтрализации (РН) и РТГА. Проведение РН возможно в ранние сроки заболевания, что дает возможность подтвердить диагноз заболевания и дифференцировать его от других флавивирусных инфекций. РТГА также высокоспецифична и требует для своего проведения всего несколько часов, но обладает более низкой чувствительностью. РСК и МФА эффективны на поздних этапах заболевания и при их использовании возникают сложности по дифференциации заболевания от других флавивирусных инфекций, т.к. для флавивирусов характерны выраженные перекрестные иммунологические реакции. 

Выделение И ИДЕНТИФИКАЦИЯ возбудителя лихорадки Западного Нила

Материалом для выделения ВЗН служит кровь больных, взятая в течение 5 суток от начала заболевания, или суспензия секционных проб. Кровь используют в виде сыворотки или плазмы, обогащенной лейкоцитами. Из секционных проб готовят 10 %-ю суспензию на фосфатном буфере с добавлением 0,7 % БСА и антибиотиков.
Заражают новорожденных белых мышей (1-3-дневных) или молодых белых мышей (5- 6 г). Каждой пробой заражают 1-2 помета новорожденных мышей или 6-8 молодых мышей. Исследуемый материал вводят по 0,01 мл в мозг и наблюдают за животными до 14 суток. У заболевших животных появляется анорексия, малая подвижность, парезы, иногда параличи конечностей. Мозг заболевших животных используют для дальнейших пассажей.

Для выделения ВЗН на культуре клеток используют различные клеточные линии: СПЭВ, PS, ВНК-21. Исследуемый материал вносят по 0,1 мл в пробирки или в лунки полистироловых планшетов с монослоем клеток. Контакт материала с клетками происходит в течение 1 часа при 37 оС. При наличии вируса в исследуемом материале на 4-10-е сутки наблюдается цитопатогенный эффект. 

Через 24—48 ч после заражения биопробных животных исследуют мазки-отпечатки мозга с помощью МФА, а суспензии мозга — в ИФА, ОТ ПЦР.

Стекла с монослоем зараженных клеток изучают с помощью МФА. Культуральную среду из пробирок с клеточной культурой исследуют с помощью ОТ ПЦР и ИФА.

Серодиагностика ЛИХОРАДКИ ЗАПАДНОГО НИЛА

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Высокой диагностической значимостью обладает ИФА, направленный на выявление вирусспецифических IgM в сыворотке крови больных. Возможно использование теста для определения авидности специфических антител, который позволяет обнаруживать и дифференцировать острую форму ЛЗН и имеет прогностическую ценность аналогичную с IgM тестом (Распопин В.В. с соавт., 2007). Иммуноферментный метод обнаружения вирусспецифичеких IgG имеет значение при ретроспективной диагностики (Шишкина Е.О., 2003). ИФА тест-системы для выявления Ig M и IgG антител к ВЗН выпускаются ЗАО «ЭКОлаб», Московская обл., г. Электрогорск, НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского РАМН, Москва. Кроме того, ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирская обл., п. Кольцово выпускает тест-системы «ВектоНил – IgG» и «ВектоНил – IgG - авидность».

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА

ОПАСНЫХ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ

клещевоЙ энцефалит
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Клещевой энцефалит – зоонозная природно-очаговая и антропоургическая арбовирусная инфекционная болезнь с трансмиссивным механизмом передачи возбудителя (Черкасский Б.Л., 1996). Возможно также и алиментарное заражение людей, связанное с употреблением сырого молока от животных, подвергшихся укусам зараженных клещей. 

Клещевой энцефалит широко распространен на севере Евразийского континента, где ежегодно регистрируется до 14000 случаев заболевания. Заболеваемость клещевым энцефалитом регистрируется более чем в 25 европейский странах и 7 азиатских странах (Charrel R. N. et al., 2004). На этой территории проживает около 700 миллионов человек, исключая Китай. Систематических данных по количеству случаев клещевого энцефалита в Китае нет, имеется только сообщение о регистрации 3500 случаев в 1994 году. Ареал возбудителя клещевого энцефалита совпадает с ареалом иксодовых клещей I. persulcatus и I. ricinus, местообитаниями которых являются, по преимуществу, южно-таежные темнохвойные, подтаежные хвойно-широколиственные и хвойно-мелколиственные леса, в меньшей степени среднетаежные леса. Вирус клещевого энцефалита передается иксодовыми клещами, преимущественно, в процессе кровососания.  
На территории России регистрируется до 11 тысяч случаев заболевания ежегодно. Заболеваемость клещевым энцефалитом подвержена определенным колебаниям, что связано с несколькими факторами - изменениями численности клещей, проведением профилактических мероприятий, интенсивностью посещения населением лесных угодий в периоды наибольшей численности иксодовых клещей (весна, начало лета и в некоторые годы - осенью). 

В Европейской части России заболевание протекает, как правило, в виде тяжелой лихорадки, которая может иметь двухфазный характер. В Азиатской части страны часто встречаются менингиальные, менингоэнцефалитические и очаговые формы заболевания. При тяжелых формах заболевания развиваются параличи и парезы, преимущественно верхнего плечевого пояса и дыхательной мускулатуры. Известны случаи хронических форм клещевого энцефалита (Gritsun T.S. et al., 2003a). Летальность для человека колеблется от 0,03 % до 20-35 %. Дальневосточные варианты, как правило, более патогенны для человека. Выздоровление протекает медленно, у большинства переболевших наблюдаются стойкие остаточные явления перенесенных менингоэнцефалитов. 

Производятся четыре высокоэффективные инактивированные вакцины против вируса клещевого энцефалита, две на основе дальневосточных штаммов (Россия) и две на основе западноевропейских штаммов (Германия и Австрия). Они эффективно защищают от штаммов ВКЭ циркулирующих в различных регионах России и разрешены у использованию в нашей стране (Leonova G.N. et al., 2007). 
Характеристика возбудителя. Вирус клещевого энцефалита относится к семейству Flaviviridae, роду Flavivirus, является прототипным представителем одноименной серогруппы вирусов.. В данный серокомплекс включают вирусы клещевого энцефалита, Омской геморрагической лихорадки, Лангат, Повассан, Киасанурской лесной болезни, Шотландского энцефаломиелита овец (Gritsun, T.S. et al., 2003b).  
Вирус клещевого энцефалита содержат РНК, имеет сферическую форму, липопротеидную оболочку диаметром около 50 нм. РНК имеет около 11000 основания и кодирует 3 структурных белка и 7 неструктурных белков. В настоящее время нуклеотидная структура определена для 15 различных вариантоввируса клещевого энцефалита.

Выделяются три основных субтипа вируса клещевого энцефалита: Дальневосточный, Европейский (Западный) и Сибирский ((Ecker M. et al., 1999;Heiz et al , 2000). Гомология нуклеотидных последовательностей между различными вариантами ВКЭ колеблется от 82,7 % до 95,2 %. Важно отметить, что гомология аминокислотных последовательностей ВКЭ всегда выше и колеблется от 91 до 98,4 %. Столь выраженные генетические различия между отдельными представителями вируса клещевого энцефалита говорят о значительной дивергенции между различными геногруппами, а также между различными штаммами внутри геногруппы. Высокую генетическую изменчивость вируса клещевого энцефалита необходимо учитывать при проведении ОТ-ПЦР и генотипирования изолятов.

По отношению к дезинфицирующим веществам возбудитель обладает обычной для вирусов чувствительностью, однако отмечается несколько большая устойчивость к последним, по сравнению с флавивирусами, которые передаются при помощи комаров. При нагревании до температуры 56 0С инактивируется полностью в течение получаса. Стабилен в зоне рН 8,0 – 9,0, неустойчив при рН 3,0-5,0. Быстро инактивируется под действием ультрафиолетовых лучей. 

Лабораторная диагностика клещевого энцефалита

Материалом для исследования является от больных людей- кровь и сыворотка крови, а также секционный материал от умерших (см. Рис. 5). При диагностике КЭ оптимальным является выделение вируса от больного или умершего человека, но это удается крайне редко из-за непродолжительного периода циркуляции вируса в организме человека. Серологическая диагностика основана на выявлении в крови больных специфических антител.

Специфическая индикация возбудителя клещевого энцефалита

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Выявление специфического антигена возможно в сыворотке крови больного (на ранних стадиях заболевания). При эпизоотологическом обследовании территории исследуют клещей для определения их зараженности вирусом. В России ИФА тест-системы для выявления антигена вируса клещевого энцефалита производятся ЗАО «ЭКОлаб», Московская обл., г. Электрогорск, НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского РАМН, Москва, ЗАО «Вектор-Бест» Новосибирская обл., п. Кольцово, НПО «Вирион», г. Томск.

Анализ и учет результатов выполняются в строгом соответствии с инструкцией к тест-системе.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Генетическая диагностика (ОТ-ПЦР) весьма эффективна в конце инкубационного периода и на начальных стадиях заболевания. Для исследования могут быть использованы клетки крови и секционный материал. Выпускающиеся в России препараты для ОТ-ПЦР достаточно эффективны для выявления вирусной РНК в клещах и сыворотке крови заболевших («ВектоВКЭ–РНК–ампли» ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирская обл., п. Кольцово). 

При наличии возможности рекомендуется использовать методы мульплексного анализа и ПЦР в реальном времени. Для подтверждения положительного результата ОТ-ПЦР необходимо провести определение нуклеотидной последовательности выделенного фрагмента кДНК. 

Выделение и идентификация возбудителя клещевого энцефалита

Для биологического накопления используют культуры клеток почек различного видового происхождения или 1-3-дневных новорожденных белых мышей.

Как правило, регистрируется отсутствие цитопатических изменений в культуре клеток инфицированной вирусом, поэтому иммунологические и генетические методы позволяют подтвердить наличие вируса в биопробах. Эффективность выделения вируса из полевых проб можно повысить путем проведения дополнительных слепых пассажей. Однако эффективность выделения инфекционного вируса от пациентов относительно невелика.

Приготовление материала для заражения. В качестве материала для заражения (инокулята) используют суспензии, приготовленные из сгустка крови или гепаринизированной крови, сыворотку, плазму и спинномозговую жидкость больных. Во избежание аутоинтерферирующего действия вируса и токсического эффекта инокулята сыворотку крови, плазму и спинномозговую жидкость разводят физиологическим раствором 1:10, 1:50. Из мозга людей, умерших от клещевого энцефалита, готовят после измельчения в стерильных фарфоровых ступках 10 % суспензии на физиологическом растворе, на растворе Хенкса или среде для культуры клеток рН 7,0-7,2, если суспензию используют для заражения культур клеток. К физиологическому раствору и растворам, на которых готовят суспензии, в качестве стабилизатора вируса добавляют бычий альбумин (0,75 %) или инактивированные прогреванием и проверенные на отсутствие специфических антител сыворотки крови крупного рогатого скота, эмбрионов коров, лошади или кролика до 30 %. Полученные суспензии перед инокуляцией осветляют центрифугированием при 1500-2000 об/мин 10-15 мин. Для заражения используют надосадочную жидкость. Оставшиеся суспензии хранят при температуре не выше –20оС для реизоляции вирусных агентов.

Исследование клещей, собранных в природных очагах, а также крови и органов животных с целью выделения вируса проводят с помощью тех же методов.

Материалы, приготовленные для вирусологического исследования в культурах клеток и на животных, должны быть бактериологически стерильными. Для соблюдения этого условия: а) загрязненные материалы обрабатывают антибиотиками (пенициллин – 1000 единиц и стрептомицин – 500 единиц на 1 мл); б) в растворы, используемые для приготовления суспензий, добавляют антибиотики в такой же концентрации; клещей перед растиранием в ступке отмывают спиртом, а затем стерильным физиологическим раствором с антибиотиками.

Выбор метода выделения вируса. Для выделения возбудителя КЭ наиболее пригодными являются перевиваемая культура клеток СПЭВ и белые мыши в возрасте 1-3 суток, так как они обладают высокой чувствительностью к вирусу. Наиболее надежно выделять вирус параллельным заражением исследуемым материалом клеток СПЭВ (2 пассажа) и белых мышей. На практике чаще всего приходится ограничиваться либо заражением культуры клеток, либо заражением белых мышей в возрасте 1-3 сут.

При необходимости длительного хранения вируса культуральной жидкостью заражают молодых белых мышей весом 6-7 г и хранят мозг заболевших мышей при температуре не выше –20оС.

Заражение белых мышей. Исследуемый инокулят непосредственно после приготовления вводят новорожденным белым мышам в мозг в объеме 0,01-0,02 мл. Каждой пробой заражают по 6-8 животных. Срок наблюдения составляет 14 дней. Мозг мышей, заболевших и погибших через 3 дня и более после заражения, используют для последующих пассажей.

Заражение культур клеток. Каждой пробой заражают по 2-4 пробирки с монослоем по 0,1 мл инокулята на пробирку. Адсорбцию вируса на клетках проводят в течение 1 часа при комнатной температуре или 30 мин. при +37оС, после чего в пробирки вносят поддерживающую среду (среда 199 на растворе Эрла, рН 7,6) с 3 % прогретой при +56оС (инактивированной) бычьей сыворотки. В зависимости от количества вируса в инокуляте накопление его достигает максимума через 3-6 сут. инкубации в культуре клеток. На третьи сутки делают второй пассаж исследуемого материала ин витро, за которым наблюдают в течение 7 дней.

Размножение вируса клещевого энцефалита в клетках СПЭВ приводит к разрушению клеток, обусловленному цитопатической активностью вируса. Наблюдение за инфицированными культурами обычно проводят до наступления неспецифической дегенерации клеток в контрольных пробирках. В клетках другого вида вирус может размножаться без признаков регулярного цитопатического действия. Иногда в сомнительных случаях для выявления вируса требуется провести дополнительные пассажи.

Индикация и идентификация выделенного вируса клещевого энцефалита. В наибольшей концентрации вирус клещевого энцефалита накаливается в головном мозге новорожденных белых мышей, а также молодых мышей массой 6-8 г. Поэтому в случае выделения вируса на мышах из мозга заболевших животных (II-III пассаж вируса) готовят антиген на боратно-солевом растворе, рН 9,0 для идентификации вируса в РСК и РТГА. Мозг заболевших мышей можно использовать в качестве антигена для РН. В культуре клеток СПЭВ вирус КЭ обнаруживают по характерному цитопатогенному действию.

Прямой и непрямой методы флуоресцирующих антител позволяют осуществлять экспресс-индикацию вируса клещевого энцефалита в инфицированных культурах клеток. В первом случае клетки, зафиксированные в ацетоне, обрабатывают иммуноглобулином к вирусу КЭ, меченным изотиоцианатом флуоресцеина (ФИТЦ), во втором – специфической иммунной сывороткой, содержащей антитела к вирусу клещевого энцефалита, и затем соответствующей антивидовой сывороткой, меченной ФИТЦ.

Ниже дано описание этой модификации метода. Вируссодержащим материалом в разведении 1:10 –1:50 заражают культуры клеток СПЭВ, выращенные на покровных стеклах, в пробирках или пенициллиновых флаконах. Выявление вирусного антигена проводят на 2-м пассаже на вторые после заражения сутки. Для этого пинцетом вынимают 4-6 покровных стекол из пробирок с зараженной и контрольной культурой, споласкивают их физиологическим раствором, высушивают и фиксируют охлажденным ацетоном 15 мин. Затем на клетки наносят по капле разведенной 1:10 иммунной асцитической жидкости или сыворотки, содержащей антитела к вирусу клещевого энцефалита, препараты помещают во влажную камеру при 37оС на 1 час. После тщательной отмывки препаратов от несвязавшейся сыворотки физиологическим раствором их высушивают, на клетки наносят смесь 1:1 соответствующего антивидового иммуноглобулина (против глобулинов мыши, другого лабораторного животного или человека), меченного ФИТЦ, и бычьего альбумина, меченного родамином сульфафторидом, в рабочих разведениях, указанных на этикетках. Препараты вновь инкубируют во влажной камере при 37оС 30 мин.), отмывают физиологическим раствором и просматривают под люминесцентным микроскопом. В цитоплазме клеток, содержащих антиген вируса клещевого энцефалита, обнаруживается характерное зеленое свечение. Нормальные клетки имеют неяркую оранжевую или коричневую окраску.

Для детекции РНК вируса клещевого энцефалита в исследуемом материале используют современные молекулярно-генетические методы исследования (ОТ-ПЦР, ПЦР в реальном времени).

Серодиагностика клещевого энцефалита

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Особенностью клещевого энцефалита является продолжительность продукции IgМ-антител, которые обнаруживаются даже спустя 3-6 недель после начала заболевания. С целью определения противовирусных антител (IgM и IgG) на практике широко используется ИФА. Определение IgM особенно информативно, так как больные поступают в стационар через несколько дней после начала заболевания, когда уже можно обнаружить антитела в сыворотке крови. Определение IgG позволяет верифицировать диагноз у больных и контролировать напряженность иммунитета у вакцинированных людей. ИФА тест-системы для выявления Ig M и Ig G антител к вирусу клещевого энцефалита в России выпускаются ЗАО «ЭКОлаб», Московская обл., г. Электрогорск, НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского РАМН, Москва, ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирская обл., п. Кольцово.

Реакция нейтрализации (РН)

Высокой диагностической значимостью обладают реакция нейтрализации (РН). С помощью РН можно выявить антитела в сыворотке крови, нарастание титра антител у переболевших или иммунных лиц, идентифицировать и изучать антигенную структуру штаммов. В РН участвуют два компонента: сыворотка и вирус. Соединяют равные объемные количества неразведенной сыворотки с возрастающими разведениями вируса или постоянную дозу вируса с разными разведениями сыворотки. Первый вариант удобнее, при нем нет необходимости устанавливать точную дозу вируса.

Для постановки РН используют лабораторных животных или клеточные культуры. Удобен способ постановки РН микрометодом, на 96-луночные полистироловые планшеты с предварительно выращенным на них монослоем культуры клеток. Исследуемые сыворотки разводят средой Игла, начиная с 1:10 до 1:640 в объеме 400 мкл. В каждый флакон вносят постоянную дозу предварительно оттитрованного вируса, равную 100 или 1000 ТЦПД/50. Флаконы помещают в термостат при 37 0 С на один час. После инкубации смесь вируса и сыворотки вносят в лунки планшета с монослоем клеток (используя на каждое разведение по 4 лунки). Обязательными контролями реакции являются: контроль исследуемых сывороток на токсичность для культуры клеток; контроль рабочей дозы вируса без сыворотки и в смеси с нормальной сывороткой; контроль специфической нейтрализации вируса в смеси с гомологичной иммунной сывороткой; контроль интактных культур клеток. Все планшеты помещают в термостат при 37 0С с 5 % содержание СО2. Учет опыта проводят через 4-7 дней.

Реакция торможения гемагглютинации (РТГА)

РТГА выполняют в соответствии с наставлением по постановке этой реакции, прилагаемым к набору ингредиентов для РТГА, который выпускает предприятие-изготовитель. В качестве дополнения к этому наставлению необходимо принимать во внимание следующее.

1. Эритроциты от разных гусей, используемые для РТГА, нельзя смешивать, так как смесь может давать неспецифическую агглютинацию. Рабочую взвесь эритроцитов готовят перед самым употреблением. 

2. Неспецифические ингибиторы гемагглютинации, обычно содержащиеся в сыворотках, не адсорбируются на каолин, если проба сильно гемолизирована, контаминирована бактериями и длительное время хранилась при +4оС. В таких случаях для удаления ингибиторов используют экстрагирование ацетоном. Для этого 1 объем сыворотки разводят физиологическим раствором в 10 раз, охлаждают на льду и добавляют 12 объемов (по отношению к разведенной сыворотке) холодного ацетона (12 мл). После экстрагирования в течение 5 мин. смесь центрифугируют 5 мин. при 2500 об/мин и +4оС. Надосадочную жидкость осторожно (не взболтать осадок!) удаляют. Осадок ресуспендируют в прежнем объеме (12 мл) охлажденного ацетона, энергично встряхивают, экстрагируют 1 час, выдерживая на льду, периодически встряхивая, центрифугируют. Надосадочную жидкость удаляют. Осадок высушивают под вакуумом при комнатной температуре или струей воздуха, создаваемой вентилятором. Процедуру испарения ацетона в последнем случае следует проводить в вытяжном шкафу или хорошо проветриваемом помещении. Высушенный осадок разводят буферным раствором рН 9,0 чтобы получить разведение сыворотки 1:10 (в 1 мл). Растворение осадка заканчивается в течение нескольких часов при комнатной температуре (при периодическом встряхивании) или в течение ночи в рефрижераторе.

Через 8-10 месяцев хранения сывороток при +4оС неспецифические ингибиторы не удается удалить из гемолизированных и контаминированных бактериями проб даже обработкой ацетоном. Кроме того, энзиматическая деятельность бактерий может приводить к полному разрушению специфических антител в сыворотке.

3. Обработка 25 % взвесью каолина частично или полностью удаляет из сыворотки иммуноглобулины класса М или ранние специфические антитела, тогда как экстрагирование ацетоном – более щадящий метод обработки. Тем не менее, метод удаления неспецифических ингибиторов каолином рекомендуют для использования, как более простой, а изменение напряженности гуморального иммунитета при заболевании выявляют по изменению титра специфических иммуноглобулинов класса G при исследовании первой и повторных проб.

4. Обработанные для исследования в РТГА сыворотки в разведении 1:10 сохраняют титр специфических антител почти без изменений в течение нескольких недель, если их хранить в хорошо закрытых резиновыми пробками флаконах или запаянных ампулах.

5. В целях экономии ингредиентов рекомендуется проводить обследование сывороток в РТГА в два этапа: в) исследовать все сыворотки в разведении 1:10, 1:20 и 1:40; б) сыворотки, подавляющие гемагглютинацию в титре 1:40, исследовать повторно в разведениях до 1:1280 – 1:2560.

Реакция связывания комплемента (РСК)

РСК выполняют в соответствии с наставлением по постановке этой реакции, прилагаемым к диагностикуму, который выпускает предприятие-изготовитель. В качестве дополнения к этому наставлению нужно принимать во внимание следующее.

1. Чувствительность и специфичность во многом зависят от точности измерений при выполнении опытов и тщательности стандартизации реагентов по отношению один к другому, особенно при постановке реакции в малых объемах. Неточности, допущенные в отношении любого из пяти компонентов РСК, ведут к значительной суммарной ошибке конечного результата и невозможности его воспроизведения при повторной реакции.

2. Перед началом исследования любой серии диагностикума нужно определить, соответствует ли его титр указанному на этикетке ампулы. 
3. Антикомплементарные свойства некоторых сывороток создают затруднения при их исследовании. Природа антикомплементарных свойств различна. У одних людей сыворотки антикомплементарны всегда, у других это свойство появляется периодами. Сыворотки, лишенные этих свойств, могут приобрести их в результате бактериальной контаминации или химического загрязнения, в том числе продуктами гемолиза эритроцитов.

Для освобождения от антикомплементарных свойств предложены следующие методы: а) инактивация 20 мин при 65оС (вместо +60оС); б) инактивация 20 мин при 60оС, проводимая два дня подряд; в) добавление комплемента – на 4 объема неразведенной сыворотки добавляют 1 объем неразведенного комплемента, смесь выдерживают в течение ночи при 4оС, затем прогревают 30 мин на водяной бане при 37оС, добавляют физиологический раствор до разведения сыворотки 1:4 или 1:8 и прогревают 30 ми при +60оС. Эти методы могут несколько снижать специфический титр, поэтому необходимо аналогичным образом обрабатывать все пробы данного больного, независимо от наличия или отсутствия антикомплементарных свойств его сывороток. Перечисленные серологические методы применяются также для изучения иммунной прослойки населения и животных в природных очагах и для исследования иммунитета у лиц, вакцинированных против КЭ, идентификации выделенного вируса.

В настоящее время лабораторная диагностика КЭ может быть ограничена только ИФА с определением общего пула антител и иммуноглобулинов класса М (Конькова А.Б. и. др.1998). Определение иммуноглобулинов класса М важно не только для диагностики острых случаев заболевания, но и для своевременного определения хронизации процесса. Длительная циркуляция в сыворотке крови иммуноглобулинов М без тенденции к снижению – плохой прогностический признак (Коньков А.Б. 1998). 

При оценке результатов серологического исследования сывороток крови больных с использованием РТГА, РСК, РН необходимо принимать во внимание следующее: срок обследования больного от начала заболевания, особенности клинического течения болезни, возможность наличия у больного специфического иммунитета, сформировавшегося в процессе естественной или искусственной (вакцинация, введение специфического иммуноглобулина) иммунизации, введение с лечебной целью лекарственных препаратов, влияющих на функцию иммунной системы.

Следует помнить, что при серологической диагностике КЭ необходимым условием является исследование парных сывороток в одном опыте. В связи с этим все пробы крови больного сохраняют несколько месяцев до конца периода обследования.
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Крымская геморрагическая лихорадка (КГЛ) – зоонозная природно-очаговая арбовирусная инфекционная болезнь (Черкасский Б.Л., 1996, Львов Д.К. с соавт., 1989) преимущественно с трансмиссивным и контактным механизмами передачи возбудителя. Резервуаром и переносчиками вируса являются более 31 вида иксодовых клещей. Клещи представлены видами и подвидами Hyalomma, Haemaphysalis, Rhipicephalus, Dermacentor, Amblyomma и Boophilus. Главенствующую роль в распространении данной инфекции играют клещи рода Hyalomma, распространенные на трех континентах.

Основными прокормителями имагинальной стадии клещей являются домашние животные (КРС, МРС, овцы), личиночной и нимфальной – дикие животные (заяц-русак, белогрудый и ушастый ежи, лесная мышь, суслик малый и др.) и птицы, преимущественно, врановые. У животных-носителей инфицирование вирусом Крымской-Конго геморрагической лихорадки (ККГЛ) протекает бессимптомно. В среднем животные являются носителями вируса в течение 3-8 дней после инфицирования (укуса клеща). Незрелые фазы клещей вида Hyalomma marginatum могут паразитировать на птицах и распространяться с ними на значительные расстояния. Птицы в основном не чувствительны к вирусу ККГЛ. 
Ареал КГЛ довольно широк: европейские страны - Греция, Болгария, бывшая Югославия, Косово, Молдавия, Украина, южные регионы России; азиатские страны - Турция, Таджикистан, Казахстан, Узбекистан, Киргизия, Туркменистан, Китай, Пакистан, Иран, Ирак; африканские страны – Нигерия, Уганда, ЮАР, Сенегал, Конго. При изучении экологии вируса были определены северные границы его распространения – 48о с.ш. (Львов Д.К. с соавт., 1989).
В России ежегодно регистрируется несколько десятков случаев КГЛ с 10-50 % летальностью от числа заболевших. Возможна передача вируса от человека человеку за счет попадания биологических жидкостей больного КГЛ на поврежденные кожные покровы (нозокомиальные инфекции). Заболевание характеризуется острым началом, интоксикационным, болевым и геморрагическим синдромами как локального, так и генерализованного масштаба. Клиническая картина КГЛ определяется поражением нервной и сосудистой систем человека. Инкубационный период длится от 1 до 14 дней (чаще 2-7 ней). Продромальных явлений не бывает. Болезнь начинается внезапно. Температура тела быстро повышается (иногда с потрясающим ознобом) и даже при легких формах болезни достигает 39-40°С. 

Как и при других геморрагических лихорадках, в клиническом течении КГЛ выделяется три периода, последовательно сменяющих друг друга: 

1) предгеморрагический, 2) геморрагический и 3) реконвалесцентный. Длительность первого периода составляет в среднем 3,1 дня. В этом периоде отмечаются лишь признаки общей интоксикации, характерные для многих инфекционных болезней. Лишь у некоторых больных еще до развития геморрагического периода появляются характерные для этой болезни симптомы - повторная рвота, не связанная с приемом пищи, боли в пояснице, боли в животе, преимущественно в эпигастральной области.

Постоянным симптомом является лихорадка, которая длится в среднем 7-8 дней, особенно типична для КГЛ температурная кривая. В частности, при появлении геморрагического синдрома отмечается снижение температуры тела до субфебрильной, через 1-2 дня температура тела вновь повышается, что обусловливает характерную для этой болезни "двугорбую" температурную кривую

Геморрагический период соответствует периоду разгара заболевания. Выраженность тромбогеморрагического синдрома определяет тяжесть и исход болезни. У большинства больных на 2-4-й день болезни появляется геморрагическая сыпь на коже и слизистых оболочках, гематомы в местах инъекций, могут быть кровотечения (желудочные, кишечные, маточные, легочные и др.). Сыпь на коже сначала петехиальная, в это время появляется энантема на слизистых оболочках ротоглотки, могут быть более крупные кровоизлияния в кожу. Прогностически неблагоприятно появление массивных полосных кровотечений. В периферической крови - лейкопения, гипохромная анемия, тромбоцитопения, СОЭ без существенных изменений.
Дифференцировать КГЛ необходимо с лептоспирозом, риккетсиозами, туляремией, геморрагической лихорадкой с почечным синдромом, псевдотуберкулезом, гриппоподобной формой гепатита А, брюшным тифом, паратифами А и Б, острыми респираторными заболеваниями и другими заболеваниями с экзантемными проявлениями.

Характеристика возбудителя. Вирус ККГЛ относится к семейству Bunyaviridae, роду Nairovirus. 
Вирус ККГЛ содержит РНК, имеет сферическую форму и внешнюю липопротеидную оболочку, диаметр 90—100 нм. РНК вируса ККГЛ сегментирована и состоит из малого, среднего и большого сегментов, кодирующих нуклеокапсидный белок, оболочечные гликопротеины и белки полимеразного комплекса соответственно.

Малый и большой сегменты РНК высоко консервативны, и их нуклеотидные последовательности используются как для разработки тест-систем, выявляющих РНК вируса ККГЛ в пробах различного происхождения, так и для филогенетического анализа (Yashina et al., 2003; Seregin et al., 2004; Серегин с соавт., 2006; Meissner et al., 2006a) Средний сегмент РНК вариабелен, даже в одной генетической группе наблюдаются значительные различия в нуклеотидной последовательности у различных штаммов вируса ККГЛ (Kuhn et al., 2004).

Географическая кластеризация различных генотипов вируса была впервые показана в ряде работ отечественных авторов, которые доказали, что на обширной территории юга России циркулирует генетически однородная популяции вируса мало изменившаяся за несколько десятилетий. В отличии от однородной европейской генетической группы, на территории Средней Азии циркулирует гетерогенная популяция вируса ККГЛ (Туманова с соавт., 2006; Meissner et al., 2006a-c).

При разработке диагностических тест-систем необходимо учитывать значительные различия в нуклеотидной последовательности разных геновариантов вируса ККГЛ.

Так как привязка, к какому либо геноварианту, распространенному в определенном географическом регионе, может привести к ошибкам в диагностике на ранних этапах заболевания ККГЛ, когда наиболее чувствительным методом является метод ОТ-ПЦР, предназначенный для обнаружения генома вируса ККГЛ в пробах. 

Вирус малоустойчив в окружающей среде. При кипячении инактивируется моментально, при температуре 60 оС разрушается в течение 30 мин, при 37 оС - через 20 часов, при 45 оС - через 2 часа. Лиофилизированная культура сохраняется до двух лет. Вирус чувствителен к ультрафиолетовому облучению. По отношению к дезинфицирующим веществам вирус ККГЛ обладает обычной для вирусов чувствительностью.

Лабораторная диагностика Крымской геморрагической лихорадки

Лабораторная диагностика КГЛ основана на выявлении вируса или его структурных компонентов, исследовании динамики титра антител и проводится с использованием вирусологических, иммунологических и молекулярно-генетических методов (Львов Д.К. с соавт., 1989). Для выявления вируса в организме больных людей берут кровь (на 5-7-й день болезни для вирусологического и серологического исследований и на 10-14-й день - для серологического исследования) (см. Рис. 6). От погибших для исследования берут кусочки легких, печени, селезенки, почек и мозг (головной и спинной).

Специфическая индикация возбудителя Крымской геморрагической лихорадки

Иммуноферментный анализ (ИФА)

ИФА тест-системы для выявления антигена вируса ККГЛ и Ig M, Ig G антител в России выпускаются ЗАО «ЭКОлаб», Московская обл., г. Электрогорск, НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского РАМН, Москва. Кроме того подобные препараты производятся ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирская обл., п. Кольцово.

Для выявления антигена вируса исследуют сыворотку крови, а также суспензии органов в «сэндвич»-варианте ИФА. Принцип метода заключается во взаимодействии антигена вируса ККГЛ из исследуемого материала с антителами, иммобилизованными в лунках полистиролового планшета.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Для выявления в исследуемом материале специфичной РНК вируса ККГЛ используют ОТ-ПЦР. Сертифицированный препарат для выявления РНК вируса ККГЛ «АмплиСенс Вирус Крымско-Конголезской геморрагической лихорадки» выпускается ООО «ИнтерЛабСервис», Москва. Тест-система предназначена для выявления РНК вируса ККГЛ в гомогенатах клещей, в крови заболевших людей, в секционном материале умерших (печень, селезенка). Тест-система «ВектоКрым-КГЛ-РНК-ампли-100» производится ЗАО «Вектор Бест» Новосибирская обл., п. Кольцово.

При эпизоотологических обследованиях природно-очаговых территорий может быть применена прошедшая государственные испытания ПЦР тест-система для выявления РНК вируса ККГЛ «ГенКонго», разработанная в РосНИПЧИ «Микроб» г. Саратов и ГУ Нии вирусологии им. Д.И. Ивановского, РАМН (г. Москва).


Рис. 6 Схема лабораторной диагностики Крымской геморрагической лихорадки
ПЦР-анализ проводится непосредственно после забора проб. До проведения исследования пробы можно хранить при температуре 2-4 оС не более 24 ч, либо при температуре минус 30 оС не более 1 месяца. 

Выделение И ИДЕНТИФИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ КРЫМСКОЙ ГЕМОРРАГИЧЕСКОЙ ЛИХОРАДКИ 

Вирус ККГЛ размножается в перевиваемых клетках линий LLС-MК2, BHK-21, Vero без цитопатического эффекта. На перевиваемой культуре клеток аденокарциномы человека SW-13 вирус ККГЛ вызывает ЦПЭ, проявляющийся в виде разрежения монослоя и отслаивании клеток от поверхности. Вирусный антиген накапливается в цитоплазме клеток. Монослой зараженных клеток исследуют с помощью МФА через 24—48 (72) ч. Вирусный антиген выявляется в цитоплазме клеток в виде светящихся мельчайших зернышек и гранул различной величины, сливающихся в диффузную массу.

Вирус довольно трудно адаптируется к белым мышам. Животные часто переносят бессимптомную инфекцию. Животных заражают в мозг. Инкубационный период при первичном заражении составляет 5-12 дней. Через 24 и 48 ч часть мышей забивают и из мозга готовят мазки-отпечатки для МФА и суспензии - для РНГА. При получении отрицательных результатов исследования этого материала за оставшимися мышами наблюдают еще трое суток, после чего подвергают их мозг такому же исследованию.

Серодиагностика КРЫМСКОЙ ГЕМОРРАГИЧЕСКОЙ ЛИХОРАДКИ

Выявление антител к вирусу ККГЛ в сыворотке (плазме) крови человека проводят с целью ранней дифференциальной диагностики КГЛ в клинических и эпидемиологических исследованиях. Серодиагностику заболевания осуществляют с помощью ИФА, РАО, РСК, РДПА, РТНГА и непрямого МФА (Организация и проведение мероприятий против Крымской геморрагической лихорадки на территории природных очагов России. Методические рекомендации).

Реакция объемной агломерации (РАО)

Для выявления специфичных антител к вирусу ККГЛ с помощью РАО с полимерным диагностикумом сухим для обнаружения антител к вирусу ККГЛ сыворотку крови предварительно обрабатывают раствором мертиолята натрия в конечной концентрации 1:10000 и разводят в 20 раз 0,9 % свежеприготовленным раствором хлорида натрия. Разведенную сыворотку прогревают в течение 30 мин. при 56 0С на водяной бане или в инактиваторе, а затем исследуют в РАО. Диагностический титр – 1:160. Для подтверждения положительного результата рекомендуется исследование парных сывороток для выявления динамики титра специфических антител.

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Наиболее широко используется выявление IgM и IgG к вирусу методом ИФА. ИФА тест-системы для выявления специфических антител к вирусу ККГЛ производятся ЗАО «ЭКОлаб», Московская обл., г. Электрогорск, НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского РАМН, Москва, ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирская обл., п. Кольцово. Титр IgG определяют одновременно в парных сыворотках крови, взятой в первые дни и на третьей неделе заболевания. Диагностическим считается не менее чем четырехкратное нарастание титра IgG во второй сыворотке или обнаружение IgM в титре 1:800 и выше. При одновременном обнаружении в сыворотке крови IgM в титре 1:800 и выше и IgG в любом титре диагноз считается подтвержденным. IgM-антитела появляются на 5-7 день от начала заболевания. Максимальные титры (1:20000 и более) выявляются на 2-3 неделе, а к 90 дню IgM, как правило, обнаруживаются в невысоких титрах или не выявляются совсем. Специфические IgG появляются на 7-10 день от начала заболевания, достигают пика к концу второго месяца, держатся в высоких титрах 6-8 месяцев. К концу первого года после перенесенного заболевания титр IgG снижается. У некоторых больных невысокие титры специфических IgG сохраняются в течение многих лет, у части переболевших к концу первого года они исчезают из периферической крови (Организация и проведение мероприятий против Крымской геморрагической лихорадки на территории природных очагов России. Методические рекомендации).

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА

ОПАСНЫХ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ

геморрагическая лихорадка с почечным синдромом (ГЛПС)

С.А. Щербакова, Т.Ю. Красовская, И.Н. Шарова, Л.В. Самойлова, А.П.Агафонов1, Ю.В.Туманов1, С.Н. Щелкунов1, Е.И. Рябчикова1,   Л.Н. Яшина1, В.А. Терновой1, А.Г. Полтавченко1, В.С. Петров1,        В.Б. Локтев1, А.Н.Сергеев1, С.В. Нетесов1, А.А. Сергеев1, В.Н. Дутов1, И.Г. Дроздов1, В.И. Кузубов2, С.Б.Гаранина3, А.Е.Платонов3
ФГУЗ Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, г. Саратов
1ФГУН «Государственный Научный Центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, п. Кольцово

2ФГУЗ Медико-санитарная часть №163 ФМБА России, п. Кольцово

3ФГУН Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии, Москва

Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом (ГЛПС) - зоонозная природно-очаговая инфекционная болезнь (Черкасский Б.Л., 1996) с преимущественно аэрогенным (воздушно-капельный и воздушно-пылевой) механизмом заражения людей. Возможно так же заражение алиментарным путем при употреблении продуктов питания контаминированных экскрементами грызунов и через поврежденные участки кожи.

На территории России циркуляция хантавирусов зарегистрирована в популяциях 47 видов животных, из них основными являются рыжая полевка, полевая мышь, серая и черная крысы, разные виды серых полевок.

На территории России из известных ныне серотипов зарегистрировано 7: Пуумала, Добрава, Тула, Хантаан, Сеул, Хабаровск и Топографов. Первые три циркулируют в Европейской части страны и некоторых областях Западной Сибири, а остальные – в основном на Дальнем Востоке. В России, как и на Евразийском континенте в целом, эпидемиологическое значение имеют только четыре серотипа хантавируса: Пуумала, Добрава, Хантаан и Сеул. За двадцать лет (1978-1997 гг.) в РФ зарегистрировано 112524 случая ГЛПС, из которых подавляющееся большинство (109082) приходится на европейскую часть. ГЛПС на этой территории вызывает в основном хантавирус Пуумала, который циркулирует в лесных очагах инфекции, выявленных почти во всех европейских странах. Широкое распространение этого серотипа связано с обширным ареалом рыжей полевки, которая служит основным его резервуаром в природе и источником заражения людей. Поэтому наиболее активные лесные очаги ГЛПС расположены в оптимуме ареала этих грызунов – в Среднем Поволжье и Предуралье. На эти регионы приходится до 80 % всех заболеваний людей на территории Российской Федерации (данные Федерального Центра Госсанэпиднадзора РФ). 
В этом же регионе были зарегистрированы «вспышки» ГЛПС, вызванные хантавирусом Добрава, который был выявлен как у больных, так и у полевой мыши. Впервые вирус этого серотипа был выделен от желтогорлой мыши и умерших больных в Югославии, а затем и в сопредельных с ней Балканских странах (Sjölander K B., 1999). В последние годы серотип Добрава был выявлен у больных людей в Омской области и в Краснодарском крае (Ткаченко Е.А. и др., 2005). 
На Дальнем Востоке России заболеваемость ГЛПС связана в основном с вирусом Хантаан, а источником заражения людей при этом служат два представителя рода Apodemus: полевая мышь в очагах луго-полевого типа и восточноазиатская мышь в лесных очагах (Слонова и др., 2003). Кроме того, здесь существуют городские очаги, которые поддерживают в основном серые крысы. Специфичный для этих грызунов серотип Сеул тоже занимает заметное место в структуре заболеваемости ГЛПС Дальневосточного региона РФ (Слонова и др., 2003). За пределами России „крысиные” очаги широко распространены в Китае, где большую часть заражений людей ГЛПС вызывает именно Сеул (Schmaljohn, Hejelle, 1997). В Европе зарегистрированы лишь единичные случаи ГЛПС, связанные с дикими крысами.
Характеристика возбудителя. Возбудитель ГЛПС относится к семейству Bunyavirida, роду Hantavirus. В этот род входят вирусы Хантаан, Сеул, Пуумала, Белград/Добрава, Син Номбре и др., возбудитель геморрагической лихорадки с легочным синдромом.

Вирус содержит РНК, имеет сферическую форму, липопротеидную оболочку, диаметр 80—120 нм. Хантавирус имеет в своем составе липидную оболочку, три фрагмента РНК отрицательной полярности, два поверхностных гликопротеина и нуклеокапсидный белок (NP). Малый сегмент ((S) генома Ханта вируса кодирует NP белок, средний сегмент (M) кодирует два поверхностных гликопротеина - G1 и G2, а самый большой – белок полимеразы – L. NP-белок ответственен за продукцию антител (гуморального иммунного ответа) и проявляет высокую кросс-реактивность по отношению к другим штаммам Хантавирусов. Поверхностные белки гликопротеина индуцируют низкий антительный ответ, однако проявляют специфическую антительную активность в отношении других штаммов.

Вирус чувствителен к эфиру, хлороформу, ацетону, бензолу, ультрафиолетовым лучам. По отношению к дезинфицирующим веществам вирус ГЛПС обладает обычной для вирусов чувствительностью.

Лабораторная диагностика геморрагической лихорадки с почечным синдромом

Материалом для исследования является сыворотка крови больных ГЛПС, или подозрительных на это заболевание, взятая в разные сроки: на начальном этапе и через 2-3 недели (см. Рис. 7).

Лабораторная диагностика ГЛПС сводится к выявлению специфических антител в сыворотке крови с помощью непрямого МФА, возможно использование ИФА-тест-систем. РНК вируса детектируют с помощью ОТ-ПЦР.

Специфическая индикация возбудителя геморрагической лихорадки С ПОЧЕЧНЫМ СИНДРОМОМ

Для выявления РНК хантавирусов в клинических и полевых материалах применяется ОТ-ПЦР. В ЦНИИЭ разработана экспериментальная ПЦР тест-система «АмплиСенс Hantavirus».

Иммуноферментный анализ (ИФА)

С помощью ИФА выявляют антиген вируса в суспензии легких грызунов. Для этого применяют сертифицированную ИФА-тест-систему «Хантагност», производимую ИПиВЭ им. М.П. Чумакова РАМН.

Выделение И ИДЕНТИФИКАЦИЯ возбудителя ГЛПС 

Циркулирующие в природе штаммы вируса не размножаются в организме лабораторных животных. Лабораторные штаммы вируса размножаются в перевиваемой культуре клеток карциномы легких человека. Вирусы могут размножаться также в легких, обработанных гидрокортизоном, мышевидных грызунов Calomys callosus. Вирус размножается в культуре клеток Vero E6, в легких рыжей полевки, красной полевки, обыкновенной полевки, полевой мыши, желтогорлой мыши, лесной мыши, мыши-малютки и некоторых других мышевидных грызунов (более 10 видов), которые являются резервуарами вирусов в природе. Размножение возбудителя в организме грызунов не сопровождается их заболеванием. Выявление вируса в суспензиях легких грызунов проводят с помощью ИФА.



Рис. 7 Схема лабораторной диагностики геморрагической лихорадки с почечным синдромом
Серодиагностика Геморрагической лихорадки с почечным синдромом
Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Основным методом серологической диагностики ГЛПС является непрямой МФА. Специфические иммуноглобулины в диагностических титрах выявляются уже через 3 дня после начала заболевания, достигают максимума на 8-25-й день болезни, регулярно обнаруживаются в пределах 3-4 месяцев и сохраняются у некоторых реконвалесцентов от 6 месяцев до 2-3 лет. В Российской Федерации сертифицирован диагностикум геморрагической лихорадки с почечным синдромом культуральный поливалентный для непрямого метода иммунофлюоресценции, производства ИПиВЭ им. М.П. Чумакова РАМН.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Начато производство ИФАтест-систем для выявления специфических иммуноглобулинов М «ИФА ГЛПС серотип Pumala» (Микроген).

За рубежом выпускаются сертифицированные иммуноферментные тест-системы для выявления специфических антител «Hantavirus IgM DxSelect™» и «Hantavirus IgG DxSelect™» (Focus Diagnostics Hantavirus DxSelect™ kit). Для подтверждения результатов анализа исследуемые образцы могут быть исследованы с помощью других диагностических тестов, например, непрямом иммунофлюоресцентном анализе или Вестерн-блот анализе (Koraka P.T.,2000).

Все результаты серологических тестов должны быть скоррелированы с клиническими показателями, эпидемиологическими данными и другими показателями для подтверждения хантавирусной инфекции.
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Полиомиелит – (эпидемический детский паралич, болезнь Гейне-Медина) – инфекционное заболевание вирусной этиологии, которое характеризуется разнообразием клинических форм - от инаппарантной до паралитической. Паралитические формы возникают в результате поражения вирусом серого вещества передних рогов спинного мозга и двигательных ядер черепно-мозговых нервов, что клинически проявляется развитием вялых парезов и параличей. Полиомиелит возникает преимущественно в результате инфицирования одним из трёх типов дикого вируса полиомиелита (полиовируса), однако сходная клиническая симптоматика может быть вызвана и другими энтеровирусами, например некоторыми серотипами вирусов Коксаки А, ЕСНО, энтеровирусом 71. На основании топического принципа (поражение передних рогов спинного мозга), в «Международной Классификации Болезней» 10 выпуска (МКБ Х, 1995) заболевания, вызванные разными вирусами, фигурируют под общим названием «острый полиомиелит», но в каждом отдельном случае этот диагноз дополняется сведениями об этиологии, основанными на результатах лабораторного исследования. Настоящий раздел посвящён лабораторной диагностике острого полиомиелита, вызванного полиовирусом.
Характеристика возбудителя. Согласно последней классификации вирусов (Международный комитет по таксономии вирусов, 2005 г.), энтеровирусы человека, насчитывающие более 70 серотипов, представлены 4 видами – А, В, С, D. Вирусы полиомиелита выделены в отдельную группу. Вирус полиомиелита относится к роду Enterovirus семейства Picornaviridae(от pico – малый, rna – содержащий РНК) и представлен тремя серотипами. Вирусные частицы круглой формы диаметром около 30 нм с икосаэдрической симметрией не имеют липидной оболочки. Они относительно устойчивы к нагреванию (инфекционность вируса полностью инактивируется при 560С в течение 30 минут), к действию кислых значений рН (рН 3-5 в течение 1-3 часов), многих обычных детергентов и дезинфектантов, включая мыло, неионные детергенты, эфир, хлороформ и другие растворители жиров. Вирус сохраняет жизнеспособность в течение нескольких недель при 4 0С и нескольких дней при комнатной температуре, но быстро инактивируется под действием высушивания, ультрафиолетового излучения, высокой температуры, формалина и свободного хлора. 

Капсид полиовируса состоит из 60 субъединиц, каждая из которых формируется из 4 полипептидных цепей. Вирусный геном, находящийся внутри капсида, представлен одноцепочечной РНК положительной полярности, длиной около 7500 нуклеотидов. Четыре капсидных полипептида являются продуктами протеолитического расщепления полипротеина-предшественника и обозначаются как VP1-VP4. Согласно трёхмерной структуре полиовируса большинство аминокислот, расположенных на поверхности частицы, принадлежат VP1, белки VP2 и VP3 экспонированы частично. На этих белках находятся антигенные детерминанты, принимающие участие в нейтрализации инфекционности вируса. Белок VP4 является полностью внутренним белком капсида. Для проникновения в клетку полиовирус связывается со специфическим белком плазматической мембраны – рецептором полиовируса CD 155. Прикрепление к рецептору обусловливает изменения в структуре капсида, необходимые для попадания генома в цитоплазму клетки. Ни один другой пикорнавирус не способен использовать этот белок как клеточный рецептор. Эта особенность была использована для получения рекомбинантной линии мышиных клеток L20B, экспрессирующих человеческий полиовирусный рецептор, предназначенных для селективного выделения полиовируса. Полиовирус размножается в цитоплазме инфицированных клеток, инфекционный цикл занимает примерно 6 часов. Зрелый вирус высвобождается из клетки, вызывая её распад.
В настоящее время принята следующая классификация полиовирусных изолятов по отношению к штаммам, происходящим от живой оральной полиовирусной вакцины (ОПВ). Штаммы полиовируса, которые отличаются от гомотипичного вакцинного штамма менее, чем на 1% (0-0,99%) нуклеотидных позиций на участке генома VP1, обозначают как ОПВ-подобные (вакциноподобные). При степени отличия в пределах 1-15% на участке VP1, изолят классифицируется как вакциннородственный полиовирус, значительно дивергировавший от вакцинного предка (английская аббревиатура VDPV). Если доля нуклеотидных отличий между соответствующими последовательностями составляет более 15 %, то такой вирус определяется как «дикий» полиовирус. Степень дивергенции ОПВ-деривата от вакцинного предка более 1 % подразумевает, что продолжительность его репликации либо в организме одного хозяина, либо в ходе трансмиссии составляет не менее одного года.

Входными воротами вируса служит рот. Первичное размножение происходит в глотке и кишечнике, в течение нескольких дней после инфицирования вирус может быть обнаружен в крови. Из кровяного русла вирус может проникнуть в ЦНС, где он распространяется вдоль нервных волокон и в процессе внутриклеточного размножения может повредить или полностью разрушить зараженные нервные клетки, следствием чего является вялый паралич. Поражаются преимущественно клетки передних рогов спинного мозга, в тяжёлых случаях вирус может поникнуть в головной мозг. В мышечной ткани полиовирус не размножается. Нарушения функций, которые наблюдаются в периферических нервах и в двигательной мускулатуре, являются следствием размножения вируса в мотонейронах. 

До проявления клинических симптомов болезни и в первые её дни вирус можно выделить из отделяемого глотки. Инкубационный период обычно составляет 7-14 дней, но может варьировать от 3 до 35 дней. Большие количества вируса выделяются с фекалиями в течение нескольких недель после начала болезни (до 1 месяца), несмотря на то, что одновременно развивается выработка гуморальных антител. 

Результатом инфицирования восприимчивого человека вирулентным полиовирусом могут быть 1) бессимптомная инфекция; 2) абортивная форма («малая болезнь»); 3) асептический менингит; 4) паралитический полиомиелит. Лишь около 1% случаев полиовирусной инфекции проявляется в паралитической форме. Выделение вируса из глотки или с фекалиями, обусловливающее распространение инфекции, может быть и без проникновения в ЦНС. Бессимптомная форма, клинически ничем не проявляясь, характеризуется временным выделением вируса, эта форма чрезвычайно опасна в эпидемиологическом отношении: вирусоноситель может быть источником распространения заболевания. Абортивная форма протекает  в виде кратковременного заболевания с признаками лёгкого поражения верхних дыхательных путей или пищеварительного тракта, без признаков поражения нервной системы. Менингеальная форма характеризуется поражением мозговых оболочек и протекает клинически как серозный менингит. Для неё характерны корешковые симптомы, редко встречающиеся при других формах серозных менингитов. Паралитическая форма полиомиелита в связи с тяжёлыми последствиями в виде грубых двигательных расстройств превратила полиомиелит в социально значимую проблему. 

Источником инфекции является только человек – больной или вирусоноситель. В большинстве развитых стран наибольшее значение имеет фекально-оральный путь передачи вируса. Так как полиовирус размножается в верхних дыхательных путях, он может распостраняться с отделяемым слизистых оболочек. На распространение полиовируса влияют такие факторы как скученность населения, гигиенический уровень, качество питьевой воды, способы удаления и очистки сточных вод. В условиях умеренного климата полиовирусная инфекция имеет место в основном в летнее-осенний период года. В условиях тропического климата наблюдается тенденция к круглогодичной циркуляции полиовируса. 

Пассивный иммунитет передаётся от матери к ребёнку. Материнские антитела постепенно исчезают в течение первых 6 месяцев жизни. 

Вируснейтрализующие антитела начинают образовываться через несколько дней после инфицирования полиовирусом, часто до появления клинических симптомов, и присутствуют в организме, вероятно, пожизненно. После выздоровления в случае естественной болезни или после иммунизации живой полиовирусной вакциной в кишечнике вырабатывается местный (клеточный, секреторный) иммунитет, который препятствует размножению вируса при повторном инфицировании. 

Единственным средством предупреждения паралитического полиомиелита, вызванного полиовирусом, является специфическая профилактика с помощью иммунизации живой оральной полиовирусной вакциной (ОПВ) или инактивированной полиовирусной вакциной (ИПВ). Как ОПВ, так и ИПВ обусловливают выработку гуморальных антител, которые циркулируют в крови и защищают ЦНС от проникновения дикого полиовируса. Аттенуированный полиовирус, содержащийся в ОПВ, вызывая«естественную» инфекцию, индуцирует не только долго сохраняющиеся гуморальные антитела, но и секреторные антитела в клетках глотки и кишечника.

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА ПОЛИОМИЕЛИТА

Лабораторная диагностика полиомиелита проводится только методами, рекомендованными ВОЗ и только в предназначенных для этого лабораториях.

Обеспечение биобезопасности при проведении лабораторных исследований материалов от больных полиомиелитом, с подозрением на это заболевание, с синдромом ОВП

В условиях близкой ликвидации полиомиелита лаборатории должны обеспечить безопасность работы и хранения дикого полиовируса и потенциально инфицированных им материалов (контейнмент). Для этого все работы должны выполняться в соответствии с СП 1.3.1325-03 «Безопасность работы с материалами, инфицированными или потенциально инфицированными диким полиовирусом», с учётом рекомендаций «Глобального плана действий для обеспечения  безопасного лабораторного хранения диких полиовирусов», с соблюдением требований уровня безопасности BSL-2 polio. Лаборатории, которые проводят исследования материалов от больных полиомиелитом, с подозрением на это заболевание, с синдромом ОВП, должны иметь разрешение на работу с микроорганизмами  III-IV групп патогенности (СП 1.2.731-99). При работе выполняются требования качественной микробиологической техники. 

Потенциальные источники дикого полиовируса для снижения риска случайного инфицирования должны быть сведены к минимуму следующим образом: 

- использование дикого полиовируса прекращается во всех случаях, где ту же задачу можно выполнить при помощи аттенуированных вакцинных штаммов, инактивированных антигенов или неполиоэнтеровирусов; 

- во всех случаях, когда нет программной или научной необходимости хранения полиовирусов, все запасы таких вирусов и потенциально инфицированных ими материалов, следует уничтожить автоклавированием или сжиганием.
В 1988 г. на 41-й Всемирной Ассамблее Здравоохранения государства-члены ВОЗ приняли решение о глобальной ликвидации полиомиелита. К настоящему моменту достигнуты значительные успехи в реализации этого решения. Циркуляция диких полиовирусов полностью прекращена в Американском, Европейском и Западно-Тихоокеанском регионах ВОЗ. Странами, эндемичными по полиомиелиту, в настоящее время остаются Нигерия, Индия, Афганистан и Пакистан. 

Под ликвидацией полиомиелита подразумевают искоренение дикого вируса полиомиелита, поэтому решающая роль для подтверждения того, что программа ликвидации полиомиелита достигла цели, принадлежит вирусологическим лабораторным исследованиям. Для выполнения задач программы ВОЗ создала сеть лабораторий разного уровня (суб-национальные, национальные, региональные, специализированные), которые работают по единому алгоритму вирусологических исследований, рекомендованному ВОЗ, используют стандартные реагенты и диагностикумы. Ежегодно ВОЗ проводит квалификационную проверку качества работы этих лабораторий. 

В соответствии с современной стратегией ВОЗ, лабораторному исследованию на полиомиелит подлежат материалы от больных полиомиелитом, с подозрением на это заболевание, от детей в возрасте до 15 лет с синдромом острого вялого паралича (ОВП), а также материалы, полученные от лиц, находившихся с ними в контакте. Согласно регламентирующим документам Российской Федерации такие исследования  осуществляют учреждения и лаборатории, входящие в Национальную лабораторную сеть Российской Федерации по полиомиелиту – Национальный центр по лабораторной диагностике полиомиелита и других энтеровирусных инфекций в ГУ Институт полиомиелита и вирусных энцефалитов им.М.П.Чумакова РАМН (НЦ), вирусологические лаборатории  Региональных центров (РЦ) эпидемиологического надзора за полио/ОВП в ФГУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии» Роспотребнадзора в г. Москве, Омской области, Свердловской области, Ставропольском крае, Хабаровском крае и ФГУН НИИЭМ им. Пастера в г.Санкт-Петербурге (приложение 1).

Материалом для исследования являются две пробы фекалий, отобранные в максимально ранние сроки от момента возникновения ОВП (до 7-го, но не позднее 14-го дня). Первую пробу фекалий отбирают в стационаре в день установления клинического диагноза, вторую через 24-48 ч. после взятия первой пробы. Оптимальный размер фекальной пробы 8-10 г, что соответствует величине двух ногтей большого пальца взрослого человека. В тех случаях, когда получить фекалии от больного невозможно, можно попытаться получить фекальную пробу с помощью ректальной «соломинки» или ректального тампона. В летальных случаях берут пробы (кусочки ткани) из шейного и поясничного отделов спинного мозга, продолговатого мозга, Варолиева моста, нисходящего отдела толстой кишки.
Для диагностических серологических исследований больных полиомиелитом, с подозрением на это заболевание, с синдромом ОВП отбирают две пробы крови. Первая должна быть взята в первые семь дней от начала заболевания, вторая – спустя 2-3 недели. Оптимальный объём пробы – 3-5 мл.
Отбор клинического материала и его упаковку осуществляет медицинский работник лечебно-профилактического учреждения в соответствии с правилами биологической безопасности, изложенными в соответствующих нормативных и регламентирующих документах Российской Федерации. Пробы фекалий должны быть доставлены в лабораторию в течение 72 часов с момента отбора. До отправки их хранят в холодильнике при температуре от 2 до 80С. Если доставка проб по какой-либо причине задерживается, пробы хранят при температуре минус 200С. Транспортировку проб осуществляют при температуре от 2 до 80С (обратная «холодовая» цепь). Если пробы были заморожены, условия транспортировки должны обеспечивать сохранение их в замороженном состоянии. 

Пробы крови (сыворотки) доставляют в лабораторию в течение 72 часов от момента отбора. До отправки пробы хранят при температуре от 2 до 80С. Эту же температуру обеспечивают при транспортировке проб. Если доставка по какой-либо причине задерживается, сыворотки хранят при температуре минус 200С. Последующие условия транспортировки должны обеспечивать сохранение их в замороженном состоянии.
При транспортировке материалов в лабораторию необходимо соблюдать принцип «тройной упаковки».
В соответствии с регламентированным ВОЗ алгоритмом исследований на полиомиелит, проводят детекцию вируса в культуре клеток, идентификацию вируса, в случае выделения вируса полиомиелита - внутритиповую дифференциацию (определение принадлежности вируса к дикому, вакциноподобному, вакциннородственному). При необходимости выполняют частичное секвенирование участка генома VP1.

Для исследования в культуре клеток готовят 20% фекальные суспензии. Для удаления бактерий, грибков, цитотоксических липидов, для разъединения вирусных агрегатов пробы фекалий обрабатывают хлороформом.
Для выделения полиовирусов из проб используют не менее 2-х культур клеток. ВОЗ рекомендует перевиваемые линии культур клеток RD и L20B. L20B – линия мышиных клеток (L-клеток), способная экспрессировать рецептор полиовируса. Клетки L20B избирательно чувствительны к полиовирусам, которые вызывают в них характерный цитопатический эффект (ЦПЭ). Ряд вирусов - аденовирусы, реовирусы, некоторые неполиомиелитные энтеровирусы (НПЭВ), например вирусы Коксаки А 2-6, 8, 10, 14, могут вызывать ЦПЭ в этих клетках, однако он значительно отличается от вызываемого полиовирусом. RD – клетки рабдомиосаркомы человека, чувствительны к полиовирусам, вирусам группы ЕСНО, некоторым вирусам группы Коксаки А (за исключением А1, А19, А22), энтеровирусам 68-71. Иногда вирусы группы Коксаки В проявляют ЦПЭ на клетках RD. Использование комбинации этих двух клеточных линий обеспечивает высокую чувствительность и специфичность выявления полиовируса. Использование культуры клеток НЕр-2 (Cincinnati), чувствительной к полиовирусам и вирусам группы Коксаки В, не является обязательным. Однако исключение их из работы может привести к потере НПЭВ, в частности, Коксаки В. Культуры клеток должны быть получены по запросу из официальных источников. Для сохранения чистоты, аутентичности и стабильности клеточных культур следует заменять «рабочую» линию после 3-х месяцев или 15 пассажей культивирования в лаборатории.
Идентификацию выделенных вирусов, проявивших ЦПЭ на культуре клеток, проводят в реакции нейтрализации инфекционности на культуре клеток с помощью микрометода. Для идентификации полиовирусов используют сыворотки к полиовирусам типа 1, 2 и 3, произведённые в Национальном институте охраны здоровья и окружающей среды (RIVM), Билтховен, Нидерланды, которые распространяются ВОЗ для лабораторий, включённых в Глобальную лабораторную сеть по диагностике полиомиелита. Могут также быть использованы сыворотки к полиовирусам типа 1, 2 и 3, произведённые ФГУП «Предприятие по производству бактерийных и вирусных препаратов Института полиомиелита и вирусных энцефалитов им.М.П.Чумакова РАМН». Подготовку рабочих разведений сывороток/смесей сывороток проводят в соответствии с инструкциями производителя. Для идентификации неполиомиелитных энтеровирусов спользуют смеси иммунных к энтеровирусам сывороток, произведённые в Национальном институте охраны здоровья и окружающей среды (RIVM), Билтховен, Нидерланды, которые распространяются ВОЗ для лабораторий, включённых в Глобальную лабораторную сеть по диагностике полиомиелита. Эти смеси позволяют определить принадлежность выделенного вируса к полиовирусу, группе вирусов Коксаки В1-6, идентифицировать 20 серотипов вирусов ЕСНО и вирус Коксаки А9. Могут также быть использованы сыворотки к НПЭВ различных серотипов, произведённые ФГУП «Предприятие по производству бактерийных и вирусных препаратов Института полиомиелита и вирусных энцефалитов им.М.П.Чумакова РАМН». Подготовку рабочих разведений сывороток/смесей сывороток проводят в соответствии с инструкциями производителя. 

Внутритиповую дифференциацию полиовирусов (ВТД) проводят в НЦ, используя для этого два метода, рекомендованных и поддерживаемых реагентами ВОЗ: 

1) метод иммуноферментного анализа с использованием перекрёстно адсорбированных антисывороток, разработанный в Национальном институте охраны здоровья и окружающей среды (RIVM), Билтховен, Нидерланды и 

2) метод диагностической ПЦР, разработанный в Центре по контролю за заболеваниями (CDC), США. 

В случае получения противоречивых результатов двух методов ВТД, указывающих на принадлежность штамма полиовируса к дикому, или вакциннородственному, присутствие в пробе смеси дикого и вакцинного вируса одного типа, НЦ в течение 7 дней от момента получения результатов должен начать проведение частичного секвенирования участка генома VP1 этого штамма полиовируса.

Специфическая индикация возбудителя полиомиелита

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Существующие в настоящее время тест-системы для индикации энтеровирусов (например, ОТ-ПЦР-тест-система «АмплиСенсR Enterovirus-207» для выявления РНК патогенных для человека энтеровирусов в ликворе и объектах окружающей среды) могут быть использованы для проведения дополнительных исследований по надзору за вирусом полиомиелита (например, исследование сточных вод), при исследовании материалов от больных энтеровирусными инфекциями. Однако для программы ликвидации полиомиелита необходимо последующее исследование пробы, содержащей РНК энтеровируса, для выявления возможного полиовируса. 

Серодиагностика полиомиелита

Выявление специфических антител к полиовирусу в сыворотках больного полиомиелитом, с подозрением на это заболевание, с синдромом ОВП проводят с диагностическими целями в реакции нейтрализации инфекционности микрометодом. В основе определения титров антител с помощью реакции нейтрализации лежит принцип взаимодействия известного вируса с гомологичными антителами, присутствующими в сыворотке, что проявляется в виде отсутствия ЦПЭ на культуре клеток. Для реакции нейтрализации с целью выявления антител к полиовирусу используют клетки НЕр-2.
В качестве известного вируса с известным титром используют только вакцинные штаммы Сэбина вируса полиомиелита типов 1, 2 и 3 (референс-штаммы).

Приложение 1
Список лабораторий РФ, осуществляющих лабораторные исследования материалов от больных полиомиелитом, с подозрением на это заболевание, с синдромом ОВП
	№ п/п
	Лаборатория
	Адрес
	Телефон
	Факс
	Электронный адрес

	1
	НЦ по лабораторной диагностике полиомиелита и других энтеровирусных инфекций в ГУ Институт полиомиелита и вирусных энцефалитов им.М.П.Чумакова РАМН
	142782, Московская обл., п/о Института полиомиелита
	(495) 439 90 54
	(495) 439 93 21

(495) 549 67 60
	poliom@aha.ru

	2
	Региональный Центр по надзору за полио/ОВП в ФГУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в г.Москве» Роспотребнадзора
	129626, г. Москва, Графский переулок, 4/9
	(495) 687 36 16
	(495) 687 40 39
	poliolab@mossanepid.ru



	3
	Региональный Центр по надзору за полио/ОВП в ФГУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Омской области» Роспотребнадзора 
	644116,

г.Омск, 27-я Северная, 42а
	(3812) 68 08 37
	
	polioom@mail.ru

	4
	Региональный Центр по надзору за полио/ОВП в ФГУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Свердловской области» Роспотребнадзора 
	620219, 

г. Екатеринбург, Отдельный пер., 3 
	(343) 374 35 96
	(343) 374 47 03
	polioekb@ocsen.utk.ru

	5
	Региональный Центр по надзору за полио/ОВП в ФГУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Ставропольском крае» Роспотребнадзора
	355008, 

г. Ставрополь, ул.Фадеева, 4
	(865)  294 65 93
	(865)  294 72 04
	poliost@avn.skiftel.ru

	6
	Региональный Центр по надзору за полио/ОВП в ФГУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Хабаровском крае» Роспотребнадзора
	680009,

г.Хабаровск, ул.К.Маркса, 109б
	(421) 227 47 72


	(421) 227 47 81


	poliokhv@mail.redcom.ru

	7
	Региональный Центр по надзору за полио/ОВП в ФГУН НИИЭМ им.Пастера, г.Санкт-Петербург
	197101, г.Санкт-Петербург, 

ул. Мира, 14
	(812) 233 21 56
	(812) 232 92 17
	poliospb@nr3854.spb.edu
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Вирусы гриппа, которые принадлежат к семейству Orthomyxoviridae, классифицируются как A, B и C на основании антигенных различий в их нуклеопротеновом (NP) и матричном (M1) белках. Из трех известных типов вирус гриппа А является наиболее патогенным и инфицирует разнообразные виды животных, включая свиней, лошадей, морских млекопитающих и птиц, периодически вызывая пандемии в человеческой популяции. Дальнейшее разделение вируса гриппа А на субтипы основано на антигенности двух поверхностных гликопротеинов: гемагглютинина (Н) и нейроминидазы (N). В настоящее время известны 15 вариантов гемагглютининов (H1-H15) и 9 вариантов нейраминидаз (N1-N9). Теоретически, 256 (15 H х 9 N) различных комбинаций РНК могут быть следствием перетасовывания восьми различных геномных сегментов вируса гриппа А.

Только вирусы гриппа А, как известно, вызывают спонтанные инфекции птиц. Все комбинации из 15 гемагглютининов (H1-H15) и девяти нейраминидаз (N1-N9) гриппа были изолированы от птиц (Murphy B. R., Webster R. G.. 1996; Horimoto T., Kawaoka Y., 2001).

Естественным резервуаром для вируса гриппа птиц, как полагают, являются водоплавающие птицы, чайки и птицы прибрежной полосы (Kawaoka et al.,1988; Stallknecht, D. E. 1998).

Вирусы гриппа А, инфицирующие домашнюю птицу, могут быть разделены на две группы на основе их патогенности. Высоковирулентные вирусы вызывают “птичью чуму”– высокопатогенный птичий грипп (highly pathogenic avian influenza - HPAI), при которой смертность достигает 100 %. Эти вирусы ограничены Н5 и Н7 субтипами, хотя не все вирусы этих субтипов вызывают HPAI. Все другие субтипы вируса, вызывающие более слабую форму респираторного заболевания, обозначаются как низкопатогенный птичий грипп (LPAI). Впервые вирус высокопатогенного птичьего гриппа субтипа H5N1 был выделен от цыпленка в 1959 году в Шотландии.До последнего времени в человеческой популяции были зарегистрированы заболевания, вызываемые вирусами гриппа А субтипов H1 – H3 и N1 и N2. Первая задокументированная передача вируса гриппа птиц людям зарегистрирована в 1996 году (Kurtz J. et al.,1996), а передача субтипа H5N1 – в Гонконге в 1997 году, когда из 18 заболевших 6 человек погибли (Claas E.C. et al., 1998).

Всего на настоящий момент (10 сентября 2007 года) заболевание у человека, вызванное вирусом гриппа птиц субтип H5N1, зарегистрировано в 12 странах – Азербайджан (8 случаев/5 человек погибло), Камбоджа (7/7), Китай (25/16), Джибути (1/0), Египет (37/16), Индонезия (106/85), Ирак (3/2), Лаос (2/2), Нигерия (1/1), Таиланд (25/17), Турция (12/4), Вьет Нам (98/44).

Возможные пути распространения вируса гриппа птиц субтип H5N1 в неэндемичные страны:

1) через импорт инфицированной домашней птицы,
2) перелетными птицами,
3) через импорт зараженного мяса, яиц, и других продуктов,
4) через зараженных людей.

Как только вирус попал в страну, возможные маршруты для распространения инфекции:

1) через перевозку инфицированных птиц,
2) вирус приносится на обуви или одежде человека, прибывающего из инфицированной области,
3) вирус распространяется инфицированными дикими птицами.

Характеристика возбудителя. Вирионы вируса гриппа A имеют сферическую форму (диаметр 80 - 120 нм), состоят из двухслойной оболочки, несущей на поверхности гликопротеины гемагглютинина (НА) и нейроминидазы (NA), белка ионного канала М2, и ядра, в котором находится 8 фрагментов одноцепочечной РНК отрицательной полярности, кодирующей вышеперечисленные вирусные белки и белки полимеразного комплекса PA, PB1 и PB2. В состав вириона входит также неструктурный белок (NS), РНК вируса и белок NP – нуклеопротеин формируют нуклеокапсид.

Вирус гриппа субтипа H5N1 теряет активность при воздействии многих веществ: 70 % этанол инактивирует вирус в течение 10 мин, 1 % -ный гидрохлорид натрия и хлорамин Б – в течение 10 мин (Prince H, Prince D, 2001). Ультрафиолетовое излучение с энергией 80 mJ инактивирует вирус гриппа в течение 4 ч ( Geiss G.K. et al, 2001). Вирус вне тканей и органов инактивируется полностью при 56°C в течение 3 часов, при 60°C- в течение 30 мин, 121°C – 15 мин (автоклавирование) (Prince H, Prince D, 2001).

Лабораторная диагностика ВИРУСА ГРИППА ПТИЦ 


Лабораторную диагностику гриппа птиц проводят в строгом соответствии с МУК 4.2.2136-06 «Организация и проведение лабораторной диагностики заболеваний, вызванных высоковирулентными штаммами вируса гриппа типа а (ВГПА), у людей».  
Для исследования у больного забирают следующие виды клинического материала (см. Рис. 8):

· смывы из полости носа и ротоглотки (для ОТ-ПЦР-анализа); 

· мазки из полости носа (для МФА и ОТ- ПЦР-анализа) и ротоглотки (для ОТ-ПЦР-анализа);

· носоглоточное отделяемое (для выделения вируса, ОТ-ПЦР-  анализа);

· кровь (для постановки ИФА).

Специфическая индикация возбудителя ВИРУСА ГРИППА ПТИЦ

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Молекулярно-генетическая идентификация и типирование выделенных изолятов вируса гриппа А


Идентификакацию вирусов гриппа и определение подтипов выделенных изолятов осуществляют методом ОТ-ПЦР с использованием праймеров, специфичных к:

· генам М и NP вируса гриппа А – для идентификации вирусов гриппа А любого подтипа;

· генам HA и NA различных подтипов вируса гриппа А – для субтипирования выделенных изолятов.


Полученные в ПЦР ампликоны секвенируют и установленные нуклеотидные последовательности сравнивают с последовательностями генов вируса гриппа А, доступными в GeneBank. На основе выявленной гомологии сравниваемых нуклеотидных последовательностей делают окончательные выводы о присутствии вирусов гриппа А в изучаемом образце (т. е. подтверждение результатов ПЦР, проведенной с использованием праймеров, специфичных к генам М и NP) или отнесении фрагментов генов НА и NА исследуемых изолятов вируса гриппа А к соответствующим подтипам поверхностных антигенов (т. е подтверждение 






Рис. 8. Схема лабораторной диагностики гриппа птиц
результатов ПЦР, проведенной с использованием подтип-специфичных праймеров).

Идентификацию и типирование изолятов вируса гриппа А проводят в ниже приведенной последовательности. Выделение геномных РНК вируса гриппа А из вирионов, присутствующих в аллантоисной жидкости, проводят в соответствии с описанными методами. Аллантоисную жидкость смешивают с лизирующим раствором в пропорции 1:5, выдерживают 20 мин при 600С и смесь очищают от белков с помощью фенол-хлороформной экстракции. В качестве соосадителя РНК используют гликоген. Преципитацию РНК проводят добавляя к водной фазе равный объем изопропилового спирта. Осадок РНК промывают последовательно 70 % и 96 % этиловым спиртом. Выделенную РНК сразу же используют в реакции ОТ.
Реакция обратной транскрипции (ОТ). Осадок геномной РНК ВГ растворяют в 10 мкл воды. Добавляют 500 нг праймера Uni-12 (5`-AGCAAAAGCAGG), комплементарного высококонсервативным 3`-концевым фрагментам гРНК ВГ А. Смесь прогревают 2 мин при 720С и сразу помещают на лед. Синтез кДНК проводят в 50 мкл раствора, содержащего 50 мМ Tris-HCl (pH = 8.3), 40 мМ KCl, 4 мM MgCl2, 1 мМ DTT, 200 мкМ каждого дезоксинуклеозидтрифосфата (dNTP), 150 ед. обратной транскриптазы M-MuLV, при 370C в течение 1 часа. После завершения реакции смесь прогревают при 950С 2 мин. При проведении реакции ОТ в одну из реакционных смесей вместо РНК вносят воду (отрицательный контроль).Полимеразная цепная реакция (ПЦР). Для амплификации кДНК методом ПЦР используют 2 мкл продукта реакции обратной транскрипции. Амплификацию проводят с парами праймеров, специфичных к генам определенных подтипов HA и NA, и к генам М и NР вируса гриппа А. Амплификацию осуществляют в 50 мкл смеси, содержащей 10 мМ Трис-HCl pH 8.3, 50 мМ KCl, 2,5 мМ MgCl2, 0.2 мМ каждого dNTP, 10 рМол каждого праймера, 1,5 ед. ДНК-полимеразы Taq. Денатурацию ДНК проводят при 940С в течении 1 мин; отжиг праймеров с ДНК проводят при различной температуре в зависимости от структуры праймеров (табл. 4) в течении 40 сек; элонгацию проводят при температуре 720С в течении 3 мин. Проводят до 35 циклов.
Электрофорез ДНК в пластинах агарозного геля. Для индикации результатов амплификации и оценки количества ДНК проводят электрофоретическое разделение продуктов ПЦР в 0,5-2 % агарозном геле в 1хТАЕ буфере. Визуализацию ДНК проводят после ее окраски бромистым этидием при освещении УФ- светом. Количество ДНК в полосе, окрашенной этидием бромистым, оценивают визуально по интенсивности свечения в сравнении с интенсивностью свечения полосы известного количества ДНК-маркера.Определение первичной структуры ДНК. Секвенирование ампликонов проводят на любом автоматическом секвенаторе согласно инструкции фирмы-производителя. Для приготовления реакционной смеси используют наборы реактивов для конкретного секвинатора. Реакции секвенирования проводят с праймерами, использованными для получения ампликонов.Реакцию секвенирования проводят в течение 40 циклов в следующих температурных режимах каждого цикла: 1. денатурация ДНК при 960С, 20 сек; отжиг праймера с ДНК при 500С, 20 сек; элонгация цепи при 600С, 2 мин. Обработку результатов секвенирования проводят при помощи специального пакета программ (например «CEQ 2000»).
Определение гомологии установленных нуклеотидных последовательностей с последовательностями генов вируса гриппа А, доступными в GeneBank, проводят при помощи on-line программы BLAST.

Для выявления РНК вируса гриппа в клинических образцах используют наборы «РибоСорб» производства ФГУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, г. Москва, или аналогичный. ПЦР проводят с использованием набора «АмплиСенс Influenza virus H5/H7» (ООО «Интерлабсервиc») для определения H5 вируса гриппа согласно инструкции производителя.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

С помощью ИФА выявляют антиген вируса в клинических образцах и в образцах КВЖ после культивирования вируса к клетках MDCK или Vero. Для этого применяют сертифицированную ИФА тест-систему «Тест-система иммуноферментной для выявления антигенов вируса гриппа типа А», производства ГУ НИИ гриппа, г. Санкт-Петербург, согласно инструкции производителя.

Выделение И ИДЕНТИФИКАЦИЯ возбудителя 

ВИРУСА ГРИППА ПТИЦ
Выделение вируса производят из носоглоточного смыва. Процедура производится натощак после взятия мазков из полости носа. Осуществляется двумя способами:

1. Больной в три приема прополаскивает горло 10-15 мл 0,9 % раствора натрия хлорида. Смыв собирают в одноразовые полипропиленовые флаконы с завинчивающимися крышками объемом 50 мл. Ватными тампонами, зажатыми пинцетом, протирают заднюю стенку глотки и носовые ходы. Ватные тампоны опускают во флакон со смывом.

2. Сухим или слегка увлажненным 0,9 % раствором натрия хлорида тампоном, который удерживают с помощью пинцета, протирают заднюю стенку глотки и опускают его в пробирку с 5 мл стабилизирующей среды (среда для культур клеток №199, содержащая 0,5 % BSA, с добавлением пенициллина 2×106 ед./л, стрептомицина 200 мг/л, полимиксина В 2×106 ед./л, гентамицина 250 мг/л, нистатина 0,5×106 ед./л.). Процедуру повторяют 2-3 раза. Все тампоны от одного больного собирают в одну пробирку. После взятия материала с задней стенки глотки тщательно протирают носовые ходы небольшими ватными тампонами и опускают их в ту же пробирку. Пробирку закрывают. 

Затем тампоны прополаскивают в стабилизирующей среде, в которой они содержались, отжимают о стенку сосуда и удаляют. Смыв отстаивают в холодильнике 40-60 мин. Центрифугирование и фильтрацию не проводят. Для выделения вируса используют среднюю часть отстоя, которую небольшими порциями переносят в 3 стерильные пробирки. Одну используют для выделения вируса, остальные замораживают при температуре минус 70 0С или в жидком азоте. Образцы носоглоточных смывов можно хранить при температуре от 2 до 8 (С – не более 3 дней, при температуре минус 70(С или в жидком азоте – длительно. Допускается только однократное замораживание-оттаивание материала. Температура хранения минус 20 0С не допускается.

Циркулирующие в природе штаммы вируса размножаются в организме птиц, мышей, норок. Заражение животного исследуемыми пробами можно провести при и/н, в/в, в/м инокуляции вируса. Максимальный падеж кур наблюдается на 3-4 сут, животных – на 6-8 сут после заражения. Образцы легкого от погибшего животного или птицы исследуют методом ПЦР и электронной микроскопии.

Вирус эффективно репродуцируется в 10-12-дневных РКЭ. Перед заражением яйца просматривают на овоскопе и отбирают для дальнейшей работы те, в которых находится живой эмбрион. Скорлупу над воздушным мешком протирают 70 % спиртом и в центре делают отверстие. Яйцо помещают на овоскоп мешком вверх и, поворачивая вокруг вертикальной оси, находят эмбрион. Для заражения используют туберкулиновые шприцы объемом 1 мл с затупленной иглой диаметром 0,6 мм и длиной 40 мм. Заражение РКЭ проводят в аллантоисную полость, инокулируя 0,1 мл исследуемого образца. Отверстие в скорлупе запечатывают небольшим количеством расплавленного воска. Зараженные РКЭ инкубируют в термостате при температуре (34(1)0С во влажной атмосфере в течение 48-72ч. Перед извлечением вируссодержащей жидкости РКЭ охлаждают при температуре 4 0С в течение 4-18 ч или при минус 20 0С в течение 30 мин. После этого яйца помещают на подставку тупым концом вверх и скорлупу под воздушным мешком протирают 70 % спиртом, после чего ее срезают ножницами на уровне аллантоисной мембраны, которую удаляют стерильным пинцетом. Эмбрионы и желточный мешок осторожно отодвигают пинцетом и отсасывают аллантоисную жидкость пипеткой с широким концом. Образцы аллантоисной жидкости исследуют методом ПЦР и электронной микроскопии.

Вирус размножается в культуре клеток Vero E6, МДСК. Носоглоточными смывами заражают монослой клеток в культуральных сосудах 25 см3. После 30 мин инкубации при температуре 36 0С, исследуемый образец удаляют из культурального сосуда, монослой клеток промывают 2 раза питательной средой Игла МЭМ и вносят поддерживающую среду ДМЕМ с добавлением 2 % сыворотки плодов крупного рогатого скота и антибиотиков. Зараженный монослой клеток инкубируют при 36 0С в течение 6 сут, наблюдая за характером поражения монослоя. Разрушение монослоя (цитопатическое действие) может свидетельствовать о наличии вируса в биопробе. Образцы монослоя клеток исследуют методом ПЦР и электронной микроскопии.

При выделении вируса гриппа субтипа H5N1 из материала от больных к идентификационным признакам относятся:

- характерная морфология вирусов при электронной микроскопии;

- специфичность действия вируса в культуре клеток и в развивающихся куриных эмбрионах подтверждают при исследовании в реакции торможения гемагглютинации эритроцитов кур специфичными сыворотками. 
- идентификация вируса гриппа типа H5N1 в культуре клеток и в развивающихся куриных эмбрионах подтверждают методом ОТ-ПЦР со специфичными праймерами, дальнейшим частичными секвенированием генов, кодирующих гемагглютинин и нейраминидазу, и филогенетическим анализом секвенированных участков генов.

Реакция гемагглютининирующей активности (РГА)

Реакцию гемагглютинирующей активности используют для выявления гемагглютинирущих агентов в собранной аллантоисной жидкости зараженных куриных эмбрионах и приблизительного определения количества вируса (в единицах гемагглютининирующей активности (ГАЕ). Для этого к последовательным двукратным разведениям тестируемой аллантоисной жидкости фосфатно-солевым буфером добавляют равный объем 0,5 %-ой суспензии эритроцитов петуха, после чего смесь перемешивают и инкубируют при комнатной температуре 40 мин. Для определения неспецифической гемагглютинации (отрицательный контроль) в три лунки вместо разведений аллантоисной жидкости вносят ФСБ. Учет положительных результатов (равномерное оседание эритроцитов на дне лунки в виде «зонтика») проводят при отсутствии гемагглютинации (образование компактного осадка эритроцитов на дне лунки в виде "пуговки") в отрицательном контроле. По результатам РГА проводят расчет вируса в ГАЕ: за 1 ГАЕ принимают количество вируса, которое агглютинирует эритроциты в последней лунке в ряду двоичных разведений вируса.

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Иммунофлуоресцентный метод детекции вирусных антигенов является высоко чувствительным тестом быстрой дифференциальной диагностики респираторных вирусных инфекций. Он рекомендуется для обследования больных на ранних (первые 3 дня) стадиях инфекции в целях своевременного назначения специфической противовирусной терапии и проведения соответствующих профилактических мероприятий. Метод иммунофлуоресцентного анализа (МИФ) позволяет идентифицировать антигены вирусов гриппа и других возбудителей ОРВИ в инфицированных клетках непосредственно in situ по их характерной локализации, выявляемой в результате взаимодействия вирусных антигенов противовирусными антителами, маркированными флуоресцеинизотиоцианатом. Прямой метод иммунофлюоресцентного анализа позволяет обнаружить вирусные антигены по их характерной локализации непосредственно в клетках цилиндрического эпителия за счет взаимодействия антигенов со специфическими противовирусными антителами, меченными флюоресцеинизотиоцианатом.  МФА может быть использован для выявления вируса, как в клинических образцах, так и в клеточных культурах. Клинические образцы, полученные после появления симптомов заболевания, более предпочтительны, так как с развитием инфекции количество имеющихся инфицированных клеток уменьшается. Проведение РИФ на инокулированных клеточных культурах предпочтительнее, так как при этом происходит амплификация всех присутствующих вирусов.

По чувствительности ИФ не уступает другим методам лабораторной диагностики, однако для правильной интерпретации результатов необходим определенный опыт работы, что ограничивает возможности исследований и вносит элементы субъективизма в заключительный анализ.

К числу преимуществ метода относится возможность быстрого (за 2 - 3 ч) анализа небольшого числа проб. Анализ наиболее эффективен в острой фазе (первые 3 дня) заболевания и существенно зависит от качества забора клинических материалов.

Метод наиболее эффективен в острой фазе (первые 3 дня) заболевания, когда внутриклеточное содержание вирусных антигенов бывает наиболее высоким. Его результативность существенно зависит также от соблюдения методических условий получения клинических материалов, сроков и температурных условий их доставки в лабораторию, качества используемых реагентов. 
Основным методом серологической диагностики вируса гриппа птиц является непрямой МФА. Специфические иммуноглобулины в диагностических титрах выявляются уже через 7 дня после начала заболевания, достигают максимума на 8-25-й день болезни, регулярно обнаруживаются в пределах 3-4 месяцев и сохраняются у некоторых реконвалесцентов от 6 месяцев до 2-3 лет. В Российской Федерации сертифицирован диагностикум - Набор реагентов для диагностики респираторно-вирусных заболеваний методом иммунофлюоресцентного анализа: грипп А (H1N1, H3N2, H5N1, грипп В и т.д.) для непрямого метода иммунофлуоресценции, производства НИИ гриппа.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

В настоящее время в НИИ гриппа РАМН подготовлены диагностикумы на выявление вируса гриппа А(Н5), а также диагностические наборы для определения антител в сыворотках людей тест-система иммуноферментная для выявления антител класса IgG к вирусу гриппа типа А (H5N1, H1N1, H3N2) и изучения популяционного иммунитета в РТГА (диагностикумы активно взаимодействуют с референс-сыворотками к современным азиатским штаммам «птичьего» гриппа, включенными в состав наборов ВОЗ). Диагностические тест-системы зарегистрированы и прошли проверку установленным путем в Государственном НИИ стандартизации и контроля медицинских биологических препаратов им. Л.А. Тарасевича, рекомендованы Комиссией по гриппозным вакцинным и диагностическим штаммам к производству. Подготовлены серии флуоресцирующих иммуноглобулинов для обнаружения вирусов Н5 в клинических материалах (в случае появления вирусов в циркуляции). 
Для подтверждения результатов анализа исследуемые образцы могут быть исследованы с помощью других диагностических тестов, например, непрямом иммунофлюоресцентном анализе или Вестерн-блот анализе.

Все результаты серологических тестов должны быть скоррелированы с клиническими показателями, эпидемиологическими данными и другими показателями для подтверждения инфекции.

Серодиагностика ГРИППА ПТИЦ

Методы экспресс-диагностики ВГП (вируса гриппа птиц) основаны на обнаружении вирусных антигенов в материалах от больных с помощью специфических антител, маркированных флюорохромами или ферментами. Они широко используются в инфекционных стационарах для выяснения природы сходных по клиническим проявлениям, но отличных по этиологии острых респираторных вирусных заболеваний с целью:

- раннего назначения специфических средств этиотропной терапии;

- прогнозирования тяжести развития заболеваний;

- рационального размещения больных по этиологическому принципу во избежание перекрестного внутрибольничного инфицирования.

Методы ранней лабораторной диагностики используют также для предварительной расшифровки природы эпидемических вспышек с целью проведения соответствующих профилактических и лечебных мероприятий.

Серологические тесты, имеющиеся для измерения специфических антител для гриппа A, включают реакцию торможения гемагглютинации (РТГА) /Диагностикум гриппозный типа А (H0N1, H1N1, H3N2, H2N3, H5N1) для РТГА сухой/, иммуноферментный анализ (ИФА) и тесты нейтрализации вируса (РН). Анализ микронейтрализации - рекомендуемый в настоящее время тест для измерения антител к высоко патогенному гриппу птиц A. Однако он непригоден для рутинного диагностического тестирования клинических случаев вследствие ограничений, перечисленных ниже. По этой причине этот тест более всего подходит для научных исследований (например, для определения степени воздействия у контактных лиц или в подверженных риску популяциях).

Парные сыворотки, взятые сначала во время острой фазы заболевания, а затем через 14-30 сут после начала заболевания, должны тестироваться одновременно. Ретроспективно, инфицирование субтипом H5N1 вируса гриппа подтверждается, когда удовлетворяется один из следующих критериев:

• Четырехкратное или большее повышение титра антител против вируса гриппа A (H5N1) в парных сыворотках (взятой во время острой фазы и фазы выздоровления), при этом сыворотка конвалесцента имеет титр 1:80 или выше.

• Титр антител 1:80 или больше в одной сыворотке, взятой на 14-й день или позже после появления симптомов, и положительный результат, полученный с использованием различных серологических анализов (например, титр 1:160 или больше в РТГА или положительный результат в специфическом вестерн-блот анализе).
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Тяжелый острый респираторный синдром (ТОРС), более известный как «атипичная пневмония», – новое вирусное инфекционное заболевание с воздушно-капельным механизмом заражения, поражением бронхо-легочной системы, характеризующееся скоротечным развитием, тяжелым течением и высокой летальностью – до 10 % (Ksiazek T.G. и др., 2003).

Эпидемия тяжелой атипичной пневмонии первоначально была воспринята как вспышка, вызванная новым неизвестным вирусом гриппа. За период с ноября 2002 г. по конец мая 2004 г общее число заболеваний ТОРС составило 8643 человека, в том числе 920 смертельных исходов.

По данным ВОЗ, заболевание ТОРС получило наиболее широкое распространение в странах Юго-Восточной Азии (Китай, Гонконг, Тайвань, Сингапур, Вьетнам) и в Северной Америке (США, Канада) (Srikantiah P. и др., 2005). Кроме того, случаи заболеваний ТОРС были зарегистрированы также в странах Европы (Франция, Германия, Италия, Ирландия, Испания, Великобритания и др.).

Во всех субъектах Российской Федерации был зарегистрирован один случай заболевания ТОРС в Амурской области, в г. Благовещенске в начале мая 2003 г. у молодого мужчины. Наличие в полученных от него клинических образцах вируса ТОРС было подтверждено многочисленными тестами (Онищенко Г.Г. и др., 2003.). 
Вирус ТОРС был идентифицирован в марте 2003 г., когда в лабораториях Гонконга, США и Германии выделили новый коронавирус из проб от пациентов. Было доказано, что все больные с признаками атипичной пневмонии инфицированы каким-то коронавирусом, у которого при электронной микроскопии выявляется характерный ореол, напоминающий солнечную корону. 

Среди причин возникновения первого случая ТОРС обсуждалась возможность применения биологического оружия, а также гипотеза формирования мутантного штамма в верхних слоях атмосферы под действием ионизирующей радиации и др. Впрочем, пока наиболее популярным является предположение о спонтанной мутации (Синапольников А.И. и др., 2003). Согласно этой теории одна из разновидностей коронавирусов, вызывающих различные заболевания у животных, мутировала в патогенный для человека штамм. Подтверждением ее состоятельности являются данные сравнительного анализа геномных РНК вируса ТОРС и известных коронавирусов.
К семейству коронавирусов относятся несколько хорошо известных патогенов домашних животных и человека. Они вызывают энтериты у собак, кошек и у крупного рогатого скота, гепатит у мышей и инфекционный бронхит у кур. Две разновидности коронавирусов вызывают у человека энтериты, а одна, широко распространенная, - обычный насморк, а иногда и бронхиты. Сразу возникло предположение, что новый вирус появился из-за какой-то мутации или рекомбинации двух вирусов этого семейства, но в результате определения сначала коротких нуклеотидных последовательностей вирусной РНК. а затем и всей геномной последовательности, было установлено, что возбудитель ТОРС находится в довольно отдаленном родстве по отношению ко всем известным коронавирусам (Rota P.A. и др., 2003).

Поиски природного резервуара вируса ТОРС привели к обнаружению антител к этому вирусу у ловцов диких экзотических животных. Вирус был обнаружен у енотовидной собаки (raccon dog) и у пагум (пальмовых циветт из семейства виверровых - Paguma larvata, Viverridae) (Guan Y. и др., 2003). Это обстоятельство указывает на наличие (или появление) в южнокитайских провинциях природного резервуара вируса ТОРС, который мог передаться человеку из-за склонности местных гурманов к блюдам, приготовленным из мяса экзотических диких животных.

Инкубационный период при ТОРС может варьировать от 1 до 14 дней, но обычно он равен 2-7 дней. Инфекция передается аэрозольным, фекально-оральным и контактным путями. Коронавирусы обладают широким тропизмом и поэтому могут поражать помимо дыхательных путей также печень, почки, сердце и глаза. Типичная коронавирусная инфекция клинически проявляется гриппоподобным заболеванием и/или желудочно-кишечным расстройством.

Заболевание, вызываемое вирусом ТОРС, клинически характеризуется гриппоподобными явлениями (лихорадкой, затруднением дыхания), нарушениями со стороны желудочно-кишечного тракта и развитием пневмонии при тяжелой и среднетяжелой формах инфекции (Scales D.C. и др., 2003). Механизм передачи заболевания от человека к человеку – воздушно-капельный и, возможно, воздушно-пылевой. 

В 2003 г., по результатам совокупного анализа всех материалов, было достигнуто соглашение членов-участников созданной ВОЗ сети лабораторий стран, где были зарегистрированы случаи заболеваний тяжелым острым респираторным синдромом, о том, что основным этиологическим агентом этой инфекции является новый атипичный вирус. Основанием для такого заключения послужили следующие данные:

1 Новый коронавирус (ТОРС-вирус), который отличается по структуре генома от всех ранее известных вирусов рода Соronavirus, был выделен от пациентов с ТОРС в лабораториях различных стран. 

2 Электронно-микроскопический анализ инфицированных клеточных культур и клинических образцов от пациентов с ТОРС свидетельствует о присутствии в них сходных с коронавирусами частиц. 

3 Видоспецифичные праймеры выявляли РНК вируса ТОРС в клеточных культурах и в образцах от ТОРС-пациентов. Разработанные в нескольких лабораториях праймеры сравнивались в сети лабораторий ВОЗ по эффективности диагностирования.

4 Гипериммунные сыворотки против трансмиссивного гастроэнтерита, инфекционного перитонита кошек, вируса гепатита мышей и человеческого коронавируса 229Е ингибируют репродукцию вируса ТОРС в клеточной культуре. 

5 Секвенирование частей генома вируса ТОРС в нескольких лабораториях подтверждает принадлежность вируса ТОРС к роду Соronavirus, а также отличие от известных представителей, принадлежащих к трем известным группам этого рода. 

6 Вирус ТОРС вызывает цитопатический эффект в культуре клетках Vero и может быть ингибирован сывороткой крови от пациентов, перенесших ТОРС.

7 Иммунофлуоресцентный анализ с использованием сывороток от реконвалесцентов позволяет выявить клетки, инфицированные вирусом ТОРС, в клеточной культуре. 

8 Взаимодействие с вирусом ТОРС не обнаружено при исследовании нескольких сотен сывороток от пациентов без признаков ТОРС из США, Канады и Гонконга. 

Характеристика возбудителя. Вирус SARS относится к семейству Coronaviridae, роду Coronavirus. Коронавирусы, в том числе вызывающие атипичную пневмонию, РНК-содержащие вирусы, способные вызывать заболевания у людей и домашних животных. Согласно данным иммунологического анализа с использованием иммунофлуоресцентного и иммуноферментного методов, а также реакции нейтрализации и иммуно-электронной микроскопии, выделяют 3 группы коронавирусов, различающихся по своим антигенным свойствам (Oshiro L.S. и др., 1971). 

Вирусы, принадлежащие к одной антигенной группе, имеют частичные антигенные перекресты. Внутри каждой серогруппы вирусы классифицированы согласно естественным хозяевам, нуклеотидным последовательностям и серологическим взаимосвязям (Regenmortel M.H.V. и др., 2000).

Как гемагглютинирующие, так и комплементсвязывающие антигены локализованы в составе отростков. Нейраминидаза в составе коронавирусов отсутствует, что определяет специфический характер вызываемой ими гемагглютинации (http. www. cdc. gov./ncidod/sars/ sequencing .htm.).

Вирионы коронавирусов имеют сферическую форму диаметром 80 – 160 нм и содержат плюс-цепь полиаденилированной РНК длиной 16 – 30 kb. Поверхность вириона покрыта булавовидными отростками (пепломерами) длиной около 20 нм, придающими им неповторимую форму короны, безошибочно распознаваемую при электронно-микроскопическом исследовании (Коротяев А.И., 1998).

Геном коронавирусов кодирует 4 основных структурных белка:

М – мембранный белок, формирующий белково-липидную оболочку вируса;

Е – малый оболочечный протеин, входящий в состав вирусной оболочки;

S – гликопротеин, образующий триммеры в виде шипов на поверхности вирусных частиц;

N – нуклеокапсидный белок, образующий с РНК вирионов вирусный нуклеод;

HE – гемагглютинин-эстераза, также относится к поверхностным белкам вирусной частицы.

Из-за большого размера генома, а также из-за высокой частоты рекомбинаций, коронавирусы обладают высоким потенциалом изменчивости (Lai M.M.C. и др., 2001).

Лабораторная диагностика ТЯЖЕЛОГО ОСТРОГО РЕСПИРАТОРНОГО СИНДРОМА

Материалом для исследований служат: смывы из носо- и ротоглотки, мазки из носа и ротоглотки, пробы фекалий, образцы плазмы крови, мокрота, секционные пробы (см. Рис. 9).
ВОЗ для лабораторной диагностики ТОРС рекомендовала испльзовать  вирусологические, серологические, иммуногистохимические, электронно-микроскопические методы диагностики, а также ПЦР-анализ и методы секвенирования генома. 

В настоящее время лабораторную диагностику и все работы связанные с забором, доставкой, хранением материала для исследования проводят в сторогом соответствии с МУ 1.3. 1877-04 «Порядок сбора, упаковки, хранения, транспортирования и проведения лабораторного анализа биологического материала от больных (и умерших) пациентов  с подозрением  на тяжелый острый респираторный синдром (ТОРС)»

Специфическая индикация ВИРУСА ТЯЖЕЛОГО ОСТРОГО РЕСПИРАТОРНОГО СИНДРОМА

Для индикации коронавируса SARS, а также для диагностики вызываемего им заболевания используют непрямой МФА, ИФА, ПЦР, электронную микроскопию, а также выделение вирусов на культуре клеток.

Электронная микроскопия

Название семейства определило наличие у большей части коронавирусов заметных при электронной микроскопии особых выростов внешней липидосодержащей оболочки, напоминающих корону (лат. corona). По этой причине идентификация вируса с помощью электронной микроскопии не вызывает сложностей.

Электронная микроскопия применяется также для идентификации коронавируса при выделении его на культуре клеток (Агафонов А.П. и соавт, 2004).

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 

В ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) исследуют материал от больных людей, подозрительных на зараженность коронавирусом SARS. Тест позволяет выявлять генетический материал коронавируса SARS из различных образцов больного (кровь, фекалии, респираторные секреты или тканевые жидкости) на ранних стадиях заболевания. РНК



Рис. 9. Схема лабораторной диагностики тяжелого острого респираторного синдрома
коронавируса можно детектировать в образцах назо-фарингеальных смывов, полученных на 0-2 сут после появления симптомов заболевания (у более чем 30 % больных). На 3-5 сут после появления симптомов заболевания РНК коронавируса можно обнаружить детектировать в образцах назо-фарингеальных смывов и фекалиях у более чем 40-60 % больных, а на 6-14 сут - в образцах назо-фарингеальных смывов и моче у более чем 40-60 % и в фекалиях - у 90-100 % больных.

Для проведения анализа могут быть  использованы тест-системы:  «АмплиСенс SARS» (Интерлабсервис, Москва); Тест-систем для выявления РНК вируса SARS методом полимеразной цепной реакции «Вир ТОРС-ПЦР» (РосНИПЧИ «Микроб»,Саратов); Тест-система для выявления РНК вируса SARS методом обратной транскрипции и полимеразной цепной реакции (ОТ ПЦР) (Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России-ВЦ»,г. Сергиев Посад). 

ОТ-ПЦР (выделение РНК, обратная транскрипция, ПЦР и электрофоретическую детекцию продуктов ПЦР) проводят в соответствии с инструкцией по применению к тест-системе для выявления РНК вируса ТОРС. Пробоподготовку проводят с использованием лизирующего раствора, состоящего из гуанидинтиоционата, сорбента и растворов для отмывки.

Проведение реакции обратной транскрипции

Промаркировать необходимое количество микропробирок содержимым красного цвета и дополнительно две микропробирки для К+ и К-, внести в каждую микропробирку по 5 мкл ОТ-растворителя. Отдельными наконечниками с аэрозольным барьером внести: в пробирки для анализируемых образцов – по 5 мкл РНК анализируемых проб; в пробирку с положительным контрольным образцом (К+) – вместо пробы РНК 5 мкл положительного контрольного образца (К+); в пробирку с отрицательным контрольным образцом (К-) – вместо пробы РНК 5 мкл отрицательного контрольного образца (К-). Тщательно перемешивают содержимое пробирок до полного растворения реагентов. Инкубировать пробирки 40 мин при 37 0С. Далее смесь использовать для постановки ПЦР. 

Постановка двустадийной ПЦР

I СТАДИЯ ПЦР
Промаркировать такое же количество пробирок, как для постановки реакции обратной транскрипции ПЦР-МастерМикса № 1 с содержимым синего цвета. Во все промаркированные микропробирки добавить по 13 мкл ПЦР-растворителя №1. Внести в каждую микропробирку по 2 мкл праймеров Ex1. Растворять содержимое не обязательно. Добавить в каждую пробирку по 1 капле (около 20 мкл) минерального масла. Перенести отдельными наконечниками с аэрозольным барьером в соответствующие пробирки ПЦР-МастерМикса № 1 реакционные смеси (весь объем), полученные при проведении реакции обратной транскрипции. 

Провести амплификацию ДНК по следующей программе:

	94 0С - 60 сек.
	1 цикл

	94 0С - 10 сек.

60 0С - 10 сек.

72 0С - 20 сек.
	30 циклов

	72 0С - 120 сек.
	1 цикл


Полученные препараты использовать для проведения второй стадии ПЦР. 

II СТАДИЯ ПЦР
Промаркировать пробирки ПЦР-МастерМикса № 2 с содержимым синего цвета в количестве, соответствующем количеству пробирок на первом этапе ПЦР. Во все промаркированные микропробирки прибавить по 13 мкл ПЦР-растворителя № 2. Добавить в каждую микропробирку по 2 мкл праймеров In1. Растворять содержимое не обязательно. Добавить в каждую пробирку по 1 капле (около 20 мкл) минерального масла. Перенести в соответствующие пробирки ПЦР-МастерМикс № 2 по 2 мкл реакционных смесей, полученных после стадии ПЦР I. Провести амплификацию ДНК по программе стадии ПЦР I. После окончания проведения ПЦР поместить пробирки в специальный штатив и отправить в комнату для проведения электрофоретического анализа продуктов ПЦР-амплификации. 

Электрофоретический анализ продуктов ПЦР-амплификации

Первоначально готовят 2 % агарозный гель и рабочий раствор ТБЕ буфера.

Вносят по 10 мкл исследуемых проб в лунки геля. При необходимости в отдельную лунку в объеме 6 мкл (с красителем) внести маркер молекулярных масс 100 bp. Подключить камеру к источнику питания, соблюдая полярность (от «–» к «+») и включить источник. Электрофорез проводить в течение 40-60 минут при напряжении 10 В/см, после чего источник питания отключить, а гель перенести в фотокомнату на трансиллюминатор.

Сфотографировать гель и занести в базу данных.

Учет результатов

На электрофореграмме в дорожке, соответствующей положительному контрольному образцу (К+) должна быть видна полоса специфического фрагмента оранжевого цвета размером 311 п.о.

На электрофореграмме в дорожке, соответствующей отрицательному контрольному образцу (К-) полоса специфического фрагмента на уровне К+ размером 311 п.о. должна отсутствовать.

Положительными считаются образцы, если в анализируемых пробах видны специфические фрагменты, соответствующие фрагменту положительного контрольного образца (К+), который равен 311 п.о. 

Отрицательными считаются образцы, если в анализируемых пробах нет специфических фрагментов, соответствующих фрагменту положительного контрольного образца (К+), который равен 311 п.о. В филиале ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России –ВЦ» (г. Сергиев Посад) разработана и сертифицирована ОТ-ПЦР-тест-система для выявления РНК вируса SARS (ФСП 42-0102-5188-04).

Выделение И ИДЕНТИФИКАЦИЯ Вируса 
Тяжелого острого респиратоного синдрома

Материалом для выделения вируса ТОРС служит кровь больных, взятая в течение 5 суток от начала заболевания, или суспензия секционных проб. Кровь используют в виде сыворотки или плазмы, обогащенной лейкоцитами. Из секционных проб готовят 10 %-ю суспензию на фосфатном буфере с добавлением 0,7 % БСА и антибиотиков.
Заражают новорожденных белых мышей (1-3-дневных) или молодых белых мышей (5- 6 г). Каждой пробой заражают 1-2 помета новорожденных мышей или 6-8 молодых мышей. Исследуемый материал вводят по 0,01 мл в мозг и наблюдают за животными до 14 суток. У заболевших животных появляется анорексия, малая подвижность, парезы, иногда параличи конечностей. Мозг заболевших животных используют для дальнейших пассажей.

Для выделения вируса ТОРС на культуре клеток используют клеточные линии Vero. Исследуемый материал вносят по 0,1 мл в пробирки или в лунки полистироловых планшетов с монослоем клеток. Контакт материала с клетками происходит в течение 1 часа при 37 оС. При наличии вируса в исследуемом материале на 4-10-е сутки наблюдается цитопатогенный эффект. 

Через 24—48 ч после заражения биопробных животных исследуют мазки-отпечатки мозга с помощью МФА, а суспензии мозга — в ИФА, ОТ ПЦР.

Стекла с монослоем зараженных клеток изучают с помощью МФА. Культуральную среду из пробирок с клеточной культурой исследуют с помощью ОТ ПЦР и ИФА. Для проведения исследований с живой культурой уровень безопасности лаборатории согласно классификации ВОЗ должен быть не ниже третьего. 

Серодиагностика тяжелого острого респираторного синдрома

Иммуноферментный анализ (ИФА)


Для поиска антител, вырабатываемых организмом человека в ответ на внедрение вируса ТОРС, применяют некоторые иммунологические методы. В течение всего периода инфекции в крови больных регистрируются специфические IgG и IgM, причем их количество меняется во времени. На раннем этапе болезни иммунологические методы не эффективны, поскольку титры антител очень низки. Тестирование антител проводится методами ТФИФА или иммунофлуоресцентного. Метод ТФИФА достоверно выявляет антитела в сыворотке ТОРС пациентов, начиная с 21-го дня после появления клинических симптомов заболевания (хотя у некоторых пациентов антитела уже могут определяться в острой фазе, т.е. в течение первых 14 дней после проявления симптомов) (Donnelly C.A. и др., 2003). Сероконверсия от отрицательного к положительному результату, 4-кратное увеличение титра антител в пробах крови, взятых, соответственно, в острый период болезни и в период реконвалесценции, свидетельствуют о только что перенесенной инфекции, вызванной ТОРС. Для ИФА –диагностики разработана и выпускается тест-система ИФА анти-SARS-CoV НПО «Диагностические системы»,г. Н-Новгород. . В филиале ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России –ВЦ» (г. Сергиев Посад) разработан экспериментальный образец ИФА-тест-системы для определения в сыворотке крови человека антител к коронавирусу, вызывающему ТОРС.
Другие методы иммунологической диагностики

Высокой диагностической значимостью обладают реакция нейтрализации (РН), непрямая реакция иммунофлюоресценции и РТГА. Проведение РН возможно в ранние сроки заболевания, что дает возможность подтвердить диагноз заболевания и дифференцировать его от других флавивирусных инфекций. Непрямая реакция иммунофлюоресценции позволяет выявлять наличие IgM и IgG, начиная с 10 суток после развития заболевания. Возможно количественное выражение положительного теста с использованием титрования сыворотки больных. При выполнении РН исследуется способность сыворотки крови больного угнетать рост вируса вируса SARS. РТГА также высокоспецифична и требует для своего проведения всего несколько часов, но обладает более низкой чувствительностью. РСК и МФА эффективны на поздних этапах заболевания и при их использовании возникают сложности по дифференциации заболевания от других коронавирусных инфекций, т.к. для коронавирусов характерны выраженные перекрестные иммунологические реакции. 
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ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА

ОПАСНЫХ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ
МАЛЯРИЯ

Е.И. Морозов

ГУ Институт медицинской паразитологии и тропической медицины им. Е.И. Марциновского, Москва
Малярия – острая инфекционная трансмиссивная болезнь, вызываемая малярийными плазмодиями. Для нее характерны циклическое течение со сменой периодов острых лихорадочных приступов и межприступных состояний, спленогепатомегалия, анемия, иногда тяжелые поражения нервной системы, почек и других органов, рецидивы.

Источником инфекции является человек, больной или паразитоноситель, в периферической крови которого имеются зрелые половые формы малярийных плазмодиев. В естественных условиях переносчиком возбудителей малярии являются комары рода Anopheles. Помимо естественного заражения через укусы комаров человек может заразиться малярией при гемотрансфузии от зараженного донора. Передача малярии может произойти от больной матери плоду, чаще во время родов, реже - при прохождении паразитов через плаценту.

Географический ареал малярии ограничен зоной распространения переносчиков и температурой внешней среде, обеспечивающей завершение спорогонии в комаре.
Характеристика возбудителя. Возбудители малярии относятся к типу Apicomplexa классу споровиков (Sporozoea), отряду гемоспоридий (Haemosporidia), роду Plasmodium. Известно более 70 видов возбудителей малярии обезьян, грызунов, птиц и ящериц. Малярию у человека вызывают четыре вида возбудителя: Plasmodium vivax - возбудитель трехдневной малярии, широко распространенный в странах Азии, Океании, Южной и Центральной Америки; P. ovale (овале-малярия) - возбудитель малярии типа трехдневной, ареал в основном ограничен Экваториальной Африкой, отдельные случаи зарегистрированы на островах Океании и в Таиланде; P. malariae - возбудитель четырехдневной малярии и P. falciparum - возбудитель тропической малярии, основной вид возбудителя в Экваториальной Африке, широко распространен в некоторых странах Азии, Океании, Южной и Центральной Америки.

Виды возбудителей отличаются по морфологическим признакам, вирулентности, длительности инкубационного периода, иммунологи​ческим и эпидемиологическим характеристикам, чувствительности к воздействию химиотерапевтических препаратов.

Проявления малярии обусловлены развитием паразита в эритроците - так называемой эритроцитарной шизогонией. В процессе эритроцитарной шизогонии образуются бесполые и половые формы паразита.

Бесполые формы за период времени, характерный для каждого вида паразита, проходят в эритроцитах ряд последовательных возрастных стадий своего развития, строение которых (морфология) и их окрашиваемость (тинкториальные свойства) хорошо различимы в тонком мазке крови. Трофозоиты - одноядерные растущие стадии: кольцевидные, развивающиеся (амебовидные, полувзрослые) и зрелые. Шизонты - делящиеся стадии: развивающиеся (незрелые), с последовательным делением ядер и общей цитоплазмой и зрелые, представляющие скопление дочерних клеток мерозоитов с обособленными ядрами и цитоплазмой. В динамике эритроцитарная шизогония в общем виде протекает следующим образом. Мерозоит, внедрившийся в эритроцит, быстро увеличивается в размере, в цитоплазме появляется пищеварительная вакуоль и образуется - кольцевидный трофозоит. На этой стадии цитоплазма имеет вид узкого ободка, огибающего пищеварительную вакуоль, ядро сравнительно мелкое, компактное с трудно различимой структурой хроматина, оттеснено к одному из полюсов клетки. По мере роста паразита увеличиваются его размеры, количество цитоплазмы нарастает: ядро становится более крупным, менее компактным. В цитоплазме могут появиться асимметричные утолщения, различающиеся по форме и числу, псевдоподии – образуется амебовидный трофозоит. В дальнейшем у развивающегося трофозоита постепенно исчезает вакуоль, продолжает увеличиваться ядро и количество цитоплазмы - образуется зрелый трофозоит. Зрелый трофозоит - округлая или несколько вытянутая клетка с относительно рыхлым ядром, правильной или несколько вытянутой формы, занимающая весь или часть пораженного эритроцита. Затем наступает стадия шизонта, начинается попарное деление ядер, образуется развивающийся (незрелый) шизонт. По окончании деления ядер одномоментно делится цитоплазма, обособляясь вокруг каждого из дочерних ядер - образуется зрелый шизонт, состоящий из мерозоитов; их число размеры и расположение по отношению к скоплению пигмента характерны для каждого вида плазмодиев (см. таблицы). При отсутствии или неэффективном лечении мерозоиты внедряются в интактные эритроциты и, цикл вновь повторяется с присущей для каждого вида плазмодиев продолжительностью развития одной генерации. У P. falciparum, P. vivax, P. ovale - 48 час, P. malariae - 72 час. В процессе роста паразита в его цитоплазме появляется малярийный пигмент - продукт метаболизма гемоглобина, представляющий собой включения от едва заметных мелких зерен и гранул, до относительно более крупных, неправильной формы, от золотисто-коричневого до черного цвета. Количество пигмента, размеры его частиц и распределение в цитоплазме паразита меняются по мере его перехода в последовательные стадии развития. 

У части трофозоитов деления ядер не происходит и они дифференцируются в половые формы, гаметоциты - женские (макрогаметоциты) и мужские (микрогаметоциты). Мужские и женские гаметоциты различаются между собой по морфологии, в первую очередь по структуре ядра, характеру и окраске цитоплазмы. В отличие от бесполых форм гаметоциты не имеют выраженной вакуоли, характеризуются значительно более обильным и грубым пигментом. Округлая форма присуща гаметоцитам P. vivax, P. ovale и P. malariae, удлиненная серповидная (полулуния) - P. falciparum. Гаметоцитов образуется меньше, чем бесполых форм. При этом женских гаметоцитов в 3-5 раз больше, чем мужских, что затрудняет выявление последних. Гаметоциты P. vivax, P. ovale, P. malariae значительно отличаются от гаметоцитов P. falciparum по срокам созревания, появления в периферической крови и сохранения способности заражать переносчика (самок комара рода Anopheles). 

P. vivax, P. ovale и P. malariae развиваются в эритроцитах, циркулирующих в периферической крови. Развитие P.falciparum происходит в синусах селезенки и мелких капиллярах внутренних органов в связи с адгезией пораженных эритроцитов к стенкам таких капилляров. В периферической крови обнаруживаются, преимущественно при неосложненном течении, только самые молодые стадии - кольцевидные трофозоиты. Их число очень быстро нарастает, поэтому при однократном исследовании периферической крови, в начале болезни можно получить неправильное представление об истинном числе паразитов. При осложненном течении, в периферической крови могут быть обнаружены более зрелые  возрастные стадии паразита и гаметоциты в связи с нарушением сосудистого тонуса. 
При оценке результатов исследования препаратов крови, наряду с типичной морфологией возбудителя, необходимо учитывать ряд особенностей, характеризующих паразитологическое развитие инфекции собственно и привходящих воздействий (предшествовавшее применение противомалярийных препаратов, неправильное приготовление и окраска препаратов крови).

P. falciparum. Наиболее агрессивный, по сравнению с другими видами; высокая агрессивность проявляется, начиная с первых этапов развития в организме человека и сохраняется на всех последующих; экзоэритроцитарный шизонт содержит до 30-40 тыс. мерозоитов, эритроцитарный - в среднем 18, иногда 24 мелких мерозоитов, ассиметрично расположенных по отношению к скоплению пигмента; отсутствие тропизма, склонность к множественному поражению эритроцита - до 6-8 особей в одном эритроците; уровень паразитемии достигает 500 000 и даже свыше в 1 мкл крови. Особенности развития бесполых и половых форм в эритроцитах, отличающиеся от соответствующих форм других видов паразита, определяют особенности паразитологической картины периферической крови. Кольцевидный трофозоит - основная возрастная стадия развития в эритроцитах, циркулирующих в периферической крови; кольца значительно более мелкие, чем у других видов; нередко ядро выявляется в виде двух отдельных скоплений хроматина, расположенных рядом или на некотором расстоянии друг от друга; цитоплазма очень нежная, окружает вакуоль в виде нитевидного ободка; пигмент - одно, реже несколько очень мелких с трудом различимых зерен. Обнаружение только мелких колец в толстой капле должно настораживать в отношении P. falciparum. Более взрослые возрастные стадии и шизонты встречаются в периферической крови при злокачественном течении в результате резкого падения сосудистого тонуса глубоких капилляров. При затянувшемся лечении и у паразитоносителей встречаются относительно более крупные кольца. Гаметоциты - полулунной формы; появляются на 10 день заболевания и сохраняют жизнеспособность 1 месяц и даже свыше после прекращения эритроцитарной шизогонии при адекватном лечении, что определяет эпидемиологическое значение зараженных лиц в качестве источников инфекции. Пораженные эритроциты сохраняют обычный размер; у паразитоносителей и при затянувшемся лечении встречаются эритроциты с отдельными азурофильными включениями, более крупными и более темными, чем у других видов - т. н. пятнистость Маурера. Встречаются лейкоциты-пигментофаги значительно чаще, чем у других видов паразита. Лекарственная устойчивость, преимущественно связанная с P. falciparum - одна из основных проблем маляриологии.

P. vivax. Инфекция развивается менее агрессивно, чем при            P. falciparum: количество мерозоитов в экзоэритроцитарном шизонте - около 10 000, в эритроцитарном - в среднем 14-16 (редко - 18-20) более крупных, чем у P. falciparum, ассиметрично расположенных по отношению к скоплению пигмента. Интенсивность паразитемии редко превышает 20 000 в 1 мкл крови. Развитие бесполых и половых форм происходит в эритроцитах циркулирующих в периферических сосудах. Характерен полиморфизм паразитологической картины. При первичном проявлении инфекции полиморфизм выявляется после нескольких лихорадочных приступов. При рецидиве полиморфизм обнаруживается уже при первых приступах (см. выше); при рецидиве значение больного, как источника инфекции, резко возрастает, благодаря присутствию гаметоцитов уже с первых приступов. Амебовидный трофозоит - типичная растущая стадия еще сохранившая пищеварительную вакуоль с утолщениями цитоплазмы разной формы и размера - псевдоподиями, отражающими присущее этой стадии активное движение; в своем классическом виде характерен для P. vivax и служит важным дифференциально-диагностическим признаком. Взрослые трофозоиты и гаметоциты занимают почти весь или весь пораженный эритроцит. Множественное поражение эритроцитов встречается реже и менее интенсивно, чем у P. falciparum. По мере роста паразита пораженные эритроциты увеличиваются, постепенно обесцвечиваются, обычно сохраняют нормальную форму; при окраске по Романовскому-Гимза выявляется т. н. зернистость Шюффнера. Существует мнение, что для P. vivax характерен тропизм к незрелым эритроцитам. Гаметоциты овальной формы, период их созревания и жизнеспособности короткий, поэтому при своевременном лечении и прекращении эритроцитарной шизогонии, больной быстро теряет значение, как источник инфекции.

P. malariae. Характеризуется менее интенсивным развитием инфекции, в сравнении с P. vivax, медленно нарастающей паразитемией, с возможным переходом в субмикроскопический уровень. Количество мерозоитов в экзоэритроцитарном шизонте до 15 000; в эритроцитарном шизонте - 6-12, в среднем - 8; мерозоиты в эритроцитарном шизонте относительно крупные, располагаются симметрично по отношению к скоплению пигмента - т. н. “розетка” или «маргаритка». Бесполые и половые формы развиваются в эритроцитах, циркулирующих в периферической крови. Выражена синхронность развития инфекции, обусловливающая однообразие определенных стадий развития. Кольцевидные трофозоиты сходны по размеру с P. vivax; ядро нередко как бы «вдавлено» в вакуоль - форма, напоминающая «птичий глаз». Амебовидность выражена слабо, иногда встречается форма с 1-2 грубыми псевдоподиями. Развивающиеся трофозоиты относительно быстро принимают округлую форму, различаясь по размерам в зависимости от возраста, что придает морфологической картине, при развивающейся инфекции, относительную монотонность. Взрослые трофозоиты, шизонты и гаметоциты занимают весь пораженный эритроцит. Бесполые формы на всех стадиях развития и гаметоциты характеризуются более интенсивной окрашиваемостью ядра, цитоплазмы, более грубым и интенсивным пигментом, в сравнении с другими видами паразитов. При приготовлении тонкого мазка, трофозоиты могут вытягиваться по отношению к диаметру эритроцита, т. н. «лентовидные» формы, различающиеся по ширине, в зависимости от возраста. P. malariae присущ тропизм к зрелым эритроцитам. Пораженные эритроциты не увеличены; в пораженных эритроцитах азурофильная зернистость выявляется только при специальной окраске, при рН среды 7,6-7,8 - т.н. зернистость Цимана, окрашивающаяся по Романовскому-Гимза в более темный цвет, в сравнении с характерным для других видов паразита.

P. ovale. Характеризуется не интенсивной паразитемией на всех этапах развития инфекции. В экзоэритроцитарном шизонте до 15 000 мерозоитов. В эритроцитарном - 6-12, в среднем - 8, относительно крупных мерозоитов, напоминающих мерозоиты P. malariae, но обычно ассиметрично расположенных по отношению к скоплению пигмента. Интенсивность паразитемии - 6-8 тыс. в 1мкл крови. В периферической крови встречаются все бесполые стадии и гаметоциты. Выраженная синхронность развития инфекции обусловливает однообразие определенных стадий развития. Паразит, относительно долго, сохраняет форму кольца. Ядро более крупное, чем у P. vivax, иногда «вдавлено» в вакуоль – «птичий глаз», сходный по морфологии с аналогичной стадией P. malariae. У стадий, соответствующих по возрасту амебовидному трофозоиту, псевдоподии выражены слабо. Взрослые трофозоиты и зрелые шизонты не полностью занимают пораженный эритроцит. Пораженные эритроциты по мере развития паразита обесцвечиваются и увеличиваются, но в меньшей степени, чем P. vivax, в тонких мазках часто имеют овальную форму с бахромчатым краем у одного из полюсов. В пораженных эритроцитах выявляется азурофильная зернистость - т.н. зернистость Джеймса, более крупная и менее обильная, чем у P. vivax.

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА МАЛЯРИИ

Лабораторная диагностика малярии осуществляется в соответствии с методическими указаниями «Паразитологическая диагностика малярии» МУК 3.2.987-00. и основана на обнаружении бесполых и половых форм возбудителя при микроскопическом исследовании крови, что возможно только в период его развития в эритроците (см. Рис. 1). Для обнаружения плазмодиев и определения их вида используют как капиллярную так и венозную кровь. Препараты крови, приготовленные методом «тонкого мазка» и «толстой капли» окрашивают по Романовскому-Гимзе. Оба метода являются взаимодополняющими.

«Тонкие мазки» фиксируют метанолом 1-2 минуты или этанолом 10 минут. Толстые капли не фиксируют.

Препараты крови на малярию окрашивают 10% раствором красителя Романовского-Гимза. Краску разводят фосфатным буфером с рН = 7,0. Окраску препаратов проводят в специальных контейнерах, где препараты расположены вертикально или на мостиках, наливая рабочий раствор краски на препарат, расположенный горизонтально. «Толстые капли» окрашивают 30 минут, «тонкие мазки» - 1 час.










Рис. 1. Схема лабораторной диагностики малярии

Каждый препарат крови просматривается до обнаружения в нём паразитов, но не менее чем 100 полей зрения, что примерно соответствует 10 минутам непрерывного просмотра препарата с постоянным его движением. Число паразитов в 1 мкл крови и вид возбудителя являются важными критериями для оценки степени тяжести заболевания. Изменение уровня паразитемии во время лечения позволяет судить об эффективности терапии и чувствительности паразитов к лекарственным препаратам. 
Скрининговым является исследование «толстой капли» так как объем исследуемой крови в 30-40 раз больше, чем в «тонком мазке». Это достигается за счет гемолиза эритроцитов при окрашивании нефиксированного препарата и высвобождения паразитов. При этом паразиты подвергаются деформации, которая может препятствовать идентификации вида паразита. В этом случае видовой диагноз ставится на основании результатов исследования «тонкого мазка». В «тонком мазке», фиксированном до окраски, сохраняются морфологические особенности, как пораженного эритроцита, так и присущие данному виду паразита. Большое значение для дифференциального диагноза имеет характер изменения пораженных эритроцитов. «Тонкий мазок» крови делают в дополнение к “толстой капле”. В тех случаях, когда вид возбудителя в очаге установлен, для эпиднадзора за очагом можно ограничиться методом «толстой капли».

Для установления видовой принадлежности малярийных паразитов имеют значение следующие признаки: наличие полиморфизма возрастных стадий или одной ведущей, их сочетание с гаметоцитами; морфология разных возрастных стадий, их размеры по отношению к пораженному эритроциту; характер, размер ядра и цитоплазмы; интенсивность пигмента, его форма, размеры зерен/гранул; количество мерозоитов в зрелых шизонтах, их размеры и расположение по отношению к скоплению пигмента; склонность паразита к поражению эритроцитов определенного возраста (тропизм); склонность к множественному поражению отдельных эритроцитов несколькими особями паразитов и его интенсивность; размеры пораженных эритроцитов по отношению к непораженным, форма пораженных эритроцитов, наличие азурофильной зернистости в пораженных эритроцитах; форма гаметоцитов. Некоторые отличительные признаки малярийных плазмодиев в мазке периферической крови представлены в таблицах 1 и 2.

Таблица 1.

Отличительные признаки малярийных плазмодиев в мазке периферической крови (окраска по Романовскому-Гимзе)

	Признак
	P. vivax
	P. ovale
	P. malariae
	P. falciparum

	Эритроциты:

  Увеличенные, бледно-розовые

  Овоидные, края часто бахромчатые                  Зернистость  Зернистость в пораженном 

эритроците:

    Мелкая, обильная, красная (зерна 

    Шюффнера)

    Крупная, менее обильная (зерна

    Джеймса)

    Единичные крупные розовые или

    фиолетовые пятна (пятна Маурера)
	+

-

+

-

-
	+

+

-

+

-
	-

-

-

-

-
	-

-

-

-

+

	Паразит:

  Наличие всех стадий шизогонии

  Стадия кольца (количество паразитов в 

   эритроците)

   Лентовидные формы

   Двойные пятна хроматина

   Округлые гамонты

   Полулунные гамонты

   Пигмент во взрослом трофоците


	+

2-3

-

-

+

-

обильный

рассеянный
	+

2-3

-

-

+

-

более

грубый,

рассеянный
	+

1

+

-

+

-

более

грубый,

рассеянный
	-

2-3

-

+

-

+

компактный

в виде кучки




Таблица 2.

Отличительные признаки малярийных плазмодиев в толстой капле крови (окраска по Рамановскому-Гимзе)

	Признак
	P. vivax
	P. ovale
	P. malariae
	P. falciparum

	Кольца
	Часто разорваны,

напоминают 

восклицательный 

знак или летящую

птицу
	Сходны с 

P. vivax
	Сохраняют 

форму, часто

в виде ядра с

небольшим 

ободком 

цитоплазмы
	Сходны с другими 

видами, ядра

 крупные, 

неправильные



	Эритроциты
	Часто сохраняются

 в виде розоватых 

 дисков с шизонтами

и зернами Шюффнера
	Не сохраня-

ются
	Не сохраняются
	Сохраняются 

остатки

эритроцитов 

даже на

стадии кольца

	Трофозоиты
	Амебовидные,

содержат комочки

цитоплазмы вокруг

ядра, зрелые –

компактные, круглые
	Круглые,

хорошо

окрашенные
	Обычно не 

обнаруживают
	Компактные

	Пигмент
	Мелкий,

палочковидный
	Круглые,

крупные 

зерна
	В виде черной

глыбки
	Буровато-

коричневый


Оценка интенсивности паразитемии
При оценке интенсивности паразитемии учитывают суммарно бесполые и половые формы. Интенсивность паразитемии оценивают одним их следующих методами. 

Определение числа паразитов в 1 мкл крови. Подсчитывается количество паразитов по отношению к определенному количеству лейкоцитов. При обнаружении 10 и более паразитов на 200 лейкоцитов подсчет заканчивается. При обнаружении 9 и менее паразитов на 200 лейкоцитов подсчет продолжают для определения количества паразитов на 500 лейкоцитов. При обнаружении единичных паразитов в “толстой капле” крови подсчитывают их количество на 1 000 лейкоцитов.

Определение количества паразитов в 1 мкл крови проводится по следующей формуле:
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где:

Х - количество паразитов в 1 мкл крови,

А - подсчитанное количество паразитов,

В - количество лейкоцитов в 1 мкл крови данного больного,

С - подсчитанное количество лейкоцитов.

В тех случаях, когда нет возможности определить количество лейкоцитов у данного больного, их число условно принимают, по рекомендации ВОЗ, равным 8 000.

Ориентировочная оценка паразитемии «по крестам». Этот метод не дает полного представления относительно интенсивности паразитемии и используется только в случае когда нет возможности определить количество паразитов в 1 мкл крови.

	+
	1-10 паразитов на 100 полей зрения

	++
	10-100 паразитов на 100 полей зрения

	+++
	1-10 паразитов на 1 поле зрения

	++++
	более 10 паразитов на 1 поле зрения


Оценка паразитемии по среднему количеству паразитов  по отношению к полям зрения микроскопа. Результат оценивается при просмотре не менее 200-300 полей зрения. Например, 20-30 паразитов в одном поле зрения или 2-3 паразита на 10 полей зрения и т.п.

Оценка интенсивности паразитемии по «тонкому мазку» в процентах пораженных эритроцитов.

Подсчитывается количество пораженных эритроцитов, приходящееся на 10 000 эритроцитов. Этот метод позволяет получить представление об интенсивности паразитемии при ее относительно высоком уровне до начала лечения и на протяжении последующего периода после начала лечения, когда еще имеется возможность обнаружения паразитов по отношению к 10 тысячам эритроцитов.

В специальных исследованиях, имеющих целью определить эффективность шизонтоцидных препаратов в отношении бесполых форм P. falciparum, количество бесполых и половых форм определяется раздельно.
СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИНДИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ МАЛЯРИИ

До настоящего времени, выявление малярийных паразитов при микроскопическом изучении препаратов крови, окрашенных по Романовскому-Гимза, в первую очередь – препарата «толстая капля» крови продолжает оставаться основным методом паразитологической диагностики малярии. Однако эффективность этого метода имеет свои ограничения. В первую очередь они могут быть связаны с исходно низкой паразитемией, либо обусловлены относительно ограниченным количеством исследуемой крови при дефектах приготовления «толстой капли», что может препятствовать выявлению паразитов при их субмикроскопическом уровне. Эти ограничения могут быть также связаны с недостаточной квалификацией персонала. Последнее имеет особое значение в случаях гипо- и гипердиагностики малярии. Все перечисленные ограничения микроскопии обусловили необходимость поиска методов диагностики малярии не зависящих от квалификации микроскописта. Такие методы можно разделить на две группы: иммунологические (экспресс-тесты) и молекулярно-биологические (полимеразная цепная реакция – ПЦР).

Иммунохроматографический анализ (ИХА)

К настоящему времени разработано новое поколение быстрых диагностических тестов (БДТ), основанных на обнаружении антигенов малярийных паразитов - богатого гистидином белка II (HRP-II) или лактат дегидрогеназы паразита (pLDH) в лизированной крови, используя иммунохроматографические методы. Это Parasite F-Test, ICT Test, Paracheck-F Test, PATH Falciparum malaria IC Strip, OptiMal тест, MalaQuick, KAT Quick Malaria test и ряд других. Главный элемент теста - полоска нитроцеллюлозы, на которую нанесены моноклональные антитела против богатого гистидином белка II (HRP II) или лактатдегидрогеназы (pLDH) P. falciparum. Контрольная полоса представляет собой линию на нитроцеллюлозе с предварительно нанесенным специфическим комплексом антиген-антитело, обработанным специальной краской, образующим красную линию в процессе постановки теста.

Для постановки теста необходимо набрать в гепаринизированный капилляр до отметки кровь из пальца (5-10 мкл), перенести ее на полоску и добавить прилагаемый лизирующий раствор. Результат проявляется через 5-15 минут.

Комплект экспресс-тестов обычно состоит из тест-кассеты, скарификатора для прокола пальца, лизирующего раствора, гепаринизированных капилляров, инструкции по применению и, иногда, моющего раствора для отмывания тест-полоски от сгустков крови.
БДТ имеют ряд преимуществ - простота постановки и четкость в интерпретации результата, объективность, получение результата в течение 15-20 мин, не требуется специальное оборудование и квалифицированный персонал. Однако до настоящего времени БДТ не внедрены в широкую практику. Это связано с имеющимися у БДТ недостатками: невозможностью дифференциации всех 4-х видов малярийных паразитов, невозможностью подсчета паразитемии и, у ряда тестов, низкой чувствительностью и специфичностью.
Полимеразная цепная реакция

Метод полимеразной цепной реакции (ПЦР), основанный на выявлении и анализе ДНК клетки является высокочувствительным диагностическим методом, позволяющим обнаружить искомую ДНК даже при ее очень низком содержании в исследуемом материале. В результате внедрения метода ПЦР возникло новое направление – генодиагностика, использующее в качестве диагностического материала ДНК. 

Внедрение метода ПЦР в широкую практику стало одним из наиболее важных событий в биологии и медицине в последнее десятилетие. Метод ПЦР поднимает диагностику на принципиально иной уровень - уровень определения специфических нуклеиновых кислот - ДНК или РНК, что позволяет провести прямое обнаружение инфекционного агента или генетической мутации. С помощью ПЦР одна молекула искомой ДНК может быть обнаружена в присутствии миллионов других молекул ДНК в исследуемом материале.

В настоящее время, при малярийной инфекции, ПЦР ограниченно применяется в диагностических целях, преимущественно при специальных исследованиях. Материалом в этих исследованиях обычно служит периферическая кровь, собранная на бумажные фильтры или цельная кровь, что требует дополнительного взятия крови. 

Имеется публикация, свидетельствующая о возможности извлечения ДНК малярийного паразита из препарата крови «толстая капля», ранее окрашенного по Романовскому-Гимза. Однако эта методика не получила дальнейшего развития в диагностических целях.

В ИМПиТМ им. Е.И.Марциновского была разработана оригинальная методика ПЦР-диагностики малярийной инфекции, основанная на выделении ДНК из препарата крови «толстая капля» уже использованного при микроскопическом исследовании т.е. ранее окрашенного по Романовскому-Гимза. Для уточнения порога чувствительности была проведена специальная серия исследований, при которых ДНК, выделенная из заведомо положительных “толстых капель” с паразитемией, подсчитанной на 1 мкл крови, последовательно разводилась. Данные ПЦР с разведенной ДНК позволили вычислить порог чувствительности, значения которого находились в пределах от 2 до 4 паразитов в мкл крови.

Также возможно использование препаратов крови «толстая капля» в модификации ПЦР с «вложенными» праймерами.

Такой метод предполагает использование двух пар праймеров. Первая пара амплифицирует достаточно большой участок ДНК, который затем амплифицируется со второй парой праймеров. Это позволяет значительно повысить специфичность реакции и избежать гипердиагностики. Метод nested-PCR необходим при использовании в качестве источника ДНК капель крови, собранных на фильтры или препаратов крови «толстая капля», так как в этом случае невозможна полная очистка ДНК паразита от ДНК хозяина и внешних контаминантов. Основной недостаток этого метода в том, что амплификацию необходимо повторять дважды, что требует в два раза больше времени и реактивов. 

Возможность использования препаратов крови «толстая капля» приготовленного для рутинных микроскопических исследований, в ПЦР повышает и расширяет роль и значение препаратов «толстая капля» в диагностике малярии и позволяет использовать эти препараты для ретроспективного контрольного исследования в целях исключения гиподиагностики малярии в очагах с низкой пораженностью населения.

В настоящее время на территорию РФ, в нарастающем количестве происходит завоз vivax-малярии, регистрируются вторичные случаи от завозных. В меньшей степени наблюдается завоз falciparum-малярии. Подобная ситуация обусловливает большой объем исследуемых препаратов крови для раннего выявления больных малярией.

Большая опасность восстановления на территории РФ vivax-малярии связана с возможностью ее завоза лицами, прибывшими с территорий, эндемичных по этой видовой форме малярии, среди которых могут быть потенциальные паразитоносители в том числе с субмикроскопическим уровнем паразитемии.

Высокая специфичность, чувствительность и автоматизированность метода ПЦР позволяют успешно использовать его, как в диагностических целях, особенно как референс метод, так и при массовых обследованиях в очагах малярии, когда необходимо ежедневно микроскопировать сотни стекол.

Внедрению ПЦР-диагностики малярии в практику может способствовать существование ПЦР-лабораторий в крупных городах, осуществляющих ПЦР-диагностику возбудителей ряда инфекционных болезней: вирусов гепатита, иммунодефицита человека, микоплазмы и др. Диагностика малярии не потребует специальной подготовки персонала, а имеющиеся стандартные наборы реактивов должны быть дополнены лишь специально синтезированными праймерами.

В странах распространения лекарственно устойчивой тропической малярии (практически в разной степени все страны тропического и субтропического климата), и в случае ее завоза на территории, свободные от этой видовой формы малярии необходимо проводить мониторинг за состоянием чувствительности P. falciparum к применяемым препаратам. Наибольшую эпидемиологическую опасность представляет лекарственная устойчивость P. falciparum степени R1, когда после окончания лечения паразитемия достигает субмикроскопического уровня. Применение ПЦР-диагностики будет способствовать выявлению случаев R1 и, тем самым, оптимизировать мониторинг.

ПЦР-диагностика малярии имеет значительные преимущества в сравнении с микроскопической диагностикой не только по специфичности и чувствительности, но и по трудозатратам, особенно при массовых обследованиях. Так, микроскопия 100 препаратов крови требует для окончательного заключения, в среднем 16,5 часов, что соответствует работе трех микроскопистов в течение рабочего дня. Использование ПЦР позволяет при наличие одного термоциклера, выполнить эту работу одному человеку за один рабочий день.

СЕРОДИАГНОСТИКА МАЛЯРИИ

Серологические методы диагностики, такие как метод непрямой иммунофлюоресценции, иммуноферментный анализ, РНГА нашли применение при эпидемиологических обследованиях, для обследования доноров с целью предупреждения трансфузионной малярии, для ретроспективной диагностики. Малярийные антитела появляются в крови после 2-3 приступа, достигают максимального уровня на 4-6 недели заболевания, затем их титр постепенно снижается, сохраняясь на низком уровне в течение 6 мес – 2 лет и более. Косвенные признаком заболевания могут служить изменения лейкоцитарной формулы даже при однократном исследовании (моноцитоз, анэозинофилия, ядерный сдвиг влево в лейкоцитарной формуле).
ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА
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Легионеллез - одно из опасных инфекционных заболеваний, протекающее, как правило, в форме тяжелых пневмоний (в 10-15 % случаев с летальным исходом) и респираторных заболеваний.

Возбудитель легионеллеза, Legionella pneumophila, размножается в водных системах кондиционирования и охлаждения воздуха, компрессорных технологических системах, термальных водах промышленных и энергетических объектов, водопроводном оборудовании и распространяется с водным аэрозолем.

Эпидемические вспышки, возникающие в последние годы, и групповые случаи легионеллеза на промышленных предприятиях, в учреждениях, больницах, гостиницах, в различных странах мира, в том числе России, наносят значительный социально-экономический ущерб, приводят к временному или окончательному закрытию указанных объектов, длительной нетрудоспособности персонала, летальным исходам. В этой связи лабораторная диагностика легионеллеза на основе бактериологического, биологического, серологических и генодиагностических методов исследования имеет большое значение (Тартаковский И.С., Бархатова О.И., Темежникова Н.Д., Радченко О.В., 1998).

Характеристика возбудителя. Род Legionella образует генетически родственную таксономическую структуру, семейство Legionellaceae состоит только из одного рода и принадлежит к подтипу протеобактерий. В настоящее время известно около 50 видов легионелл, для 22 из которых показана роль в инфекционной патологии человека.

Более 95 % случаев легионеллеза ассоциированы с видом                      L. pneumophila, другие виды легионелл (L. micdadei, L. longbeachae,            L. dumoffii, L. bozemanii) вызывают заболевания, как правило, при нарушениях клеточного иммунитета и/или на коморбидном фоне (Тартаковский И.С., Темежникова Н.Д., Карпова Т.И., 2005).

Вид L. pneumophila включает 16 серогрупп, 9 других видов легионелл – по 2 серогруппы, остальные – по одной. Более 80 % случаев легионеллеза обусловлены L. pneumophila 1 серогруппы.

Легионеллы представляют собой грамотрицательную палочку диаметром 0,5-0,7 мкм и длиной 2-5 мкм, в ряде случаев встречаются формы длиной до 20-25 мкм. Они не образуют эндоспор, микроцист и капсул, растут в аэробных условиях. Большинство видов легионелл подвижны за счет одного, двух или большего числа жгутиков. Легионеллы обладают слабой биохимической активностью, разжижают желатину, не образуют уреазу, не восстанавливают нитраты, продуцируют каталазу, результаты оксидазного теста могут варьировать.

Легионеллы не растут на обычных питательных средах, что связано с потребностью возбудителя в L-цистеине и ионах железа. Для выделения и культивирования легионелл используют различные модификации буферного угольно-дрожжевого агара, содержащего L-цистеин, растворимый пирофосфат железа и (-кетоглутаровую кислоту. Возбудитель легионеллеза исключительно требователен к рН среды, который должен составлять 6,95. 

Легионеллы отличаются устойчивостью к пенициллину и другим бета-лактамам, а также аминогликозидам. Поскольку размножение этого возбудителя в организме человека происходит внутриклеточно, пневмонии легионеллезной этиологии хорошо поддаются лечению только антибактериальными препаратами, способными проникать сквозь мембраны клеток, такими, как макролиды, тетрациклины, фторхинолоны и рифампицин (Pedro-Botet M.L., Sabria M., 2005).

Геном легионелл характеризуется высокой вариабельностью. Содержание ГЦ пар составляет от 38 до 40 %. По данным сиквенса, размер единственной хромосомы у разных штаммов L. pneumophila может варьироваться от 3346 до 3503 т.п.н. Регуляторные гены составляют примерно 3 % от общего количества генов. Также представлены системы аэробного клеточного дыхания, катаболизма аминокислот и пептидов, имеется значительное количество мобильных генетических элементов. Среди генов, детерминирующих факторы вирулентности легионелл, наиболее изучены к настоящему времени: ген mip (кодирует синтез полипептида Mip размером 24 кДа, участвующего во взаимодействии легионелл с макрофагами), ген htpB (белок теплового шока Hsp60), ген omp28 (кодирует синтез полипептида MOMP размером 25 кДа, одного из компонентов клеточной стенки легионелл) (Fischer G. et al., 1992; Vogel J.P. et al., 1998; Hoffmann F. et al., 1999; Rossier O. et al., 2004; Soderberg M.A. et al., 2004). 

Несмотря на то, что оптимальной для возбудителя легионеллеза является температура 35 оС, размножение этих микроорганизмов может происходить в условиях от 25 оС до 45 оС. Легионеллы не переносят нагревания выше 65 оС и высушивания. Концентрация свободного хлора в воде в количестве 0,5-1,0 мг/л является губительной для свободноживущих легионелл. В искусственных водных системах эти бактерии могут накапливаться в высокой концентрации в биопленках, где практически полностью утрачивают чувствительность к указанной концентрации свободного хлора. В целях дезинфекции систем водоснабжения применяют повышенные концентрации хлорсодержащих дезинфектантов (1-3 мг/л свободного хлора). Помимо этого, возможно использование физических методов: подогрев воды до температуры 60 оС (у конечных потребителей), обработка ультрафиолетом, ионами металлов (меди, серебра) (Zanetti F. et al., 2000; Hu J., Xia J., Yang L., 2001; Kasuga O. et al., 2002; Blanc D.C. et al., 2005; Chen Y.S. et al., 2005).

ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА ЛЕГИОНЕЛЛЕЗА

Схема проведения анализа представлена на рис. 1.
Для диагностики легионеллеза применяют бактериологический, бактериоскопический, иммунологический, молекулярно-генетический и биологический методы исследования. С этой целью исследуют клинический материал, прежде всего, бронхоальвеолярный лаваж, плевральную жидкость, а также мокроту, содержимое абсцессов, кровь, сыворотку, спинномозговую и внутрисуставную жидкости, смывы носоглотки, секционный материал (преимущественно – пораженные участки легких, в том числе фиксированные в формалине и парафине – методом ПЦР). 

При исследовании патологического и секционного материала от людей готовят мазки из нативных проб, окрашивают их по Граму и люминесцентными иммуноглобулинами, проводят посев на селективные и элективные плотные питательные среды, заражают лабораторных животных и проводят ПЦР-анализ. Помимо этого, с помощью иммуноферментного метода выявляют легионеллезные антитела в сыворотке крови больных.

Из объектов окружающей среды исследуют воду (открытых водоемов, питьевую, из систем горячего и холодного водоснабжения, кондиционирования и вентиляции), смывы (с медицинского инстументария, водонагревательных и охладительных систем), соскобы биопленок, влажную почву, простейших. Исследования осуществляют с помощью бактериологического метода, ПЦР и МФА.











Рис. 1. Схема лабораторной диагностики легионеллеза
Забор материала от человека

Для бактериологического исследования. Забор материала у больных должен производиться по возможности до начала антибактериальной терапии. Для исследования берут материал бронхоскопии (бронхоальвеолярный лаваж), плевральную жидкость, легочный экссудат, мокроту. Описаны случаи выделения возбудителя легионеллеза из содержимого абсцессов, крови, спинномозговой и внутрисуставной жидкостей, смывов носоглотки. Значительно чаще легионеллы выделяют из секционного материала (легочная ткань). 

Объем проб клинического материала должен составлять не менее 1 мл. Забор материала производят в стерильную посуду (пробирки, банки, полипропиленовые емкости с резьбой и крышками с резиновыми прокладками). В сопроводительном документе указывают фамилию, имя, отчество больного (умершего), предположительный диагноз, место и время взятия материала и его наименование. 
Транспортировка материала в лабораторию должна осуществляться в течение 48 часов при температуре от 6 оС до 24 оС. Хранение проб при температуре ниже 6 оС может привести к негативным результатам бактериологического исследования в связи с возможным переходом легионелл в некультивируемое состояние.

Бронзоальвеолярный лаваж, микроаутоптаты, сыворотки, смывы из ротоглотки, спинномозговая жидкость. Образцы переносят в центрифужные пробирки и центрифугируют при 10000 об/мин в течение 15 мин. Затем супернатант удаляют, оставляя в пробирке 0,5 - 1 мл жидкости (в зависимости от объема поступившего на исследование материала), в которой ресуспендируют осадок. Подготовленные таким образом пробы высевают в количестве 0,1 мл на среды для выделения и культивирования возбудителя легионеллеза. 

Мокроту для разжижения и гомогенизации обрабатывают раствором «Муколизин» (Na2HPO4, 77,4 мM, NaH2PO4, 22,6 мM, β-МЭ, 99,4 мМ, 5 % азид натрия в конечной концентрации 0,05 %). В емкость с мокротой добавляют «Муколизин» в соотношении 5:1 (5 частей «Муколизина» к 1 части мокроты), ориентируясь по градуировке емкости. Затем автоматической пипеткой, используя наконечник с фильтром, отбирают 1 мл разжиженной мокроты, помещают в пробирку с завинчивающейся крышкой или в микроцентрифужную пробирку с защелкой объемом 1,5 мл и центрифугируют при 10000 об/мин в течение 10 мин. Затем полностью удаляют надосадочную жидкость с помощью вакуумного отсасывателя с колбой-ловушкой, осадок ресуспендируют в фосфатном буфере, доводя общий объем пробы до 1 мл. 

Кровь забирают натощак из локтевой вены одноразовой иглой (диаметр 0,8 –1,1 мм) в одноразовый шприц объемом 5 мл или пластиковую пробирку типа Vacuette( с сиреневой крышкой (6 % ЭДТА 1:20). При заборе в шприц кровь из него аккуратно (без образования пены) переносят в одноразовую стеклянную пробирку, содержащую 6 % ЭДТА 1:20.

Макроаутоптаты массой 1 г растирают в стерильной фарфоровой ступке пестиком и готовят 10 % суспензию ткани в фосфатном буфере (рН 7,2). Через ватный тампон отбирают надосадочную жидкость в объеме 1 мл стерильной пипеткой или автоматическим дозатором со стерильным наконечником с аэрозольным барьером в стерильные пробирки. Подготовленную таким образом суспензию высевают на среды в количестве 0,1 мл.

Остаток материала до окончания исследования хранят в холодильнике при температуре не ниже 6 оС, длительное хранение (до 1 года) возможно только при температуре минус 70 оС.

Если исследуемый материал содержит большое количество посторонней микрофлоры (образцы с примесью гноя), в целях его деконтаминации применяют тепловую обработку на водяной бане при температуре 50 оС в течение 30 минут (допускается прогревание при температуре 60 оС в течение 1-3 мин). При этом исследуемый материал делят на две части, одну из которых подвергают тепловой обработке. Высев на чашки с питательными средами производят из обеих частей в количестве 0,1 мл, равномерно распределяя материал по поверхности агара шпателем.

Для исследования методом ПЦР. Транспортирование материала осуществляют в специальном термоконтейнере с охлаждающими элементами или в термосе со льдом при температуре 6 оС в течение 6 ч, в замороженном виде – в течение 1 суток.

С целью предотвращения повреждения ДНК-мишеней возможно использование транспортной среды. При необходимости длительного транспортирования и хранения при отсутствии низкотемпературного холодильника используют транспортную среду №2 (см. Приложение). Допускается только однократное замораживание-оттаивание материала. Недопустимо замораживание образцов цельной крови.

Отбор и предварительная подготовка проб (бронхоальвеолярный лаваж, сыворотки, смывы из ротоглотки, спинномозговая жидкость, мокрота, микро- и макроаутоптаты) для исследования в ПЦР осуществляется таким же образом, как и для бактериологического метода. Во всех случаях при подготовке проб для исследования методом ПЦР исключается этап деконтаминации материала от посторонней микрофлоры путем прогревания.

Отбор проб из объектов окружающей среды

Для бактериологического исследования. Отбор проб из объектов окружающей среды осуществляют в соответствии с требованиями ГОСТ Р 51592-2000 «Вода. Общие требования к отбору проб» и ГОСТ Р 51593-2000 «Вода питьевая. Отбор проб»; МУК 4.2.1018-01 «Методические указания по санитарно-микробиологическому анализу питьевой воды»; МУК 4.2.1884-04 «Санитарно-микробиологический и санитарно-паразитологический анализ воды поверхностных водных объектов».

Работу проводят в соответствии с МУК 4.2.22-17-01 «Методические указания по выявлению бактерий Legionella pneumophila в объектах окружающей среды». Отбор проб производит специалист после прохождения инструктажа по технике выполнения отбора проб для микробиологического анализа.

Отобранную пробу маркируют и отправляют в лабораторию с нарочным. В сопроводительном документе указывают место и время забора материала, фамилию специалиста, отбиравшего пробу, наименование образца и другую необходимую информацию (температуру воды, погодные условия и т.д.).

Воду (питьевую, из открытых водоемов и др.) для исследования берут в количестве не менее 1 л на одну пробу. Для отбора проб воды используют специально предназначенную для этих целей одноразовую посуду или емкости многократного применения. Емкости должны быть оснащены плотно закрывающимися пробками и защитным колпачком (из алюминиевой фольги, плотной бумаги), или завинчивающимися крышками с резиновыми уплотнителями. 

С целью дехлорирования воды в стерильные флаконы емкостью 500 мл вносят 2 мл 1,5 % раствора гипосульфита натрия, простерилизованного в автоклаве при температуре 110 оС в течение 20 мин.

Воду из кранов водопроводных сооружений отбирают после предварительного обжигания их спиртовым факелом и спуска воды в течение 10 мин при полном открытии крана. 

Воду из открытых водоемов необходимо брать на уровне 10-15 см ниже поверхности, непосредственно у берега и в удалении от него. Из проточных водоемов пробы забирают в местах с замедленным течением. Глубинные пробы отбирают специальным батометром, предназначенным для этих целей. 

Доставку проб воды осуществляют в контейнерах при температуре от 6 оС до 24 оС. При соблюдении указанной температуры транспортировки и хранения срок начала исследований от момента отбора проб не должен превышать 48 часов. Если проба содержит дезинфектанты, и их нейтрализация не проведена сразу же после отбора, анализ проводят в течение 4 часов после забора воды.

Для удаления механических или масляных примесей, отобранные пробы воды предварительно фильтруют через ватно-марлевый или бумажный фильтр. Очищенную таким образом воду пропускают через мембранный фильтр (размер пор 0,1-0,15 мкм). После окончания фильтрации мембранные фильтры переносят обожженным пинцетом в стерильную чашку Петри. Отфильтрованную воду обеззараживают добавлением сухой хлорной извести из расчета 200 г на 1 л.

Для десорбции микрофлоры с фильтров последние измельчают стерильными ножницами и заливают 10 мл стерильного 0,9 % раствора натрия хлорида. Полученную таким образом жидкость переносят в центрифужную пробирку объемом 15 мл и центрифугируют при 6000 об/мин в течение 30 минут. Надосадочную жидкость полностью удаляют для последующего обеззараживания. Осадок тщательно ресуспендируют стерильной пипеткой в 1 мл 0,9 % раствора натрия хлорида и переносят в стерильную пробирку.

Подготовленную пробу делят на три части. Для снижения уровня загрязненности сконцентрированной пробы посторонней микрофлорой одну из частей подвергают температурной обработке, вторую обрабатывают кислотным буфером.

Для прогревания из подготовленного сконцентрированного образца отбирают 0,2 мл и переносят в стерильную пробирку, после чего помещают пробирку на водяную баню при температуре 50 оС и прогревают в течение 30 мин (допускается прогревание при температуре 60 оС в течение 1-3 мин). Для обработки кислотным буфером 0,2 мл сконцентрированного образца переносят в стерильную пробирку и добавляют 0,2 мл раствора кислотного буфера KCl-HCl, рH 2,2, инкубируют при комнатной температуре в течение 4 минут. Кислотную обработку проводят непосредственно перед посевом на плотные питательные среды. 

Высев на чашки с питательными средами производят из всех частей в количестве 0,1 мл, равномерно распределяя материал по поверхности агара шпателем. 

Смывы с объектов (оборудования для кондиционирования и вентиляции, водонагревательных и охладительных систем, медицинского инструментария и т.д.) берут ватным или марлевым тампоном, смоченным стерильным физиологическим раствором и помещают в пробирку со стерильным 0,9 % раствором натрия хлорида.

Соскобы биопленок с влажной поверхности берут сухими тампонами и помещают во флакон или пробирку. Соскобы биопленок с высохшей поверхности берут тампонами, смоченными стерильным физиологическим раствором и помещают в пробирку, содержащую стерильный 0,9 % раствор натрия хлорида.

Образцы биопленки, смывы с поверхностей подвергают концентрированию с помощью центрифугирования, кислотной и термической обработке. 

Подготовленную таким образом пробу помещают в холодильную камеру при температуре 6 оС до окончания исследования. При необходимости допускается хранение в течение года при температуре минус 70 оС. 

Для исследования методом ПЦР. Отбор и предварительная подготовка проб для исследования в ПЦР осуществляется таким же образом, как и для бактериологического метода, исключая этап деконтаминации посторонней микрофлоры путем обработки кислотным буфером и прогревания.

СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИНДИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ ЛЕГИОНЕЛЛЕЗА

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Среди методов экспресс-диагностики наибольшее распространение получил метод прямой иммунофлуоресценции. Это наиболее распространенный метод для быстрого определения легионеллезного антигена в мокроте, материале бронхоскопии, секционном материале, обладающий высокой специфичностью и чувствительностью. Для окрашивания мазков применяют иммуноглобулины легионеллезные диагностические люминесцирую​щие, пр-ва НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН, Москва.

На предметном стекле из капли исследуемого материала делают тонкий мазок, который подсушивают на воздухе при комнатной температуре и фиксируют в ацетоне в течение 15 мин. Препараты хранят при температуре 4 °С до обработки люминесцирующей сывороткой. На поверхность фиксированного мазка наносят легионеллезную люминесцирующую сыворотку в рабочем разведении. Препарат окрашивают 20 мин при температуре 37 °С во влажной камере. Затем мазки промывают 10-15 мин в фосфатном буфере (рН 7,2), ополаскивают дистиллированной водой, высушивают на воздухе, наносят глицериновую или другую нефлуоресцирующую иммерсионную среду, накрывают покровным стеклом и просматривают в люминесцентном микроскопе при увеличении ×90.

При положительном результате после обработки данного препарата специфической легионеллезной люминесцирующей сывороткой обнаруживается изумрудно-зеленое свечение легионеллезных бактерий по периферии клетки.

Степень яркости люминесценции бактерий принято обозначать в крестах. Специфическим считается свечение с яркостью 4+ и 3+, свечение с яркостью 2+ и 1+ - неспецифическим. Обнаружение в каждом поле зрения 3-5 клеток, светящихся по периферии, свидетельствует о наличии в исследуемом материале легионелл.

При исследовании препаратов необходимо иметь в качестве положительного контроля мазок, приготовленный из 500 млн. взвеси легионеллезных бактерий, обработанных люминесцирующей сывороткой.

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Для диагностики легионеллеза используют иммуноферментный метод, позволяющий выявлять легионеллезный антиген в мокроте, бронхиальных смывах, а также в моче в острый период заболевания (первые 10 дней). Иммуноферментный анализ проводят с применением тест-системы иммуноферментная для определения легионеллезного антигена пр-ва НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН. 

В лунки полистиролового планшета вносят по 100 мкл легионеллезных иммуноглобулинов в концентрации 20-30 мкг/мл в карбонат-бикарбонатном буфере, рН 9,5. Планшеты инкубируют при 37 °С в течение 2 ч или при 4 °С в течение 18 ч. Затем планшеты трижды отмывают фосфатно-солевым буфером с 0,05 % твина-20, просушивают. В лунки сенсибилизированных планшетов вносят разведения исследуемого материала (антигена) в объеме 100 мкл. Разведения антигена делают на фосфатно-солевом буфере с 0,5 % Твина-20. Инкубация 1 ч при 37 °С. Далее планшеты трижды отмывают по 5 мин фосфатно-солевым буфером с Твин-20. В лунки отмытого планшета вносят конъюгат (легионеллезные иммуноглобулины с ферментом пероксидазой хрена). Конъюгат разводят тем же буфером с Твин-20 до рабочего разведения, указанного на этикетке. После 1‑часовой инкубации при 37 °С лунки планшета тщательно отмывают от непрореагировавшего конъюгата. Затем в лунки планшета вносят по 100 мкл свежеприготовленного субстрат-индикаторного раствора, содержащего 0,04 % 0-фенилендиамина в 0,1 М цитратно-фосфатном буфере (рН 6,0) в присутствии 0,006 % Н2О2. Инкубируют 30 мин в темноте при комнатной температуре и останавливают добавлением равного объема серной кислоты. Реакцию останавливают добавлением равного объема серной кислоты и учитывают визуально или фотометрически по изменению окраски субстрата в опытных лунках. Появление желто-оранжевого окрашивания в лунках с антигенсодержащими пробами при его отсутствии в контрольных отрицательных пробах свидетельствует о положительной реакции. При фотометрическом учете результатов при длине волны 492 нм проба считается положительной, если оптическая плотность опыта в два раза и более превышает оптическую плотность контроля. В качестве отрицательных контролей обязательны контроль субстрата и контроль сорбции конъюгата. Специфичность анализа подтверждается реакцией торможения избытком легионеллезных антител и реакцией с гетерологичными антигенами грамотрицательных бактерий.

Также для постановки иммуноферментного анализа применяют наборы реагентов «Binax» (США) и «Biotest» (Германия), в соответствии с инструкцией изготовителя.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Для выявления ДНК возбудителя легионеллеза применяют «Набор реагентов для обнаружения ДНК Legionella pneumophila методом полимеразной цепной реакции GenePak DNA PCR test» (производства ООО «Лаборатория Изоген», Москва), экспериментальные серии «АмплиСенс® Legionella pneumophila – FRT: набор реагентов для выявления ДНК в биологическом материале и объектах окружающей среды методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального времени» (производства ФГУН ЦНИИ эпидемиологии, г. Москва) и экспериментальные серии «Легионелла-РЭФ – тест-система для выявления ДНК Legionella pneumophila методом ПЦР с учетом результатов путем электрофореза» (производства ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб», Саратов). 

Тест-система «АмплиСенс® Legionella pneumophila – FRT» основана на применении в качестве ДНК-мишени фрагмента гена mip; тест-система «Легионелла-РЭФ» - фрагментов генов жизнеобеспечения Legionella pneumophila trpS, кодирующего синтез триптофан-зависимой-т-РНК-синтетазы и ftsZ, кодирующего последовательность тубулиноподобного белка легионелл. 

Материалом для исследования на этапе индикации служит любой из указанных выше видов нативного материала, на этапе идентификации - подозрительные колонии с плотных питательных сред и чистые культуры возбудителя.

Работу проводят в соответствии с МУ 1.3.1888-04 «Организация работы при исследованиях методом ПЦР материала, инфицированного патогенными биологическими агентами III-IV групп патогенности».

Обеззараживание проб для исследования методом ПЦР проводят в соответствии с МУ 3.5.5.1034-01 «Обеззараживание исследуемого материала, инфицированного бактериями I-IV групп, при работе методом ПЦР». 
Выделение ДНК из подготовленных проб проводят методом нуклеосорбции, с помощью комплектов реагентов из генодиагностических препаратов. Работу проводят в соответствии с инструкцией изготовителя.

При исследовании чистой культуры или подозрительных колоний с плотной питательной среды готовят бактериальную суспензию в ТЕ буфере или деионизованной (бидистиллированной) воде, которую прогревают при температуре 100 oС в течение 30 мин. Подготовленные таким образом пробы центрифугируют при 12000 об/мин в течение 1 мин для осаждения дебриса. В ПЦР исследуют 10 мкл надосадочной жидкости. Постановку, проведение, учет и интерпретацию полученных в ПЦР результатов осуществляют в соответствии с инструкцией изготовителя.

ПОСТАНОВКА БИОЛОГИЧЕСКОЙ ПРОБЫ

Биологическая проба является чувствительным методом обнаружения легионелл в исследуемом материале. Животные заболевают и гибнут от легионеллезной инфекции при введении им суспензии, содержащей 103-104 клеток бактерий. Для биологической пробы используют морских свинок весом 250-300 г, которых заражают внутрибрюшинно. Через 12-48 ч у морских свинок возникает лихорадочное заболевание с подъемом температуры до 39,5-41 °С, прострацией и поражением глаз. При массивном заражении исследуемого материала морские свинки гибнут на 3-4-е сут​ки, при меньшей инфицированности материала гибель наступает на 5-8‑е сутки. Срок наблюдения за животными до 10 дней. В большинстве случаев животные погибают от легионеллеза с характерными патологическими изменениями. При вскрытии обнаруживается перитонит со скудным фибринозным экссудатом, резкая гиперемия париетальной брюшины с инъекцией сосудов. Печень и селезенка увеличены с фибринозным налетом на капсуле. В селезенке встречаются мелкие очаги некроза. Наиболее характерным следует считать развитие пневмонии без резко выраженного инфильтративного воспалительного процесса, некробиоз септальных клеточных элементов, нередко с некрозом альвеолярных перегородок, без поражения крупных сосудов. Характерны также набухание и десквамация мезотелия плевры.

В мазках-отпечатках из селезенки и легких при окраске по Романовскому-Гимза обнаруживают, как правило, значительное количество легионелл, а при посеве на питательные среды 10 %-суспензии селезенки морских свинок в 0,05 М фосфатном буфере (рН 7,0) через 48-72 ч появляется рост культуры. 

БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД

Подготовленный для исследования материал засевают на питательные среды, предназначенные для культивирования легионелл, с обязательным добавлением L-цистеина и растворимого пирофосфата железа. С этой целью применяют Легионеллбакагар (питательная среда для культивирования и выделения возбудителя легионеллеза сухая), пр-ва ФГУН ГНЦ прикладной микробиологии и биотехнологии г.Оболенск, СЭЛ (питательная среда для культивирования и выделения возбудителя легионеллеза), пр-ва Ростовского-на-Дону НИПЧИ, Legionella Agar пр-ва «Himedia» (Индия), а также Legionella CYE Agar пр-ва «Oxoid» (Великобритания). Также возможно приготовление сред для культивирования и выделения возбудителя легионеллеза (буферный угольно-дрожжевой агар - БУДРАГ) в условиях лаборатории (см. Приложение).

При высокой концентрации возбудителя в посевном материале слабый рост легионелл в первой генерации возможен на 5 % кровяном и шоколадном агаре.

Для ингибирования роста посторонней микрофлоры посевы осуществляют на питательные среды с добавлением смеси антибиотиков (1: полимиксин В 40 ЕД/мл + пенициллин 0,5 мкг/мл + амфотерицин Б 80 мкг/мл; 2: 4 мкг/мл цефамандола, 80 ЕД полимиксина В и 8 мкг/мл анизомицина, цефамандол можно заменить ванкомицином 0,5 мкг/мл). При использовании коммерческих сред применяют соответствующие селективные добавки фирмы-производителя. 

Посевы инкубируют во влажной атмосфере при температуре 35 оС , рост некоторых видов стимулирует присутствие 2,5-3 % CO2 . Рост колоний из клинического материала наблюдается не ранее чем через 3-5 сут. Максимальное количество видимых колоний обычно вырастает на 8-10-е сут. Молодые колонии имеют вросший центр, гранулярную или блестящую поверхность.

 При подозрении на рост легионелл колонии пересевают на среду с ростовыми добавками и на контрольную среду без добавок, не поддерживающую рост легионелл (контрольная среда). В качестве контрольной среды используют агар Хоттингера, триптический соевый агар или среду для культивирования легионелл, но без добавления L-цистеина и растворимого пирофосфата железа либо соотвествующей ростовой добавки фирмы-производителя. Рост во втором пассаже на специальной среде при отсутствии роста на контрольной позволяет дать предварительный ответ о наличии в материале возбудителя легионеллеза.

Идентификация ВОЗБУДИТЕЛЯ ЛЕГИОНЕЛЛЕЗА

Ускоренную идентификацию легионелл проводят на основании морфологии колоний, наличия роста на среде с ростовыми добавками и отсутствия роста на контрольной среде (без добавок), окраски бактерий по Граму, специфического свечения в МФА и результатов ПЦР. 

На селективных средах колонии легионелл вырастают на 3-5 сутки. Диаметр колоний 1-2 мм, плоско-выпуклые, гладкие с острым краем, поверхность колоний гранулярная или блестящая, серовато-голубоватого цвета. В мазках, окрашенных по Граму, легионеллы выглядят как грамотрицательные палочки длиной 2-3 мкм, длина клеток в мазках, приготовленных из 4-5 суточных культур, может достигать 10-15 мкм. В мазках, окрашенных специфической легионеллезной люминесцирующей сывороткой, обнаруживается специфическое свечение с яркостью 4+ и 3+. В ПЦР с учетом результатов методом электрофореза выявление фрагмента, размер которого соответствует размеру фрагмента положительного контроля, свидетельствует о наличии в исследуемой пробе ДНК Legionella pneumophila или Legionella spp. При проведении ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекцией результатов в режиме «реального времени» наличие флуоресценции на соответствующем канале также свидетельствует об обнаружении в исследуемой пробе ДНК Legionella pneumophila или Legionella spp.
Также для ускоренной идентификации легионелл применяют набор для латекс-агглютинации NEW Legionella latex Test, пр-ва «Oxoid» (Великобритания), который позволяет выявлять Legionella pneumophila 1 серогруппы, Legionella pneumophila 2-14 серогрупп и Legionella spp. 

Расширенную идентификацию культур легионелл проводят на основании изучения фенотипических и биохимических свойств (см. Приложение, табл. 1), определения вирулентности возбудителя с использованием биопробных животных. 

Окончательную идентификацию легионелл до вида и серовара проводят в национальной референс-лаборатории по легионеллезу (ГУ НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи РАМН, Москва).

СЕРОДИАГНОСТИКА ЛЕГИОНЕЛЛЕЗА

Наиболее широкое применение для диагностики легионеллеза, основанной на специфическом выявлении легионеллезных антител в сыворотках больных, нашли такие серологические тесты, как непрямой метод флуоресцирующих антител (НМФА), а также реакция агломерации (РАО). Оба метода обладают высокой специфичностью и чувствительностью. 

Непрямой метод флуоресцирующих антител (НМФА)

Непрямой метод флуоресцирующих антител является основным серологическим методом для диагностики легионеллеза и наиболее часто применяется на практике. С этой целью применяют набор для реакции непрямой иммунофлуоресценции пр-ва НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи РАМН, Москва.

На чистое обезжиренное предметное стекло наносят 3 отдельные капли (0,01 мл) легионеллезного антигена. В качестве антигена используют убитую кипячением двухсуточную культуру легионеллы, выращенную на угольно-дрожжевом агаре. Препарат фиксируют в ацетоне в течение 15 мин. После фиксации на капли с антигеном наносят сыворотку больного в разведениях 1:32, 1:64 и 1:128 и помещают во влажную камеру при температуре 37 °С на 30 мин. Первое разведение сыворотки 1:8 делают в 0,5 % растворе яичного желтка в забуференном 0,9 % растворе натрия хлорида (рН 7,2), последующие двукратные разведения сыворотки проводят в забуференном 0,9 % раствор натрия хлорида. После инкубации препарат промывают в течение 10-15 мин фосфатным буфером (рН 7,2), ополаскивают дистиллированной водой и высушивают на воздухе. Далее обрабатывают люминесцирующей сывороткой против глобулинов человека, взятой в рабочем разведении. Препарат инкубируют в течение 30 мин при температуре 37 °С во влажной камере, промывают 10-15 мин в фосфатном буфере, ополаскивают дистиллированной водой, высушивают на воздухе. На мазок наносят нефлуоресцирующее иммерсионное масло или глицериновую среду, покрывают его покровным стеклом и просматривают под люминесцентным микроскопом. При постановке реакции необходимо делать положительный контроль - антиген + положительная кроличья легионеллезная сыворотка + люминесцирующая сыворотка против глобулинов кролика и отрицательный контроль - антиген + нормальная кроличья сыворотка + люминесцирующая сыворотка против глобулинов кролика.

В положительных случаях, т.е. когда исследуемая сыворотка содержит легионеллезные антитела, выявляется специфическое яркое зелено-желтое свечение бактерий на темном фоне препарата. При специфической флуоресценции удается обнаружить более яркое свечение периферии бактериальной клетки и более слабое в ее центральной части.

Для оценки интенсивности специфического свечения используют четырехкрестную систему: 4+ - яркие сверкающие зеленые клетки, люминесцирующие по периферии, четко контрастирующие с темным телом клетки; 3+ - умеренная зеленая люминесценция периферии клетки; 2+ - зеленое свечение всей клетки; 1+ - едва заметная зеленая люминесценция всей клетки.

Положительным результатом считают флуоресценцию, оцениваемую на 4+ и 3+. За титр исследуемой сыворотки принимают последнее разведение, которое обеспечивает бактериальной клетке специфическое свечение, оцениваемое на 4+ и 3+.

Большинство больных легионеллезом имеют выраженную сероконверсию. В сыворотках реконвалесцентов по сравнению с первой сывороткой, полученной в острый период заболевания, наблюдается нарастание титров антител в 4-8 раз. В случаях, когда проанализировать динамику изменения не представляется возможным, диагностическим является титр не менее 1:64. Появление специфических антител у отдельных больных может происходить уже к 6-7‑му дню от начала заболевания. Титры быстро нарастают на 2-3-й неделе, достигая максимальных значений к 5-й неделе от начала заболевания. В последующие месяцы титры уменьшаются. Необходимо учитывать возможность выявления перекрестных реакций сыворотки больных легионеллезом в реакции иммунофлуоресценции с антигенами пситтакоза и лихорадки Ку. Однако титр антител в реакции с гомологичной культурой обычно бывает выше, чем с гетерологичной, что является основой для дифференциальной диагностики.

Реакция агломерации (РАО)

Для выявления специфических антител к Legionella pneumophila серогруппы 1 в сыворотке крови применяют диагностикум легионеллезный серогруппы 1 антигенный сухой для реакции агломерации, пр-ва Ростовского-на-Дону НИПЧИ [Карбышев Г.Л., Терентьев А.Н., Веркина Л.М. и др., 2005]. Работу проводят в соответствии с инструкцией изготовителя.
Приложение

Таблица 1

Основные фенотипические признаки Legionella spp. [Тартаковский И.С., Темежникова Н.Д., Карпова Т.И., 2005].
	Признак
	L.pneumophila
	L.bozemanii
	L.dumoffii
	L.micdadei
	L.feeleii
	L.longbeachae

	Рост на ВСYE(-агаре
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Рост на кровяном агаре или на ВСYE( без L-цистеина
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Каталаза
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Восстановление нитратов
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Ферментация углеводов
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Гидролиз гиппурата натрия
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	Аутофлюоресценция
	-
	+
	+
	-
	-
	-

	Желатиназная активность
	+
	+
	+
	-
	-
	+

	Образование коричневого пигмента на среде, содержащей тирозин
	+
	+
	+
	-
	+
	+

	(-лактамазная активность
	+
	В
	+
	-
	В
	В

	Оксидаза
	В
	В
	-
	+
	В
	+


Результаты: «+» - положительный; «-» - отрицательный; «В» -вариабельный

Таблица 2.

Питательные среды и препараты для диагностики легионеллеза зарубежного производства*

	Препараты
	Производители

	Legionella Agar 
	«Himedia», Индия

	Legionella CYE Agar 
	«Oxoid», Великобритания

	Тест-система иммуноферментная для определения легионеллезного антигена
	«Binax», США

	Тест-система иммуноферментная для определения легионеллезного антигена
	«Biotest», Германия


· отечественные препараты и питательные среды представлены в Приложении 1 настоящего Руководства
Приготовление питательной среды БУДРАГ

Компоненты основы среды БУДРАГ (на 1 литр):

Дрожжевой экстракт – 10,0 г,

Агар - 13,0 г,

Активированный уголь – 2,0 г,

α-кетоглютаровой кислоты калийная соль – 1,0 г,

ACES-буфер, рН 6,9 – 10 г,

1 М раствор КОН – 40 мл,

глицин – 3 г.

Компоненты ростовой добавки (на 1 литр):

L-цистеин – 0,4 г,

Пирофосфат железа растворимый - 0,25 г.

Компоненты селективной добавки (на 1 литр):

Полимиксин В – 80 000 ед.,

Ванкомицин - 5 мг,

Циклогексимид – 80 мг

К навеске ACES- буфера добавляют 500 мл дистиллированной воды и выдерживают на водяной бане при температуре 50 оС, помешивая до полного растворения. К 440 мл дистиллированной воды добавляют 40 мл 1 М раствора КОН и осторожно смешивают с первым раствором. Полученным раствором заливают смесь навесок дрожжевого экстракта, агара, активированного угля, калийной соли α-кетоглютаровой кислоты и глицина и выдерживают на водяной бане при температуре 50 оС, осторожно помешивая до полного растворения всех компонентов. Среду автоклавируют 15 минут при температуре 121 оС, охлаждают до температуры 50 оС и добавляют стерильно компоненты ростовой и селективной добавки. Навески L-цистеина и пирофосфата железа растворимого растворяют в 10 мл дистиллированной воды каждую, стерилизуют фильтрацией через мембранный фильтр и добавляют в среду. Концентрированные растворы антимикробных препаратов также добавляют в среду до требуемой конечной концентрации.

Конечное значение рН среды – 6,95 ±0,02. Среду разливают в стерильные чашки Петри по 25 мл и подсушивают в термостате при температуре 37 оС в течение часа. Среда имеет характерный черно-серый цвет.
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ЛЕПТОСПИРОЗ
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Лептоспироз – острое инфекционное зоонозное заболевание, вызываемое рядом морфологически сходных возбудителей.

Лептоспирозы выделены комитетом экспертов ВОЗ из большого числа зоонозов как наиболее значимые в социально-экономическом отношении нозологические формы наряду с бешенством и бруцеллезом (WHO, 1982). При средних показателях летальности от лептоспирозов в России 3-4 %, на отдельных территориях, эндемичных по иктерогеморрагическому и каникулярному лептоспирозам, они достигают 20 % и более (Ананьина Ю.В., 2003). Заболеваемость лептоспирозом повсеместно тесно связана с хозяйственными очагами. Антропургические очаги обусловливают домашние животные: свиньи, крупный и мелкий рогатый скот, лошади, собаки, пушные звери клеточного содержания (лисицы, песцы, нутрии и т.д.) (Ю.А. Малахов, А.Н. Панин, Г.Л. Соболева, 2001). Нередко инфицируются работники животноводческих ферм, мясокомбинатов, собаководы, ветеринарные работники, зоотехники, владельцы скота в индивидуальных хозяйствах. Увеличение численности сельскохозяйственных животных индивидуального сектора в последние десятилетия, нарушения режимов вакцинации и санитарно-ветеринарных правил их содержания привело к росту вспышечной заболеваемости на фоне спорадической (Ананьина Ю.В., 2003).

Значительная устойчивость возбудителей лептоспироза во внешней среде и достаточно большой круг животных – основных хозяев ‑ обеспечивают существование лептоспир в природе. Основными носителями лептоспир в природных очагах являются различные виды мелких влаголюбивых грызунов и насекомоядных: серые крысы, полевки-экономки, обыкновенные полевки, полевые и домовые мыши, а также землеройки и прочие. В природных очагах человек заражается, как правило, в летне-осенний период, во время сельскохозяйственных работ (покосы сырых лугов, уборка сена и т. п.), охоты, рыбной ловли, гидромелиоративных работ, туристических походов, при купании, употреблении воды из случайных непроточных водоемов и т.д. Животные-лептоспироносители выделяют возбудителей во внешнюю среду с мочой, инфицируя воду откры​тых водоемов, почву, пищевые продукты, корма и другие объекты внешней среды. Лептоспиры проникают в организм человека через повреждения кожи и неповрежденные слизистые оболочки. Основной путь передачи инфекции – водный, меньшее значение имеют контактный и пищевой. Человек обладает высокой ес​тественной восприимчивостью к лептоспирам. После перенесенного заболевания остается стойкий серовароспецифический иммунитет. Больной человек является «тупиком» для возбудителя инфекции и не имеет практического значения как его источник. 

Клинически лептоспироз протекает у человека в виде острого за​болевания с выраженной интоксикацией, волнообразной лихорадкой, поражением почек, печени, центральной нервной системы, скелетной мускулатуры, кровеносных капилляров. Иногда сопровождается желтухой, часто – геморрагическим синдромом. Желтуха чаще развивается при иктерогеморрагическом лептоспирозе, протекающем наиболее тяжело и приводящем к высокой летальности. Однако встречаются также легкие и легчайшие формы. Инкубационный период колеблется от 2 до 20 дней, чаще 7 -10 дней (Барышев П.Н., Кареткина Г.Н., 1986; Бернасовская Е.П. с соавт, 1989; Дранкин Д.И. с соавт., 1988; Лесников А.Л. с соавт., 1982; Ющук Н.Д., Венгеров Ю.Я. с соавт., 1999). 

Характеристика возбудителя. Возбудителем лептоспироза являются микроорганизмы рода Leptospira, семейство Leptospiracea в порядке Spirochaetales. Род Leptospira объединяет два вида: патогенный – Interrogans и сапрофитный – Biflexa. Морфологически патогенные и сапрофитные формы лептоспир неотличимы, их деление принято на основе серологических, культуральных и биохимических критериев.

В основу систематики как патогенных, так и сапрофитных лептоспир положены антигенные различия. Основным таксоном у лептоспир является серовар. Штаммы, различающиеся по антигенному составу на 33 % и более, относят к разным серогруппам. Серогруппа – это комплекс условно объединенных под одним названием сероваров лептоспир с родственной антигенной структурой. 

В настоящее время известно более 200 различных сероваров патогенных лептоспир, 25 серогрупп (WHO, 2003). Сапрофитные штаммы подразделяются на 63 серовара и 38 серогрупп (Ю.А. Малахов, А.Н. Панин, Г.Л. Соболева, 2001).

Лептоспиры (по-гречески – длинный, тонкий) – микроорганизмы, похожие на тонкую нить, окруженную нежной спиралью. Средняя длина лептоспир составляет 7-14 мкм, хотя встречаются и более короткие (3-6 мкм) и более длинные (до 30 мкм) формы. Их диаметр равен 0,06-0,15 мкм, а амплитуда завитков – 0,25 мкм. Тело лептоспиры имеет коэффициент преломления, близкий к таковому стекла, поэтому они не видны при обычной микроскопии, но хорошо различимы при темнопольной, в темном поле имеют вид тонких серебристых нитей с утолщенными и загнутыми в виде крючков концами. У клеток некоторых штаммов концы прямые (бескрючковые лептоспиры).

Лептоспиры подвижны, обычными формами движения лептоспир в жидких средах являются: вращательное ротационное движение на месте, прямолинейное поступательное движение с одновременным вращением вокруг собственной оси, круговые движения. Одна и та же особь может совершать и вращательные, и поступательные движения.

Лептоспиры плохо окрашиваются анилиновыми красителями, грамотрицательные, в процессе окрашивания их морфология изменяется.

У мертвых лептоспир концевые крючки могут распрямляться. Часто в мертвых клетках видна зернистость.

Морфология и характер движения лептоспир настолько типичны, что позволяют распознавать их в патологическом материале.

Лептоспиры – типичные гидрофилы и строгие аэробы. Важными условиями их выживания во внешней среде являются повышенная влажность и рН в пределах 7,0-7,4.

Оптимальная температура для лептоспир – 38-40 °С, т.е. температура тела животных и человека. Однако в лабораторных условиях их культивируют при температуре 28-30 °С. 

Лептоспиры размножаются путем поперечного деления клетки. Продолжительность одной генерации у лептоспир составляет 6-16 часов. 

Стадия отмирания бактериальной популяции заканчивается в культурах на альбуминовой среде через 25-45 дней, на сывороточной через 1,5-2 месяца, а при хранении без доступа воздуха – через несколько лет. 

На 1 % агаровой среде лептоспиры образуют субповерхностные колонии.

При кипячении лептоспиры погибают моментально, быстро погибают при высушивании и под воздействием прямого солнечного света. К низким температурам лептоспиры весьма устойчивы, способны переживать зиму во влажной почве и в водоемах, не утрачивая при этом вирулентности; остаются жизнеспособными при длительном замораживании. Чувствительны к пенициллину, тетрациклину, стрептомицину. На пищевых продуктах сохраняются от нескольких часов до нескольких дней.

Лептоспиры чувствительны к кислотам. Для обеззараживания чистых культур лептоспир рекомендуется использовать 2 % раствор соляной кислоты с экспозицией 24 часа.
В полужидких субстратах их движения приобретают змеевидный характер. Периодически они становятся неподвижными, похожими на петлю веревки.

ДНК лептоспир относится к AT-типу, а геном лептоспир имеет размер около 3,85-5,45 млн. пар оснований и состоит из 2 соединенных между собой циркулярных репликонов - хромосомы и плазмиды pLIN1 (Ежов Г.И. c соавт., 1974). Он характеризуется низким (34-41 %) суммарным содержанием гуанина и цитозина. На хромосоме расположена большая часть генов, причем гены рРНК широко разбросаны. Гибридизация генома лептоспир показала наличие в нем по паре генов 23S и 16S и 1 гена 5S рРНК, расположенных в удалении друг от друга. Плазмида содержит ген asd, кодирующий фермент, отвечающий за биосинтез аминокислот и формирование клеточной стенки. Гены ponA и pbpB кодируют синтез пенициллинсвязывающих протеинов. 

Лептоспиры по размеру генома не отличаются от других эубактерий, в то же время наблюдается статистически достоверное различие в размере генома между сапрофитными и паразитическими штаммами лептоспир. При перекрестной гибридизации ДНК штаммов паразитических лептоспир с ДНК сапрофитов процент гомологии составляет 3-10 %. Такой низкий уровень ДНК позволяет рассматривать паразитические и сапрофитные лептоспиры в качестве самостоятельных видов генетических комплексов. Анализ подобия нуклеотидных последовательностей ДНК отдельно у паразитических и сапрофитных лептоспир показывает, что каждая из этих групп генетически неоднородна. Генетический комплекс паразитических лептоспир включает три группы, а генетический комплекс сапрофитных лептоспир состоит из четырех групп. Процент гомологии ДНК у штаммов, входящих в генетическую группу, составляет 70-100 %, а у штаммов, принадлежащих к разным генетическим группам, – 20-70 %. 

Лабораторная диагностика лептоспироза

Для диагностики лептоспироза пользуются бактериоскопическим, бактериологическим, иммунологическим и биологическим методами исследования (Рис. 1) (МУ 3.1.1128-02. Эпидемиология, диагностика и профилактика заболеваний людей лептоспирозами).

Комплекс микробиологических методик позволяет подтвердить не только лептоспирозную этиологию заболеваний, но и установить серогруппу и серовариант возбудителя, что имеет эпидемиологическое и прогностическое значение. Методика и техника исследования при всех лептоспирозных заболеваниях человека и животных в основном одинакова, однако имеется ряд различий, связанных с особенностями инфекционного процесса.

Рис. 1 Схема лабораторной диагностики лептоспироза.

Рис. 1 Схема лабораторной диагностики лептоспироза (продолжение).
Лабораторная диагностика лептоспироза у людей

Материалом для исследования от людей служат кровь, спинномозговая жидкость, моча на разных этапах заболевания, а при летальных исходах – секционные пробы печени, почек.

В течение первых 5 дней болезни (в период повышения температуры) производятся посевы крови на питательные среды, заражение биопробных животных кровью больного, микроскопия цитратной крови и исследование посредством ПЦР.

Метод микроскопии цитратной крови – простой и пока единственный для ранней диагностики лептоспироза. Однако для подтверждения диагноза, кроме микроскопии, необходимо проводить серологические и бактериологические исследования. Наибольшее число положительных результатов отмечается при исследовании крови с помощью микроскопии в 1-3‑й день болезни, однако найти лептоспир в крови больного удается довольно редко, так как даже в первые дни болезни они содержатся в небольшом количестве. Лучшие результаты дают посевы крови.

С 4-15-го дня заболевания исследуются сыворотки крови больных на присутствие агглютининов и лизинов с помощью серологической реакции микроагглютинации (РМА). При этом обязательны повторные (через 3-7 дней и более) исследования сыворотки для определения нарастания титра, так как положительные результаты РМА, особенно в низких титрах, при однократной проверке могут быть анамнестическими.

В случаях спорадических заболеваний сыворотку больных необходимо исследовать не менее двух раз: первый – в первые 3 дня заболевания, второй – не ранее 5-го и в последующие дни. Даже незначительное нарастание титров антител является абсолютным доказательством наличия заболевания. 

При вспышке лептоспироза достаточно однократного исследования. Подтверждением лептоспирозной этиологии вспышки служит выявление у больных и переболевших антител в титрах от 1:100 и выше. Агглютинины в сыворотке крови при лептоспирозе обнаруживаются с 4‑го дня болезни, их титры достигают максимума чаще на 14-17‑й день, а затем постепенно снижаются. Иногда в случае отягощенного течения лептоспироза отмечается подавление иммуногенеза (иммунологический шок) с 1-х суток болезни до 2-3 месяцев от ее начала. Это явление обусловлено действием ингибирующих факторов лептоспир на иммунную систему больного, следствием чего является полное отсутствие антител у таких больных еще до медикаментозного лечения. Наряду с этим антибиотикотерапия больных лептоспирозом также оказывает иммунодепрессивный эффект. Серологически это характеризуется отрицательным результатом РМА или выявлением антител только в низких разведениях (1:10-1:50) у больных с манифестной формой болезни.

Агглютинины в сыворотке крови переболевших лептоспирозом сохраняются обычно в течение 3-5 лет, однако в отдельных случаях могут быть выявлены в более отдаленные сроки после перенесенного заболевания. 

На 10-16-й день болезни показано исследование мочи, ликвора микроскопическим, бактериологическим, серологическим и биологическим методами. При наличии менингеальных явлений посевы ликвора производят с 5-6‑го дня заболевания.

На 2-3‑й неделе в моче, как и в крови, могут быть найдены антитела, при этом титры РМА и других серологических реакций оказываются приблизительно в 10 раз ниже, чем в сыворотке крови.

Паренхиматозные органы исследуются на присутствие лептоспир в случае летальных исходов методом микроскопии, посева и биопробы. Положительный результат возможен лишь при исследовании свежего трупного материала, так как развивающееся трупное обсеменение ведет к быстрой гибели лептоспир, наиболее часто лептоспиры обнаруживаются в печени и почках больных. В срезах органов лептоспиры могут быть найдены после импрегнации серебром по Леватиди.

Лабораторная диагностика лептоспироза у животных

У млекопитающих различных видов при заражении лептоспирозами независимо от типа лептоспир наблюдается сходство патогенеза. В течение первых пяти дней после заражения в крови и тканях органов лептоспир настолько мало, что их трудно обнаружить при микроскопии. В эти сроки целесообразно делать посевы крови и взвесей тканей для выделения культуры и исследовать материал при помощи ПЦР. В конце 1-й – начале 2-й недели лептоспиры начинают обнаруживаться в корковом слое почек и выводиться во внешнюю среду с мочой. В моче сельскохозяйственных животных обнаруживают лептоспир с активной подвижностью примерно в 50 % положительных проб, в остальных – неподвижных и часто имеющих измененную морфологию. Микроскопию мочи проводят непосредственно в хозяйствах. Чем выше температура воздуха, тем быстрее надо исследовать мочу – при температуре 30-40 °С – в течение 3 ч., 25-30 °С – 4-5 ч., 20-25 °С – 6-8 ч., 16-20 °С – 10-12 с момента взятия. 

Независимо от течения инфекции и вида животного на 5-7‑й день после заражения в их крови выявляют специфические антитела, а через 10-20 дней у ряда особей развивается лептоспироносительство, которое продолжается от нескольких недель до 2 и более лет.

Методы отбора и подготовки проб

Подготовка проб для бактериоскопического исследования

Забор и подготовка материала от людей.

Забор проб крови для микроскопии проводят из локтевой вены общепринятым способом. Для исследования используют цитратную кровь, которую готовят сразу же после забора. Цитратную кровь получают смешиванием 2 объемов крови и 1 объема 1,5 % раствора лимоннокислого натрия и отстаивают в течение 2-х ч. Микроскопируют надосадочную жидкость. Лучшие результаты получают при двойном центрифугировании. При этом первое осаждение проводят при 3000 об./мин. в течение 15 мин. Затем надосадочную жидкость повторно центрифугируют 30 мин. при 10000 об./мин. Полученный осадок микроскопируют.

Мочу и ликвор исследуют в нативном состоянии или после центрифугирования при 10000 об./мин. в течение 30 мин. 

Ткань паренхиматозных органов (печень, почки и др.) забирают пастеровской пипеткой и смешивают на предметном стекле с каплей физиологического раствора. Взвесь не должна быть слишком густой. При исследовании почек взвесь готовят из коркового слоя. 

Забор и подготовка материала от животных.

Кровь для бактериоскопического исследования у крупных сельскохозяйственных животных берут из яремной или ушной вены. У мелких животных (собаки, лисы, кролики) пунктируют коленную вену или сердце. Цитратную кровь готовят по вышеописанной методике.

Мочу собирают в чистые пробирки при естественном мочеиспускании. У коров и свиноматок можно брать мочу катетером. У животных взятие мочи облегчается внутримышечным введением лазикса (фуросемида) в дозе 0,4-0,6 мг/кг массы тела животного. Первая порция мочи выделяется через 10-15 мин. после инъекции препарата, вторая – через 10-15 мин. после первой порции, в ней чаще обнаруживают лептоспиры. 

Мочу можно исследовать непосредственно после взятия в нативном состоянии или после центрифугирования. Прозрачную мочу центрифугируют для осаждения лептоспир при 10000-12000 об./мин. в течение 30 мин., надосадочную жидкость сливают, осадок ресуспендируют в оставшейся капле мочи и микроскопируют. Мочу со значительной примесью посторонних частиц сначала очищают центрифугированием при 3000 об./мин., затем надосадочную жидкость сливают и центрифугируют ее при 10000-12000 об./мин. в течение 30 мин., осадок ресуспендируют и микроскопируют. 

При исследовании трупов крупных животных берут сердце, кусочки паренхиматозных органов, почки, транссудат из грудной и брюшной полостей, перикардиальную жидкость, мочевой пузырь с содержимым, ликвор. Почку извлекают в невскрытой капсуле. Абортированный плод доставляют в лабораторию целиком или берут желудок с содержимым, сердце и паренхиматозные органы плода. Сердце, мочевой пузырь и желудок плода берут с содержимым, для чего накладывают лигатуры на соответствующие сосуды и сфинктеры. Каждый орган или кусочек органа заворачивают в пергамент или отдельный целлофановый пакет. Ликвор, транссудат, и другие жидкие субстраты переносят стерильным шприцем или пипеткой в стерильные пробирки.

Лептоспиры выживают в патологическом материале от нескольких часов до нескольких дней, однако необходимо придерживаться правила: чем меньше прошло времени от момента гибели животного до исследования, тем больше вероятность обнаружения лептоспир, поэтому пробы патологического материала должны быть исследованы с момента взятия в течение 6 ч. в летнее время или 10-12 ч. при хранении в охлажденном состоянии. 

Ткани паренхиматозных органов подвергают анализу в суспензированных препаратах, при этом суспензию почек готовят из коркового слоя, в котором локализуются лептоспиры. Кусочек органа (2-3 г) растирают в ступке с 5-7 мл питательной среды, физиологического раствора или стерильной дистиллированной воды до получения гомогенной взвеси. Суспензию помещают в холодильник для отстаивания на 1-2 ч., или для ускорения исследования центрифугируют 10 мин. при 3000 об./мин. Препараты готовят из надосадочного слоя жидкости. 

В практической работе нередко пользуются упрощенным способом исследования паренхиматозных органов, при котором препараты готовят непосредственно на стекле. Для этого ткань органа забирают пастеровской пипеткой и эмульгируют на предметном стекле в капле физиологического раствора. 

При бессимптомном течении лептоспироза суспензию тканей готовят из коркового слоя почки, а при остром течении, кроме того, из печени и других органов. Для исследования абортированного плода микроскопируют содержимое желудка и полостные жидкости тела и готовят суспензию из всех органов.

Методы подготовки проб для гистологического исследования

В гистологической практике для обнаружения лептоспир в срезах из тканей успешно применяют классический метод серебрения кусочков органов по Леватиди, а также его различные модификации.

Для гистологического исследования берут кусочки коркового слоя почек и печени не более 1 см3 и консервируют их в течение 24-48 ч. 10 % раствором формалина, затем переносят их в 96° спирт на 24 ч. промывают в дистиллированной воде в течение 2-3 ч. (пока кусочки не осядут на дно бюксы), воду меняют трижды. Затем кусочки помещают в 1-3 % раствор азотнокислого серебра, приготовленный на свежей дистиллированной воде из расчета 15 мл раствора на 1 кусочек, на 3-6 ч. Процесс серебрения ведут при 37 °С.

Промывают кусочки органов в дистиллированной воде в течение 2-5 мин. и помещают для восстановления в приготовленный ex tempore из расчета 20-25 мл на один кусочек ткани основной редуцирующий раствор (пирогалловая кислота – 4 г, дистиллированная вода – 100 мл, формалин чистый – 5 мл). Восстановление проводят в банке из темного стекла 24-48 ч. при комнатной температуре в темном месте, затем промывают в дистиллированной воде 1-2 ч.

В спиртах препараты обрабатывают последовательно по следующей схеме:

· 96° этиловый спирт (1) – 1 сут.;

· 96° этиловый спирт (2) – 1 сут.;

· 96° этиловый спирт (3) – 1 сут.;

· смесь этилового и метилсалицилового спиртов в равных объемах до опускания кусочков на дно посуды;

· метилсалициловый спирт – 12 ч.

После спиртовой проводки кусочки ткани выдерживают при 57±1 °С в смеси ксилола с парафином (1:1) – 30 мин., затем в парафине I – 60 мин. и в парафине II – 60 мин. Из быстро остуженного парафина вырезают блок с кусочком органа и наклеивают на деревянный кубик. Готовят тонкие срезы на санном микротоме и наклеивают на предметное стекло, депарафинируют в трех бюксах с ксилолом по 10-15 мин. в каждом и микроскопируют со светлопольным конденсором при увеличении 90×7-10. 

Методы отбора и подготовки проб для бактериологического исследования

Объектом исследования могут быть те же субстраты, которые подвергаются микроскопии, а также объекты внешней среды (вода, почва, ил).

Забор и подготовка материала от людей.

Для выделения и культивирования лептоспир в настоящее время используют жидкие питательные среды, содержащие 5-10 % сыворотки крови кролика или барана. Наиболее эффективными являются фосфатно-сывороточная среда Терских и среда Фервоорта-Вольфа (МУ 3.1.1128-02. Эпидемиология, диагностика и профилактика заболеваний людей лептоспирозами).

Асептично взятую в первые 5-7 дней болезни в период лихорадки кровь через стерильную иглу в количестве 5 капель вносят в 3-5 пробирок с жидкой питательной средой или стерильной дистиллированной водой, желательно у постели больного. 

Мочу для бактериологического исследования собирают асептично при естественном мочеиспускании или при помощи катетера на 10-16 день от начала клинических проявлений инфекции.

При наличии менингеальных явлений посевы ликвора производят с 5-6-го дня болезни.

Ликвор, мочу засевают в тех же объемах и по аналогичной методике с исследованием крови, обязательно на питательные среды, содержащие сыворотку крови. 

При взятии материала от трупа человека после вскрытия брюшной полости прижигают поверхность органа (печени, почки) шпателем, пастеровской пипеткой прокалывают орган на глубину 0,25-0,5 см и засевают межтканевую жидкость с элементами ткани в пробирку с питательной средой. Из каждого органа засевают 3-5 пробирок с питательной средой. При исследовании несвежего материала для подавления роста посторонней микрофлоры в среды добавляют 5‑флуороурацил до концентрации 0,01-0,04 %.

Забор и подготовка материала от животных.

Для исследования на лептоспироз отбирают пробы крови, мочи, органы и ткани. 

Забор крови осуществляют в асептических условиях. Для выделения и культивирования лептоспир в ветеринарии используют жидкие питательные среды, содержащие 5-10 % сыворотки крови кролика или барана. Рецептура приготовления питательных сред подробно изложена в ГОСТ 25386-91 «Животные сельскохозяйственные. Методы лабораторной диагностики лептоспироза», М, 1992. 

Асептично взятую в первые 5-7 дней болезни в период лихорадки кровь животного через стерильную иглу в количестве 3-5 капель вносят в 5-7 пробирок с жидкой питательной средой. 

Мочу собирают в стерильных условиях при естественном мочеиспускании или при помощи катетера в конце первой – в начале второй недели болезни. Мочу, ликвор, перикардиальный и брюшной транссудат засевают по 1-3 капли в 3-5 пробирок. 

При взятии материала от трупа прижигают поверхность органа шпателем, пастеровской пипеткой высевают кровь из сердца, ткани печени и коркового слоя почки, а от абортированного плода еще и из содержимого желудка. При убое клинически здоровых животных высевы делают из почки и мочевого пузыря. Из каждого органа засевают 3-5 пробирок с питательной средой.

Трупы мелких животных (грызунов) вскрывают не позднее 6 ч. после их гибели, а при условиях хранения их при низкой температуре – не позднее 12 ч. Шкурку зверька смачивают 5 % спиртовой настойкой йода. Обработкой такими дезинфицирующими средствами, как лизол, не пользуются во избежание попадания их в исследуемый материал. 

Грызунов вскрывают по общепринятой методике при строгом соблюдении правил асептики. После вскрытия брюшной полости шпателем прижигают поверхность органа, в этом месте пастеровской пипеткой берут ткани почки и засевают на питательные среды, или извлекают и помещают в стерильную чашку Петри корковый слой почек для приготовления суспензии. Исследуют 3-5 проб. Объем засеваемой в одну пробирку ткани должен быть не более просяного зерна. 

В сопроводительной записке к пробам, помимо общепринятых данных указывают время гибели животного или время взятия проб при жизни.

Пробы помещают в ящик, опечатывают и отправляют в лабораторию с нарочным.
Методы отбора и подготовки проб для иммунологических методов исследования

Подготовка проб для исследования в реакции микроагглютинации (РМА)
Забор крови для этого исследования у людей и животных ничем не отличается от такового для других серологических реакций. 

Кровь берут в количестве 5 мл и переносят в стерильные пробирки. Емкость с кровью ставят в термостат при 37 °С на 30-40 мин., образовавшийся сгусток обводят металлической спицей и помещают в холодильник на 12 ч., после чего пастеровской пипеткой отбирают сыворотку и исследуют. 

Материалом для исследования служат свежая сыворотка крови, замороженная, высушенная на фильтровальной бумаге или консервированная мертиолятом натрия в разведении 1:10000 или 5 % раствором фенола из расчета 0,05 мл (1 капля) на 1 мл сыворотки. 

При консервации сыворотки методом высушивания на фильтровальную бумагу в разных местах наносят 4-6 капель сыворотки и высушивают на воздухе. Аналогичным способом консервируют нативную кровь людей и животных, полученную из вены или из пальца. Высушенные на бумаге пробы сывороток и крови, хранившиеся при комнатной температуре, пригодны для исследования в течение месяца, а при хранении в холодильнике при температуре 4-6 °С в запаянном полиэтиленовом пакете антитела сохраняются до 6 мес. Для исследования вырезают 2 сухие капли крови (0,1 мл) или 2 участка бумаги 15-20 мм в диаметре, измельчают ножницами и помещают в пробирку, в которую добавляют 0,5 мл (10 капель) физиологического раствора и экстрагируют в течение 1 ч. при комнатной температуре. Экстракт из «сухой капли» служит разведением 1:10, из которого получают остальные разведения капельным методом. Для постановки РМА первоначально сыворотку больных разводят физиологическим раствором в соотношении 1:10 и 1:100. 

Проросшую, гемолизированную, загнившую и плесневелую сыворотки не исследуют. 

Для обследования животных серологическим методом пробы крови берут в племенных хозяйствах, племпредприятиях (станциях, пунктах) искусственного осеменения – от всех производителей 2 раза в год, и не менее чем от 10-15 % коров, нетелей, свиноматок и кобыл – 1 раз в год. Мелкий рогатый скот и животных других видов обследуют только при подозрении на заболевание лептоспирозом, свиней, крупный рогатый скот и лошадей – перед ввозом и вывозом для племенных целей и воспроизводства. У больных и подозрительных на заболевание животных каждого скотного двора, свинарника, гурта и т.д. берут кровь не менее чем от 50 животных. Повторные анализы крови проводят у тех же животных через 7-10 сут. 

После вакцинации кровь берут через 90 сут. у КРС и через 60 сут. – у свиней и животных других видов. Сыворотку разбавляют физиологическим раствором до разведения 1:25 у невакцинированных животных и 1:50 у вакцинированных и титруют в случае положительного результата до установления титра. Сыворотку крови животных при ввозе их в хозяйство или при вывозе из него для племенных целей и воспроизводства разводят 1:25 и исследуют только в одном разведении (ГОСТ 25386-91 «Животные сельскохозяйственные. Методы лабораторной диагностики лептоспироза», М, 1992). 

При вскрытии трупов грызунов кровь забирают пастеровской пипеткой из полости сердца. Если извлечь кровь пастеровской пипеткой не удается, прибегают к вскрытию полости сердца. Сыворотки крови грызунов исследуют сначала в одном разведении 1:10 и титруют, если реакция положительная.

Подготовка проб для исследования методом флуоресцирующих антител (МФА)

Люминесцентная микроскопия материала, подозрительного на зараженность лептоспирозом может проводиться прямым и непрямым методами. 

Подготовка проб для МФА.

Пробы мочи и полостных жидкостей подготавливают центрифугированием так же, как для микроскопического исследования, из осадка готовят мазки. 

Цитратную кровь центрифугируют при 3000 об./мин. 10 мин., отстаивают в течение 1 ч., препарат готовят из надосадочной жидкости. Из паренхиматозных органов приготавливают суспензию. Воду центрифугируют при 8000 об./мин. в течение 30 мин., надосадочную жидкость сливают, осадок ресуспендируют в капле надосадочной жидкости.

Сухой флуоресцирующий глобулин разводят стерильной дистиллированной водой до указанного на этикетке ампулы первоначального объема. Растворенный глобулин дополнительно разводят физиологическим раствором с рН 7,4-7,6 до рабочего разведения, указанного на этикетке ампулы, переносят в стерильную пробирку, консервируют мертиолятом натрия в соотношении 1:10000 (0,1 мл 1 % раствора мертиолята на 10 мл глобулина), закрывают резиновой пробкой и хранят при температуре 2-10 °С. Раствор можно использовать в течение 1 месяца.
Препараты готовят на подготовленных по специальной методике, тщательно обезжиренных и хорошо промытых предметных стеклах. Делают мазки площадью около 2×2,5 см2, высушивают, фиксируют ацетоном или этиловым спиртом в течение 30 мин. и высушивают. Препараты окрашивают 3-5 каплями разведенного флуоресцирующего глобулина в течение 20 мин. во влажной камере при 37 (С, тщательно промывают физиологическим раствором и дистиллированной водой, высушивают, на мазок наносят каплю смеси, состоящую из 9 частей глицерина и 1 части 0,05 М фосфатного буфера (рН – 8,0) и накрывают покровным стеклом. Параллельно готовят 2-3 контрольных мазка из одного из диагностических штаммов лептоспир.

Подготовка проб для исследования непрямым методом флуоресцирующих антител (НМФА)

Метод выявляет лептоспиры и их антигены в крови, паренхиматозных органах, транссудате, ликворе, моче больных, а также в объектах окружающей среды – в воде и почве.

Для постановки реакции необходимы специфические сыворотки, которые получают гипериммунизацией кроликов живой культурой лептоспир с плотностью роста 100 клеток в поле зрения микроскопа при увеличении ×400 к представителям 6 наиболее распространенных групп: Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, Grippotyphosa, Hebdomadis, Tarassovi по общепринятой методике. Титр антител рабочих сывороток должен быть не менее 1:800. Наиболее интенсивное свечение микроорганизмов наблюдается при использовании смеси полирецепторных сывороток. Такие полирецепторные сыворотки готовят, соединив по три монорецепторных сыворотки с титром антител не ниже 1:400 в каждой. Обычно готовят 2 полирецепторные сыворотки – первую из монорецепторных сывороток Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona (вариант 1), вторую – из монорецепторных сывороток Grippotyphosa, Hebdomadis, Tarassovi (вариант 2).

На специально подготовленные стекла наносят мазки-отпечатки из органов или мазки из жидкостей (их делают пастеровской пипеткой, расширив каплю до 5-6-мм в диаметре), по 4 мазка из каждой пробы, 2 из них – контрольные, высушивают и фиксируют в ацетоне 30 мин. Затем на мазки наносят полирецепторные сыворотки: на первый – вариант 1, на второй – вариант 2 и помещают стекла во влажную камеру на 45 мин. при 37 °С, затем промывают фосфатным буферным раствором и подсушивают на воздухе.

На втором этапе из коммерческой люминесцирующей сыворотки против глобулинов кролика и бычьего альбумина, меченного родамином, готовят «рабочую смесь», состоящую из равных объемов сыворотки и альбумина так, чтобы концентрация каждого соответствовала их рабочему разведению. 

На подготовленные на 1-м этапе мазки наносят «рабочую смесь» и помещают во влажную камеру при 37 °С на 30 мин. Затем препарат тщательно промывают, высушивают и исследуют. 

Подготовка проб для иммуноферментного анализа (ИФА)

Метод служит для выявления противолептоспирозных антител в сыворотках крови и антигенов в биологических жидкостях и экстрактах паренхиматозных органов людей и животных, а также в объектах внешней среды.

Проведение ИФА осуществляется твердофазным методом ELISE в варианте «сэндвич». 

Подготовка проб для обнаружения антител.

Подготовка сывороток крови и других биологических жидкостей людей и животных осуществляется аналогично подготовке для РМА. Для консервирования сывороток не применяют фенол и борную кислоту. Материал для исследования подлежит предварительному обеззараживанию мертиолятом натрия в концентрации 1:10000 в течение 2 ч.

Подготовка проб для обнаружения антигенов.

Антигены лептоспир подлежат выявлению в цитратной крови людей или животных. Мочу можно исследовать после взятия в нативном состоянии или после центрифугирования. Прозрачную мочу центрифугируют для осаждения лептоспир при 10000-12000 об./мин. 30-40 мин., осадок ресуспендируют в капле мочи. 

Кусочки паренхиматозных органов органа (2-3 г) растирают в ступке с 5-7 мл физиологического раствора до получения гомогенной взвеси. Суспензию помещают в холодильник для отстаивания на 1-2 ч. и, с целью очистки пробы, центрифугируют 10 мин. при 3000 об./мин. Исследуют надосадочную жидкость.

Воду для исследования предварительно концентрируют центрифугированием при 10000-12000 об./мин. в течение 30 мин. Полученный осадок подвергают исследованию.

Сильно загрязненную воду фильтруют через бумажный фильтр. Пробы почвы или ила разводят дистиллированной водой 1:3 или 1:4 и центрифугируют при 1500 об./мин. 15 мин., надосадочный слой повторно центрифугируют при 10000-12000 об./мин. 30 мин. 

Все пробы для исследования в ИФА обеззараживают мертиолятом натрия в концентрации 1:10000 не менее 2 ч.
Подготовка проб для выявления лептоспир в объектах внешней среды с использованием композиционных магноиммуносорбентов (КМИС).

В основу метода положено использование композиционных магноиммуносорбентов для селективного концентрирования лептоспир в воде открытых водоемов. Магноиммуносорбенты, нанесенные на магниты, размещаются внутри железных или пластиковых ловушек. Для конструирования тест-системы для индикации лептоспироза используются иммуноглобулины, выделенные из гипериммунных полигрупповых лептоспирозных кроличьих сывороток. 

Для забора проб в контейнеры для транспортировки проб наливают по 5-10 мл физиологического раствора. С помощью дозатора на магнитные пробки наносят по 200 мкл 10 % суспензии диагностикума магноиммуносорбентного полигруппового лептоспирозного, помещают их в контейнеры и доставляют их к месту забора проб, не допуская высыхания препарата.

Ловушки помещаются в обследуемый водоем на продолжительное время (до нескольких суток), что дает возможность исследовать большие объемы воды, протекающей через ловушки. Применяются магнитные ловушки двух модификаций: проточных – для исследования проточной воды (рек, каналов, ручьев и пр.) и с искусственным перекачиванием – для стоячих вод. КМИС представляют собой микрогранулы, обладающие магнитными свойствами, благодаря которым они фиксируются на магните ловушки. 

Использование КМИС обеспечивает фиксацию микробов (в данном случае лептоспир), их сепарацию, перенос, эффективное перемешивание в заданном режиме. Устройства размещены в компактной укладке, транспортируемой ручным способом, позволяют осуществлять работу как в лабораторных, так и в полевых условиях.

Для подготовки проб к проведению иммуноанализов в ряд из 5-7 пробирок наливают по 5-7 мл физиологического раствора. С помощью стержня в цанговом держателе переносят исследуемую пробу с магнитной пробки в первую пробирку с физиологическим раствором (для каждой пробирки используют новый стержень). Отмывание гранул магноиммуносорбентов осуществляют путем последовательного переноса пробы из первой до последней пробирки с помощью магнитной палочки в стеклянном чехле. Для обеззараживания пробы ее помещают в пробирку с раствором мертиолата натрия концентрацией 1:10000 не менее, чем на 2 ч.

Материал, извлеченный из ловушек, на лептоспироз исследуется с помощью иммуноферментного анализа (ИФА), количественного иммунофлуоресцентного анализа (КИФА), а в последнее время и полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Иммуноферментный анализ проводят по обычной методике с использованием электронного пульта (фотометра «Multiscan»), входящего в укладку для работы с МИС. Результаты считают положительными при превышении значений величин интенсивности окрашивания опытных проб над контрольными не менее чем в 2 раза.

За положительные результаты количественного иммунофлуоресцентного анализа (КИФА) принимают результаты, при которых уровень флуоресценции опытных гранул магноиммуносорбента, окрашенных иммунофлуоресцирующими глобулинами, определенный на вольтметре, в 2,5 и более раза превышает аналогичный показатель контрольных гранул. 

Лабораторные испытания лептоспирозных полигрупповых магноиммуносорбентных диагностикумов в ИФА и КИФА показали, что чувствительность метода составляет 1 х 103 м.кл./мл.

Методы отбора и подготовки проб для биологического исследования

Подготовка проб для исследования патологического материала

Материал, подлежащий исследованию, тот же, что и при использовании бактериологического метода.

При исследовании крови, мочи, ликвора, суспензии из паренхиматозных органов животных или абортированного плода, спермы («чистого» материала) биопробных животных заражают подкожно или внутрибрюшинно. В случае исследования материала, загрязненного банальной флорой, применяют накожное заражение (через скарифицированную кожу) и слизистые оболочки.

Мочу с наличием посторонних частиц центрифугируют так же, как для микробиологического исследования. Осадок ресуспендируют в 2 мл физиологического раствора и заражают биопробных животных.

Подготовка проб для исследования объектов внешней среды

Для исследования отбирают пробы увлажненной почвы, ила и воду с рН 6,0-8,0. В сухой почве или воде, имеющей более кислую или более щелочную реакцию, лептоспиры не обнаруживаются.

Прозрачную воду можно использовать без предварительной обработки.

С целью концентрирования воду, взятую в количестве 50 мл, можно центрифугировать при 10000 об./мин. в течение 20 мин. Полученным осадком (2-3 мл) заражают биопробных животных.

Сильно загрязненную воду можно фильтровать через мембранный фильтр с величиной пор 0,45 мкм. Пробы почвы или ила разводят дистиллированной водой 1:3 или 1:4 и центрифугируют при 1500 об/мин. 15 мин. Надосадочный слой фильтруют, фильтрат вводят биопробным животным.

Методы отбора и подготовки проб для исследования методом полимеразной цепной реакции (ПЦР)

Материалом для исследования на лептоспироз методом ПЦР служат пробы крови, мочи, ликвора, кусочки паренхиматозных органов, почва, вода, ил, пищевые продукты, контаминированные лептоспирами.

Хранение исследуемых методом ПЦР проб при температуре до 30 °С приводит к быстрой деградации ДНК, что отрицательно влияет на результат анализа. С целью предотвращения повреждения ДНК-мишеней в материале, при отсутствии низкотемпературных холодильников или необходимости длительной транспортировки, предлагается транспортная среда ЕSР, позволяющая осуществлять хранение проб при температуре до 30 °С («Методические рекомендации по применению среды ЕSР для транспортировки и хранения проб, исследуемых методом ПЦР», Саратов, 1998 г.) 

Только пробы воды могут исследоваться в ПЦР без предварительной процедуры подготовки исследуемого материала (лизис кипячением). При анализе других объектов необходим этап лизиса клеток и очистки ДНК от веществ, ингибирующих ПЦР. В последнее время для подготовки проб используют метод экстракции ДНК путем лизиса микробных клеток в 6М гуанидинтиоционате с последующей сорбцией ДНК на частицах двуокиси кремния определенной степени измельчения. Обеззараживание материала проводят согласно методическим указаниям МУ 3.5.5.-1034-01 «Обеззараживание исследуемого материала, инфицированного бактериями I-IV групп при работе методом ПЦР». 

Забор проб производят только в одноразовые пластиковые микроцентрифужные пробирки или в стеклянные пробирки, предварительно обработанные в течение 1 ч. хромовой смесью, тщательно промытые и прокаленные.

К пробе крови в объеме 0,5 мл немедленно после забора добавляют 1/10 объема 4 % раствора цитрата натрия и осторожно перемешивают.

При анализе биологических жидкостей (моча, ликвор), жидких пищевых продуктов смешивают 50 мкл образца с лизирующим буфером.

Кусочки паренхиматозных органов, также твердые пищевые продукты в количестве 1 г растирают в ступке с 0,5-1,0 г стеклянного порошка (двуокиси кремния), добавляют 2-4 мл бидистиллированной воды, центрифугируют при 2000 об./мин. в течение 10 мин. Осадок суспендируют в лизирующем буфере.

Почву в количестве 1,0 г тщательно перемешивают на вортексе с 2 мл бидистиллированной воды, отстаивают в течение 10 мин. 1 мл надосадочной жидкости переносят в микроцентрифужные пробирки, центрифугируют при 1000 об./мин. в течение10 мин. Осадок суспендируют в лизирующем буфере.

Исследуемые пробы воды в количестве 5 мл центрифугируют при 8000 об./мин. в течение 15 мин. Осадок ресуспендируют в 50 мкл бидистиллированной воды, переносят в микроцентрифужные пробирки и помещают их в кипящую водяную баню на 3 мин., центрифугируют при 12000 об./мин. в течение 2-3 мин. Супернатант тестируют в ПЦР. 

Специфическая индикация возбудителя лептоспироза

Бактериоскопия мазков

Особенностью лабораторного исследования на лептоспироз является микроскопирование препаратов, содержащих живые, подвижные лептоспиры. Исследуют цитратную кровь, мочу, ликвор, ткань паренхиматозных органов (увеличение –400().
Препараты для микроскопических исследований готовят методом “раздавленной капли”. Исследуемый материал бактериологической петлей или пастеровской пипеткой наносят на предметное стекло, накрывают покровным, избегая образования пузырьков воздуха, и микроскопируют, используя темнопольный конденсор. Готовят 10-15 препаратов из каждой пробы исследуемого материала. На одном предметном стекле готовят 2-3 препарата “раздавленная капля”, в каждом просматривают до 50 полей зрения.

Относительно большая величина лептоспир позволяет исследовать материал с использованием сухих систем: объектив 20( или 40(; окуляр –7( или 10(. 

Лептоспиры следует отличать от нитей фибрина, стромы эритроцитов, хвостовых частей спермий, спириллоподобных, вибриоподобных и других микроорганизмов. При их дифференциации необходимо обращать внимание на основные признаки, присущие лептоспирам, а именно: на наличие концевых крючков и сложный характер движения.

Метод флуоресцирующих антител (МФА)

Метод выявляет лептоспиры в крови, паренхиматозных органах, транссудате, ликворе, моче больных и павших животных, органах и тканях абортированного плода, в воде и почве (WHO, 2003).
Исследование проводится с использованием флуоресцирующего глобулина, предназначенного для выявления лептоспир независимо от серогрупповой принадлежности из различного патологического материала и объектов окружающей среды (Малахов Ю.А., Панин А.Н., Соболева Г.Л., 2001 г.).

Подготовленные соответствующим образом мазки просматривают под люминесцентным или биологическим микроскопом, увеличение 7(90, сила тока 4,1 А. Микроскопируют через нефлюоресцирующее масло или его заменитель, приготовленный из химически чистого диметилфталата (100 мл) и нафталина сублимированного (1,75 г) или тимола чистого (5,0) г. 

Окрашенные флуоресцирующим глобулином лептоспиры имеют зеленоватое, не сияющее свечение всей поверхности микроба, в отличие от контурного сияющего свечения других видов. 

Диагноз устанавливают по морфологии лептоспир и интенсивности свечения, оцениваемого в крестах:

+++ - четкое зеленоватое свечение

++ - умеренное зеленоватое свечение

+ - зеленоватые «тени»

- - нет форм, характерных для лептоспир.

Наряду с МФА в индикации лептоспир применяется и непрямой метод флуоресцирующих антител (НМФА), при постановке которого используются флуоресцирующие лептоспирозные сыворотки.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Метод ПЦР используется как для индикации лептоспир в объектах внешней среды, так и для экспресс-диагностики лептоспироза.

ПЦР в зависимости от использованного праймера позволяет выявлять в патологическом материале и идентифицировать патогенные лептоспиры на видовом, серогрупповом, сероварном и штаммовом уровнях. С помощью ПЦР лептоспиры могут быть обнаружены при концентрации 1-100 м.кл. в пробе.

В основе метода ПЦР лежит многократное копирование (амплификация) специфического фрагмента ДНК-мишени, который является маркерным для данного вида. Такое копирование осуществляется ферментом термостабильной ДНК-полимеразой в присутствии дезоксирибонуклеотид-трифосфатов (дНТФ) и синтетических олигонуклеотидных затравок синтеза ДНК, называемых праймерами. Праймеры комплементарны концевым последовательностям ДНК специфического фрагмента и ориентированы таким образом, что синтез ДНК протекает только между ними. В результате происходит экспоненциальное увеличение числа копий специфического фрагмента n по формуле 2n , где n – число циклов амплификации.

Каждый цикл состоит из трех этапов, каждому из которых соответствует определенный температурный режим.

Расплетание двойной спирали ДНК (денатурация ДНК) происходит при 93-95 °С.

Присоединение (отжиг) праймеров происходит комплементарно при температуре, специфической для данной пары праймеров.

Синтез новых цепей ДНК протекает при 72 °С путем удлинения праймера в направлении 5'-3'. В результате 30-35 циклов амплификации синтезируется 10 копий фрагмента, что делает возможным визуальный учет результатов после электрофореза в агарозном геле.

Необходимое оборудование и реактивы:

Микропипетки полуавтоматические на 1-10, 5-40, 40-200, 200-1000 мкл.

Микроцентрифуга на 8000-12000 об./мин. для пробирок объемом 1,5 и 0,5 мл.

Прибор для горизонтального электрофореза.

Программируемый термостат (ДНК-амплификатор).

Термостат на 45-55 °С для пробирок объемом 1,5 мл.

Ультрафиолетовый трансиллюминатор.

СВЧ-печь или водяная баня на 95-100 °С.

Встряхиватель для микропробирок (типа «Вортекс»).

Тест-системы для определения ДНК Leptospira interrogans методом ПЦР, например «АмплиСенс Leptospira-FRT».

Техника обработки клинического материала и проведения анализа изложены в инструкциях по применению амплификационных тест-систем фирмы-изготовителя.

ПЦР-анализ характеризуется высокой специфичностью, чувствительностью и высокой диагностической эффективностью на первой неделе заболевания (начиная с первых суток), даже на фоне антибиотикотерапии. Поэтому его можно рекомендовать как метод ранней экспресс-диагностики лептоспирозов. При тяжелом течении инфекции на фоне отсроченного синтеза специфических антител ПЦР может быть отнесена к методам выбора для быстрого лабораторного подтверждения клинического диагноза.

Вместе с тем отрицательный результат ПЦР-анализа не должен быть основанием для прекращения диагностического поиска, т. к. день начала болезни не всегда точно известен. Диагностическая чувствительность лабораторного анализа при лептоспирозах может быть значительно повышена за счет параллельного использования серологического теста (РМА) и ПЦР вне зависимости от фазы заболевания.
Иммуноферментный анализ (ИФА)

Иммуноферментная диагностика лептоспироза основана на реакции взаимодействия антиген-антитело, образовании стабильного иммунного комплекса на поверхности твердой фазы и последующем выявлении комплекса с помощью специфического, “прямого” или антивидового иммунопероксидазного конъюгата в реакции окрашивания. 

Из известных модификаций ИФА для обнаружения антигенов лептоспир применяют “простой сэндвич” и “двойной сэндвич” варианты. Метод ИФА позволяет обнаруживать лептоспиры в концентрациях 1 х 103- 1 х 105 м.к./мл.

На практике возможно использовать родоспецифические (моно- и полигрупповые) антительные пероксидазные конъюгаты, а также иммуноферментные препараты на основе моноклональных антител.

Ход анализа складывается из следующих этапов:

1. Сенсибилизация плашки антителами.

2. Внесение в лунки исследуемой пробы.

3. Добавление антительного пероксидазного конъюгата.

После каждой стадии следует промывка буфером или водой с добавлением детергента. Учет реакции проводится по интенсивности окрашивания продукта (по оптической плотности), получающегося в результате действия пероксидазы на субстрат. (Малахов Ю.А., Панин А.Н., Соболева Г.Л., 2001).

БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД

Для получения гемокультуры кровь в объеме 0,25 мл (5 капель) засевают в 3-5 пробирок с питательной средой или стерильной дистиллированной водой, желательно у постели больного. 

Посевы мочи и ликвора проводят в тех же объемах и по аналогичной методике с исследованием крови. Однако высевы делать обязательно на среды, содержащие сыворотку крови. При выделении культур из внутренних органов трупа человека или животных исследуют 3-5 проб одного органа. 

Посевы помещают в термостат и культивируют при температуре 28-30 °С.

Размножаясь в питательной среде, лептоспиры не изменяют ее внешнего вида. Среда остается прозрачной или слегка опалесцирующей, поэтому для выявления роста лептоспир через 10 дней после посева из каждой пробирки готовят препарат «раздавленная капля» и микроскопируют в темном поле.

При обнаружении лептоспир в пробирках их содержимое пересевают по 0,5 мл (10 капель) в три пробирки с 5 мл свежей питательной среды в каждой. Посевы выдерживают в термостате в течение 7-10 дней при 28-30 (С.

В случае хорошего роста лептоспир (50-100 клеток в поле зрения при увеличении (400) культуры используют как рабочие музейные штаммы (для последующей идентификации) и составляют на них паспорт. Пробирки, где не обнаружен рост лептоспир, вновь помещают в термостат и микроскопируют через каждые 10 дней. Посевы считают отрицательными при отсутствии роста в течение трех месяцев.
Оптимальная реакция среды соответствует слабощелочной реакции среды (рН 7,2–7,6).

На сывороточных средах рост лептоспир проявляется слабым помутнением, при осторожном встряхивании переливающимся в виде “муаровых волн”, образуемых выросшей культурой; на твин-альбуминовых и синтетических средах – обильное помутнение среды.

На жидких питательных средах лептоспиры различных серологических групп и сероваров имеют одинаковую форму роста. Обычно максимум роста достигается в жидких средах не ранее, чем на 5-10-е сутки.

Для пересева культур на жидкие питательные среды пользуются пипетками, при этом объем маточной культуры должен составлять около 0,1 объема свежей питательной среды, поскольку при меньшем объеме рост лептоспир может быть скудным и замедленным. Один из признаков нормального развития лептоспир – активная подвижность, которая при прочих равных условиях зависит от частоты пересевов.

В полужидких питательных средах рост лептоспир достаточно обилен, но не равномерен в различных слоях среды. Зона наибольшего роста в виде интенсивно опалесцирующего кольца обнаруживается визуально на расстоянии 2-5 мм от поверхности среды в пробирке при посеве патогенных лептоспир, и 5-12 мм – при посеве лептоспир biflexa. Культуры в полужидких средах непригодны для РМА, они могут быть использованы для длительного хранения музейных штаммов.

Вирулентность патогенных лептоспир в процессе культивирования снижается, причем тем быстрее, чем чаще производятся пересевы. Срок утраты вирулентности различен не только для отдельных серотипов, но и для различных штаммов.

Для успешного выделения лептоспир необходимо соблюдать ряд условий:

· владеть специальным способом обработки посуды, приготовления простейших сывороточных сред и очистки выделенных культур;

· создавать необходимые условия для культивирования лептоспир и тщательно наблюдать за первичными посевами в течение трех месяцев;

· адаптировать растущие культуры к питательной среде постоянными пересевами;

· располагать твин-альбуминовыми средами для выделения лептоспир серогрупп Hebdomadis, Sejroe, Mini;

· располагать средами с ингибиторами для выделения культур из контаминированного патологического материала.

Объектом исследования могут быть те же субстраты от человека и животных, которые подвергаются микроскопии, а также объекты внешней среды (вода, земля).

БИОЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД
Заражение лабораторных животных проводится в целях:

· исследования воды открытых водоемов на наличие патогенных лептоспир;

· выделения лептоспир из органов и тканей людей, животных и объектов внешней среды (из контаминированного посторонней микрофлорой материала);

· для очистки культуры лептоспир, 

· определения вирулентности штаммов лептоспир.

Материал, подлежащий исследованию, тот же, что и при использовании бактериологического метода. При проведении биологического исследования в качестве биопробных животных используют лабораторных животных (морская свинка, золотистый хомячок). Другие виды лабораторных животных не находят широкого применения в работе с лептоспирами. Животных заражают внутривенно, внутрибрюшинно, внутрисердечно, подкожно, накожно (через скарифицированную кожу) и слизистые оболочки. При исследовании материала, загрязненного банальной флорой, применяют накожное, подкожное заражения, а также через слизистые оболочки. При исследовании “чистого” материала животных заражают внутривенно или внутрибрюшинно.

При исследовании крови, мочи, ликвора, суспензии органов, спермы биопробных животных заражают внутрибрюшинно или подкожно. Хомячкам, морским свинкам, внутрибрюшинно вводят соответственно от 2 до 4 мл исследуемого материала, подкожно – от 0,3 до 1 мл.

При исследовании 1 пробы нативного материала заражают не менее двух биопробных животных. Лептоспироз у разных видов лабораторных животных протекает однотипно. Сроки клинического проявления болезни колеблются в пределах 4-12 дней в зависимости от вида и возраста животных, способа заражения, дозы и вирулентности штамма. Заболевание животных наступает в основном через 5-6 дней после заражения. В первые дни наблюдается инъекция сосудов склер и слезоточивость, температура повышается до 40-41 (С. Животные не принимают пищу и теряют в весе до 50 г в сутки. Через 1-2 суток после появления первых клинических симптомов (на 5-10-й день после инфицирования) наступает желтушность склер, затем кожи, ушей и видимых слизистых. В этот период в основном наблюдается гибель биопробных животных. На вскрытии отмечаются кровоизлияния в жировой ткани, паховой и подмышечной областях и во всех внутренних органах. Характерны крупноточечные кровоизлияния в легких, напоминающие крылья бабочки, и желтовато-красноватые некротические очажки в печени. Из кусочков печени и почек готовят эмульсию в физиологическом растворе, которую микроскопируют в темном поле, высевают на питательные среды и при необходимости заражают новую биопробу.

Зараженных животных содержат в изолированном помещении в железных клетках с двойным дном или в стеклянных банках с соблюдением санитарных правил СП 1.3.1285-03. Животных ежедневно взвешивают и термометрируют. 

В случае появления клинической картины или гибели животных в острой фазе после аутопсии производят посев из внутренних органов (печени, почек). За животными, не погибшими в первые дни от инфекции, наблюдают в течение месяца. По истечении этого срока их умерщвляют (с учетом требований биоэтики) и производят посев из коркового слоя почек; из сердца берут кровь (нативную или на фильтровальную бумагу) для исследования на наличие специфических антител с помощью реакции агглютинации.

При исследовании объектов внешней среды на наличие патогенных лептоспир золотистым хомячкам, молодым морским свинкам (в возрасте трех недель) вводят внутрибрюшинно соответственно 1,0 и 10мл исследуемой воды. Предварительно пробы воды (50,0 мл) можно центрифугировать (в течение 20 мин. при 10000 об./мин. ). Полученным осадком заражают животных (вводят 2-3 мл). Наблюдение за животными и исследование их органов на наличие лептоспир проводят, как описано выше.

Ввиду отсутствия лабораторных животных, восприимчивых ко всем эпидемически значимым сероварам лептоспир, а также их низкой концентрации в пробах выделение возбудителей из воды открытых водоемов удается с трудом и требует больших затрат времени и средств. Отрицательные результаты исследования проб не являются основанием для исключения воды как фактора передачи возбудителя инфекции.

Определение вирулентности выделенных штаммов лептоспир проводят на золотистых хомячках при внутрибрюшинном заражении 5-7-дневной культурой, содержащей 70-100 бактерий в поле зрения микроскопа. Высоковирулентные штаммы лептоспир вызывают гибель хомячков в дозе не более 0,1 мл; средней вирулентности – 0,2-0,4 мл; слабовирулентные – 0,5-1,0 мл.

Идентификация возбудителя лептоспироза

Реакция микроскопической агглютинации (РМА)

Идентификацию выделенных штаммов лептоспир проводят с помощью перекрестной РМА. Для этого необходимо иметь гипериммунные лептоспирозные сыворотки против эталонных штаммов лептоспир и сыворотку против исследуемого штамма. 

Штаммы относят к одной серогруппе, если титры РМА изучаемого штамма с референс-антисывороткой и референс-штамма с антисывороткой к изучаемому штамму превышает 10 %.

Штаммы считаются принадлежащими к различным сероварам, если после перекрестной адсорбции антител 10 % и более гомологического титра обнаруживаются, по крайней мере, в одной из истощенных сывороток.

Идендентификацию штаммов на уровне серогруппы, серовара или субсеровара можно проводить также в реакции микроагглютинации с панелями моноклональных антител. 

В связи с тем, что методы внутривидовой идентификации лептоспир достаточно сложны и трудоемки, выделенные от людей, животных или изоляты из внешней среды следует направлять НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи РАМН.

Дифференциальная диагностика патогенных лептоспир

Дифференциация патогенных лептоспир от сапрофитных может проводиться по ряду тестов, из них наиболее приемлемыми в практической работе являются температурный и выращивание в присутствии 8-азагуанина в концентрации 225 мкг/мл.

В отличие от патогенных штаммов сапрофитные лептоспиры в этих условиях хорошо размножаются.

Иммунологические методы

Иммунологические реакции и в настоящее время остаются основными в лабораторной диагностике лептоспироза людей и животных. Сущность метода заключается в обнаружении специфических антител в крови с помощью иммунологических реакций. Наиболее приемлемым и общепринятым методом диагностики, отличающимся высокой специфичностью и чувствительностью, является реакция микроскопической агглютинации лептоспир (РМА).

Реакция микроскопической агглютинации (РМА)

При подготовке к исследованию лабораторную посуду (предметные, покровные стекла, пипетки, пробирки, колбы и т.д.) обрабатывают по способу, описанному в «приложениях 1, 2». 

Для постановки серореакций удобно пользоваться полистироловыми 96-луночными планшетами с лунками, которые обеззараживают погружением в 2 % раствор соляной кислоты на 24 ч. Затем промывают в теплой мыльной воде, протирают ершиком каждую лунку, отмывают проточной водопроводной водой 15-20 мин., заливают дистиллированной водой на 10-20 ч. Воду сливают и планшеты просушивают. Перед использованием планшеты протирают чистой ватно-марлевой пробкой. Для постановки реакции используют свежую, замороженную, консервированную или высушенную на бумаге сыворотку или кровь людей и животных. 

В качестве антигена используют живые культуры лептоспир 10-14-дневного культивирования на сывороточной среде, содержащие не менее 50-100 лептоспир в поле зрения микроскопа и без признаков спонтанной агглютинации. При микроскопировании препаратов определяют количество микробов в поле зрения, чистоту культуры и морфологию. Наличие в культуре неподвижных, набухших, зернистых, удлиненных, лизированных, дегенеративных, агглютинированных лептоспир свидетельствует о плохом состоянии культуры и необходимости ее пересева в свежую среду.

Для диагностики лептоспироза в медицинских учреждениях используют культуры 10 серогрупп (табл. 1).
Международный набор референс-штаммов, рекомендуемый для использования в специализированных лабораториях лептоспирозов, дополнительно содержит штаммы серогрупп лептоспир, ранее не выделявшихся на территории России (табл. 2).

Таблица 1

Набор эталонных штаммов лептоспир для РМА
	Серогруппа 
	Серовар 
	Эталонный штамм 

	Icterohaemorrhagiae 
	Copenhageni 
	M20 

	Javanica 
	Poi 
	Poi 

	
	Hanka 
	Hanka 

	Canicola 
	canicola 
	Hond Utrecht IV (Каширский) 

	Autumnalis 
	autumnalis 
	Akiyami A 

	Australis 
	australis 
	Ballico 

	Pomona 
	Pomona 
	Pomona 

	
	mozdok 
	П.О.5621 

	Grippotyphosa 
	grippotyphosa 
	Moskva V 

	Sejroe 
	saxkoebing 
	Mus 24 

	
	wolffi 
	3705 

	Bataviae 
	djatzi 
	HS26 

	Tarassovi 
	tarassovi 
	Перепелицин 


Таблица 2
Международный набор референс-штаммов
	Серогруппа
	Серовар
	Эталонный штамм

	Australis
	Australis
	Ballico

	Autumnalts
	Autumnalis
	Akiyami A

	Ballum
	Castellonis
	Castellon3

	Bataviae
	Bataviae
	Van Tienen

	Canicola
	Canicola
	Hond Utrecht IV

	Celledoni
	Celledoni
	Celledoni

	Cynopteri
	Cynopteri
	3522C

	Djasiman
	Djasiman
	Djasiman

	Grippotyphosa
	Grippotyphosa
	Moskva V

	Hebdomadis
	Hebdomadis
	Hebdomadis

	Icterohaemorrhagiae
	Copenhageni
	M20

	Javanica
	Javanica
	Veldrat Bataviae 46

	Lousiana
	Lousiana
	LSU 1945

	Manhao
	Manhao4
	Li 130

	Mini
	Mini
	Sari

	Panama
	Panama
	CZ214

	Pomona
	Pomona
	Pomona

	Pyrogenes
	Pyrogenes
	Salinem

	Ranarum
	Ranarum
	ICF

	Sarmin
	Sarmin
	Sarmin

	Sejroe
	Saxkoebing
 sejroe
 wolffi
	Mus 24
 M84
 3705

	Shermani
	Shermani
	1342K

	Tarassovi
	Tarassovi
	Perepelicin


Методика постановки реакции микроагглютинации отличается от реакций подобного типа учетом результатов, проводимым в темном поле зрения под микроскопом.

Разведенная исследуемая сыворотка и живая культура диагностического набора штаммов лептоспир смешивается в равных объемах (по 0,1 мл) в лунках полистироловых планшетов. В контрольную лунку наливают 0,1 мл физиологического раствора и 0,1 мл культуры. Планшет встряхивают и оставляют на 30 мин. при комнатной температуре, после чего производят окончательный учет реакции в препаратах “раздавленная капля”. Капли наносят на стекло бактериологической петлей из большего разведения к меньшему. Вследствие добавления к разведенной сыворотке равного объема живой культуры лептоспир разведение сыворотки удваивается.

Удобно ставить реакцию микроагглютинации одновременно с приготовлением препарата “раздавленная капля” на предметном стекле, известную как “пластинчатая” реакция агглютинации-лизиса. Исследуемая сыворотка разводится физиологическим раствором в двух пробирках в разведении 1:10 и 1:100. На предметное стекло, разделенное карандашом на три части, наносят каплю сыворотки в соответствующем разведении в первую и вторую часть, в третью – каплю физиологического раствора.

Контрольную каплю культуры диагностического штамма (не менее 50 лептоспир в поле зрения) наносят на стекло в непосредственной близости от капли испытуемой сыворотки в исследуемом разведении. Капли осторожно смешивают бактериологической петлей или стеклянной палочкой, начиная с контроля. Накрывают покровным стеклом и очень осторожно слегка подогревают препарат вблизи пламени спиртовки с покачиванием предметного стекла в течение 2-3 мин., и читают результат в темном поле зрения. Можно выдержать препарат при комнатной температуре 15-20 мин., сократив время прогревания предметного стекла до нескольких секунд.

Лептоспиры в контроле остаются подвижными, не лизируются и не агглютинируются, не должны иметь зернистости. В культуре не должны содержаться какие-либо посторонние взвешенные частицы. Агглютинация проявляется в склеивании лептоспир и образовании “паучков”, “бантиков”, “кос” (Рис. 2).

При изучении реакции лептоспир на специфические антитела обнаруживаются следующие изменения их морфологии:

· образование зернистости в отдельных особях. За истинную специфическую зернистость лептоспир (лизис) нельзя принимать ложную зернистость, появляющейся в результате сплетения по длине тела двух нормальных лептоспир или при изгибе отдельной особи и сплетении друг с другом будущих дочерних клеток во время процесса деления; при внимательном наблюдении всегда можно уловить момент разъединения и видеть нормальную морфологию подобных лептоспир;
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Рис. 2. РМА. Слева отрицательный контроль, справа – агглютинированные лептоспиры.

· агглютинация зернистых особей с образованием бесформенных скоплений, напоминающих “паучки” из зернистых лептоспир, “пучки сена” или “косы”, или просто детрит;

· агглютинация изолированной особи, образующей петли, кольца, (“индивидуальная” агглютинация, пространственно ограниченная одной особью);

· агглютинация морфологически неизмененных лептоспир с образованием “паучков”.

Необходимо регистрировать количество нормальных лептоспир, оставшихся резистентными к специфическим антителам, так как резкое уменьшение числа нормальных лептоспир будет косвенно указывать на интенсивность лизиса и агглютинации. 

Оценка результатов проводится по трехбалльной системе: 3+ – агглютинированы 100 %, 2+ – 75 %, 1+ – 25-30 % лептоспир.

В положительных случаях наблюдают обездвиживание, лизис и агглютинацию лептоспир. Титром сыворотки считают наибольшее разведение ее, где регистрируется агглютинация на 2+. При выявлении единичных случаев заболевания лептоспирозом необходимо исследование парных сывороток. В этих случаях даже незначительное нарастание титров антител позволяет достоверно диагностировать лептоспироз.

В первые две недели заболевания нередко регистрируют положительные реакции с несколькими диагностическими штаммами. В этих случаях возбудителем болезни считают штамм, дающий самый высокий максимальный титр. Однако в некоторых пробах исследуемого материала при наличии межгрупповых реакций бывает трудно установить принадлежность возбудителя лептоспироза описанным приемом. С этой целью определяют соотношение классов антител (иммуноглобулинов класса М (Ig М), обладающих широким спектром иммунологической активности, и Ig G, отличающихся высокой специфичностью) с помощью редуцирующих веществ: 2-меркаптоэтанола или цистеина. Эти вещества избирательно расщепляют в сыворотке Ig М с потерей их агглютинирующей активности, но не нарушают серологической активности Ig G.

Использование 2-меркаптоэтанола затрудняет чтение реакции в начальных разведениях, так как после обработки сывороток цистеином в результате окисления кислородом воздуха образуется белый осадок (цистид), который и может привести к ошибочному учету положительной реакции.

Техника обработки сывороток 2-меркаптоэтанолом. 0,2 М раствор 2-меркаптоэтанола готовят непосредственно перед употреблением путем растворения 0,15 мл 2-меркаптоэтанола в 10 мл фосфатного буфера с рН 7,2-7,4.

Исследуемую сыворотку разводят в 5 раз фосфатным буфером, добавляют равное количество 0,2 М раствора 2-меркаптоэтанола, в контрольную пробирку вносят равный объем фосфатного буфера. Пробирки, закрытые резиновыми пробками, ставят на 2 ч. в термостат при температуре 37 (C, затем помещают на 14 ч. в бытовой холодильник. Ставят РМА, используя в качестве антигена живые культуры лептоспир. 

Техника обработки сывороток цистеином. Рабочий раствор цистеина: 314 мг цистеина раcтворяют в 10 мл 0,2 М раствора едкого натра. Сыворотку крови разводят в 5 раз фосфатным буфером, затем делят на 2 части. К одной части добавляют равный объем рабочего раствора цистеина, к другой – контрольной – равный объем физраствора. Пробирки закрывают резиновыми пробками, выдерживают 18-20 ч. при температуре 37 (С. Сыворотки разводят и ставят РМА.

Сопоставляя показатели титров в сыворотках, обработанных редуцентами, и контрольных, судят о наличии Ig М и Ig G. Если титры антител в обработанных и контрольных сыворотках совпадают, их определяют как Ig G. Если в сыворотках, подвергшихся воздействию редуцентов, антитела не выявляются или титры в четыре и более раз снижены в сравнении с контрольной – нативной сывороткой, то предполагают наличие Ig М. Этиологический агент лептоспироза устанавливается по высокому уровню титра сывороток в РМА.

Реакция агглютинации (РА)

Реакция макроагглютинации на стекле (слайд-агглютинация).

Реакцию агглютинации (РА) на стекле используют для обнаружения антител к лептоспирам различных сероваров и серогрупп в сыворотке крови больных лептоспирозом, используя родоспецифические антигены (например, БАСА). Обычно РА используется для предварительного тестирования сывороток больных с подозрением на лептоспирозную инфекцию и массового скрининга. Техника постановки реакции проста, поэтому она может быть использована в лабораториях любого уровня оснащенности, в т.ч. и в клинических.

Постановка реакции. На чистое предметное стекло автоматической пипеткой наносят 10 мкл испытуемой сыворотки, разведенной физиологическим раствором в соотношении 1:1, и 10 мкл слайд-антигена (после встряхивания виалы). Сыворотку и антиген смешивают бактериологической петлей.

Спустя 2-4 мин. в проходящем свете осветителя ОИ-19 или с помощью вогнутого зеркала проводят оценку реакции: при положительном результате наблюдается образование четко видимых агглютинатов при одновременном просветлении реакционной смеси.

Если реакция агглютинации на стекле положительна или сомнительна, то сыворотку рекомендуется исследовать дополнительно в РМА.

Контроли. Положительная контрольная сыворотка, которая дает четкую агглютинацию со слайд-антигеном в реакции макроагглютинации при постановке указанным методом.

Контроль антигена – слайд-антиген смешивается с физиологическим раствором в указанных выше соотношениях.

Примечание. Испытуемые сыворотки должны быть свободны от контаминации и консервантов. Инактивация сывороток не обязательна.

Прочие иммунологические методы диагностики лептоспироза

Для обнаружения антител в патологическом материале предложен ИФА. (WHO. 2003). Однако его использование ограничено родоспецифичностью диагностикума.

Известны и другие, ранее применявшиеся или разрабатывающиеся в настоящее время серологические методы исследования: реакция связывания комплемента (РСК), реакция непрямой гемагглютинации (РНГА), реакция суспензионной агглютинации (РСА), микрокапсульная агглютинация, реакция гемагглютинации, и др. Большинство из них не нашли широкого практического применения. 
Приложение 1

Требования к предметным стеклам и способы их обработки

Предметные стекла должны быть толщиной 0,8-1,1 мм, покровные – 0,2 мм, иначе объект не будет в фокусе конденсора. Если предметное стекло тоньше, то нужно немного опустить конденсор, если стекло толще указанного – четкого изображения получить нельзя. Предметные и покровные стекла, не бывшие в употреблении, кипятят в мыльном растворе в течение 30 мин., промывают в проточной воде, затем 0,5–1 % соляной кислотой и вновь водой, ополаскивают дистиллированной водой и досуха вытирают. В некоторых случаях можно пользоваться простым способом очистки стекла – натереть его кусочком мыла и вытереть насухо ватой. После просмотра мазков стекла помещают в 2 % раствор соляной кислоты на 24 ч, затем промывают в водопроводной воде, кипятят в мыльном растворе, ополаскивают дистиллированной водой и насухо протирают. Вымытые стекла заливают 96 ( спиртом или сохраняют сухими в закрытых склянках. Стекла должны быть абсолютно чистыми, прозрачными и без царапин.

Приложение 2

Требования к лабораторной посуде

Предназначенную для культивирования посуду лептоспир дезинфицируют и моют отдельно от другой. Следует пользоваться посудой из нейтрального или химического стекла или из обычного стекла после специальной обработки. Процесс обработки новой или бывшей в употреблении посуды включает следующие этапы:

· погружение на сутки (24 ч.) в 1-2 % раствор соляной кислоты в стеклянной или эмалированной посуде;

· промывание проточной водопроводной водой (12-15 раз);

· обработка ершами в горячем мыльном растворе (1 кусок хозяйственного мыла на 10 л воды);

· тщательное промывание проточной водопроводной водой (12-15 раз);

· погружение в дистиллированную воду на 24 ч.;

· сушка и стерилизация вместе с ватными пробками.

Стерильной посудой пользуются не более 10 дней после стерилизации.

Новые резиновые шланги и пробки промывают проточной водопроводной водой, затем кипятят в течение 30-40 мин. в 2 % растворе питьевой соды, промывают водопроводной водой и снова кипятят в дистиллированной воде 30-45 мин., потом просушивают.
Приложение 3

Питательные среды, применяемые для культивирования лептоспир

Общие требования к приготовлению питательных сред:

· отсутствие в сыворотке крови доноров специфических антител к лептоспирам;

· использование посуды, обработанной вышеуказанным методом;

· применение химических веществ только марки ХЧ, дистиллированной, бидистиллированной или деминерализованной воды;

· стерильность и полная прозрачность готовой среды, отсутствие посторонних частиц, кристаллов солей и т.д.;

· нейтральная или слабощелочная реакция среды (рН 7,0-7,4);

· содержание всех необходимых компонентов для роста и сохранения основных свойств лептоспир;

· отсутствие в 5-7-дневной культуре самоагглютинации, лизиса, дегенеративных форм лептоспир.

Среда Терских является наиболее простой и наилучшей оптимальной средой. Для приготовления этой среды необходимо иметь сыворотку крови кролика и фосфатно-буферный раствор. Кровь для получения сыворотки берут от молодых кроликов весом 1,5-3 кг. Животное фиксируют на спине. В месте прощупывающегося сердечного толчка выстригают шерсть, обрабатывают поверхность спиртом и йодом. Иглу шприца вводят в сердце. Кровь берут в количестве 20-40 мл и переливают в стерильные пробирки или флаконы, цилиндры. Емкость с кровью ставят в термостат при температуре 37 (С на 30-40 мин. Образовавшийся сгусток обводят металлической спицей и помещают в холодильник на 1-2 сут. Отстоявшуюся сыворотку сливают в стерильные флаконы емкостью 100-200 мл и инактивируют при температуре 56-58 (С в течение 30-60 мин. Следует строго следить за температурой. Перегретая сыворотка непригодна для приготовления питательных сред. Инактивированную сыворотку хранят при температуре 2-4 (С.

Для получения фосфатно-буферной смеси (буфер Зеренсена) готовят два исходных 1/15-молярных маточных раствора: в 1 л дистиллированной воды растворяют 11,867 г двузамещенного фосфорнокислого натрия (Na2HPО4×2Н2О); в 1 л дистиллированной воды растворяют 9,067 г однозамещенного фосфорнокислого калия (КН2РО4).

Растворы хранят при 2-4 (С до 1 мес. Для получения рабочего буферного раствора (рН-7,2) смешивают 72 мл 1/15-молярного раствора двузамещенного фосфорнокислого натрия (щелочной раствор) и 28 мл 1/15-молярного раствора однозамещенного фосфорнокислого калия (кислый раствор). К полученным 100 мл фосфатного буфера Зеренсена добавляют 900 мл дистиллированной воды. При отклонении рН в кислую или щелочную стороны соответственно добавляют раствор двузамещенного фосфорнокислого натрия или однозамещенного фосфорнокислого калия. Основу дважды фильтруют через двухслойный бумажный фильтр, разливают в пробирки по 5 мл и стерилизуют в автоклаве при температуре 120 (С в течение 20 мин. После автоклавирования помутневшие пробирки или давшие осадок выбраковывают.

После стерилизации в партии пробирок с прозрачным содержимым выборочно определяют рН (среда должна иметь рН 7,2-7,6). В каждую пробирку добавляют стерильно инактивированную сыворотку из расчета 1-2 капли на 1 мл среды. Пробирки со средой двукратно прогревают в водяной бане при температуре 56 (С в течение 1 ч. После каждого прогревания проводят контроль стерильности инкубированием при температуре 37 (С в течение суток.

Среда Ферворта-Вольфа в модификации С.И.Тарасова готовится так же, как и среда Терских с той лишь разницей, что в рабочий буферный раствор добавляют пептон (1 г на 1 л) и хлористый натрий (0,5 г на 1 л).

Среда ВГНКИ. Необходимое количество буферной смеси Зеренсена (рН 7,2) вносят в бутыль с сифоном и стерилизуют в автоклаве при 0,8 атм. в течение 30 мин. К охлажденной смеси добавляют 5-8 % инактивированной сыворотки кролика или барана до концентрации белка в среде 0,22-0,25 % и витамины В12 до 1 мг/мл, В1 до 0,25 мл/л 6 % раствора. Среду фильтруют через стерилизующие пластины фильтра Зейца и разливают в стерильные пробирки по 5-10 мл или во флаконы.

Для проверки на стерильность среду выдерживают при температуре 37 (С в течение 3 дней и до 10 дней при комнатной температуре.

Твин-альбуминовая среда. Основные растворы. Растворяют следующие ингредиенты (в 100 мл дистиллированной воды каждый): NH4CI – 25 г; ZnSO4×7H2O – 0,4 г; MgCI2×6H2O и CaCI2×2H2O по 1,5 г каждый; FeSO4×7H2O – 0,5 г; пируват натрия – 10,0 г; глицерин – 10,0 г; твин-80 – 10,0 г; тиамин – 0,5 г и цианкобаламин. – 0,02 г. Раствор FeSO4 должен быть свежеприготовленным и прозрачным.

Растворяют 10 г бычьего сывороточного альбумина (V фракция) в 50 мл дистиллированной воды, разме​шивают на магнитной мешалке, добавляя следующие растворы: СаС12-MgCI2 – 1 мл; FeSO4 – 10 мл; цианкобаламин. – 1 мл; твин-80 – 12,5 мл. Доводят рН до 7,4 и добавляют дистиллированную воду до конечного объема 100 мл. Альбуминовую добавку стерилизуют фильтрацией.

Для приготовления основы среды к 996 мл дистиллированной воды добавляют: Na2HPO4 (обезвоженный) – 1 г; К2НРО4 (обезвоженный) – 0,3 г и NaCI – 1 г. Затем добавляют следующие растворы: NH4CI – 1 мл; тиамин. – 1,0 мл; пируват натрия – 1,0 мл и глицерин – 1,0 мл. рН основы среды доводят до 7,4, а затем стерилизуют автоклавированием при 120 °С в течение 20 мин. 

Для приготовления жидкой твин-альбуминовой среды 1 объем альбуминовой добавки смешивают с 9 объемами основы среды при соблюдении асептики.

Селективные среды. В качестве селективных могут быть использованы все перечисленные выше жидкие питательные среды после добавления в них 5‑флуороурацила до концентрации 0,01-0,04 % (WHO, 2003).

Помимо описанных сред, могут использоваться среда Флетчера, среда Кортгофа, водно-сывороточная среда Уленгута, и другие.

Лептоспиры могут расти на бессывороточных и безбелковой средах. В состав такой среды входят буфер, неорганические соли, витамины (В1, В12) и жирные кислоты. Предпочтительным источником жирных кислот для лептоспир служат полисорбаты (Твин‑20, Твин‑40, Твин‑60 и Твин‑80). Известны синтетическая безбелковая среда Шенберга, синтетическая безбелковая среда (Torneу, 1974), твин-(полисорбат)-альбуминовая среды, среда Эллингаузена, твин-альбумин-сывороточная среда Эллиса, альбуминовая среда ВГНКИ, усовершенствованная элективная среда для выделения лептоспир из контаминированного материала и др. 

Из многочисленных прописей плотных питательных сред для культивирования лептоспир общепризнаны среды Кокса, В.С. Киктенко, С.Н. Канарейкиной и др. Как наиболее продуктивная рекомендуется среда следующего состава: агар Дифко – 10 г, пептон Дифко – 1 г, сыворотка крови кролика – 100 мл, гемоглобин – 10 г, фосфатно-буферная смесь Зеренсена – 100 мл и дистиллированная вода до 1 л.
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ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА 

ОПАСНЫХ ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ

ПСЕВДОТУБЕРКУЛЕЗ

Чеснокова М.В., Климов В.Т., Марамович А.С., Балахонов С.В., Бренева Н.В., Уткин Д.В.1
ФГУЗ Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока, Иркутск
1ФГУЗ Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов
Псевдотуберкулез– зооантропонозная инфекция группы иерсиниозов, характеризующаяся многообразием клинических форм, острым течением болезни, наличием рецидивов. В зависимости от поражения тех или иных органов и систем, клинических проявлений различают скарлатиноподобную, генерализованную, артралгическую, абдоминальную и желтушную форму.
Характеристика возбудителя. Возбудитель псевдотуберкулеза – грамотрицательная бактерия рода Yersinia семейства Enterobacteriaceae - Yersinia pseudotuberculosis. В мазках полиморфная палочка от кокоподобной до удлиненной веренообразной формы. Размер               0,6-1,7 мкм х 0,4-0,8 мкм. Спор не образует. Имеет жгутики (1-10). В отличие от возбудителя чумы подвижны, с повышением температуры до 37 оС и выше подвижность утрачивают. Неприхотлива, растет на обычных питательных средах с оптимумом рН от 6,6 до 7,8, факультативный анаэроб. Бывает в S- и R-форме. Различают 8 сероваров по О-антигену и 21 серотип, по Н-антигену - 5 серогрупп: а, b, c, d, e. От человека чаще выделяют бактерии 1 серовара, реже 3 и 4. К факторам патогенности относят: способность к адгезии и колонизации клеток макроорганизма, инвазивность, ферменты патогенности, образование капсулы, наличие экзо- и эндотоксина, белки YOPs, V-антиген, калььцийзависмость при 37 оС. У возбудителя псевдотуберкулеза обнаружено 7 типов плазмид: 82 МДа, 65 МДа, 45 МДа, 35 МДа, 3,5 МДа, 2,5 МДа, 2 МДа. Спектр плазмид находится в прямой зависимости от принадлежности к определенному серовару.
ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА ПСЕВДОТУБЕРКУЛЕЗА

Многообразие клинических проявлений псевдотуберкулеза, наличие значительного числа случаев с атипичным и стертым течением нередко затрудняет лабораторную диагностику этой инфекции. Вместе с тем правильное и своевременное определение этиологической принадлежности возбудителя псевдотуберкулеза, а также надежная и достоверная гено- и серодиагностика во многих случаях играют решающую роль в проведении профилактических и противоэпидемических мероприятий. Поэтому при постановке диагноза решающее значение принадлежит лабораторным методам исследования – бактериологическим и серологическим (см. Рис. 1).
СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИНДИКАЦИЯ ВОЗБУДИТЕЛЯ ПСЕВДОТУБЕРКУЛЕЗА
Метод флуоресцирующих антител (МФА)

МФА используется для диагностики болезни и индикации псевдотуберкулезного микроба во внешней среде. Чувствительность – 105-106 м.к./мл, время постановки МФА – 1,5-2 ч. 

Принцип метода: взаимодействие специфического АГ с АТ, меченными флуорохромами, приводит к образованию иммунофлуоресцентного комплекса АГ + АТ, выявляемого по флуоресцентной метке при исследовании под люминесцентным микроскопом.

Для выявления псевдотуберкулезного микроба используют прямой и непрямой методы.

Прямой МФА

Ингредиенты и оборудование: исследуемый материал – копрофильтрат, моча, мазок из зева, кровь, смывы из объектов окружающей среды, биоптаты слизистой кишечника, мазки-отпечатки из органов животных; псевдотуберкулезные диагностические люминесцирующие иммуноглобулины против различных сероваров бактерий псевдотуберкулеза; 0,9 % раствор натрия хлорида pH 7,2-7,4; дистиллированная вода; нелюминесцирующее иммерсионное масло; забуференный глицерин (1 объем забуференного до pH 7,2-7,6 0,9 % растора натрия хлорида и 9 объемов глицерина); люминесцентный микроскоп; предметные и покровные стекла, пипетки, чашки Петри, сосуд для промывки препаратов и прочее лабораторное оборудование.

Техника постановки. Для исследования сухие псевдотуберкулезные диагностические иммуноглобулины растворяют объемом дистиллированной воды, указанной на ампуле. Такой препарат можно хранить при минус 2, минус 4 оС в течение 6-8 мес в пробирке, закрытой резиновой пробкой. Непосредственно перед окраской люминесцирующий конъюгат разводят 0,9 % раствором натрия хлорида (pH 7,2-7.4) до рабочего разведения, которое перед использованием каждой серии люминесцирующего конъюгата рекомендуется проверять.

Рис. 1 Схема лабораторной диагностики псевдотуберкулеза.

Рис. 1 Схема лабораторной диагностики псевдотуберкулеза (продолжение).
На тщательно обезжиренное предметное стекло наносят каплю исследуемого материала и растирают бактериологической петлей для получения тонкого мазка. Мазки подсушивают на воздухе и фиксируют охлажденным ацетоном – 10 мин, 96о спиртом –1 0 мин или смесью Никифорова (1 часть 96о спирта и 1 часть эфира). После фиксации препараты вновь подсушивают на воздухе. Такие мазки пригодны для работы в течение месяца. На мазок наносят 1-2 капли люминесцирующего конъюгата. Препарат помещают во влажную камеру при 37 оС на  20-30 мин или при комнатной температуре (18-22 оС) на 25-40 мин. Сушат в вертикальном положении при комнатной температуре. Для устранения неспецифического свечения фона препараты можно обработать бычьим альбумином, меченым родаминовым красителем. Смесь готовят из равных объемов этих препаратов, взятых в удвоенном рабочем разведении.

Для контроля в каждый опыт вводят заведомо положительную и отрицательную пробы. Контроль положительный – специфический антиген; контроль отрицательный – гетерологичный антиген.

Учет и оценка результатов. Микроскопируют мазки под люминесцентным микроскопом. На мазок капают забуференный глицерин, накрывают покровным стеклом, на которое наносят каплю нелюминесцирующего масла. Интенсивность специфической флуоресценции оценивают по следующей шкале: 4+ - очень яркое зелено-желтое свечение по периферии клеток с четко выраженной морфологией; 3+ - свечение менее яркое, но морфология клеток хорошо различима; 2+ - свечение слабое, морфология клетки различается с трудом; 1+ - очень слабое свечение, морфология клетки не различима. Положительным результатом считается люминесценция клеток на 4+ и 3+ при наличии не менее 3-5 специфически светящихся клеток в препарате.
Непрямой МФА

Для постановки реакции необходимо иметь диагностические псевдотуберкулезные сыворотки (поливалентную и моновалентные) в рабочем разведении и антивидовой люминесцирующий гамма-глобулин к иммуноглобулинам кролика.

Техника постановки. В ампулы, содержащие сухие сыворотки, добавляют дистиллированную воду в объеме 1 мл. Затем их разводят 1:5 или 1:10 в соответствии с титром, указанным на этикетке, 0,9 % раствором натрия хлорида. Регидратированные препараты можно хранить при 5-8 оС в течение месяца.

На мазки с исследуемым материалом наносят рабочее разведение поливалентной псевдотуберкулезной сыворотки и выдерживают 45 мин во влажной камере при 37 оС. Затем препарат следует промыть фосфатно-буферным раствором (pH 7,2-7,4) в течение 10 мин и высушить на воздухе. После высушивания на мазки наносят антивидовой люминесцирующий гамма-глобулин к иммуноглобулинам кролика в смеси с родамином в рабочем разведении, которое указано на этикетке каждой ампулы. Мазки выдерживают во влажной камере при 37 оС в течение 30 мин. Далее препараты промывают дважды в течение 10 мин и высушивают на воздухе. Высушенные мазки просматривают в люминесцентном микроскопе.

Учет и оценку результатов проводят, как при прямой МФА. В случае обнаружения единичных клеток флуоресцирующих иерсиний со специфическим свечением 4+, 3+ готовят новые мазки и обрабатывают по указанной выше методике, используя моновалентные сыворотки                Y. pseudotuberculosis различных сероваров. 

С целью повышения эффективности этих методов можно использовать способ подращивания. Для этого исследуемый материал засевают в забуференный физиологический раствор, pH 7,2-7,4 (1:5) и выдерживают в холодильнике 3 сут. Затем готовят мазки из верхней трети слоя среды, окрашивают и просматривают в люминесцентном микроскопе.
Иммуноферментный анализ (ИФА)

ИФА позволяет определить антиген возбудителя в крови в первые дни болезни (3-5 дней). Чаще специфические антигены выявляются в копрофильтратах, реже – в моче. Чувствительность метода – 105 м.к./мл пробы или 100 мкг/мл липополисахарида, эффективность – 73,2-81,1 %.

Принцип метода. Метод основан на взаимодействии АГ (АТ) с АТ (АГ), меченым ферментом. Учет реакции «антиген-антитело» осуществляется измерением ферментативной активности, которая пропорциональна содержанию специфических антител (антигена) в исследуемом материале.

Санкт-Петербургским институтом им. Пастера выпускается тест-система иммуноферментная для выявления антигенов псевдотуберкулезного микроба. Подготовка материала, методика постановки и учета реакции описаны в инструкции к этой тест-системе.
ДОТ – иммуноферментный анализ (ДОТ-ИФА)

ДОТ-ферментный анализ является разновидностью ИФА, при котором исследуемый материал наносят на нитроцеллюлозные мембраны, а образующиеся иммунные комплексы выявляются с помощью преципитирующего хромогена. Метод качественный и позволяет использовать макроколичества антигена и результаты реакции оценивать визуально. Чувствительность до 105 м.к./мл исследуемой пробы [5].
Для реакции используют те же материалы, растворы и реагенты, что и при постановке ИФА.

Для постановки ДОТ-ИФА в качестве твердой фазы применяют нитроцеллюлозные фильтры с сорбционной емкостью по белку не менее 80 мкг/см.

Для приготовления антительного иммуносорбента на нитроцеллюлозные фильтры наносят 1-2 мкл иммуноглобулина кроличьей антисыворотки к псевдотуберкулезному микробу в концентрации           250 мкг/мл в 0,05 М КББ. Фильтры  высушивают в течение 1 ч при комнатной температуре. Затем микрошприцем наносят исследуемый материал, разведенный в КББ, в количестве 1 мкл. Инкубируют при 37 оС в течение 3 ч. Для блокирования неспецифических реакций нитроцеллюлозу обрабатывают 0,1 мл 3 % раствора бычьего сывороточного альбумина в течение 1 ч при 37 оС. Ингредиенты реакции удаляют и затем нитроцеллюлозную пленку трижды промывают в ЗФР-Твин в течение 1-2 мин и вносят по 10 мкл конъюгата кроличьих АТ к Ig человека, меченных ферментом пероксидазой в рабочем разведении на 1 ч при температуре 37 оС. После заключительной отмывки реакцию проявляют раствором субстрата - диаминобензидина. Через 10-15 мин нитроцеллюлозную пленку отмывают и высушивают. Параллельно ставят контроли: положительный – заведомо известное количество антигена или цельные клетки, отрицательный – взвесь гетерогенной культуры. При положительном результате на фильтрах появляются точки коричневого цвета различной интенсивности. В контролях окраски не отмечается. Качественный учет результатов проводится визуально.
Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Принцип реакции заключается в специфическом увеличении числа копий ДНК последовательности, границы которой устанавливаются двумя олигонуклеотидами комплиментарными к 3’ и 5’ концам выбранной ДНК. Для выявления маркерного фрагмента используются плазмидная и хромосомная ДНК.  

1. Праймеры для возбудителя псевдотуберкулеза, гибридизирующиеся с фрагментом ДНК, лизированным в плазмиде pYV (Yers1 и Yers 2).

     Yers 1   5’ – GTA GGG AAA GTA AAG TTT ACT GC –3’

     Yers 2   5’ – CCC ATC AAA TGT TTG TCT TAA TCAC – 3’

Амплифицирующий фрагмент – 518 нуклеотидных пар [1].

2. Праймеры, гибридизирующиеся с фрагментом гена инвазивности (inv), локализованном на хромосоме (inv1 и inv 2).

     inv 1   5’ – TAA GGG TAC TAT CGC GGC GGA – 3’

     inv  2  5’ – CGT GAA ATT AAC CGT CAC ACT – 3’ 

Размер аплифицируемого фрагмента составляет 295 нуклеотидных пар  [16]. 

Указанные две пары праймеров являются родоспецифическими и дают положительные результаты с материалом, содержащим другие патогенные иерсинии (Y. pestis, Y. enterocolitica). 

3.Видоспецифические праймеры (YP-3, YP-4) на уникальный участок гена inv Y. pseudotuberculosis имеют следующую последовательность: 

YP-3     5’ – CTT GGC TGA TGG CAC GAT – 3’

YP-4     5’ -  TCG TCA CCT GAC CCT GAT – 3’

Продукт амплификации – 440 нуклеотидных пар [15]. 

Метод ПЦР может быть использован для идентификации псевдотуберкулезного микроба, а также для индикации его в объектах окружающей среды (почва, вода, пищевые продукты и др.) и в материале от больных (кровь, испражнения, моча и др.). Чувствительность метода – 102 – 103 м.к. в пробе, время выполнения – 4-5 ч.

Подготовка материала. Идентификация псевдотуберкулезного микроба: исследуемую бактериальную взвесь обеззараживают добавлением мертиолята натрия до конечной концентрации 1:10000 с последующим прогреванием при 56оС в течение 30 мин. Для экстракции ДНК материал отмывают от среды центрифугированием, ресуспендируют в стерильной дистиллированной воде до концентрации 108 м.к. и прогревают при 100 оС – 30 мин. В реакционную смесь для ПЦР вносят 1 мкл (105 м.к.) образца. 

Исследование испражнений. 0,5-1 г. испражнений разводят изотоническим раствором 1:10. Для ПЦР-анализа 1,0 мл такого разведения забирают в микропробирки объемом 1,5 мл и центрифугируют с малой скоростью 800-1000 об./мин. в течение 1-2 мин. для осаждения крупных частиц. К 0,5-1,0 мл. супернатанта добавляют равное количество 0,72 % раствора КОН в 0, 5% натрия хлорида и содержимое перемешивают встряхиванием в течение 30 секунд. К полученной смеси добавляют бульон Хоттингера (2:1), перемешивают.
Пробы центрифугируют при 10 тыс. об./мин. 5 минут, надосадочную жидкость сливают и дважды отмывают центрифугированием в 1,0-1,5 мл дистиллированной воды в том же режиме. Осадок ресуспендируют в        20 мкл дистиллированной воды и прогревают при 100оС – 10 мин. Образовавшийся на стенках пробирок конденсат осаждают центрифугированием в течение нескольких секунд. Для исследования в ПЦР используют 1-3 мкл надосадочной жидкости.

Исследование крови. 50 мкл нативной крови смешивают со 100 мкл лизирующего буфера (10 мM Трис HCl pH 8,0, 0,5% Твин-20, 100 мкг/мл протеиназы K «Merck») и инкубируют 1 час при 56оС, затем протеиназу К инактивируют 10 мин. при 95оС, смесь центрифугируют 3 мин. при       5000 об./мин. Для анализа в ПЦР достаточно 2-3 мкл надосадочной жидкости.

Исследование мочи. Аликвоту мочи центрифугируют 10 мин. при 2000 об./мин. К осадку добавляют 300 мкл стерильной дистиллированной воды и прогревают при 100оС 10 мин. Центрифугируют при 5 тыс. об./мин. Для исследования в ПЦР берут 1-3 мкл надосадочной жидкости.

Исследование почвы [17]. Экстракционным буфером (100 мл 100 ммоль 1-1 Трис HCl (pH 7,0), 100 ммоль 1-1 ЭДТА (pH 8,0), 1,5 моль 1-1 NaCl) заливают 100 г почвы и перемешивают в течение 2 мин. со 100 г стеклянных бус. Затем приливают 10 мл 20% (вес/объем) SDS, перемешивают 5 сек. Инкубируют при 65оС 1 ч. и центрифугируют при 6000 об./мин. 10 мин. Супернатант переносят в отдельную посуду, а осадок повторно подвергают вышеописанной процедуре. Объединенный супернатант переносят в центрифужную пробирку, содержащую 0,5 объема полиэтиленгликоля  (30% вес/объем  NaCl (1,6 моль 1-1), и инкубируют при комнатной температуре 2 ч. Пробу центрифугируют при 10000 g 20 мин., осадок ресуспендируют в 20 мл ТЕ (10 ммоль 1-1 Трис HCl, 1 ммоль 1-1 ЭДТА pH 8,0) и добавляют ацетат натрия (7,5 моль 1-1) до конечной концентрации 0,5 моль 1-1. Пробу переносят в лед на 5 мин и затем центрифугируют при 16000 g 30 мин. при 4оС для осаждения белков и полисахаридов. Водную фазу подвергают обработке смесью хлороформ : изоамиловый спирт  (24:1). ДНК осаждают добавлением 0,6 объемом изопропанола в течение 2 ч. при комнатной температуре и осаждают центрифугированием при 16000 g 30 мин. Осадок ресуспендируют в           1 мл ТЕ. Для ПЦР берут 1 мкл раствора.
Исследование воды [12]. Два литра воды фильтруют через 0,22 мкм бумажный фильтр. Затем фильтр измельчается и погружается в 300 мкл метанола на 15 мин. После высушивания под вакуумом, к измельченному образцу добавляется 300 мкл стерильной дистиллированной воды, прогревается при 100оС – 5 мин., центрифугируется при 5000 об./мин –      5 мин и супернатант в количестве 1-3 мкл исследуется в ПЦР.

ФГУН Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии выпускает тест-систему «Ампли-Сенс Yersinia pseudotuberculosis». В неё входят реактивы для выделения ДНК из клинического материала, 55 пробирок с реакционной смесью для постановки ПЦР и набор для проведения электрофореза.

Подготовка реакции и учет результатов

Все химические реактивы, используемые для ПЦР должны быть «осч» или «хч», а полипропиленовые микропробирки (объемом 0,5 мл) и наконечники к полуавтоматическим пипеткам – новыми.

Пробирки маркируют в соответствии с количеством исследуемых проб. Последовательно, автоматической микропипеткой добавляют:
1. Солевой 1 х буфер (16,6 мМ (NH4)2SO4, 67,0 мМ Трис HCl, pH 8,8,         6,7 мМ MgCl2, 10 мМ  β-меркаптоэтатола, 6,7 мМ ЭДТА, 0,01% твин-20 – 17,75 мкл.

2.  Субстраты – 0,25 мМ каждого д НТФ

3.  Праймер 1 

4. Праймер 2 

5.  Таq-полимераза – 0,25 мкл. (5 ед./мл) 

6.  Исследуемая проба – 2-5 мкл 

Суммарный объем реакционной смеси 25 мкл. Параллельно с исследуемой  пробой  ставят  контроли: положительный  с  ДНК  Y. pseudotuberculosis (100-200 нг/мкл – 1 мкл или лизат клеток 1,0 мкл (не менее 1000 клеток в 1 мкл) и отрицательный со стерильной деионизованной водой. Наслоить 30-50 мкл вазелинового масла. 

Полимеразную цепную реакцию проводят циклически, изменяя температуру реакционной смеси с использованием термоциклера с программным обеспечением. Программы для каждой пары праймеров       Y. pseudotuberculosis индивидуальны:
	Yer 1-2
	Inv 1-2
	YP 3-4
	

	
	
	 94оС  –  15 сек
	

	95оС  –  45 сек
	95оС  –  40 сек
	    94оС  –  3 сек
	  35 циклов

	58оС  –  40 сек
	66оС  –  40 сек
	50оС  – 10 сек
	

	72оС  –  40 сек
	72оС  –  40 сек
	74оС  – 35 сек

74оС  –  2 мин

45оС  –  2 сек
	


Для учета результатов ПЦР проводят электрофорез в 1,5 % агарозном геле. После окрашивания этидий бромидом гель просматривают в ультрафиолетовом свете. Образование в результате реакции амплифицированной ДНК (полоска в геле, светящаяся в УФ-лучах) оценивается как положительный результат, свидетельствующий о наличии в пробе клеток псевдотуберкулезного микроба. Аплифицированный фрагмент идентифицируют по размеру, сравнивая с положительным контролем или с рестрицированными pvuII фрагментами фага λ.

ПОСТАНОВКА БИОЛОГИЧЕСКОЙ ПРОБЫ

Традиционная лабораторная диагностика псевдотуберкулеза не предусматривает использование биологического метода. Однако ряд лабораторных моделей полезен при изучении патогенеза инфекции. Наименее строгой моделью является эпителиальная культура клеток, позволяющая изолированно контролировать механизмы бактериальной адгезии и инвазии. В качестве прототипа энтероцитов обычно используются линии клеток Hep-2 и Hela. Биологическое воздействие микробов на эпителиальные клетки и различные этапы их взаимодействия исследуют световой (мазки, окрашенные по Романовскому-Гимза), флуоресцентной (метод двойных флуоресцирующих антител) и электронной  микроскопией, а также методом учета жизнеспособности клеток. Другой моделью, характеризующей потенциальную инвазивность иерсиний, является тест Шерени. Этот тест позволяет качественно оценить способность микроба к преодолению местного иммунитета глáза морской свинки и провокации в нем характерных патологических изменений. Заражение лабораторного животного проводят путем инокуляции одной капли бактериальной суспензии 109-1010 м.к./мл непосредственно в конъюктивальный мешок. Для контроля в другой глаз вводят стерильный физиологический раствор. Наблюдение за животными осуществляют в течение 7 дней для установления развития гнойного кератоконъюнктивального или других признаков болезни. Критериями оценки служат гиперемия конъюнктивы, блефароптоз, эдема век, сужение глазной щели, наличие серозного или серозно-гнойного отделяемого. Вирулентные штаммы Y. pseudotuberculosis, содержащие плазмиду pYV, способны провоцировать развитие гнойного кератоконъюнктивита через 48-72 ч. после инфицирования глаза. Штаммы, лишенные плазмиды вирулентности, способны лишь транзиторно инвагинировать эпителий роговой оболочки; на данной модели их остаточная вирулентность проявляется в виде серозного конъюнктивита. 

Наиболее принята оценка вирулентности штаммов Y. pseudotuberculosis на ибредных мышах линий Swiss или BALB/c при оральном, внутрибрюшном или внутривенном заражении. Первая из данных моделей является качественной и отражает инфекциозность бактерий при естественном инфицировании заведомо высокой дозой инокулята, тогда как две другие модели предназначены для определения LD50 и достаточно точно воспроизводят внекишечные проявления инфекции. Оральное заражение мышей проводят следующим образом. Накануне заражения группу из 5 мышей весом 18-20 г помещают в садки, лишая воды и жидких продуктов. Затем мыши получают свободный доступ к 50 мл бактериальной водной суспензии, содержащей 109 м.к./мл. Эта суспензия помещается в поилку, представленную 50 мл флаконом с притертой резиновой пробкой, снабженной канюлей. Опорожнение поилки возможно лишь в процессе питья лабораторных животных, условия для разбрызгивания и разлива зараженного материала исключаются. Заражение проводится в течение суток, после чего животные получают стерильную воду и обычное питание. Получению более объективной характеристики проявления псевдотуберкулезной инфекции и эффективности периферических барьеров хозяина в ее сдерживании способствует определение значений LD50 при внутрибрюшном (периферическом) и внутривенном заражении. Внутривенное заражение осуществляют введением серийных разведений исследуемого штамма в физиологическом растворе в объеме 0,1 мл в левую латеральную вену или ретроорбитально. При внутрибрюшном заражении мыши получают соответствующие разведения культуры в объеме 0,5 мл. Независимо от пути инокуляции патогена результат оценивается по гибели животных в течение 21 дня. При оральном заражении pYV+ штаммы                               Y. pseudotuberculosis обычно вызывают гибель всех инфицированных мышей с пиком летальности на 6-9-е сутки. Значение LD50 для таких культур измеряется при внутривенном заражении десятками-сотнями микробных клеток, при внутрибрюшном – приблизительно в 100 и более раз выше. При вскрытии павших животных выявляются характерные для пиогенной инфекции патолого-анатомические изменения в виде выраженной спленомегалии и абсцессов в печени, селезенке, легком. Визуальная демонстрация бактерий в гистологических препаратах слизистой кишечника, региональных лимфатических узлов и паренхиматозных органов достигается при помощи флуоресцентной и электронной микроскопии. Обычно патогистологическое исследование проводится в рамках изучения патогенеза инфекции и предусматривает приготовление срезов отобранных тканей хлороформированных животных в прогрессивные интервалы времени после заражения. Развитие системной инфекции изучают процедурой определения динамики роста бактерий в органах. «Мышиная» модель может использоваться для исследования гуморального ответа на различные антигены Y pseudotuberculosis, поскольку доступна преинфекционная и постинфекционная сыворотки. Кроме того, разработаны модели энтерального заражения морских свинок и кроликов.
БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД

Бактериоскопическое исследование
Бактериоскопия при лабораторной диагностике псевдотуберкулеза не играет существенной роли. Бактерии Y. pseudotuberculosis представляют собой негативно по Граму окрашивающиеся палочки овоидной или кокковой формы. В бульонных культурах иногда образуются короткие (4-10 клеток) цепочки. Спор не образуют.
Бактериологическое исследование
Для бактериологической диагностики основным материалом от больного служат испражнения (на протяжении всего периода заболевания и в начале реконвалесценсии), реже моча (в течение первой недели заболевания), смывы из зева (в первые 3 дня болезни), кровь (в первые дни болезни  на высоте лихорадки, весь лихорадочный период, а также в разгар рецидива). При оперативных вмешательствах – аппендикулярные отростки.

При эпидемиологическом обследовании от теплокровных животных и птиц забирают отрезок тонкого кишечника с содержимым, брыжейку с мезентеральными лимфоузлами.

По эпидемиологическим показаниям бактериологическому исследованию подлежат фекалии домашних животных, кишечник отловленных грызунов или их помет, объекты окружающей среды: смывы с овощей, корнеплодов, столового инвентаря и оборудования, готовые блюда из сырых овощей, реже почва и вода. Правила забора и подготовки материала к исследованию представлены в таблице 1. 

Таблица 1

Правила забора и подготовка материала к исследованию
	№№

п.п.
	Исследуемый

материал
	Количество и

способ забора
	Подготовка к

исследованию

	1.
	Испражнения (фекалии, помет)
	2-4 г нативных испражнений собирают стерильной деревянной палочкой
	Помещают в ФБР в соотношении 1:10 

	2.
	Моча
	20-30 мл, утренняя, средняя порция в стерильную посуду
	Центрифугируют или отстаивают, для посева используют осадок

	3.
	Смыв из зева
	Натощак с задней стенки глотки и корня языка влажным ватным тампоном
	Помещают в 3-5 мл ФБР 

	4.
	Кровь
	5-10 мл стерильно из локтевой вены
	Сгусток крови измельчают и помещают в ФБР в соотношении 1:10 

	5.
	Аппендикулярные отростки
	1,0-2,0 г
	Измельчают и помещают в ФБР в соотношении 1:10 

	6.
	Кишечник мелких млекопитающих
	Место перехода тонкой кишки в толстую с содержимым 
	Помещают в ФБР в соотношении 1:10 

	7.
	Брыжейка, мезентеральные лимфоузлы
	1,0-2,0 г
	Измельчают и помещают в ФБР 

	8.
	Смывы с овощей и корнеплодов
	Одним влажным тампоном не менее 5 экземпляров
	Помещают в 7-10 мл ФБР 

	9.
	Смывы с оборудования, инвентаря, тары
	Одним влажным тампоном с площади не менее 100 см2
	Помещают в 7-10 мл ФБР 

	10.
	Готовые овощные салаты, овощные соусы, гарниры
	Не менее 10 г
	Измельчают и помещают в ФБР в соотношении 1:10, для посева используют надосадочную жидкость

	11.
	Вода
	500 мл профильтровать
	Фильтр помещают в ФБР

	12.
	Почва
	50-100 г
	Помещают в ФБР в соотношении 1:10, центрифугируют или отстаивают, для посева используют надосадочную жидкость


Фосфатно-буферный раствор (ФБР) pH 7,6-7,8 одновременно является и консервантом и средой накопления для последующего бактериологического исследования. Применение других консервантов не допускается (глицерин, вазелиновое масло и т.д.). В качестве сред накопления также можно использовать буферно-казеиново-дрожжевую среду (БКД), pH 7,6-7,8 и 1 % забуференную пептонную воду (ЗПВ), pH 7,6-7,8 [11].
Прямой посев исследуемого материала малоэффективен из-за обильного роста посторонней микрофлоры, поэтому проводят холодовую, а непосредственно перед высевом щелочную обработку проб. Это позволяет избавиться от значительной части сопутствующих микробов вследствие высокой резистентности возбудителя псевдотуберкулеза к низким температурам и действию щелочи.

Исследуемый материал в ФБР сохраняется в холодильнике при +4оС в течение 15 (материал от больных) – 21 (другой материал) дней с периодическими высевами на 3, 5, 10, 15 и 21 сутки.
При щелочной обработке [14] в лунки полистирольного планшета для иммунологических реакций наливают 0,5 мл свежеприготовленного 0,72 % раствора КОН в 0,5 % растворе натрия хлорида и 0,5 мл исследуемого материала, перемешивают, выдерживают 30 секунд и затем рассевают секторами на плотные питательные среды: БТС (среда с бромтимоловым синим), Серова, Эндо.
Посевы инкубируют при 28 оС. Просмотр колоний осуществляют на среде Эндо, через 24 часа, на средах БТС, Серова через 48 часов.

На среде Эндо колонии неокрашенные, мелкие (0,3-0,5 мм), круглые, выпуклые, блестящие («росинки»), через 48 часов они увеличиваются в размере и приобретают розоватый оттенок.

На среде БТС отмечается рост голубовато-зеленых колоний, с ровным или фестончатым краем, выпуклым центром, суховатой матовой поверхностью на синем фоне среды, диаметром 1,0-2,0 мм. Через 24 часа колонии могут иметь слегка желтоватый оттенок.

На среде Серова колонии размером до 2 мм, круглой формы, со слегка выпуклым темно-красным сосцевидным центром, периферическая зона прозрачная. Колонии имеют суховатую, матовую с перламутровым блеском поверхность. Во время снятия петлей колонии сдвигаются по поверхности среды. 

Иркутский противочумный институт выпускает сухую, стандартную питательную среду для выделения псевдотуберкулезного микроба, позволяющую выделять Y. pseudotuberculosis через 24 часа инкубации при температурах 28оС или 37оС [7]. На этой среде отмечается рост круглых, слегка выпуклых колоний с характерными признаками – неровный край, приподнятый и окрашенный в синий цвет центр, диаметр колоний не менее 1,0 мм.

Идентификация И ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНАЯ ДИАГНОСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ ПСЕВДОТУБЕРКУЛЕЗА

Отсев подозрительных на Y. pseudotuberculosis колоний проводят одновременно на скошенные столбики мясопептонного агара и одну из дифференциальных сред, содержащих мочевину: ЦДС (цветная дифференциальная среда), УСС (универсальный скошенный столбик) или среду Олькеницкого. Посев делают штрихом по скошенной поверхности и уколом в столбик.

Культуру на скошенном столбике с мочевиной инкубируют при 37оС, на скошенном МПА – при 37оС или 22оС. На средах с мочевиной               Y. pseudotuberculosis растет в виде матового сухого налета на скошенной поверхности и по высоте столбика по направлению укола. В результате разложения мочевины и образования щелочи через сутки среда Олькеницкого и УСС приобретают малиновый цвет, ЦДС – синий.

Дальнейшую идентификацию уреазопозитивного изолята (биохимическую активность, подвижность, отношение к специфическому бактериофагу и антигенные свойства) проводят со скошенного агара. Фаготипирование исследуемой культуры рассматривают в качестве предварительной процедуры, поскольку псевдотуберкулезный бактериофаг обладает относительно широким спектром литической активности применительно к представителям Enterobacteriaceae. Пробу с псевдотуберкулезным бактериофагом ставят на плотной питательной среде (агар Хоттингера, мясо-пептонный агар) методом «стерильного пятна» в соответствии с рекомендациями изготовителя. Необходимо отметить, что на воспроизводимость этого теста определенное влияние оказывают минеральный состав питательной среды и ее основа. Нередко отмечается отсутствие фаголизиса свежевыделенных штаммов возбудителя псевдотуберкулеза на питательных средах, изготовленных на основе гидролизата кильки с повышенным содержанием хлористого натрия(0,6-0,7 %). В связи с этим рекомендуется использовать коммерческую питательную среду для культивирования чумного микроба, выпускаемую Иркутским ПЧИ [6].

Ферментативная активность исследуется обычным способом на средах Гисса при 28 оС. Y. pseudotuberculosis ферментирует с образованием кислоты без газа глюкозу, маннит, рамнозу, арабинозу, не ферментирует лактозу, сахарозу, сорбит, не образует индол и сероводород, орнитиндекарбоксилазу на среде Биргер-Крушинской, не утилизирует цитрат на среде Симмонса, не дезаминирует фенилаланин. Проявляет подвижность в 0,3 % полужидком агаре при 25 оС, но не при 37 оС. Реакция Фогес-Проскауэра отрицательная при 25 оС и 37 оС. Предложенные тесты позволяют в комплексе четко провести идентификацию и дифференциацию Y. pseudotuberculosis от других видов рода Yersinia, а также прочих энтеробактерий (табл. 2 и 3). Хотя Y. pseudotuberculosis является достаточно однородным видом, установлена вариабельность ряда метаболических характеристик, в частности, ферментации раффинозы, мелибиозы.

Серологическое типирование изолятов проводят агглютинацией на стекле, используя типоспецифические О-антисыворотки к серовариантам псевдотуберкулезного микроба. В настоящее время известен 21 серотип    Y. pseudotuberculosis: 0:1a, 0:1b, 0:1c, 0:2a, 0:2b, 0:2c, 0:3, 0:4a, 0:4b, 0:5a, 0:5b, 0:6, 0:7, 0:8, 0:9, 0:10, 0:11, 0:12, 0:13, 0:14, 0:15 [16].
Таблица 2 

Дифференциация Y. pseudotuberculosis от других видов иерсиний

на основе биохимических свойств (28о 48 ч.)

	Тест или

субстрат
	 Y. pseudotuberculosis
	Y.pestis
	Y.enterocolitica
	Y.mollaretti
	Y.bercoverii
	Y.kristensenii
	Y.intermedia
	Y.frederiksenii
	Y.aldovae
	Y.ruckeri

(22о-25оС)
	      Y. rohdei

	Уреаза
	+
	- 
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+/-

	Рамноза
	+
	-/+
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-

	Мелибиоза
	+/-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	+/-

	Сахароза
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-/+
	-
	+

	Раффиноза
	-/+
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	+/-

	Сорбит
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+

	Эскулин
	+
	+
	х
	-/+
	+/-
	-
	+
	+
	+
	-
	-

	Ксилоза
	+
	+
	х
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+

	Мальтоза
	+
	+
	+
	+/-
	+
	+
	+
	+
	-/+
	+
	-

	Сорбоза
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	*

	Фукоза
	-
	*
	х
	-
	+
	х
	х
	+
	х
	*
	*

	Орнитиндекарбоксилаза
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+/-

	Индол
	-
	-
	-/+
	-
	-
	+/-
	+
	+
	-
	-
	-

	Реакция Фогес-Проскауэра при 25оС
	-
	-
	+/-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	-/+
	-

	Подвижность при 25оС
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+/-
	+


Условные обозначения:  «+» положительная реакция; «__» – отрицательная реакция; «+/-» – большинство культур позитивно, некоторые штаммы негативны; «-/+» – большинство культур негативно, некоторые штаммы позитивны; « х » – различные реакции; «* » - нет данных

Таблица 3

Основные дифференциальные признаки Y. pseudotuberculosis и некоторых других представителей семейства Enterobasteriaceae
	Признаки
	Y. pseudotuberculosis
	Y. enterocolitica
	Shigella 
	Salmonella
	Escherichia
	Proteus

	ЦДС
	Столбик
	Синий
	Синий
	Оранжевый
	Оранжевый + газ
	Оранжевый + газ
	Синий

	
	Скошенная поверхность
	Синяя
	Синяя
	Сине-зеленая
	Сине-зеленая
	Оранжевая
	Синяя

	УСС


	Столбик
	Малиновый
	Желтый по уколу черно-бурая полоска
	Желтый
	Желтый или черный+газ
	Желтый+газ
	Малиновый

	
	Скошенная поверхность
	Малиновая
	Желтая
	Красная
	Красная
	Желтая
	Верх черный, желтая или малиновая

	Среда Олькеницкого
	Столбик
	Малиновый
	Малиновый
	Желтый
	Желтый или черный + газ
	Желтый + газ
	Малиновый или черный

	
	Скошенная поверхность
	Малиновая
	Малиновая
	Красная
	Красная
	Желтая
	Малиновая

	Ферментация
	Сахароза
	-
	+
	-
	-
	х
	х

	
	Рамноза
	+
	-
	-/+
	+
	+/-
	-/+

	
	Раффиноза
	-/+
	-
	-/+
	-
	х
	-/+

	
	Маннит
	+
	+
	+/-
	+
	+
	-/+

	
	Сорбит
	-
	+
	-/+
	+
	+/-
	-

	Орнитиндекарбоксилаза
	-
	+
	-/+
	+
	х
	-/+

	Утилизация цитрата
	-
	-
	-
	+/-
	-
	х

	Дезаминирование фенилаланина
	-
	-
	-
	-
	-
	+

	Реакция Фогес-Проскауэра (37оС)
	-
	-
	-
	-
	-
	-/+


 Условные обозначения см. табл. 2

Иммуносерологические методы исследования
Бактериологический метод диагностики псевдотуберкулеза малоэффективен на ранних стадиях заболевания, поэтому используются иммунологические и серологические методы, направленные на выявление бактериальных антигенов, специфических антител в биологических субстратах организмов, а также объектах окружающей среды.

От людей для исследования на поиск АГ забирают кровь, слизь из зева, мочу, испражнения, гной из абсцессов, биоптаты слизистой кишечника, синовиальную жидкость из коленных суставов; при оперативных вмешательствах – мезентеральные лимфатические узлы, измененные части кишечника и аппендикса. От трупа – лимфоузлы, участки тонкого кишечника, кусочки печени и селезенки. У отловленных теплокровных животных и птиц забирают часть тонкого кишечника с содержимым, отрезок брызжейки с мезентериальными лимфоузлами, паренхиматозные органы (печень, селезенка), кровь. Из объектов окружающей среды исследуют смывы с овощей, с инвентаря и оборудования, почву, воду и пищевые продукты.

Исследование материала проводят в 1-е сутки получения проб и затем на 3-5-е сутки после подращивания в фосфатно-буферном растворе при     4 оС. Непосредственно перед исследованием материал инактивируют в течение 30 мин при 56 оС, центрифугируют при 3000 об./мин в течение 15 мин и берут для исследования надосадочную жидкость.

Для обнаружения антител исследуют сыворотку крови больных, реконвалесцентов с целью подтверждения диагноза и переболевших для ретроспективного диагностирования псевдотуберкулеза. Рекомендуется исследовать парные сыворотки крови в динамике заболевания с промежутками 7-14 дней. Исследуемую сыворотку разводят физиологическим раствором 1:25 и прогревают при 56 оС в течение 30 мин. К инактивированной сыворотке с целью обеззараживания и консервации добавляют мертиолят натрия в разведении 1:1000 из расчета 2 капли на 1 мл сыворотки. Перед исследованием в РПГА сыворотки крови адсорбируют, для чего к 5 мл исследуемого материала добавляют 0,5 мл 50 % взвеси эритроцитов барана, встряхивают в течение 10 мин, а затем центрифугируют. У детей можно брать кровь из пальца. Взятую мерной пипеткой кровь смешивают с 0,9 % раствором натрия хлорида в таком соотношении, чтобы после центрифугирования получить сыворотку, разведенную 1:10 (0,1 мл крови и 0,45 мл раствора; 0,2 мл крови и 0,9 мл раствора).

Агглютинационные тесты
Реакция непрямой гемагглютинации (РНГА)

РНГА с антигенным эритроцитарным диагностикумом предназначена для выявления специфических антител в сыворотке крови людей больных псевдотуберкулезом и переболевших. Диагностический титр РНГА – 1:100. При исследовании парных сывороток диагноз подтверждался в 81,7 % случаев. Перспективу совершенствования РНГА связывают с подбором оптимальных антигенов и физико-химических условий их сорбции на поверхности эритроцитов. Из всех испытанных антигенов наилучшие результат показал липопротеинополисахарид, полученный экстракцией мочевиной и липополисахарид Вестфаля, приготовленный водно-фенольным буфером. Приготовление ингредиентов и техника постановки реакции представлена в наставлении к комплекту антигенного сухого эритроцитарного псевдотуберкулезного диагностикума. 

Санкт-Петербургским НИИ вакцин и сывороток разработан псевдотуберкулезный иммуноглобулиновый эритроцитарный диагностикум, который предназначен для выявления специфических антигенов в сыворотке крови больных. Чувствительность этого препарата составляет 8·105 м.к./мл. Показано, что положительный результат (61,5 %) получен при исследовании крови, взятой от больных до 7-го дня болезни в период лихорадки и до начала этиотропного лечения. [2].
Реакция торможения непрямой гемагглютинации (РТНГА)

Впервые была предложена для диагностики псевдотуберкулеза в    1969 г. [3]. В качестве экспресс-метода РНГА и РТНГА с иммуноглобулиновым псевдотуберкулезным диагностикумом использовала Г.Я.Ценева и др. [10]. С помощью этой реакции показана возможность определения антигена псевдотуберкулезного микроба в зараженных пищевых продуктах, что может быть использовано при расследовании эпидемических вспышек, где этиологическая природа заболевания не установлена [8].
Реакция коагглютинации (РКоА)

Эта реакция предназначена для выявления антигенов псевдотуберкулезного микроба в выделениях больных (испражнения, слюна, моча) на первой неделе болезни. Чувствительность реакции – 104-105 м.к. в пробе. Эффективность метода – 56,4-65%. Все компоненты псевдотуберкулезного коагглютинирующего диагностикума выпускаются в комплексе НИИЭМ им. Гамалеи (Москва) и институтом им. Пастера (Санкт-Петербург). Методика постановки и учета реакция представлена в инструкции по применению этого препарата.
Реакция агглютинации латекса (РАЛ)

РАЛ на стекле используют для выявления антигенов возбудителя псевдотуберкулеза в копрофильтратах больных и в смывах из объектов внешней среды. Чувствительность реакции – 106 м.к./мл пробы. С помощью латексного диагностикума специфический антиген выявлен у   73 % больных с бактериологически подтвержденным диагнозом и у 40 % больных без бактериологического подтверждения псевдотуберкулеза [4,9]. Латексный псевдотуберкулезный диагностикум выпускается Санкт-Петербургским НИИ вакцин и сывороток. Техника постановки и учета реакции представлена в инструкции по применению этого препарата.
СЕРОДИАГНОСТИКА ПСЕВДОТУБЕРКУЛЕЗА
Иммуноферментный анализ (ИФА)
Метод отличается высокой чувствительностью, возможностью качественного учета результатов и быстрой постановки реакции. При исследовании сыворотки крови больных отмечено, что титры антител, выявляемые методом ИФА, в сравнении с РА и РНГА превышают последние в 10 раз. Максимальный подъем титров антител отмечается на 3-4-й неделе, что совпадает с наибольшей частотой их выявления – 92 % [4]. За диагностический титр принимается положительный результат ИФА в разведении сыворотки 1:256. 
Ингредиенты и оборудование. Полистироловые планшеты для иммунологических реакций с плоским дном; автоматические пипетки, наконечники; диспенсер или градуированная пипетка на 10 мл; лабораторная посуда и оборудование; 0.05 М карбонатно-бикарбонатный буферный раствор, рН 9,6 (КББ); 0,9 % раствор натрия хлорида, рН 7,2 (ЗФР); разводящий и отмывающий раствор – 0,9 % раствор натрия хлорид (рН 7,2) с добавлением 0,05% Твин-20 (ЗФР-Твин); хромоген (субстрат); ингибитор реакции фермент-субстрат – 1N раствор серной кислоты; специфический антиген – ЛПС псевдотуберкулезного микроба для приготовления антигенного иммуносорбента; конъюгат – иммуноферментный диагностикум  кроличьих АТ к Ig-человека, меченый пероксидазой (в рабочем разведении).

Приготовление реактивов. 0,05 М карбонатно-бикарбонатный буферный раствор (рН 9,6) – 5,25 г  Na2CO3 и 4,2 г NaHCO3  доводят дистиллированной водой до объема 1 л. На 1 л NaHCO3  требуется 300 мл  Na2CO3. Хранят в холоде не более 2 недель.

Забуференный физиологический раствор (pH 7,2) – 8 г NaCl, 0,2 г KH2PO4, 0,2 г KCl и 2,9 г Na2HPO4·12H2O растворяют в 1 л дистиллированной воды, pH доводят KH2PO4. Применяется для приготовления рабочих разведений исследуемого материала и иммуноглобулинов.

Разводящий и отмывающий раствор – к 100 мл ЗФР (pH 7,2) добавляют 50 мкл Твин-20. Применяется для разведения конъюгата и отмывания иммуносорбентов.

Хромоген (субстрат) – 10 мг ортофенилдиамина и 0,35 мл 3% перекиси водорода на 50 мл цитратного буфера. Раствор должен оставаться прозрачным. Готовить в химически чистой посуде (!) и перед постановкой реакции.

Постановка реакции. Для приготовления антигенного иммуносорбента используют ЛПС псевдотуберкулезного микроба в концентрации 5 мкг/мл в 0,05 М КББ, который по 0,05 мл вносят в каждую лунку планшета, закрывают крышкой и помещают на 3 ч при 37оС. После инкубации планшеты трижды отмывают ЗФР-Твин, оставляя отмывающий раствор в лунке каждый раз на 2-3 мин. После заключительного отмывания планшеты встряхивают для избавления от капелек отмывающей жидкости и высушивают на воздухе. В сенсибилизированные антигеном лунки планшета титруют исследуемую сыворотку в объеме 0,05 мл в ЗФР-Твин от 1:64 до 1:6384. Параллельно ставят контроли: положительный – заведомо положительно реагирующая сыворотка и разводящая жидкость, отрицательный – заведомо отрицательная сыворотка и разводящая жидкость. После 1 ч инкубации при 37 оС содержимое лунок встряхивают и трижды отмывают ЗФР-Твин. Затем во все лунки добавляют по 0,05 мл рабочего разведения конъюгата. Снова инкубируют 1 ч при 37 оС, после чего трижды отмывают ЗФР-Твин. Затем в каждую лунку вносят по 0,05 мл раствора субстрата. Реакцию проводят в темноте в течение 10-15 мин при комнатной температуре и останавливают добавлением 1 капли 1 N раствора серной кислоты.

Учет и оценка реакции. При положительном результате в лунках развивается оранжево-коричневая окраска. За титр сыворотки принимают ее наибольшее разведение, при котором наблюдается оранжево-коричневое окрашивание продукта ферментативной реакции. Инструментальный учет результатов реакции осуществляют на фотометре, где определяют оптическую плотность продуктов реакции – фермент-субстрат при длине волны 492 мм. Оптическая плотность положительных образцов должна в 2-3 раза превышать таковую в контрольных пробах.
Реакция агглютинации (РА)

РА позволяет обнаружить наличие специфических антител в сыворотке крови больных псевдотуберкулезом к 8-10-му дню болезни в 60-80 % случаев [13]. Максимальный уровень их наблюдается к 3-ей неделе с последующим снижением через 6-12 мес. Диагностическим считается титр 1:160. 

Принцип метода: в основе реакции лежит способность корпускулярных антигенов склеиваться и выпадать в осадок под влиянием антител в среде с содержанием электролитов. 
Ингредиенты и оборудование: исследуемый материал – сыворотка крови в разведении 1:25; антиген; 0,9 % раствор натрия хлорида; полистироловые пластины для иммунологических реакций с V-образной лункой; автоматические пипетки; наконечники; лабораторная посуда и оборудование.

Приготовление антигенов. Для приготовления диагностикума необходимо иметь культуры Y. pseudotuberculosis, выделенные от больных на данной территории. В качестве антигена используют культуру в S-форме. Для  этого штамм  хранят в холодильнике при 6-8оС в пробирках с 0,3 % полужидким агаром. Пересевают культуру один раз в год. Для реакции используют живую культуру. Засевают микробные клетки в бульон Хоттингера или мясо-пептонный бульон и инкубируют в течение суток при 28оС. Полученную бульонную культуру пересевают на чашки с агаром и выращивают при 28оС 48 ч., далее смывают с агара микробную массу 0,9 % растовром натрия хлорида и готовят взвесь, содержащую 1,5-2 млрд. м.к. в 1 мл. Живую культуру применяют в день приготовления суспензии. Для лучшего визуального учета в микробную взвесь можно добавлять раствор сафранина в концентрации 1:20000. 

Можно также использовать в РА культуры, убитые формалином. Для получения формалинизированного антигена взвесь с 5 % формалином выдерживают 2 сут. при комнатной температуре. Затем клетки трижды отмывают от формалина физиологическим раствором центрифугированием в течение 40 мин при 3000 об./мин. Полученный антиген хранят при 5-8 оС и перед постановкой РА доводят до рабочей концентрации – 1,5-2 млрд. м.к. в 1 мл. Формалинизированный антиген может быть использован в течение месяца. 

Техника постановки реакции. Реакцию ставят в пробирках или пластмассовых пластинах в объеме 0,5 мл в двукратных разведениях сыворотки. Широко применяют РА в микромодификации. В ряд лунок полистироловых пластин, начиная со второй, вносят по 0,05 мл физиологического раствора (табл. 4). В первую и вторую лунки вливают по 0,05 мл исследуемой сыворотки 1:20 и, начиная со второй лунки, титруют в объеме 0,05 мл (до 1:2560). Из последней лунки 0,05 мл сыворотки удаляют для сохранения одинакового объема. Затем в каждое разведение сыворотки добавляют по 0,05 мл антигена. Одновременно ставят 2 контроля: контроль антигена (0,05 мл физиологического раствора и 0,05 мл антигена); контроль сыворотки (0,05 мл физиологического раствора и 0,05 мл исследуемой сыворотки 1:20).

Пластины встряхивают и помещают в термостат при 28 оС на 2 ч., после чего производят предварительный учет. Затем реакцию оставляют на 18-24 ч при комнатной температуре и производят окончательный учет результатов: 4+ - полная агглютинация – хлопья агглютината в виде зонтика на дне лунки, абсолютно прозрачная надосадочная жидкость; 3+ - неполная агглютинация – хлопья агглютината на дне в виде зонтика и слабо опалесцирующая жидкость; 2+ - частичная агглютинация – хлопья различимы, жидкость слегка мутная; 1+ - сомнительная агглютинация – жидкость мутная, агглютинат плохо различим; «_» – отсутствие агглютинации – жидкость равномерно мутная. Последнее разведение сыворотки, которое дает положительную реакцию агглютинации на 4+ или 3+ считается титром исследуемой сыворотки.

Таблица 4
Схема РА на обнаружение антител (микрометод)
	Ингредиенты
	Номер лунки
	Контроль

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	АТ
	АГ

	Физиологический раствор, мл
	-
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05

	Исследуемая сыворотка 1:20, мл
	0,05
	0,05
	Титрация в объеме 0,05
	0,05
	-

	Антиген 1,2-2 млрд. взвесь, мл
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05
	0,05
	-
	0,05

	Разведение сыворотки
	1:40
	1:80
	0:160
	0:320
	1:640
	1:1280
	1:2560
	-
	-
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Приложение 1

Перечень МИБП и питательных сред, предназначенных для лабораторной диагностики опасных инфекционных болезней

	№ п/п
	Наименование препарата
	Регистрацион-

ный №
	№ нормативной документации
	Разработчик

	1
	2
	3
	4
	5

	ЧУМА



	1.
	Иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие чумные адсорбированные лошадиные, лиофилизат для диагностических целей
	ФСР 2007/00881 от 12.10.2007 г
	ТУ 8961-016-01898109-2007 с 02.04.07 г 
	ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора,
г. Саратов 



	2.
	Кровь гемолизированная, раствор для диагностических целей
	ФСР 2007/00878 от 12.10.2007 г
	ТУ 8991-001-01898109-2007 с 02.04.07 г
	- « -

	3.
	Сыворотка диагностическая чумная антифаговая, лиофилизат для диагностических целей
	ФСР 2007/00879 от 12.10.07 г
	ТУ 8955-004-01898109-2007 с 02.04.07 г.
	- « -

	4.
	Тест-система для выявления ДНК Yersinia pestis методом полимеразной цепной реакции (ГенПест)
	ФСР 2007/00096 от 25.05.07 г
	ТУ 8895-005-0189810920-2007
	- « -

	5.
	Иммуноглобулины диагностические чумные адсорбированные лошадиные сухие для реакции агглютинации на стекле
	
	ФСП 42-0020-4887-03 
	- « -

	6.
	Бактериофаг диагностический чумной Л-413С, лиофилизат для диагностических целей
	
	ФСП 42-0020-7451-06
	- « -

	7.
	Бактериофаг диагностический чумной Покровской сухой и жидкий
	
	ТУ
	- « -

	8.
	Диагностикум эритроцитарный чумной иммуноглобулиновый сухой и жидкий
	94/161/10
	
	ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России», г. Киров



	9.
	Диагностикум эритроцитарный чумной антигенный сухой и жидкий
	94/161/11
	
	- « -

	10.
	Комплект ингредиентов для эритроцитарных чумных диагностикумов (антигенного и иммуноглобулинового)
	
	
	- « -

	11.
	Тест-система иммуноферментная моноклональная для идентификации капсульного антигена ФI возбудителя чумы


	
	ФСП 42-0095-3755-02
	- « -

	12.
	Питательная среда для культивирования чумного микроба
	94/161/375
	ФСП 42-0291-6565-05
	- « -

	Экспериментальные

	1.
	«Ген-Пест» Тест-система для выявления Yersinia pestis методом ПЦР
	
	
	ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России», г. Киров

	2.
	Диагностикум чумной антифракционный (ФI) сухой для реакции коагглютинации 
	
	
	ФГУЗ Ростовский НИПЧИ Роспотребнадзора,

г. Ростов-на-Дону

	3.
	Питательная среда для идентификации микробов по тесту подвижности сухая
	
	
	ФГУЗ «ИркутскНИПЧИ Сибири и ДВ»

Роспотребнадзора,
г. Иркутск

	4.
	Питательная среда для идентификации чумного и псевдотуберкулезного микробов по признаку ферментации мочевины и углеводов сухая (ЦДС)
	
	
	- « -

	5.
	Питательная среда для определения потребности чумного микроба в ионах кальция сухая
	
	
	- « -

	6.
	Диагностикум чумной полимерный иммуноглобулиновый полимерный сухой для реакции агглютинации объемной
	
	
	ФГУЗ Ростовский НИПЧИ

Роспотребнадзора,

г. Ростов-на-Дону

	ХОЛЕРА



	1.
	Лиофилизат для диагностических целей фаг дифференциально-диагностический (ДДФ) вида Vibrio cholerae, 
	ФСР 2007/00466 от 3.08.07 г
	ТУ 8637-013-01898109-2007-12-04
	ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора, г. Саратов

	2.
	Бактериофаги диагностические холерные эльтор ctx+ и ctx- раствор для диагностических целей (фаги ctx+ и ctx-)
	ФСР 2007/00880 от 12.10.07 г
	ТУ 8637-002-01898109-2007
	- « -

	3.
	Иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие холерные адсорбированные лошадиные, лиофилизат для диагностических целей
	ФСР 2007/00877
	ТУ 8961-015-01898109-2007
	- « -

	4.
	Тест-система для выявления ДНК Vibrio сholerae (ctx А+) методом полимеразной цепной реакции (Ген-Хол)

	ФСР 2007/00100
	ТУ 8895-006-01898109-2007
	- « -

	5.
	Пептон основной сухой
	Рег №001417/01-2002

ЛС-001072


	ФСП 42-0010-2040-01

ФСП 42-0504-2128-04

ФСП 42-0084-6491-05
	ОАО «Биомед» им. И.И. Мечникова, Московская обл.

п Петрово-Дальнее

Филиал ФГУП НПО «Микроген» МЗ РФ в 

г. Махачкала НПО «Питательные среды»,

г. Махачкала

ФГУП «ГНЦ ПМБ»,

г. Оболенск

	6.
	Питательная среда для выделения и культивирования холерного вибриона сухая (щелочной агар)
	Рег № 002122/01-2003

ЛС -001094
	ФСП 42-0010-2989-02

ФСП 42-0504-2132-04

ФСП 42-0291-6492-05


	ОАО «Биомед» им. И.И. Мечникова, Московская обл.

п Петрово-Дальнее

Филиал ФГУП НПО «Микроген» МЗ РФ в 

г. Махачкала НПО «Питательные среды»,

г. Махачкала

ФГУП «ГНЦ ПМБ», 

г. Оболенск

ФГУЗ ИркутскНИПЧИ Сибири и ДВ Роспотребнадзора, г. Иркутск

	7.
	Сыворотка диагностическая холерная RO адсорбированная для реакции агглютинации (РА)
	ФСР 2007/00469
	ТУ 8938-011-01898109-2007
	ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб», Роспотребнадзора, г. Саратов

	8.
	Сыворотки диагностические холерные О1 адсорбированная и неадсорбированная для реакции агглютинации (РА)
	ФСР 2007/00468
	ТУ 8938-009-01898109-2007

ФСП 42-0291-7789-06
	ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб», Роспотребнадзора,
г. Саратов

ФГУЗ ИркутскНИПЧИ Сибири и ДВ Роспотребнадзора,
г. Иркутск

	9.
	Сыворотки диагностические холерные Огава и Инаба адсорбированные для реакции агглютинации (РА)
	ФСР 2007/00467
	ТУ 8938-010-01898109-2007

ФСП 42-0291-7790-06
	ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб», Роспотребнадзора,
г. Саратов

ФГУЗ ИркутскНИПЧИ Сибири и ДВ Роспотребнадзора,
г. Иркутск

	10.
	Микро тест-система для ускоренного определения групп вибрионов по Хейбергу (МТС-Х)
	
	ФСП 42-0504-7632-06
	Филиал ФГУП НПО «Микроген» МЗ РФ в

г. Махачкала НПО «Питательные среды»,

г. Махачкала

	11
	Микро тест-система для биохимической идентификации вибрионов (МТС-V)


	
	ФСП 42-0504-7631-06
	- « -

	12.
	Системы индикаторные бумажные для идентификации микроорганизмов (СИБ)
	ЛС-000308
	ФСП 42-0100-3827-03
	ФГУП НПО «Микроген»

Нижегородское ГП по производству бактерийных препаратов фирмы «ИмБио», 
г. Нижний Новгород

	13.
	Сыворотка диагностическая холерная не О1 группы О139 адсорбированная кроличья для реакции агглютинации, лиофилизат для диагностических целей
	
	ФСП 42-0020-7825-06
	ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб», Роспотребнадзора
г. Саратов



	14
	Монофаги диагностические холерные ХДФ-3, ХДФ-4, ХДФ-5, лиофилизат для диагностических целей
	
	ФСП 42-0020-7356-06
	- « -

	15
	Бактериофаги диагностические холерные ТЭПВ-1, ТЭПВ-2, ТЭПВ-3, ТЭПВ-4, ТЭПВ-5, ТЭПВ-6, ТЭПВ-7, раствор для диагностических целей
	
	ФСП 42-0020-7357-06
	- « -

	16
	Бактериофаги диагностические холерные классический и эльтор, лиофилизат для диагностических целей
	
	ФСП 42-0020-7358-06
	- « -

	Экспериментальные

	1.
	Тест-система для выявления ДНК V. сholerae (ctx А+tcpА+) методом ПЦР
	
	
	ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России», г. Киров

	2.
	Диагностикум холерный О1 сухой для реакции коагглютинации
	
	
	ООО «Медис-2», г. Ростов-на-Дону

	3.
	Холерные люминесцирующие иммуноглобулины Огава (моноклональные антитела)
	
	
	ФГУЗ Ростовский НИПЧИ, Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону

	4.
	Холерные люминесцирующие иммуноглобулины О1 серогруппы (моноклональные антитела)
	
	
	- « -

	СИБИРСКАЯ ЯЗВА



	1. 
	Тест-ситема для выявления ДНК B. аnthracis рХО1+ методом полимеразной цепной реакции (ГенСиб)
	ФСР 2007/00101 от 25.05.07 г.
	ТУ 8895-007-01898109-2007

ФСП 42-0095-1786-01
	ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора,
г. Саратов

ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России», г. Киров

	2. 
	Набор реагентов для выявления ДНК Bacillus аnthracis в биологическом материале и объектах окружающей среды методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального времени» «АмплиСенс Bacillus аnthracis – FRT»
	
	ТУ 9398-001-01897593-2007
	ФГУН «ЦНИИ эпидемиологии» Роспотребнадзора,
г. Москва

	3. 
	Диагностикум эритроцитарный сибиреязвенный иммуноглобулино-вый сухой
	94/161/192
	
	ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России», г. Киров

	4.
	Аллерген сибиреязвенный жидкий для внутрикожной пробы (антраксин)
	94/161/129
	ФСП 42-03977827-06
	ФГУЗ Ставропольский НИПЧИ Роспотребнадзора
г. Ставрополь

	5.
	Иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие сибиреязвенные неадсорбированные, лиофилизат для диагностических целей
	№  ЛС - 000196
	ФСП 42-0180-5314-04
	ГУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН (филиал «Медгамал» ГУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН)
г. Москва

	6. 
	Альбумин бычий или бараний меченный родамином сухой
	№ 003278/01
	ФСП 42-0180-3344-02
	ГУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН (филиал «Медгамал» ГУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН),
г. Москва

	Экспериментальные

	1.
	Иммуноглобулины диагностические сибиреязвенные соматические флуоресцирующие сухие
	
	
	ФГУЗ Ставропольский НИПЧИ Роспотребнадзора,
г. Ставрополь

	2.
	Иммуноглобулины диагностические сибиреязвенные антиспоровые флуоресцирующие адсорбированные сухие
	
	
	- « -


	3.
	Сыворотка диагностическая антиспоровая адсорбированная сибиреязвенная люминесцирующая сухая
	
	
	НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН,

г. Москва

	ТУЛЯРЕМИЯ



	1.


	Иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие туляремийные сухие, лиофилизат для диагностических целей
	ЛС -000195
	ФСП 42-0180-5316-04
	ГУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН (Филиал «Медгамал» ГУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН),

г. Москва

	2.
	Аллерген туляремийный жидкий (Тулярин) суспензия для накожного скарификационного нанесения
	
	ФСП 42-0504-7374-06
	Филиал ФГУП НПО «Микроген» «Омское предприятие по производству бакпрепаратов»,
г. Омск

	3.
	Диагностикум эритроцитарный туляремийный иммуноглобулиновый сухой
	
	ФСП 42-0095-5318-04
	ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России», г. Киров

ФГУЗ Ставропольский НИПЧИ, Роспотребнадзора,
г. Ставрополь

	4.
	Сыворотка диагностическая туляремийная сухая для РА
	
	ФСП 42-0291-7554-06
	ФГУЗ ИркутскНИПЧИ Сибири и ДВ Роспотребнадзора,
г. Иркутск

	5.
	Диагностикум туляремийный жидкий для объемной и кровяно-капельной реакции агглютинации
	
	ФСП 42-0504-7481-06
	Филиал ФГУП НПО «Микроген» «Омское предприятие по производству бакпрепаратов»,

г. Омск

	6.
	Основа питательной среды для культивирования туляремийного микроба сухая
	
	ФСП 42-0291-2707-02
	ФГУЗ ИркутскНИПЧИ Сибири и ДВ Роспотребнадзора,
г. Иркутск

	7.
	Питательная среда для культивирования и выделения туляремийного микроба сухая (FT-агар)
	
	
	ФГУП «ГНЦ ПМБ»,
г. Оболенск

	8.
	Диагностикум эритроцитарный туляремийный антигенный сухой и жидкий


	
	
	ФГУЗ Ставропольский НИПЧИ, Роспотребнадзора,
г. Ставрополь

	Экспериментальные

	1.
	Диагностикум туляремийный сухой для реакции коагглютинации
	
	
	ООО «Медис-2»,

г. Ростов-на-Дону

	2.
	Тест-система иммуноферментная для обнаружения и идентификации возбудителя туляремии
	
	
	ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России»,  г. Киров

	3.
	Тест-система иммуноферментная для определения туляремийного антигена
	
	
	НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН,
г. Москва

	4.
	Тест-система диагностическая для определения туляремийных антител иммуноферментным методом
	
	
	- « -

	5.
	Тест-система иммуноферментная диагностическая туляремийная моноклональная
	
	
	ФГУЗ Ставропольский НИПЧИ, Роспотребнадзора

г. Ставрополь

ФГУЗ Ростовский НИПЧИ, Роспотребнадзора

г. Ростов-на-Дону



	БРУЦЕЛЛЕЗ



	1.
	Аллерген бруцеллезный жидкий (Бруцеллин), раствор для внутрикожного  введения
	№ЛС-002624

от 29.12.2006г.-

до 29.12.11
	ФСП 42-0504-7375-06
	Филиал ФГУП НПО «Микроген» «Омское предприятие по производству бакпрепаратов»,
г. Омск

	2.
	Питательная среда для выделения и культивирования бруцелл (Эритрит-агар), порошок для микробиологических целей
	94/161/241
	ФСП – 42-0504-7788-06
	Филиал ФГУП НПО «Микроген» МЗ РФ в 

г. Махачкала НПО «Питательные среды»,

г. Махачкала

	3.
	Питательная среда для накопления бруцелл (Эритрит-бульон), порошок для микробиологических целей
	98/367/3
	ФСП – 42-0504-7786-06


	- « -

	4.
	Диагностикум бруцеллезный жидкий для реакции агглютинации
	003617/01

94/161/334


	ФСП 42-01804778-03

ФСП 42-0397-5668-04
	ГУ НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи РАМН (Филиал «Медгамал» ГУ НИИЭМ им.Н.Ф.Гамалеи РАМН),
г. Москва
ФГУЗ Ставропольский НИПЧИ

Роспотребнадзора,
г. Ставрополь



	5.
	Иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие бруцеллезные сухие, лиофилизат для диагностических целей
	94/161/373
	ФСП 42-0180-5315-04
	ГУ НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи РАМН (Филиал «Медгамал» ГУ НИИЭМ им.Н.Ф.Гамалеи РАМН),
г. Москва 

	6.
	Тест-система для выявления ДНК Brucella ssp. методом полимеразной цепной реакции (Ген-Бру)
	ФСР 2007/00099 от 25.05.07 г.
	ТУ 8895-008-01898109-2007
	ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора, г. Саратов

	7.
	Бактериофаги диагностические бруцеллезные жидкие
	
	
	ФГУЗ Ставропольский НИПЧИ

Роспотребнадзора,
г. Ставрополь

	Экспериментальные

	1.
	Питательная среда для выделения бруцелл (сухая)
	
	ФСП 42-0291-3057-02
	ФГУЗ «ИркутскНИПЧИ Сибири и ДВ»

Роспотребнадзора,
г. Иркутск

	2.
	Среда транспортная для выделения бруцелл
	
	
	ФГУЗ Ставропольский НИПЧИ

Роспотребнадзора, г. Ставрополь

	3.
	Иммуноглобулины диагностические бруцеллезные люминесцирующие сухие
	
	
	- « -

	4.
	Сыворотка диагностическая бруцеллезная поливалентная кроличья жидкая для реакции агглютинации
	
	
	- « -

	5.
	Сыворотки бруцеллезные агглютинирующие моноспецифические anti-abortus, anti-melitensis, anti-R
	
	
	- « -

	6.
	Диагностикум бруцеллезный эритроцитарный антигенный сухой
	
	
	ФГУЗ Ставропольский НИПЧИ

Роспотребнадзора,

г. Ставрополь

	7.
	Диагностикум бруцеллезный эритроцитарный иммуноглобулиновый сухой (жидкий)
	
	
	- « -

	8.
	Диагностикум бруцеллезный эритроцитарный антигенный сухой
	
	
	НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН,
г. Москва 

	9.
	Диагностикум латексный бруцеллезный антигенный жидкий для РАЛ
	
	
	- « -

	10.
	Латексный бруцеллезный антигенный диагностикум
	
	
	- « -

	11.
	Диагностикум бруцеллезный сухой для РКоА
	
	
	ООО «Медис-2»,

г. Ростов-на-Дону

	12.
	Тест-системы иммуноферментные пероксидазные для определения возбудителя бруцеллеза и выявления бруцеллезных антител
	
	
	НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН,
г. Москва

	13.
	Тест-системы иммуноферментные пероксидазные для определения возбудителя бруцеллеза и выявления бруцеллезных антител
	
	
	ФГУЗ Ставропольский НИПЧИ

Роспотребнадзора, г. Ставрополь

	14.
	Амплификационная тест-система на основе ПЦР для диагностики бруцеллеза
	
	
	ЗАО «Ниармедик ПЛЮС», НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН,

г. Москва

	САП и МЕЛИОИДОЗ



	1.
	Диагностикум эритроцитарный сапной антигенный жидкий
	
	ФСП 42-0095-5317-04
	ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России», г. Киров

	2.
	Диагностикум эритроцитарный сапной и мелиоидозный иммуноглобулино-вый сухой
	
	ФСП 42-0525-6743-05
	ФГУЗ Волгоградский НИПЧИ

Роспотребнадзора,
г. Волгоград

	3.
	Диагностикум эритроцитарный сапной и мелиоидозный моноклональный сухой
	
	ФСП 42-0525-6742-05
	- « -

	4.
	Иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие сапные моноклональные мышиные сухие
	
	ФСП 42-0525-5185-04
	- « -

	5.
	Иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие мелиоидозные моноклональные сухие
	
	ФСП 42-0525-5687-04
	- « -

	6.
	Диагностикум эритроцитарный для выявления антител к возбудителям мелиоидоза и сапа антигенный жидкий
	
	ФСП 42-0095-0224-00
	ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России», г. Киров

	Экспериментальные

	1.
	Тест-система иммуноферментная для обнаружения возбудителей сапа и мелиоидоза
	
	
	Волгоградский НИПЧИ,

г. Волгоград

	2.
	ПЦР-тест-система для выявления возбудителей мелиоидоза и сапа
	
	
	- « -

	ЛЕГИОНЕЛЛЕЗ



	Экспериментальные

	1.
	Набор для реакции непрямой иммунофлуоресценции (антиген легионеллезный, сыворотка кроличья легионеллезная)
	
	
	НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН,

г. Москва

	2.
	Тест-система иммуноферментная для определения легионеллезного антигена
	
	
	- « -

	3.
	Иммуноглобулины легионеллезные диагностические люминесцирующие
	
	
	- « -

	4.
	Диагностикум легионеллезный серогруппы 1 антигенный полимерный для реакции объемной агломерации
	
	
	ФГУЗ Ростовский НИПЧИ

Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону

	5.
	Набор реагентов для обнаружения ДНК Legionella pneumophila методом полимеразной цепной реакции GenePak DNA PCR test
	
	
	ООО «Лаборатория Изоген»,
г. Москва

	6.
	АмплиСенс® Legionella pneumophila – FRT: набор реагентов для выявления ДНК в биологическом материале и объектах окружающей среды методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального времени»
	
	
	ФГУН ЦНИИЭ,

г. Москва

	7.
	Легионелла-РЭФ – тест-система для выявления ДНК Legionella pneumophila методом ПЦР с учетом результатов путем электрофореза»
	
	
	ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора,

г. Саратов

	8.
	Питательная среда для культивирования легионелл сухая (Легионеллбакагар)
	
	
	ФГУП «ГНЦ ПМБ»,
г. Оболенск

	9.
	СЭЛ (питательная среда для культивирования и выделения возбудителя легионеллеза)
	
	
	ФГУЗ Ростовский НИПЧИ

Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону

	ЛЕПТОСПИРОЗ



	1.
	Иммуноферментная тест-система для выявления антигенов возбудителя лептоспироза «ИФА-ЛЕП-АНТИГЕН»


	
	
	ГП по производству бакпрепаратов НИИЭМ им. Пастера, г. Санкт-Петербург

	ПСЕВДОТУБЕРКУЛЕЗ



	1.
	Иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие псевдотуберкулезные адсорбированные лошадиные, лиофилизат для диагностических целей
	ФСР 2007/00882 от 12.10.2007 г
	ТУ 8961-003-01898109-2007 с 02.04.07 г
	ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб»

Роспотребнадзора,

г. Саратов

	2.
	Бактериофаг диагностический псевдотуберкулезный сухой, лиофилизат для диагностических целей
	
	ФСП 42-8489-07
	- « -

	3.
	Питательная среда для выделения возбудителей кишечного иерсиниоза и псевдотуберкулеза
	
	
	ФГУП «ГНЦ ПМБ»,

г. Оболенск

	4.
	Псевдотуберкулезная иммуноферментная тест-система (для обнаружения антигенов возбудителя псевдотуберкулеза в различных биологических субстратах от больных людей и животных, а также для выявления возбудителей псевдотуберкулеза во внешней среде)
	
	
	НИИЭМ им. Пастера, г. Санкт-Петербург

	5.
	Псевдотуберкулезный коагглютинирующий диагностикум (для определения О-антигена возбудителей псевдотуберкулеза серовара I в различных биологических субстратах больных людей и животных, может быть также использован для обнаружения псевдотуберкулезных бактерий во внешней среде, пищевых продуктах и кормах)
	
	
	ГУ НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи РАМН ((малое предприятие «Нобитек»),

г. Москва

	6.
	Диагностикум псевдотуберкулезный эритроцитарный антигенный (для выявления специфических антител с помощью РПГА в сыворотках крови людей и животных больных псевдотуберкулезом и переболевших)
	
	
	ГП по производству бактерийных препаратов НИИЭМ им. Пастера, г. Санкт-Петербург

	7.
	Диагностические сыворотки псевдотуберкулезные поливалентные содержат антитела к О-антигенам возбудителей псевдотуберкулеза сероваров I-V. Моновалентные содержат антитела к О-антигенам возбудителей псевдотуберкулеза сероваров I или III (предназначены для серологической идентификации выделенных штаммов возбудителей псевдотуберкулеза с помощью реакции агглютинации на стекле)
	
	
	- « -

	8.
	Псевдотуберкулезный иммуноглобулиновый латексный  диагностикум (предназначен для определения антигенов возбудителя псевдотуберкулеза в копрофильтратах больных и в смывах с объектов внешней среды)
	
	
	- « -

	9.
	Ампли-Сенс Yersinia pseudotuberculosis
	
	
	ООО «Интерлабсервис» AmpliSens biotechnologies ЦНИИЭ, г. Москва

	Растворы и среды для вирусологических исследований



	1.
	Натрия бикарбонат, раствор 7,5 % (для микробиологических исследований)
	
	ФСП 42-0070-0595-00
	ФГУП по производству бактерийных и вирусных препаратов Ин-та полиомиелита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова РАМН,

г. Москва

	2.
	Эрла раствор
	
	ФСП 42-0070-0596-00
	- « -

	3.
	Хенкса раствор
	
	ФСП 42-0070-0597-00
	- « -

	4.
	Трипсина раствор
	
	ФСП 42-0070-1179-01
	- « -

	5.
	Версена раствор
	
	ФСП 42-0070-1181-01
	- « -

	6.
	Питательная среда с гидролизатом лактальбумина (0,5 %) в растворе Хенкса
	
	ФСП 42-0070-0598-00
	- « -

	7.
	Питательная среда 199 (10х концентрат), жидкая
	
	ФСП 42-0070-0599-00
	- « -

	8.
	Питательная среда 199 жидкая
	
	ФСП 42-0070-1180-01
	- « -

	НАТУРАЛЬНАЯ ОСПА



	1.
	Иммуноглобулин оспенный диагностический люминесцирующий сухой
	
	
	ФГУП НПО «Вирион»,

г. Томск

	2.
	Диагностикум оспенный сухой
	
	
	- « -

	3.
	Сыворотка диагностическая оспенная сухая
	
	
	- « -

	4.
	Тест-система иммуноферментная для выявления антител к ортопоксвирусам в сыворотках крови
	
	
	Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны Росии ВЦ»,

г. Сергиев-Посад

	5.
	Тест-система для обнаружения ДНК ортопоксвирусов методом полимеразной цепной реакции
	
	
	- « -

	6.
	Набор компонентов для выявления антител к ортопоксвирусам в иммуноферментном анализе
	
	Инструкция по применению
	ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор»,

п. Кольцово

	7.
	Набор компонентов для выявления антигена ортопоксвирусов в иммуноферментном анализе
	
	Инструкция по применению
	- « -

	8.
	Антиген ортопоксвирусов (антиген-поксвирусы)
	
	
	- « -

	9.
	Тест-система для выявления ДНК вирусов натуральной оспы, оспы обезьян, оспы коров, осповакцины методом мультиплексной полимеразной цепной реакции
	ЛР № 001-05664012-06
	ТУ 4354-001-05664012-06
	- « -

	ЛИХОРАДКА МАРБУРГ



	1.
	Тест-система иммуноферментная для выявления антигена вируса Марбург
	
	ФСП № 42-102-75-72
	Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны Росии ВЦ»,

г. Сергиев-Посад

	2.
	Тест-система иммуноферментная для выявления антител к вирусу Марбург
	
	ФСП № 42-102-75-73
	- « -

	3.*
	Тест-система для выявления вируса Марбург методом ОТ-ПЦР


	
	
	- « -

	4.*
	Антигены вируса Марбург в иммуноферментном анализе
	
	
	ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор»,

п. Кольцово

	ЛИХОРАДКА ЭБОЛА



	1.
	Тест-система иммуноферментная для выявления антигена вируса Эбола
	
	ФСП № 42-102-75-70
	Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны Росии ВЦ», 

г. Сергиев-Посад

	2.
	Тест-система иммуноферментная для выявления антител к вирусу Эбола
	
	ФСП № 42-102-75-71
	- « -

	3.*
	Тест-система для выявления вируса Эбола методом ОТ-ПЦР


	
	
	- « -

	4.*
	Антигены вируса Эбола в иммуноферментном анализе
	
	
	ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор»,

п. Кольцово

	ЛИХОРАДКА ЛАССА



	1.*
	Тест-система иммуноферментная для выявления антигена вируса Ласса
	
	
	Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны Росии ВЦ»,

г. Сергиев-Посад

	2.*
	Тест-система иммуноферментная для выявления антител к вирусу Ласса
	
	
	- « -

	3.*
	Тест-система для выявления вируса Ласса методом ОТ-ПЦР
	
	
	- « -

	БОЛИВИЙСКАЯ ГЕМОРРАГИЧЕСКАЯ ЛИХОРАДКА



	1.*
	Тест-система иммуноферментная для выявления антигена вируса Мачупо
	
	
	Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны Росии ВЦ»,

г. Сергиев-Посад

	2.*
	Тест-система иммуноферментная для выявления антител к вирусу Мачупо
	
	
	- « -

	3.*
	Тест-система для выявления вируса Мачупо методом ОТ-ПЦР
	
	
	- « -

	ЛИХОРАДКА ЗАПАДНОГО НИЛА



	1.
	Иммуноферментная тест-система для выявления антигена вируса Западного Нила в полевом материале
	
	
	НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского,
г. Москва

	2.
	Иммуноферментная тест-система для выявления специфических антител IgM к вирусу Западного Нила в сыворотке крови человека
	
	
	- « -

	3.
	Иммуноферментная тест-система для выявления специфических антител IgG к вирусу Западного Нила в сыворотке крови человека
	
	
	- « -

	4.*
	Иммуноферментная тест-система для выявления специфических антител IgG к вирусу Западного Нила «ВектоНил-IgG»
	
	
	ЗАО «Вектор-Бест»,

п. Кольцово

	5.*
	Иммуноферментная тест-система для определения авидности специфических антител IgG к вирусу Западного Нила «ВектоНил-IgG-авидность»
	
	
	- « -

	6.
	ПЦР-тест-система для выявления РНК вируса Западного Нила
	
	ФСП 42-
	РосНИПЧИ «Микроб»,

г. Саратов,
НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского,

г. Москва

	7.*
	Тест-система для выявления РНК вируса Западного Нила методом ОТ-ПЦР «ВектоНИЛ-РНК-ампли-100»
	
	
	ЗАО «Вектор-Бест»,

п. Кольцово

	8.*
	ПЦР-тест-система для выявления РНК вируса Западного Нила
	
	
	ООО «БИОКОМ»,

г. Москва

	9.*
	Тест-система для выявления возбудителя ЛЗН методом ОТ-ПЦР
	
	
	Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России-ВЦ»,
г. Сергиев Посад

	10.*
	Антиген вируса Западного Нила (ВекторНил-антиген)
	
	
	ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор»,
п. Кольцово

	11.*
	Антитела к вирусу Западного Нила (ВекторНил-IgG)
	
	
	- « -

	ЯПОНСКИЙ ЭНЦЕФАЛИТ



	1.
	Диагностикум японского энцефалита культуральный концентрированный сухой для реакции торможения непрямой гемагглютинации
	
	ФС 42-143

ВС-88
	НИИ вирусных инфекций,

г. Екатеринбург

	2.*
	Тест-система для выявления вируса японского энцефалита методом ОТ-ПЦР
	
	
	Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России-ВЦ»,

г. Сергиев Посад

	КЛЕЩЕВОЙ ЭНЦЕФАЛИТ



	1.
	Иммуноферментная тест-система для выявления антигена вируса клещевого энцефалита «Векто ВКЭ-антиген-стрип»
	
	ТУ 9398-087-23548172-2007
	ЗАО «Вектор-Бест»
п. Кольцово

	2.
	Иммуноферментная тест-система для выявления IgM к вирусу клещевого энцефалита «Векто ВКЭ- IgM-стрип»
	
	ФСП 42-0117-0498-03
	- « -

	3.
	Иммуноферментная тест-система для выявления IgG к вирусу клещевого энцефалита «Векто ВКЭ- IgG -стрип»
	
	ТУ 9398-079-23548172-2007
	- « -

	4.*
	Тест-система для выявления РНК вируса клещевого энцефалита методом ОТ-ПЦР «ВектоВКЭ-РНК-ампли-20»

«ВектоВКЭ-РНК-ампли-100»
	
	
	ЗАО «Вектор-Бест»,

п. Кольцово

	КРЫМСКАЯ ГЕМОРРАГИЧЕСКАЯ ЛИХОРАДКА



	1.
	Иммуноглобулины флюоресцирующие к вирусу Крымской геморрагической лихорадки моноклональные мышиные, сухие
	
	ВФС 42-250

ВС-90
	НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского, 

г. Москва

	2.
	Иммуноферментная тест-система для выявления антигена вируса Крымской-Конго геморрагической лихорадки
	
	
	- « -

	3.
	Иммуноферментная тест-система для выявления специфических антител к вирусу Крымской-Конго геморрагической лихорадки
	
	
	- « -

	4.*
	Иммуноферментная тест-система для выявления специфических IgG к вирусу Крымской-Конго геморрагической лихорадки «ВектоКрым-КГЛ-IgG»
	
	
	ЗАО «Вектор-Бест»,
п. Кольцово

	5.*
	Иммуноферментная тест-система для выявления специфических IgМ к вирусу Крымской-Конго геморрагической лихорадки «ВектоКрым-КГЛ-IgМ»
	
	
	- « -

	6.*
	Иммуноферментная тест-система для выявления антигена вируса Крымской-Конго геморрагической лихорадки «ВектоКрым-КГЛ-антиген»
	
	
	- « -

	7.
	ПЦР-тест-система для выявления РНК вируса Крымской-Конго геморрагической лихорадки «АмплиСенс Вирус Крымско-Конголезской геморрагической лихорадки»
	
	
	ООО «Интерлабсервис» AmpliSens biotechnologies ЦНИИЭ,
г. Москва

	8.
	ПЦР-тест-система для выявления РНК вируса Крымской-Конго геморрагической лихорадки
	
	ФСП 42-
	РосНИПЧИ «Микроб»,
г. Саратов,
НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского,

г. Москва

	9.*
	Тест-система для выявления РНК вируса Крымской-Конго геморрагической лихорадки (ККГЛ) методом ОТ-ПЦР «ВектоКрым-КГЛ-РНК-ампли-100»
	
	
	ЗАО «Вектор-Бест»,

п. Кольцово

	10.*
	Тест-система для выявления вируса ККГЛ методом ОТ-ПЦР
	
	
	Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России-ВЦ», 

г. Сергиев Посад

	11.*
	Антиген вируса Крымской-Конго геморрагической лихорадки для иммуноферментного анализа
	
	
	ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор»,
п. Кольцово

	ГЕМОРРАГИЧЕСКАЯ ЛИХОРАДКА С ПОЧЕЧНЫМ СИНДРОМОМ



	1.
	Диагностикум геморрагической лихорадки с почечным синдромом культуральный поливалентный для непрямой иммунофлюорес-ценции
	
	ФС 42-311

ВС-90

ФС 42-3695-98
	ФГУП по производству бактерийных и вирусных препаратов Ин-та полиомиелита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова РАМН,

г. Москва

	2.
	Тест-система иммуноферментная для определения антигена вируса геморрагической лихорадки с почечным синдромом «Хантагност»
	
	ФС 42-3696-98
	- « -

	3.*
	Тест-система для выявления вируса Хантаан методом ОТ-ПЦР
	
	
	Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России-ВЦ»,

г. Сергиев Посад

	4.*
	Набор компонентов для обнаружения возбудителя ГЛПС в иммуноферментном анализе


	
	инструкция по применению
	ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор»,
п. Кольцово

	ПОЛИОМИЕЛИТ



	1.
	Набор реагентов «Сыворотки диагностические энтеровирусные моновалентные сухие для реакции нейтрализации»
	
	
	ФГУП по производству бактерийных и вирусных препаратов Ин-та полиомиелита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова РАМН,

г. Москва

	ТЯЖЕЛЫЙ ОСТРЫЙ РЕСПИРАТОРНЫЙ СИНДРОМ (ТОРС)



	1.
	Тест-система «АмплиСенс SARS»
	
	ФСП 42-0115-4604-03
	ООО «Интерлабсервис» AmpliSens biotechnologies ЦНИИЭ,
г. Москва

	2.
	Тест-систем для выявления РНК вируса SARS методом полимеразной цепной реакции «Вир ТОРС-ПЦР»
	
	ФСП 42-0020-5079-04
	РосНИПЧИ «Микроб»,

г. Саратов

	3.
	Тест-система для выявления РНК вируса SARS методом обратной транскрипции и полимеразной цепной реакции (ОТ ПЦР)
	
	
	Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России-ВЦ»,

г. Сергиев Посад

	4.*
	Тест-система ИФА анти-SARS-CoV 
	
	
	НПО «Диагностические системы»,

г. Н-Новгород

	5.
	Тест-система иммуноферментная для определения антител к вирусу ТОРС
	
	ТУ 46-04, утв. 27.0.06 г. Начальником войск РХБЗ ВС РФ
	Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России-ВЦ»,

г. Сергиев Посад

	6.*
	Тест-система иммуноферментная для выявления иммуноглобулинов класса G (IgG) к коронавирусу, ассоциированному с атипичной пневмонией (ТОРС) с использованием инактивированного вируса «ВектоТОРС-IgG»

	
	
	ЗАО «Вектор-Бест»,

п. Кольцово

	7.*
	Тест-система иммуноферментная для выявления иммуноглобулинов класса G (IgG) к коронавирусу, ассоциированному с атипичной пневмонией (ТОРС) с использованием рекомбинантных белков «Векто-рек-ТОРС-IgG»
	
	
	- « -

	ГРИПП ПТИЦ



	1.
	Набор «АмплиСенс Influenza virus H5/H7»
	
	
	ООО «Интерлабсервис» AmpliSens biotechnologies ЦНИИЭ, г. Москва

	2.
	Набор «АмплиСенс Influenza virus A H5/N1-FEP»
	
	
	- « -

	3.
	Набор «АмплиСенс Influenza virus A H5/N1-FRP»
	
	
	- « -

	3.
	Иммуноглобулины диагностические флуоресцирующие сухие для выявления антигенов гриппа А (Н5)
	
	
	НИИ гриппа РАМН, г. Санкт-Петербург

	4.*
	Диагностикум (жидкий) для выявления вируса гриппа типа А для иммуноферментного анализа
	
	Инструкция по применению
	ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор»,
п. Кольцово

	5.*
	Диагностикум (жидкий) для выявления вируса гриппа типа В для иммуноферментного анализа
	
	Инструкция по применению
	- « -


Примечание: ФСП 42- - находится на рассмотрении в ГИСК им. Л.А. Тарасевича или на утверждении в Фармакопейном Комитете.

* – препараты экспериментально-производственных серий

Приложение 2

Адреса производителей диагностических МИБП и питательных сред

	№ п/п
	Производитель
	Адрес

	1.
	АООТ «Биомед» им. И.И. Мечникова
	143422,Московская обл., Красногорский р-н, п/о Петрово-Дальнее

тел.: (495) 418-24-94, (495) 418-42-41,

(495) 418-24-96 (отдел сбыта)

e-mail: biomedm@biomedm.ru,

sell@biomedm.ru (отдел сбыта)

	2.
	ГП «Аллерген»
	355004, г. Ставрополь, ул. Биологическая, 20

тел.: (86522) 5-05-48

	3.
	ГП по производству бактерийных препаратов НИИЭМ им. Пастера
	198320, г. Санкт-Петербург, ул. Свободы, 52
тел. (812) 141-10-58

	4.
	ГУ НИИВ им. Д.И. Ивановского РАМН
	123098, г. Москва, ул. Гамалеи, 16

тел.: (495) 190-28-74,

факс: (495) 190-28-67

e-mail: virusologia@mail.ru
dlvov@cityline.ru

	5.
	ГУ НИИ гриппа РАМН
	196376, г. Санкт-Петербург, ул. проф. Попова, 15/17
тел.: (812) 234-62-00 
факс: (812) 234-62-00 
e-mail: office@influenza.spb.ru

	6.
	ГУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН
	123098, г. Москва, ул. Гамалеи, 18

тел.: (495) 193-30-01, (495) 190-44-80

e-mail: 1570.g23@g23.relcom.ru

	7.
	ГУП НИИ вирусных инфекций
	620030, г. Екатеринбург, ул. Летняя, 23

тел.: (3432) 24-24-87, (3432) 61-99-66

факс: (3432) 61-99-47



	8. 
	ЗАО «Вектор-Бест»
	630559, п. Кольцово, Новосибирский район, Новосибирская обл., АБК, 

тел.: (383) 332-37-58, (383) 332-37-10, (383)332-36-34, (383)332-67-52, (383)332-67-49
факс: (383) 227-73-60 

е-mail: vbmarket@vector-best.ru 

	9.
	ЗАО «Ниармедик Плюс» при ГУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН
	123098, г. Москва, ул. Гамалеи, 18

тел.: (495) 193-30-04, (495) 190-43-81

факс: (495) 193-43-50

e-mail: nearmed@pike.net.ru

	10.
	Нижегородское ГП по производству бактерийных препаратов фирмы «ИмБио»
	603600, г. Н. Новгород, ул. Грузинская, 44

тел./факс: (8312) 34-39-29, (8312) 34-19-45, (8312) 34-42-77

e-mail: imbio@imbio.ru

	11.
	НИИЭМ им. Пастера
	197101, г. Санкт-Петербург, ул. Мира, 14

тел.: (812) 233-56-83, (812) 232-07-43

	12.
	ООО «Интерлабсервис»
	1050644, г. Москва, Большой Казенный пер., д. 10, стр. 3

тел.: (495) 105-05-54

факс: (495) 916-18-18

e-mail: amplisens@pcr.ru

	13.
	ООО Компания «БИОКОМ»
	119435, г. Москва, ул. Малая Пироговская, 29а

тел./факс: (495) 246-51-00, (495) 246-35-02, (495) 246-28-52

e-mail: biokom@biokom.ru

	14.
	ООО «Лаборатория Изоген»
	119991, г. Москва, ул. Губкина, 3

тел/факс: (495) 132 67 95

e.mail: shaikhaev@vigg.ru

	15.
	ООО «Медис-2» при ФГУЗ Ростовский-на-Дону НИПЧИ
	344064, г. Ростов-на-Дону, ул. Волоколамская, 1-99

тел.: (8632) 31-41-55, (8632) 31-42-32

факс: (8632) 34-13-76, (8632) 31-43-42

e-mail: plague@ic.ru

	16.
	ООО НПО «Диагностические системы»
	603093, г. Н. Новгород, ул. Яблоневая, 22, а/я 69
тел.: (831) 434-86-83

e-mail: info@npods.ru

	17.
	ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России»
	610024, г. Киров-24, Октябрьский пр., 19

тел.: (8332) 62-95-98, 62-73-70 (отдел снабжения)

факс: (8332) 62-36-29

e-mail: biologia@riac.ru

	18.
	ФГУЗ Волгоградский НИПЧИ
	400131, г. Волгоград, ул. Голубинская, 7

тел.: (8442) 37-37-34

факс: (8442) 32-33-36

e-mail: vari2@sprint-v.com.ru

	19.
	ФГУЗ Иркутский НИПЧИ Сибири и Дальнего Востока
	640047, г. Иркутск, ул. Трилисера, 78

тел.: (3952) 22-01-34

факс: (3952) 22-01-40

e-mail: adm@chumin.irkutsk.ru

	20.
	ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб»
	410005, г. Саратов, ул. Университетская, 46

тел.: (8452) 26-21-31, (8452) 24-86-78

факс: (8452) 51-52-12

e-mail: microbe@san.ru

	21.
	ФГУЗ Ростовский-на-Дону НИПЧИ
	344007, г. Ростов-на-Дону, ул. М. Горького, 177

тел.: (8632) 40-27-03, (8632) 66-91-03, (8632) 31-41-55

факс: (8632) 34-13-76

e-mail: plague@ic.ru

	22.
	ФГУЗ Ставропольский НИПЧИ
	355016, г. Ставрополь, ул. Советская, 13/15

тел.: (8652) 26-40-39

факс: (8652) 26-03-12

e-mail: admnip@s-service.ru

	23.
	ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор»
	630559, Новосибирская обл., п. Кольцово

тел.: (383) 336-60-10

факс: (383) 336-74-09

e-mail: vector@vector.nsc.ru

	24.
	ФГУН «НИИ эпидемиологии»
	111123, г. Москва, ул. Новогиреевская, 3а

тел.: (495) 176-01-28, (495) 105-05-43

факс: (495) 305-54-23

e-mail: info@pcr.ru

	25.
	ФГУП ГНЦ ПМБ
	142279, Московская обл., Серпуховский р-н, п. Оболенск, ГНЦ ПМБ ОБТЦ, корп. 8

тел./факс: (4967) 36-01-16, (4967) 36-0-20

e-mail: main@nutrientmedia.com

	26.
	ФГУП НПО «Вирион»
	634040, г. Томск, ул. Ивановского, 8

тел.: (3822) 63-37-34

факс: (3822) 63-37-33

	27.
	ФГУП «Предприятие по произвлдству бактерийных и вирусных препаратов Института полиомиелита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова»
	142782, Московская обл., Ленинский р-н, пст Институт Полиомиелита 27 км Киевского шоссе, 

тел.: (495) 439-90-02, (495) 546-78-33 (коммерческий отдел), (495) 546-78-44, (495) 439-93-22

факс: (495) 439-93-21, (495) 549-67-60

e-mail: kom-polio@mtu-net.ru

	28.
	Филиал «Медгамал» ГУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН
	123098, г. Москва, ул. Гамалеи, 18

тел.: (495) 190-64-76

факс: (495) 164-56-96

e-mail: info@medgamal.ru

	29.
	Филиал ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России-ВЦ»
	141306, Московская обл., г. Сергиев-Посад-6

	30.
	Филиал ФГУП «Микроген» в

г. Махачкала НПО «Питательные среды»
	367025, Республика Дагестан, 

г. Махачкала, ул. Леваневского, 24

тел.: (8722) 62-47-67

факс: (8722) 62-82-30

e-mail: sredy@iccmt.net

	31.
	Филиал ФГУП «Микроген» в г. Омске «Омское предприятие по производству бакпрепаратов»
	644080, г. Омск, пр. Мира, 7

тел.: (3812) 65-14-63, (3812) 65-35-70


Идентификация





Больные люди, трупы





Грызуны,отловленные (подобранные), дикие и домашние животные





Выделение чистой культуры





ПЦР





Секционный материал





Секционный материал





Материал от животных





РНГА-РНАт, РТНГА, ИФА  - выявление антигена





Материал от больных людей





ПЦР





РНГА-РНАг, РТНГА; выявление специфических иммуноглобулинов, проба с 2-МЕ





РНГА-РНАт, РТНГА, ИФА - выявление антигена





Образцы из объектов окружающей среды: костные остатки, погадки хищных птиц, экскременты наземных хищников, субстрат гнезд, почва, смывы с различных поверхностей





МФА, микроскопия мазков





РНГА-РНАт, РТНГА, ИФА - выявление антигена





Заражение биопробных животных





Идентификация





Посев на питательные среды





Микроскопия мазков, МФА





РНГА-РНАт, РТНГА, ИФА - выявление антигена





ПЦР





ПЦР





Выделение чистой культуры





Выделение чистой культуры





Идентификация





РНГА, ИФА - выявление антигена








Образцы из объектов окружающей среды





Выделение чистой культуры





ПЦР





Идентификация





Микроскопия мазков, МФА





Микроскопия мазков, МФА





Посев на питательные среды





Заражение биопробных животных





Прогревание при 80 0С 20 мин





Реакция Асколи





ПЦР





Выделение чистой культуры





ПЦР





Загнивший трупный материал





Микроскопия мазков, МФА





Посев на питательные среды





Прогревание при 80 оС


 20 мин 





Кожа, шкуры, шерсть





Заражение биопробных животных





Идентификация





МФА, микроскопия мазков





ПЦР





МФА, микроскопия мазков





Материал от больных людей





Секционный материал





Посев на питательные среды





РНГА, ИФА - выявление антигена





ПЦР





Образцы из объектов окружающей среды





Проба с аллергеном





Выделение чистой культуры





ПЦР





РНГА,  ИФА  - выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





РНГА, ИФА - выявление антигена





РНГА, НМФА -выявление специфических иммуноглобулинов





МФА, микроскопия мазков





Секционный материал





Идентификация





МФА, ИФА – обнаружение антител





Микроскопия мазков, МФА





Больные люди, трупы





Больные животные, трупы





ПЦР





Материал от больных людей





Секционный материал





Материал от животных





МФА, микроскопия мазков





ИФА, РА - выявление специфических иммуноглобулинов





РНГА, РТНГА, РКоА, РАЛ, ИФА  - выявление антигена





Посев на питательные среды





Идентификация











Образцы из объектов окружающей среды: вода, почва, пищевые продукты





ПЦР





РНГА, РТНГА, РКоА, РАЛ, ИФА  - выявление антигена





Посев на питательные среды





Заражение биопробных животных





Микроскопия мазков, МФА





РНГА, РТНГА, РКоА, РАЛ, ИФА  - выявление антигена





ПЦР





Выделение чистой культуры





Идентификация





Микроскопия мазков, МФА





Микроскопия мазков, МФА





Реакция поврежде-ния нейтрофи-лов





МФА, микроскопия мазков





РА, РНГА, РНАг, ИФА, ДИА, МФА - выявление специфических иммуноглобулинов





РНГА, ИФА, РКоА, РОА - выявление антигена





Посев на питательные среды





Заражение биопробных животных





Микроскопия мазков, МФА





РА, РНГА, ИФА, РКоА, РОА - выявление антигена





ПЦР





Выделение чистой культуры





Идентификация





МФА, микроскопия мазков





Материал от больных людей





Секционный материал





Материал от животных





Секционный материал





Больные люди, трупы





Больные животные, трупы





Микроскопия мазков, МФА





Идентификация





Выделение чистой культуры





ПЦР





ИФА - выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





ИФА- выявление антигена





РМА - выявление специфических иммуноглобулинов





МФА, микроскопия мазков





ПЦР





Секционный материал





Идентификация





Выделение чистой культуры


























ИХА  - выявление антигена





НМФА, ИФА, РНГА - выявление специфических иммуноглобулинов





микроскопия мазков








Кровь





ПЦР





Больные люди

























































































































































































































































































Материал от больных людей





ИССЛЕДУЕМАЯ КУЛЬТУРА





ПЦР





Больные люди, трупы





I Ускоренная идентификация – ПЦР с праймерами к генам с плазмидной и хромосомной локализацией





III Дополнительные методы изучения культур





1.Определение чувстви-тельности к антибиотикам


2.Определение вирулент-ности для лабораторных животных (LD50 и DCL).


3.Определение токсино-образования in vitro.


4.Определение вирулентности in vitro.


5.Определение способности к росту на минимальной питатальной среде.


6.Определение протео-литической и гемоли-тической активностей


7. Определение MLVA- 


 генотипа 
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Микроскопия мазков, МФА





Идентификация





Посев на питательные среды





РА, РНГА, РНАг, ИФА, ДИА, МФА -выявление специфических иммуноглобулинов





Заражение биопробных животных





РНГА, ИФА, РКоА, РОА  - выявление антигена





ПЦР





ПЦР





Идентификация





Выделение чистой культуры





Посев на питательные среды





Микроскопия мазков, МФА





РНГА, ИФА - выявление антигена





ПЦР





Заражение биопробных животных





Выделение чистой культуры





РА, РСК, РНГА, ИФА, ДИА, МФА -выявление специфических иммуноглобулинов





РА, РНГА, ИФА, РКоА, РОА  - выявление антигена





РНГА, ИФА  - выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





ПЦР





ПЦР





МФА, микроскопия мазков





ПЦР





Микроскопия мазков, МФА





РА, РСК, РНГА, ИФА, ДИА, МФА - выявление специфических иммуноглобулинов





Дифференциация





Отбор недиссоциированных культур





ПЦР





РНАт, ИФА - выявление антигена





Посев на питательные среды





Заражение биопробных животных





Микроскопия мазков, МФА





РНАт, ИФА, - выявление антигена





ПЦР





Выделение чистой культуры





Идентификация





ПЦР





РНАт,  ИФА - выявление антигена





Посев на питательные среды





Заражение биопробных животных





Микроскопия мазков, МФА





РНАт,  ИФА  - выявление антигена





ПЦР





Выделение чистой культуры





Идентификация





МФА, микроскопия мазков





МФА, микроскопия мазков





Пищевые продукты, молоко





Образцы из объектов окружающей среды: почва, навоз, вода, смывы с различных поверхностей








36 видов вибрионов, в т.ч. патогенных для человека:


V. alginolyticus;


V. cincinnatiensis;


V. damsela2);


V. fluvialis;


V. furnissii;


V. harveyi;


V. hollisae;


V. metschnikovii;


V. mimicus;


V. parahaemolyticus;


V. vulnificus





Серовары: Inaba, Ogava, 


Hikojima





V. cholerae 


eltor 





V. cholerae cholerae





Возбудители гастроэнтеритов и системных инфекций





Возбудители холеры





Материал от животных, мясо и мясопродукты





Примечания: 1) таксономия вибрионов представлена по Bergeys manual of Determinative Bacteriology, 2000; 2) предложено McDonell & Colwell (1985) отнести к новому роду Listonella; 3) типовые штаммы О2-О39 соответствуют Sakazaki (1970); O40-O83, а также О12; О23 и О26 не изучены в сравнении с международной коллекцией типовых штаммов





Биовары V.cholerae O1





V. cholerae O2-O138; O140-O206


(по международной классификации)


V. cholerae O2-O83


(по отечественной классификации)3)





non 


O1/O139





О139





О1





Серогруппы


Vibrio cholerae





Типовой вид


Vibrio cholerae





Типовой род Vibrio


Pacini, 1854





Семейство Vibrionaceae


Shewan and Veron, 1965





Рисунок 1. Классификация вибрионов 1)





ИССЛЕДУЕМЫЙ МАТЕРИАЛ





_





+





Исследуют на кишечную группу





- отбор колоний


- высев подозрительных колоний на ЩА и ПУС





ОРА с сыворотками О1 и О139





Определение принадлежности к роду Vibrio, виду 


V. cholerae или другим видам патогенных вибрионов





ПУС+


ОП+





ПУС+*





ОП+*





 ПУС-


 ОП+





ПУС+


ОП-





ПУС-


ОП-





Ускоренные методы:


МФА


РИВ


РНГА


ПЦР





ЩА





 ЩА, ЭС





 ЩА, ЭС





II





I





Предварительная идентификация :


морфология колоний


морфология и подвижность микробных клеток


МФА 


ОП


РИВ


Слайд-агглютинация с сыворотками О1, Инаба, Огава, РO, О139


ПЦР: определение генетических маркеров эпидемической значимости, серогруппы и биовара


Сокращенная схема идентификации:


развернутая РА с сыворотками О1, Инаба, Огава, РО, О139


чувствительность к бактериофагам С и Эльтор


отношение к глюкозе в среде Хью-Лейфсона


отношение к сахарозе, маннозе, арабинозе и манниту с редах Гисса


наличие дкарбоксилазы лизина и орнтитина, дигидролазы аргинина


ПЦР: определение генетических детерминант эпидемической значимости – ctxA и tcpA генов


Полная схема идентификации


определение биовара


антибиотикограмма


определение эпидемической значимости комплексным методом: гемолитическая активность в пробе Грейга и чувствительность к бактериофагам ctx+ ctx-


определение холерогенности на модели кроликов-сосунков


расширенная генетическая характеристика: наличие генов, ассоциированных с врулентностью, эпидемической значимостью и персистенцией хролерных вибрионов (не менее 20)





Условные обозначения:


 I и II - среда накопления; ЩА - щелочной агар; ЭС -элективная среда для выделения холерных вибрионов; ПУС - полиуглеводная среда; ОП - оксидазная проба; ОРА - ориентировочная реакция агглютинации; РА - развернутая реакция агглютинации; МФА- метод флюоресцирующих антител РИВ -реакция иммобилизации вибрионов; РНГА - реакция непрямой гемагглютинации; ПЦР - полимеразная цепная реакция;


* - в случае отбора колоний только на ПУС или ЩА.





Не исследуют





Отбор культур по ПУС и ОП





Рис. 2. Схема лабораторного исследования на холеру





Микроскопия мазков, МФА





РНГА, РТНГА, РКоА, РАЛ, ИФА  - выявление антигена





ПЦР





Выделение чистой культуры





Идентификация





Секционный материал





ПЦР





МФА, микроскопия мазков





ИФА, РА - выявление специфических иммуноглобулинов





РНГА, РТНГА, РКоА, РАЛ, ИФА  - выявление антигена





Посев на питательные среды





Заражение биопробных животных





Микроскопия мазков, МФА





РНГА, РТНГА, РКоА, РАЛ, ИФА  - выявление антигена





ПЦР





Выделение чистой культуры





Идентификация





В зависимости от концентрации олигонуклеотидов (обычно 0,25-1,0 мкл каждого праймера)





РНГА, ИФА - выявление антигена





Посев на питательные среды





Идентификация





Дифференциация





Выделение чистой культуры





ПЦР





1.Морфология клеток в мазках. 


2.Морфология колоний на плотной питательной среде и характер роста в бульоне


3. Спорообразование


4. Тест на подвижность 


5. Тест на лецитиназу











6.Тест на капсулообразование in vitro


7.Тест на патогенность для белых мышей и морских свинок (биопроба, тест на капсулообразование in vivo)


8.Тест с бактериофагом 


9.Тест на щелочную фосфатазу 


10.Тест на гемолиз на кровяном агаре


11.Тесты на чувствительность к пенициллину

















II Основные методы идентификации














Больные люди, трупы





Дикие и домашие жиувотные, трупы





МФА, микроскопия мазков





Заражение биопробных животных





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





Эктопаразиты





РНГА-РНАт, РТНГА, ИФА - выявление антигена





РНГА-РНАг, РТНГА; выявление специфических иммуноглобулинов, проба с 2-МЕ





МФА, микроскопия мазков





ПЦР





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





РНГА-РНАт, РТНГА, ИФА - выявление антигена





Больные люди, трупы





Секционный материал





ПЦР





Идентификация





Выделение чистой культуры





ПЦР





РНГА-РНАт, РТНГА, ИФА - выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





РНГА-РНАт, РТНГА, ИФА - выявление антигена





Грызуны отловленные (подобранные), дикие и домашние животные





Отбор недиссоциированных культур





ПЦР





Материал от животных





Секционный материал





Материал от больных людей





МФА, микроскопия мазков





Идентификация





Выделение чистой культуры





ПЦР





РНАт, РНГА, ИФА - выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





РНАт, РНГА, ИФА - выявление антигена





РНГА, РА, ИФА- выявление специфических иммуноглобулинов





МФА, микроскопия мазков





ПЦР





ПЦР





РНАт, РНГА, РТНГА, ИФА - выявление антигена





РНГА,-РА, ИФА - выявление специфических иммуноглобулинов





Заражение биопробных животных





ПЦР





РНАт, РНГА, ИФА  выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Посев на питательные среды





Выделение чистой культуры





Идентификация





Образцы из объектов окружающей среды: костные остатки, погадки хищных птиц, экскременты наземных хищников, субстрат гнезд, почва, смывы с различных поверхностей





Эктопаразиты





Идентификация





Выделение чистой культуры





ПЦР





РНАт,  ИФА  - выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





РНАт,  ИФА - выявление антигена





Дектритируемый контингент





ПЦР





Идентификация





Выделение чистой культуры





ПЦР





РНАт, РТНГА, ИФА, - выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





РНАт, РНГА, РТНГА, ИФА - выявление антигена





ПЦР





Проба с тулярином, реакция лейкоцитолиза





Посев на питательные среды





Микроскопия мазков, МФА





РНГА, ИФА  выявление антигена





ПЦР





Заражение биопробных животных





РА, РХ, РСК, р. Кумбса, РНГА, ИФА - выявление специфических иммуноглобулинов





РНГА, ИФА - выявление антигена





ПЦР





МФА, микроскопия мазков





РА, РСК, РНГА, ИФА - выявление специфических иммуноглобулинов








РНГА, ИФА - выявление антигена





Посев на питательные среды





Заражение биопробных животных





Микроскопия мазков, МФА





РНГА, ИФА - выявление антигена





ПЦР





Выделение чистой культуры





Идентификация





ПЦР





Проба Бюрне, реакция лейкоцитолиза





Материал от животных





Абортированные плоды





Материал от больных людей





Дектритируемый контингент





Больные люди





Домашние животные, грызуны, отловленные в полевых условиях





Идентификация





Выделение чистой культуры





Реакция Асколи





Больные животные, трупы





Больные люди, трупы





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





РНГА, РТНГА - выявление антигена





ПЦР





ПЦР





Выделение чистой культуры





Идентификация





МФА, микроскопия мазков





Материал от больных людей





Секционный материал





Материал от животных





Секционный материал





Проба с антраксином





Образцы из объектов окружающей среды: вода, почва





ПЦР





Идентификация





Выделение чистой культуры





ПЦР





РНГА, ИФА, РКоА, РОА  - выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





РНГА, ИФА, РКоА. РОА - выявление антигена





ПЦР





ИФА - выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Идентификация





Выделение чистой культуры





ПЦР





РНГА, ИФА  - выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





Микроскопия мазков, МФА





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





ИФА  - выявление антигена





РМА, РА - выявление специфических иммуноглобулинов





МФА, микроскопия мазков





Материал от животных





Секционный материал





Материал от больных людей





ПЦР





Больные животные, трупы





Больные люди, трупы





Идентификация





Выделение чистой культуры





ПЦР





ИФА  - выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





ИФА - выявление антигена





ПЦР





Образцы из объектов окружающей среды: вода, почва, пищевые продукты





Идентификация





Выделение вируса





ПЦР/ ОТ-ПЦР





РНГА,  РТГА, РПГА, ИФА  - выявление антигена





МФА, электронная микроскопия





Заражение биопробных животных, культур клеток, куриных эмбрионов





Млекопитающие, птицы, эктопаразиты, образцы из объектов окружающей среды





РНГА, РТГА, РПГА, ИФА - выявление антигена





РТГА, РСК, РН, ИФА, МФА -выявление специфических иммуноглобулинов





МФА, электронная микроскопия





Секционный материал





Материал от больных людей





ПЦР/ ОТ-ПЦР





Больные люди, трупы





секвенирование





Идентификация





Выделение вируса





ПЦР/ ОТ-ПЦР





РНГА,  РТГА, РПГА, ИФА  - выявление антигена





МФА, электронная микроскопия





Заражение биопробных животных, культур клеток, куриных эмбрионов





РТГА, РСК, РН, ИФА, МФА -выявление специфических иммуноглобулинов





РНГА, РТГА, РПГА, ИФА - выявление антигена





МФА, электронная микроскопия





ПЦР/ ОТ-ПЦР





секвенирование





Эктопаразиты, образцы из объектов окружающей среды





Материал от млекопитающих, птиц





секвенирование





Идентификация





Выделение вируса





Больные люди, трупы





ОТ-ПЦР





ИФА - выявление антигена





МФА, электронная микроскопия





Заражение биопробных животных, культур клеток





ИФА - выявление антигена





ИФА, МФА -выявление специфических иммуноглобулинов





МФА, электронная микроскопия





Секционный материал





Материал от больных людей





ОТ-ПЦР





секвенирование





Идентификация





Выделение вируса





ПЦР





РМПА, ИФА - выявление антигена





МФА, электронная микроскопия





Заражение культур клеток, куриных эмбрионов





ИФА - выявление антигена





РМПА, ИФА -выявление специфических иммуноглобулинов





МФА, электронная микроскопия





Секционный материал





Материал от больных людей





ПЦР





Больные люди, трупы





секвенирование





Идентификация





Выделение вируса





ОТ-ПЦР





ИФА, РНГА - выявление антигена





МФА





Заражение биопробных животных, культур клеток





ИФА, РНГА - выявление антигена





ИФА, РСК, РН, РНГА, МФА -выявление специфических иммуноглобулинов





МФА





Секционный материал





Материал от больных людей





ОТ-ПЦР





Больные люди, трупы





секвенирование





Идентификация





Выделение вируса





ОТ-ПЦР





ИФА, РТГА, РН, РСК - выявление антигена





МФА





Заражение биопробных животных, культур клеток





ИФА, РТГА, РН, РСК - выявление антигена





ИФА, РТГА, РН, РСК, МФА -выявление специфических иммуноглобулинов





МФА





Секционный материал





Материал от больных людей





ОТ-ПЦР





Больные люди, трупы





секвенирование





Идентификация





Выделение вируса





ОТ-ПЦР





ИФА - выявление антигена





МФА





Заражение биопробных животных, культур клеток





ИФА - выявление антигена





ОТ-ПЦР





Выделение вируса





секвенирование





Идентификация





ОТ-ПЦР





Членистоногие





ИФА - выявление антигена





МФА





Заражение биопробных животных, культур клеток





ИФА - выявление антигена





ОТ-ПЦР





Членистоногие





секвенирование





Идентификация





Выделение вируса





ОТ-ПЦР





ИФА, РТНГА и др.- выявление антигена





МФА





Заражение биопробных животных, культур клеток





ИФА, РТНГА и др.- выявление антигена





ИФА, РСК, РДПА, РТНГА, РАО, МФА -выявление специфических иммуноглобулинов





МФА





Секционный материал





Материал от больных людей





ОТ-ПЦР





Больные люди, трупы





секвенирование





Идентификация





Выделение вируса





ОТ-ПЦР





ИФА - выявление антигена





МФА





Заражение культур клеток





ИФА - выявление антигена





ОТ-ПЦР





Грызуны





секвенирование





Идентификация





Выделение вируса





ОТ-ПЦР





ИФА, РТНГА и др.- выявление антигена





МФА





Заражение культур клеток





ИФА- выявление антигена





ИФА, МФА -выявление специфических иммуноглобулинов





секвенирование





Секционный материал





Материал от больных людей





ОТ-ПЦР





Больные люди, трупы





Идентификация





Выделение вируса





ОТ-ПЦР





ИФА, РТГА, РН, РСК- выявление антигена





МФА





Заражение куриных эмбрионов, культур клеток





ИФА, РТГА, РН, РСК - выявление антигена





ИФА, РТГА, РН  -выявление специфических иммуноглобулинов





Секционный материал





Материал от больных людей





ОТ-ПЦР





Больные люди, трупы





МФА





МФА, электронная микроскопия





секвенирование





Идентификация





Выделение вируса





ОТ-ПЦР





ИФА, РТГА, РН, РСК - выявление антигена





МФА, электронная микроскопия





Заражение куриных эмбрионов, культур клеток





ИФА, РТГА, РН, РСК - выявление антигена





ИФА, РТГА, РН, МФА -выявление специфических иммуноглобулинов





Секционный материал





Материал от больных людей





ОТ-ПЦР





Больные люди, трупы





Идентификация





Выделение чистой культуры





ПЦР





ИФА, ИХА - выявление антигена





Микроскопия мазков, МФА





Заражение биопробных животных





Посев на питательные среды





ИФА, ИХА  - выявление антигена





НМФА, РАО, ИФА - выявление специфических иммуноглобулинов





МФА, микроскопия мазков





Материал после деконтаминации (термической обработки)





Нативный материал от больных людей, секционный материал





ПЦР





Больные люди, трупы








Идентификация





Выделение чистой культуры





Термическая обработка














Посев на питательные среды





Кислотная обработка





ПЦР





Образцы из объектов окружающей среды





Деконтаминаци материала





Нативный материал








( Если работа проводится в палатках или временно приспособленных помещениях, к средам рекомендуется добавлять генцианвиолет.


( Если животное пало раньше, то его вскрывают тотчас после гибели.


� Согласно последним опубликованным данным Подкомитета по таксономии бруцелл (2005).


� Примечание: 


названия вирусов даны в соответствии с Классификацией вирусов человека и животных по материалам 8-о доклада Международного комитета по таксономии вирусов;


названия болезней, вызываемых вирусами, бактериями, риккетсиями и другими микроорганизмами даны в соответствии с Международной статистической классификацией болезней и проблем, связанных со здоровьем - десятый пересмотр (МКБ – 10).
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