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Предлагаемое учебное пособие издается кафедрой микробиологии, вирусологии, эпизоотологии и ветеринарно-санитарной экспертизы согласно ее плану, целью которого является оперативный выпуск отдельных учебных изданий. Это позволяет дать студенту либо новую научную или инструктивную информацию, либо более подробно разъяснить ключевые положения разделов учебных дисциплин, преподаваемых на кафедре. Каждая глава закончивается списком наиболее значимых работ по данному вирусу. Что позволяет студенту самостоятельно и более детально изучить предлагаемый материал, однако необходимо отметить, что предлагается и общий список литературы так же использованный при написании данного лекционного материала. Подбор вирусных инфекционных агентов для предлагаемого курса проводился на основе программы лекционного курса вирусологии и ВСЭ читаемого на кафедре. 

                                             ВВЕДЕНИЕ.

Вирусы  открыты в конце прошлого столетия Бейеринком и Д.И.Ивановским (1892 г. - вирус табачной мозаики),  Лефлером и Фрошем (1897 г. - вирус ящура) и Ридом и Кэрролом (1898 г. - вирус желтой лихорадки) на основе измерения их единственной физико-химической характеристики - способности проходить через стерилизующие керамические фильтры, т.е. фильтруемости. Именно это свойство первоначально использовалось для их классификации в качестве отдельной, особой группы патогенных микроорганизмов. Слово вирус (virus), которым были названы новые агенты, в исходном смысле означало заразный яд и исторически в научном контексте впервые было применено врачом эпохи Возрождения Петрусом Форестусом  (1522-1597). Окончательное определение вирусов как организмов и генетически обособленных индивидуумов  дано А.Львовым (1957, 1962 гг.). Вирусы составляют условное «третье царство» Vira, наряду с царствами про- и эукариотов. 

С ростом числа обнаруженных вирусов были предприняты первые попытки  классификации внутри этой самостоятельной группы микроорганизмов. В качестве критериев использовали сходство их патогенных свойств, органотропизм, общность эпизоотологического и экологического статуса. При этом происходило объединение весьма различающихся, как было выяснено впоследствие, групп вирусов. Так, вирусы гепатита включили возбудителей, известных теперь как вирусы гепатита А, гепатита В и желтой лихорадки. Пневмотропные (респираторные) вирусы, образующие наряду с нейротропными, пантропными и дермотропными вирусами одну из групп в органотропной классификации, включали вирусы гриппа, риновирусы, аденовирусы. Передающиеся насекомыми арбовирусы теперь известны как флави-, бунья-,  реовирусы. Одна из первых классификаций состояла в разделении вирусов по принципу поражения определенных хозяев, т.е. были выделены вирусы растений,  животных, насекомых и фаги. Некоторые наиболее удавшиеся групповые названия вирусов из первых классификаций укоренились и до сих пор используются в вирусологии; хотя  они не признаны официальной классификацией и номенклатурой, но  могут быть полезны в клинических, эпизоотологических и диагностических контекстах.

В начале 50-х годов появилось множество различных классификационных схем, часто оказывающихся взаимоисключающими. Чтобы исправить положение, на Международном микробиологическом конгрессе в Москве (1966 г.) был учрежден Международный комитет по номенклатуре вирусов (МКНВ); в 1973 году он был переименован в Международный комитет по таксономии вирусов (МКТВ). МКТВ опубликовал шесть докладов: Wildy (1971), Fenner (1976), Matthews (1979, 1982), Francki (1991), и Murphy et al. (1995). Пятый доклад суммировал научные работы и решения на заседаниях Комитета, состоявшихся во время Международных конгрессов по вирусологии в Сендае (1984), Эдмонтоне (1987) и Берлине (1990) и содержит современную универсальную систему классификации и номенклатуры вирусов. В шестом докладе  сделаны дополнения и уточнения.

Одной из основных прагматических целей универсальной таксономической системы является однозначная идентификация вирусов. Поэтому современная  классификация вирусов  преследует не только академические цели, но имеет и важнейшее практическое преломление (диагностика, антигены, вакцины, иммунология, происхождение эпизоотий и эпидемий, прогностика).  В последнее время этот аспект приобретает особое значение из-за возникновения множества эмерджентных инфекций, вызванных новыми вирусами или известными вирусами в необычных экологических условиях. Среди наиболее впечатляющих примеров эмерджентных инфекций - синдром приобретенного иммунодефицита (СПИД) и хантавирусный легочный синдром человека, вирусная геморрагическая болезнь кроликов, респираторно-репродуктивный синдром свиней, морбилливирусная чума тюленей Байкала и Северного моря, зоонотическая морбилливирусная респираторная болезнь лошадей в Австралии, и таксономические проблемы связанны с решением сугубо практических задач. Кроме того, классификационная система весьма полезна как для студентов, так и для преподавателей, и привносит строгость в научную литературу по вирусологии (Фредерик А.  Мерфи). 

Существующая система не предполагает общих «межтаксонных» филогенетических взаимоотношений, помимо тех, которые установлены экспериментально (методами гибридизации нуклеиновых кислот, определения нуклеотидных последовательностей и.т.д.). Вирусы не оставили каких-либо палеонтологических следов, и полагают, что данных о наличии у различных таксонов высокого ранга (от семейства и выше) общих эволюционных корней нет. Идея об едином эволюционном "древе" для вирусов и их монофилетическом происхождении представляется на сегодня бессмысленной. Вместе с тем для в формировании низших таксонов (видов, родов) филогенетические принципы (организация и стратегия экспрессии вирусных геномов), приходят на смену некогда преобладающим структурно-морфологическим принципам (симметрия и форма капсида, пространственная организация вирионов).

                           ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ.

Современная универсальная система классификации вирусов использует иерархические уровни (таксоны), соответствующие порядку, семейству, подсемейству, роду и виду. Номенклатура по традиции заключается в том, что за словом  вирус ставится название болезни основного хозяина, например, вирус чумы КРС. Название порядка оканчивается на  -...virales,  семейств - на ...viridae, подсемейств - на ...virinae, рода - на  ...virus.

В качестве примера приведем полную таксономию вируса вакцины:

cемейство Poxviridae 

подсемейство Chordopoxvirinae

род Orthopoxvirus

вирус вакцины.

                          Правила номенклатуры вирусов  дают определения виду, роду и семейству.

      Вид вируса - это понятие, представляющее группу штаммов из различных источников, или популяцию штаммов из одного источника, которые в целом обладают набором коррелирующих стабильных свойств, отделяющих данную группу от других групп штаммов. В 1991 году МКТВ принял следующее определение вид - это класс вирусов, характеризующийся большим числом критериев, образующий реплицирующуюся линию и занимающий особую экологическую нишу. Это определение  учитывает вариабельность вирусов и не зависит от какого-либо единственного уникального параметра.

      Род - это группа видов с определенными общими характеристиками и отличающаяся от вирусов других родов. Критерии для выделения родов различаются у разных семейств и могут включать:

- феномены генетических взаимодействий;

- круг восприимчивых хозяев;

- патогенность;

- географическое распространение;

- способ передачи;

-  антигенные свойства.

     Семейство - это группа родов с общими характеристиками, отличающаяся от в других семейств. Основные критерии, использующиеся для деления на семейства, включают фундаментальные свойства вирионов:

- тип и структуру нуклеиновой кислоты;

- наличие липопротеиновой оболочки;

- стратегию вирусного генома;

- размер и морфологию вирионов.

Учитывая, что семейство является наиболее крупным таксоном вирусов, кратко остановимся на характеристике упомянутых свойств вирионов.
Тип и структура нуклеиновой кислоты.  Вирусы содержат либо ДНК, либо РНК. И те, и другие могут быть двух- и односпиральными (дс- и ос-, соответственно). Единственное семейство зоопатогенных вирусов, содержащих ДНК с одной спиралью - Parvoviridae; остальные содержат дс-ДНК.  Только  представители семейств Reoviridae и  Birnaviridae включают вирусы с дс-РНК, остальные зоопатогенные РНК- вирусы содержат односпиральный геном. Дополнительными структурными характеристиками нуклеиновых кислот, имеющими значение для классификации, являются сегментированность генома (Reoviridae -10 сегментов; Orthomyxoviridae -8; Bunyaviridae -3; Arenaviridae -2; Birnaviridae -2), его замкнутость в кольцо (Papovavioridae, Hepadnaviridae) или линейность.

Наличие липопротеиновой оболочки. Большинство вирусов имеют суперкапсидные оболочки, принципиально устроенные по типу мембран иных биологических структур. Не содержат суперкапсидных оболочек все зоопатогенные вирусы с ос-ДНК ,  дс-РНК и некоторые - с ос-РНК. 

На основании двух первых критериев  (типа, числа спиралей вирусных нуклеиновых кислот  и наличия/отсутствия оболочки) зоопатогенные вирусы делят на 6 кластеров семейств.

Стратегия вирусного генома. Под стратегией вирусного генома понимается способ репродукции, используемый вирусом. Реализация генетической информации идет по двум направлениям: во-первых, геном воспроизводит себя, то есть реплицируется; во-вторых, происходит синтез кодируемых геномом белков через процессы транскрипции/трансляции. Механизмы обоих  направлений являются значимыми для таксономии. 

Размер и морфология вирионов. Размеры вирионов колеблятся от 15-20 нм (Circoviridae) до 300-240-100 нм  (Poxviridae). По морфологии вирионы и капсиды делятся на 4 типа: сферические (S); удлиненые без закругленных концов (Е); удлиненные с закругленным одним или двумя концами (U); сложные (Х). Примеры характеристик различной морфологии вирусов (форма вириона/форма капсида):

S/S - Togaviridae, Flaviviridae;

S/E - Coronaviridae, Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Retroviridae;

U/E - Rhabdoviridae;

X/? - Poxviridae.

Подсемейства выделены в  некоторых семействах вирусов (Poxviridae, Herpesviridae,   Paramyxoviridae), объединяющих несколько родов. 

Порядки -  принципиально новые таксоны высшего в царстве Vira  иерархического ранга, установленные в последнее время МКТВ и объединяющие близкие семейства вирусов Их представители   обладают гомологичными полимеразными белками, общими последовательностями в генах нуклеокапсидных  белков, одинаковым расположением генов,  аналогичными генными продуктами. Выделены два порядка:

· Mononegavirales, включающее семейства  Filoviridae, Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Bornaviridae;

· Nidovirales, включающее семейства Arteriviridae и Coronaviridae. 

В целом для классификации и систематики вирусов важны определенные характеристики. В отличие от генетических  признаков, которые обусловливают штаммовые, вариантные и т.п. свойства и фенотип вирусов внутри вида, эти стабильные  «надвидовые» признаки называются таксономическими. К ним относятся::

 структурная организация  - морфология, размер, форма вириона и капсида, наличие/отсутствие пепломеров, их природа, наличие/отсутствие  суперкапсидной оболочки, симметрия капсида, его структура;

 физико-химические и физические свойства - м.м. вириона, плавучая плотность вириона ( в CsCl, сахарозе и т.д.), коэффициент седиментации вириона (S), стабильность при различных значениях рН и температуры, стабильность в присутствии катионов (Mg2+, Mn2+), устойчивость к органическим растворителям,  детергентам,  облучению;

 строение генома -  тип нуклеиновой кислоты (ДНК или РНК),  число спиралей  (одно- или двуспиральная), линейная или циркулярная (кольцевая), число и размер сегментов,  размер генома (в т.о. или т.п.о.), нуклеотидная последовательность, наличие повторяющихся последовательностей, изомеризации, соотношение Г/Ц пар, наличие или отсутствие 5'-терминального «кепа», наличие или отсутствие белков, ковалентно связанных с 5'-терминальным участком, наличие или отсутствие 3 ' - поли(А)последовательностей;

 белки - число, размер и функциональная активность структурных белков, число, размер и функциональная активность неструктурных белков, особенности специальной функциональной активности белков, прежде всего полимераз, обратной транскриптазы, гемагглютинина, нейраминидазы, белков слияния, аминокислотная последовательность, наличие гликозилированных, фосфорилированных, миристированных белков, антигенность;.

 липиды - наличие, структурные особенности, локализация в стуктуре вириона;

 стратегия генома  - организация генома, стратегия репликации, число и положение открытых рамок считывания, характер транскрипции, характер трансляции, место накопления вирусных белков, их модификация,   место сборки вирионов, место и природа созревания вируса, характер  экзоцитоза;

антигенные свойства – серологическое взаимодействие,

 биологические свойства -  естественно восприимчивые  хозяева (животные), способ передачи в природе, резервуары и источники,   взаимосвязь с переносчиками, географическое распространение, связь с болезнью, особенности патогенеза (митогенность, тератогенность, онкогенность, тканевой тропизм, патоморфология).

МКТВ разработаны правила номенклатуры, описания и наименования вирусов. Эти правила  включают следующие положения:

·  система бактериальной номенклатуры не применима к вирусам;

·         номенклатура должна быть международной;

·  номенклатура должна быть универсально применимой ко всем вирусам;

·  существующие названия должны быть сохранены всякий раз, где это возможно;

·  закон приоритета не должен соблюдаться;

·  сокращения могут быть приняты в качестве групповых названий вирусов, если они имеют смысл для работающих в этой области и рекомендованы международной группой изучения;

·  персональные имена не используются;

·  имена должны иметь интернациональное значение;

·  правила орфографии имен существительных и прилагательных должны соответствовать установленным в специальном протоколе совещания МКТВ;

·  вид вирусам - это понятие, которое обычно представлено группой штаммов из различных источников, или популяций штаммов из одного источника, которые в целом обладают набором коррелирующих стабильных свойств, отделяющих группу от других групп штаммов;

·  название вируса вместе с обозначением штамма должно однозначно идентифицировать его без необходимости включать родовое или групповое имя;

·  название вируса должно нести смысловую нагрузку и состоять из любого числа слов;

·  можно использовать  числа, буквы и их комбинации в качестве официальных обозначений там, где эти буквы и цифры уже широко используются для отдельного вируса;

·  вновь "сконструированные" серийные номера, буквы, комбинации не принимаются сами по себе для обозначения вида;

·  искусственно полученные лабораторные гибриды различных вирусов таксономией не рассматриваются;

·  одобрение МКТВ вновь предложенных названий видов происходит в две стадии. Сначала дается предварительное одобрение. Предварительно одобренные предложения публикуются в отчете МКТВ. Затем, после трехлетнего периода, предложение может быть окончательно одобрено МКТВ;

·  род - это группа видов с определенными близкими характеристиками;

·  название рода должно быть единственным смысловым словом, оканчивающимся на "...virus";

·  семейство - это группа родов с общими характеристиками с окончанием названия на  "...viridae";

·  одобрение нового семейства должно быть связано с одобрением типового рода, одобрение нового рода должно быть связано с одобрением типового  вида.

             Описание и наименование видов  также осуществляется в соответствии с определенными требованиями МКТВ.

Критерии описания видов могут изменяться в различных семействах вирусов.

Везде, где можно, следует избегать повторения уже одобренных названий.

Если необходимо заменить типовой вид, в МКТВ подается таксономическая заявка.

В будущей номенклатуре следует избегать подстрочных,  надстрочных обозначений, дефисов, косых полос, греческих букв.

При утверждении новых названий вируса должны учитываться национальные особенности языков. Если название универсально используется вирусологами (публикующимися в журналах), название и его производные необходимо использовать безотносительно к национальному источнику.  Если различные названия используются вирусологами различных национальностей, необходимо оценить относительное международное использование, которое будет принято большинством и которое не будет оскорбительным в каком-либо языке.

· МКТВ не касается классификации и наименования штаммов, вариантов и серотипов. За это отвечают референсные центры, лаборатории, специалисты.

             Пятый доклад МКТВ охватывает более 3,6 тыс видов вирусов и субвирусных агентов позвоночных, беспозвоночных, растений, грибов и прокариот, объединенных в 164 рода (24 из которых не классифицированы), 71 семейство, 9 подсемейств и один порядок. 

       В предлагаемом учебном пособии представленны наиболее характерные вирусы  из основных вирусных семейств. 

Семейство: Reoviridae

Таксономическая структура семейства.

Род (9):
Orthoreovirus, Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus, Aquareovirus, Cypovirus, Fijivirus

Phytoreovirus, Oryzavirus

Морфология:

Вирион икосаэдральной симметрии, чаще сферической формы. Состоит из внутреннего ядра, окруженного несколькими протеиновыми слоями. Зрелые вирионы теряют липидную оболочку.

d 60-80 nm, Mr 120 ( 106, плав. пл. CsCl 1,36-1,39 г/см3.

Геном:

РНК двухспиральная, линейная, сегментированная (10-12), позитивные+негативные, Mr 12-20 ( 106 ((23,7 kba).

Антигенные особенности:

Вирусы имеют типо– и группоспецифические антигены. Антигенное родство между родами не наблюдается. Часть вирусов способна к гемагглютинации.

Биологические особенности:

Биологические особенности вирусов зависят от их родовой принадлежности. Некоторые вирусы реплицируются только в определенных видах позвоночных и передаются между хозяевами алиментарно или аэрозольно. Другие вирусы позвоночных реплицируются как в позвоночных, так и в беспозвоночных (москиты, клещи, комары и др.). Вирусы растений реплицируются как в растениях, так и в членистоногих (векторах). Вирусы патогенные для насекомых передаются контактно.

Род Orthoreo-

Типовой вид: Reovirus-3.

Инфицируют позвоночных, не арбовирусы. РНК из 10 сегментов.

Ортореовирусы имеют двойную капсидную оболочку. Коровые частицы имеют выступы, локализованные на каждом из 12 капсидных частей.

d ядра без оболочек 60 nm, Mr 130 ( 106, плав. пл. CsCl 1,36 г/см3, S20w 630.

Биологические особеннности:

Естественные хозяева: позвоночные. Передача горизонтальная. Не арбовирусы. Ортореовирусы убиквитарны и распространены повсеместно. У человека могут вызывать болезни респираторного тракта, энтериты у детей, билиарную атрезию у новорожденных. У лошадей вызывают респираторные болезни, конъюнктивиты. У парнокопытных и собак инфекция проявляется респираторным синдромом и диареей. Обезьяны инфицируются с признаками гепатита, билиарной атрезии, менингита, некрозом эпендимы и хороидального слоя эпителиальных клеток. Птичьи ортореовирусы не инфицируют млекопитающих. Исход болезни птиц может быть различным, до летального и зависит от возраста. Поражаются различные системы органов.

Две антигенных группы: одна включает вирусы млекопитающих, вторая– птиц.

Виды:
1 группа: reovirus-3 (1, 2).

2 группа: avian reovirus (1-9) и еще 4 других вируса.

Род Orbi-

Типовой вид: Bluetongue virus 1 (вирус КЛО 1).

Арбовирусы. Вирион имеет неразличимый внешний капсид. РНК из 10 сегментов.

d вириона 80 нм, ядро 60 нм, Mr 79 ( 106, CsCl 1,36 г/см3, S20w 550.

Биологические особенности:

В зависимости от вируса естественными хозяевами могут быть жвачные, однокоптные, грызуны, птицы, приматы, человек и др. Может быть внутриутробное заражение. Реплицируются также в членистоногих и передаются трансстадийно. Природная очаговость связана с временем года– временем активной жизнедеятельности переносчиков. Инфицирование членистоногих не сопровождается какой-либо патологией.

Обладают ГА. 14 серогрупп (близкое антигенное родство внутри рода).

Виды:

Гр. АЧЛ (1-10); Гр. КЛО (1-24); Гр. Changuinola (12); Гр. Corriparta (3); Гр. ЭГБО (1-10);

Гр. Энцефалоза лошадей;Гр. Eubinangee; Гр. Lebombo; Гр.Orungo; Гр. Palyam; Гр.Umatilla;

Гр.Wallal; Гр.Warrego; Гр.Kemerovo:


14a
Комплекс Kemerovo;


14b
Комплекс Chenuda;


14c
Комплекс Great Island;


14d
Комплекс Wad Medani.

Неклассифицированные: 17 видов.

Род Rota-

Типовой вид: Simian rotavirus SA11.

Не арбовирусы. Внешне напоминают колесо. РНК из 11 сегментов. Хозяин– позвоночные. 6 антигенных групп (A-F). Вирусы групп А, В, С могут инфицировать людей в первые годы жизни.

d вириона 50 нм, внутреннего капсида 60 нм, внешнего капсида 70 нм. Вирион имеет 60 коротких выступов и 132 тонких канала через оба капсида. ГА.

Виды:

Группы: А (SA11), B, C (свиные), D (утиные 132 штамма), E (свиные), F (птичьи).

Род Colti-

Типовой вид: Colorado tick fever virus.

Арбовирусы (клещи). РНК из 12 сегментов.

Известно 3 вируса, со слабым антигенным родством. Инфицируются млекопитающие (в т.ч. человек).

Виды:
вирус колорадской клещевой лихорадки, Eyach virus, S6-14-03 virus.

Род Aquareo-

Типовой вид: golden shiner virus.

РНК из 11 сегментов. Инфицируют рыб и clams. Антгенное родство известно только для двух (А и В), из пяти (A-F) серогрупп.

Виды:
группа А (10 видов), группа В (2 вида), группа С (1 вид), группа D (1 вид), группа Е (1 вид).

Неклассифицированные:
5 видов.

Род Cypo-

Типовой вид: Bombyx mori cypovirus 1.

Инфицируют только членистоногих. Отсутствует двойная оболочка. РНК из 10 сегментов. Перекрестное антигенное родство слабо выражено (у 1 и 12 электрофоретипов). Всего 12 электорфоретипов. Описано более 230 видов.

Род Fiji-

Типовой вид: Fiji disease virus.

РНК из 10 сегментов. Три антигенных серогруппы. Инфицируют растения и насекомых. 5 видов.

Род Phytoreo-

Типовой вид: wound tumor virus.

РНК из 12 сегментов. Инфицируют растения. 3 антигенно-неродственных вируса.

Род Oryza-

Типовой вид: rice ragged stunt virus.

Отсутствует внешний капсид. РНК из 10 сегментов. 2 антигенно-родственных вируса.

                                              РЕОВИРУСНАЯ ИНФЕКЦИЯ ОВЕЦ

                                           (КАТАРАЛЬНАЯ ЛИХОРАДКА)

Bluetongue, Mouth sickness (англ.); Soremuzzle (амер.);

Blauzungenkrankchiet (нем.); Fievre cattarrhale (франц.); 

Lengua azul (исп.)

Инфекционная катаральная лихорадка овец ("синий язык" КЛО) - вирусная трансмиссивная инфекция, передающаяся кровососущими насекомыми из рода Culicoides, характери​зующаяся лихорадочным состоянием, воспалительно-некротическими поражениями ротовой полости, особенно языка, пищеварительного тракта, эпителия венчика и основы кожи ко​пыт, а также дегенеративными изменениями скелетных мышц.

Распространение. КЛО впервые зарегистрирована в Южной Африке в 1876г. Вначале она поражала овец мес.тных пород и чаще протекала бессимптомно. С ввозом в Африку вы​сокочувствительных овец европейских пород болезнь приняла злокачественный характер. С 1943 г. болезнь стали регистрировать за пределами Африканского континента. В 1943 г. на​блюдали тяжелую эпизоотию её на о. Кипр, в том же году в Палестине и Сирии. С 1944 г. эту инфекцию диагностировали в Турции и Иране. В 1948 г. - появилась в Америке, а в 1956 г. - на юге Португалии, в Испании, и в 1962-1964 гг. - в странах Южной Америки. В 1972 г. она была зарегистрирована в Египте. AT обнаружены не только у овец, но и у КРС, буйволов и коз. В Российской Федерации не​благополучными по результатам серологического мониторинга с 1993 г. могут считаться не​которые районы Бурятии (6).

Клинические признаки и патологоанатомические изменения. Клинические прояв​ления болезни и морфологические изменения варьируют в зависимости от патогенности штамма, индивидуальных особенностей и породы животных, влияния окружающих условий (метеорологические факторы, солнечная радиация и т.д.). Инкубационный период в естест​венных условиях длится 6-8 дн. Далее повышается температура тела до 40,6-42,0°С и удер​живается на этом уровне 6-8, реже 12 дн. Высота температуры не коррелирует с течением болезни: легкую, перемежающуюся лихорадку можно наблюдать при тяжелом течении и гибели животных. Иногда при внезапном подъеме температуры до 42,2°С можно наблюдать легкое течение болезни и быстрое выздоровление. Через 24-36 ч после повышения темпера​туры тела развивается конъюнктивит. Кожа морды, губ, слизистые оболочки ротовой и но​совой полостей гиперемированы. Из ротовой полости заметно истечение пенистой слюны, что вызывается своеобразными непрерывными движениями языка (влажная морда), а на слизистой носовой полости, и конъюнктиве появляются точечные кровоизлияния. Часто из​меняется цвет языка. Он становится красно-синим, что и определило название болезни. Слизистая оболочка десен, щек, языка изъязвляется и образуются неправильной формы кровоточащие поверхности. Носовые истечения становятся гнойными и засыхают корочками вокруг носа. Из-за боли в ротовой полости животные не принимают корм и чаще лежат. Иногда при повышенной температуре, но чаще после спада её на задних конечностях наблюдают покраснение и опухание венчика, болезненного при надавливании. Животные хромают, передвигаются с трудом, походка связанная. Неспособность принимать корм, наличие специфических поражений в мышцах ног ведет к истощению. В таком со​стоянии оно может быть в течение 10 дн, затем следует состояние прострации и гибель. Ес​ли животное выживает, то через 3-4 нед. после нормализации температуры начинает выпа​дать шерсть. Суягные овцы часто абортируют или рожают очень маленьких и слабых ягнят.

Продолжительность болезни разная. Заметное улучшение наступает не ранее 10-15 дн после понижения температуры тела. Особенно тяжело болеют ягнята. У некоторых из них может развиваться пневмония, вызванная секундарной микрофлорой, заканчивающаяся ги​белью. При подостром течении болезни описанные выше признаки менее выражены. Отме​чают воспаление слизистых оболочек, небольшой отек тканей головы, истощение, выпаде​ние шерсти. Иногда болезнь протекает в абортивной форме. У КРС болезнь наблюдается как латентная инфекция, особенно в энзоотических зонах, и только у 5% инфицированных во время эпизоотии животных болезнь клинически выражена. При первичном возникнове​нии симптомы болезни напоминают ящур. При вскрытии подкожная клетчатка и межмышечная ткань отечны, пропитаны желтова​той жидкостью. Отечна также ткань губ, языка, глотки, гортани и межчелюстной области. Отечная жидкость студениста или с примес.ью крови. Эту жидкость можно обнаружить так​же в грудной и брюшной полостях и в перикарде. Если животное пало в период острого те​чения болезни, то большие изменения находят в пищеварительной системе: слизистая обо​лочка ротовой полости гиперемирована, отечна, цианотична, покрыта кровоизлияниями. На губах, языке, внутренней поверхности щек обнаруживают язвы. Слизистые оболочки рубца, сетки, сычуга, пищевода, тонкого отдела кишечника гиперемированы, с кровоизлияниями. Селезенка увеличена. Лимфоузлы, особенно заглоточные, подчелюстные, шейные, предлопаточные, мезентериальные несколько увеличены, покрасневшие, на разрезе отеч​ные. Межмышечная соединительная ткань отечна, фасции пропитаны красноватой, желатинозной жидкостью. Гистологические изменения находят, главным образом, в слизистых оболочках ЖКТ, скелетных мышцах, сосудистой системе.

Патогенез. Вирус выделил Тейлер в 1960 г. Вирус КЛО способен проникать через пла​центу, что приводит к мумификации эмбрионов, нарушению развития плодов, рождению нежизнеспособных ягнят.

ХАРАКТЕРИСТИКА ВИРУСА

Морфология и химический состав. Возбудитель содержит 2-нитевую неинфекцион​ную РНК, состоящую из 10 сегментов с мол.м. от 0,28*106 до 2,7-106 Д. РНК нечувствительна к РНК-азе. Вирус содержит 80% белка и 20% РНК. Капсид гексагональной формы, однослойный, состоит из 32 капсомеров, расположенных в симметрии 5:3:2. Два полиипептида в виде диффузного белкового слоя, окружают капсид. Наружный (экстракапсидный) слой маскирует капсомеры и увеличивает диаметр вириона по сравнению с нуклеокапсидной формой. Он, вероятно, "маскирует" и вирусную транскриптазу, которая может быть обна​ружена после его удаления. Диаметр полных частиц 65-77 им (вмес.те с экстракапсидным слоем). Диаметр нуклеокапсидов 61-67 нм.

Обнаружены вирусные частицы 2-х типов: легкие и тяжелые. Первые частицы обладают большей инфекционностью, плавучая плотность их в CsCL 1,36 г/см3, коэффициент седи​ментации 550 S, диаметр 69,2 нм. Они содержали 4 основных (мол.м. 110000, 11000, 58000 и 32000 Д) и 3 минорных капсидных белка (мол.м 155000, 72000 и 38000 Д). Тяжелые частицы так же инфекционны, плавучая плотность их в хлористом цезии 1,38 г/см3, коэффициент седиментации 470 S, диаметр 63,2 нм. На поверхности четко различимы 32 капсомера. Тяжелые частицы обладают РНК-зависимой РНК-полимеразной ак​тивностью, которая в присутствии Mg2+ увеличивается и становится максимальной при 28°С. Полагают, что in vitro и in vivo вирусный геном транскрибируется при помощи энзи​ма, присутствующего в капсиде. Легкие частицы - это зрелые вирионы, а тяжелые - их предшественники или продукты деградации под действием лизосомальных ферментов.

Различают вирионы без оболочки и с оболочкой. Первые не имеют наружного слоя по​лых капсомеров, но покрыты слоем тонких поверхностных выступов. Вторые обнаружены на поздних стадиях инфекции. Оболочка приобретается, очевидно, в процессе выхода виру​са из клетки и включения клеточной мембраны. Частицы без оболочки, но заключенные в мембранный мешок, и частицы с оболочкой защищены от нейтрализующего действия спе​цифических AT. Этим объясняется факт одновременной циркуляции в крови вируса и AT. Расщепление наружного капсидного белка VP2 вируса сопровождается образованием 1-капсидных частиц с высокой инфекционностью и утратой ГА-активности (17). Они форми​руют наружный капсид вириона; а полипептиды VP1, VP3 и VP4 находятся в поверхност​ном слое нуклеокапсида (8). Главными капсидными (наружными) белками данного вируса являются белки VP2 иУР5. Капсидные протеины - основные для различных серотипов ви​руса КЛО и перспективны для создания рекомбинантной вакцины (21). Длина РНК 10-го сегмента у всех 6-ти изолятов составляет 822 нуклеотида. Степень гомологии нуклеотидных последовательно​стей у разных изолятов РНК 10 сегмента генома составляла от 82 до 99% (10,11). Все гены данного вируса, детерминирующие неструктурные белки (NSI, NS2, NS3), а также большин​ство полипептидов внутреннего капсида (VP1, VP3, VP4) являются консервативными, дру​гие же два гена, детермирующие 2 компонента внутреннего капсида (VP6 и VP7) менее кон​сервативны. В полевых условиях возможен эффективный обмен 5-ю сегментами (из 10 сег​ментов 2-нитевидной РНК 10 и 11-го серотипов) (18).

Устойчивость. Вирус КЛО устойчив к эфиру, хлороформу, дезоксихолату натрия. Резистентность к дезоксихолату обусловлена присутствием чужеродных белков, так как очи​щенный вирус чувствителен к этому веществу, но инактивируется медленнее, чем арбовирусы. Чувствителен к трипсину, кислому рН. При рН ниже 6,0 вирус инактивируется в услови​ях 37°С в течение 1 мин. Он стабилен при рН 6,5-8,0, достаточно устойчив в щелочной зоне; очень стабилен в р-ре с рН 9,0 и с низкой концентрацией солей. В баранине и говядине при созревании, когда рН находится между рН 5,6 и 6,3, вирус инактивируется. В тушах овец при 4°С, если рН мяса не снижается ниже 6,3, вирус сохраняется до 30 дн. Наличие 2-компонентной кривой термоинактивации вируса при 37°, 46° и 56° указывает на гетероген​ность вирусной популяции. Инактивация протеина происходит при 46-56°С, а РНК - при бо​лее низкой температуре (37-46° С).

Вирус сохраняется даже в загнивающей крови. Для вирусологических исследований кровь помещают в жидкость Эдингтона (5 г щавелевокислого калия, 5 г фенола, 500 мл дис​тиллированной воды), в которой вирус сохраняет активность при комнатной температуре в течение нескольких лет. В лиофильно высушенном со стабилизаторами вируссодержащем материале он сохраняется несколько лет как при 20°, так и при 4°С. При медленном замо​раживании до      -10° или -20°С вирус разрушается, но выживает при более низких температу​рах. Нагревание при 60°С инактивирует его за 5 мин; 3%-ный р-р формалина - за 48-72 ч, хинозол в соотношении 1:2000 - за 30 мин., 3% р-р едкого натра и 70% спирт - за 5 мин.

Антигенная структура. Вирус КЛО имеет 2 группоспецифических неинфекционных растворимых AГ - КС и преципитирующий. Первый представлен частицами диаметром 8 нм и входит в состав вириона, а второй может быть компонентом самой вирусной частицы или продуктом размножения вируса в инфицированных клетках. Размножение вируса свя​зано с синтезом растворимого АГ как предшественника (5).

Антигенная активность. У переболевших животных образуются ВН, КС и ПА. Пер​вые появляются на 14 день после заражения животного. К 30 дню их содержание достигает максимума и удерживается до 12 мес.. Присутствие у реконвалесцентов ВНА к вирусу одно​го типа не защищает его от заражения вирусами других типов. КСА у зараженных овец об​наруживаются на 10-й день после первого подъема температуры, достигая пика на З6-й день, и сохраняются в течение 6-8 нед. Через 12 мес.. они выявляются в едва уловимых тит​рах. Для определения чувствительности животного к вирусу наиболее приемлема РДП. У переболевших овец ВНА достигают максимального титра к 30-му дню и сохраняются не менее года в течение нескольких мес.яцев после начала заболевания. Белок VP2 вызывает у овец образование ВНА и ПА, а также и устойчивость к заражению вирулентным штаммом (12). Прививка полипептидом VP7 не приводила к образованию ВНА и иммунитета (9а).

Биохимическая характеристика AT не изучена. ВНА и ПА стабильны при 56°С, КСА при этой температуре быстро разрушаются. У каждого животного титры ВНА, КСА различ​ны. Сыворотки крови овец обладают антикомплементарностью, а сыворотки коров содержат неспецифические ингибиторы.

Антигенная вариабельность и родство. В настоящее время различают 24 серотипа вируса КЛО, АГ классификацию которых, проводят при помощи перекрестной РН. Проис​хождение большого числа АГ вариантов не выяснено. Хайг (1959 г.) высказал предположе​ние об АГ дрейфе этого вируса под влиянием остаточного иммунитета в популяции живот​ных. Для каждой АГ группы определен штамм-прототип. Вирус каждого серотипа создает прочный и длительный иммунитет только против гомологичного типа и незначительный против гетерологичного. Это свидетельствует о существовании общегруппового (для всех штаммов) АГ компонента. Степень выраженности иммунитета против гетерологичных ти​пов различна. В РСК установлено родство вируса с возбудителем эпизоотической геморра​гической болезни оленей (ЭГБО). Показано, что контаминация вирусом КЛО живых вакцин против чумы и парвовируса собак является причиной абортов и гибели беременных сук (20а). Полипептид VP2 определяет серотиповую, a VP7 - групповую специфичность ви​руса. С этими полипептидами связана индукция ВНА и КСА (7, 12, 13, 16,19). Гемагглютинирующие свойства не установлены.

Локализация вируса, вирусемия, вирусоносительство. Вирус содержится в крови, сыворотке, плазме и кроветворных органах больных животных. С повышением температу​ры со 2-3-го дня по 9-10-й дн после заражения его обнаруживают в крови, где он ассоцииру​ется с лейкоцитами. Так как вирус проходит плацентарный барьер, его можно выделить также из крови плода овец и коров. Он не связан с эритроцитами и может присутствовать в сыворотке од​новременно с AT. Сведения о длительности вирусемии у животных-реконвалесцентов про​тиворечивы. Вирус обнаруживали в крови зараженных коров в течение 28 дн., а в крови овец - 35-49 дн. Имеются данные о длительных перерывах виремии. В крови отдельных овец его удавалось обнаружить в течение 3-4 мес., а в крови КРС - в течение года. Селезенка и мезентериальные лимфоузлы наиболее подходящие органы для посмертного выделения вируса. КРС, не проявляя видимых симптомов болезни, может резервировать вирус в межэпизооти​ческий период (до 700 дн. после заражения), оставаясь длительное время вирусоносителем при наличии ВНА или без них. В экспериментальных условиях у КРС виремия развивается начиная со 2-го по 50-й день после заражения, пик виремии отмечен на 7-й день. Часто ес​тественная и экспериментальная инфекция у КРС протекает без клинических признаков, но при этом всегда отмечается более продолжительная (иногда до 120-150 дн), чем у овец, ви​ремия. В эпизоотических районах протекает субклинически и трудно диагностируется.

Экспериментальная инфекция. Овец можно заразить при введении материала интраназально, внутривенно, внутрибрюшинно, подкожно, внутрикожно, внутримышечно, интрацеребрально и per os. Чтобы вызвать болезнь, достаточно ввести в вену 0,01 мл виру​лентной крови. В экспериментальных условиях удавалось заражать горных газелей (Gazella gazella) в возрасте 4-12 мес.. Клинически болезнь не проявлялась, однако развивалась вире​мия, продолжавшаяся до 35 дн. Высокий уровень ВНА у них отмечен на протяжении 5 мес.. наблюдения. Контактным путем вирус не передается. При интрацеребральной инокуляции возбудителя удается вызвать летальную инфекцию новорожденных мышат и хомячков. Од​нокопытные, собаки, кошки, хорьки и морские свинки к данному вирусу нечувствительны.

Культивирование. Вирус культивируют в КЭ 6-8-дн возраста, в организме новорож​денных мышей и в различных культурах клеток. КЭ заражают в желточный мешок, на ХАО или внутривенно. В последнем случае используют КЭ 11-13 дн возраста. После заражения их инкубируют при 33,6°С. Погибают они через 3-6 дн. За 6-8 ч до гибели вирус достигает наибольшего титра (105,8-108 ЭЛД50/г). КЭ имеют характерный вишнево-красный цвет. Мы​шечная ткань, печень и мозг в состоянии дегенеративного изменения. Последовательное пассирование вируса в КЭ приводит к его аттенуации, что легло в основу получения живой вакцины (метод Александера). Полевые штаммы эпизоотического вируса блутанга выделя​ют с большим успехом на эмбрионах, чем на культуре клеток. При интрацеребральном за​ражении вирус размножается в мозге новорожденных мышей и вызывает симптомы энце​фалита и гибель через 3-5 дн. Наиболее восприимчивы мыши 1-3-дн возраста. У взрослых мышей вирус размножается, но инфекция протекает инаппарантно. К вирусу чувствительны культуры клеток почки ягнят, эмбрионов КРС и молодых хомя​ков. Вирус, адаптированный к первичной культуре клеток почек ягнят, удается культивиро​вать в клетках HeLa, МВ-2 и ВНК-21. Первые изменения в зараженных клетках ВНК-21 по​являются через 18 ч, а полная их деструкция наступает через 59 ч после инокуляции вируса. Изменения характеризуются округлением клеток, редукцией содержимого цитоплазмы и по​явлением отдельных структур, напоминающих синцитий. Наиболее чувствительна переви​ваемая культура клеток VERO. Культуру клеток почек ягнят и эмбрионов КРС в настоящее время широко используют при изготовлении вакцины против КЛО для размножения аттенуированных штаммов вируса. Появление и развитие ЦПИ сопровождается возрастанием инфекционности титра вируса.

Особенности внутриклеточной репродукции. Вирус развивается в цитоплазме зара​женных клеток, в цитоплазматическом гранулярном матриксе и образует субструктурные филаменты и трубочки. В культуре клеток он формирует включения 2-х типов: внутриплазматические (РНК-положительные) и внутриядерные (ДНК-положительные). Все штаммы вируса КЛО образуют бляшки. Вирус КЛО в инфицированной культуре клеток формирует внутриклеточные включения, которые выявляются через 12-16 ч после заражения. 

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источники и пути передачи инфекции. КЛО носит сезонный характер и совпадает с наибольшей активностью насекомых. Основным переносчиком возбудителя служат мокре​цы (C.variipennis), которые могут переносить также и вакцинный вирус от привитых живот​ных не привитым. Мокрецы Culicoides распространены почти повсемес.тно. Они воспринимают вирусы любого АГ типа, а передают только те, к которым в данный момент животное наиболее восприимчиво. В распространении болезни могут участвовать комары некоторых видов (Aedes lineftopennis), кровососки (Melophagus ovinus) и, возможно, птицы. Перелетные птицы могут быть промежуточным звеном, через которое осуществляется не​прямая трансмиссия вируса от вирусоносителей к восприимчивым животным. Этим, воз​можно, объясняется внезапное начало некоторых эпизоотий. Обычно погибает от 2 до 30% овец, но иногда летальность достигает 90-100%. Из диких животных распространять вирус и поддерживать инфекцию могут большерогие овцы, белохвостые олени. Мокрецы C.variipennis питаются, в основном, на КРС, хотя при благоприятных условиях (при резком увеличении популяции переносчиков или недостаточном количестве КРС) могут питаться на других случайных хозяевах, и в том числе на овцах, вызывая заболевание. Поэтому КРС принято считать наиболее значительным резервуаром вируса КЛО в природе.

Спектр патогенности в естественных условиях. В естественных условиях к КЛО наиболее восприимчивы молодые овцы. Овцы европейских пород более чувствительны, чем овцы африканских и азиатских пород. Восприимчив также КРС и козы. Из дикой фауны КЛО болеют белохвостые олени, снежные бараны, антилопы, лоси, большерогие бараны не​которых пород. Во время эпизоотии КЛО вирус удавалось также выделить из организма ди​ких грызунов. Считают, что дикие животные и грызуны могут быть резервуарами вируса в природе. Важное значение в прекращении вирусоносительства у овец играют клеточные факторы иммунитета. Отмечена корреляция между интенсивностью реакций клеточного иммунитета и устойчивостью к контрольному заражению (22,23а).

ДИАГНОСТИКА

Диагноз ставят на основании эпизоотологических данных, симптомов болезни, патоморфологических изменений и результатов лабораторных исследований. Для окончательно​го диагноза проводят выделение вируса, его идентификацию и ставят биопробу. Для выде​ления вируса более чувствительны 10-11-дн КЭ, заражаемые на ХАО или внутривенно про​бами испытуемой крови, обработанной ультразвуком. Выделенный вирус идентифицируют в РН, применяя типоспецифические сыворотки. Для быстрого обнаружения вируса рекомен​дуется ИФ в культуре клеток. Показано, что РН по бляшкам более чувствительна, чем РСК и РДП. С помощью РСК удается выявлять AT в сыворотке крови овец и КРС в эндемических районах.

  Предложен непрямой вариант ИФА для серологической диагностики блутанга (9). Оконча​тельная диагностика КЛО, которая часто протекает субклинически у домашних и диких жи​вотных, может быть проведена только лабораторными методами выделения вируса, выявле​ния АГ, нуклеиновых кислот вируса и AT. Вирус выделяют из компонентов крови, в основ​ном из эритроцитов, отобранных у животных во время лихорадочной реакции. Исследуемый материал вводят в КЭ и проводят пассаж в культуре клеток (ВНК -21, Vero).

Для идентификации вирусных АГ используют ИФ, РН, ИЭМ с применением монАТ и ИФА. Для выявления нуклеиновых кислот делают гибридизационный анализ и ПЦР. AT обнаруживают в РДП в агарозе и в конкурентном ИФА. Последняя реакция с использовани​ем вирусспецифических монАТ является более чувствительным и специфичным методом обнаружения AT к КЛО. РН в культуре клеток служит наиболее общепринятым методом выявления типоспецифических AT (ба). Во ВНИИЗЖ  получены монАТ для постанов​ки ингибирования ТФ ИФА (4).

КЛО необходимо дифференцировать от ящура, контагиозного пустулезного дерматита (эктимы), оспы, везикулярного стоматита, злокачественной катаральной лихорадки, сердеч​ной водянки, болезни Найроби, лихорадки долины Рифт и некробациллеза.

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

Переболевшие овцы приобретают пожизненный иммунитет к вирусу, вызвавшему забо​левание. Возможна реинфекция другого типа вирусом в течение того же сезона или на сле​дующий год. Активный иммунитет у реконвалесцентов сопровождается образованием ВНА и КСА. На введение живых вакцин у овец появляются ВНА в низких титрах. Однако такие животные через 10 дн становятся резистентными также к вирулентному вирусу. У вакцини​рованных овец появляются КСА в низких титрах. Ягнята, родившиеся от иммунных овце​маток, обладают до 3-6 мес.. пассивным колостральным иммунитетом, который интерфери​рует с активной иммунологической реакцией в ответ на введение вирус-вакцины.

Для иммунизации овец против КЛО применяют живую поливакцину Александера (1947г.), состоящую из 4-х штаммов вируса (Кипр, Эстанция, Блоукоп и Тейлор), аттенуированных путем серийных пассажей в КЭ и при пониженной температуре. В последние годы в ЮАР изготовлена вакцина из 14 различных АГ- типов вируса, выращенных в культуре клеток почки ягнят и эмбрионов КРС. Вакцину вводят подкожно в дозе 1-2 мл. Иммунитет продолжительностью до 1 года наступает через 10 дн. Вакцинируют овец в начале лета, по​сле стрижки. Есть сообщения о возможной риверсибельности выпускаемых вакцин через насекомых переносчиков. Имеющиеся в настоящее время моно- и поливакцины не удовле​творяют требованиям из-за одновременной активной циркуляции в энзоотических районах нескольких иммунологически различных АГ типов вируса.

Предложена инактивированная β-пропиолактоновая вакцина. Доза вакцины 5-20 мл в составе масляной эмульсии, содержащей драксол, арлацел А и 2% твин-80. AT появляются на 8-10 день, достигают максимума к 14-му дн (1:640) и сохраняются в течение года. Бивалентную инактивированную вакцину готовят против вируса 3-4-х типов.

В связи с высокой реактогенностью живых вакцин и возможной реверсией вирулентно​сти аттенуированных штаммов в организме переносчиков и возможным появлением рекомбинантных штаммов (рестрикция генов), особенно в случае применения поливакцин, пред​почтение стали отдавать инактивированным вакцинам. Безопасная высокоиммуногенная вакцина против КЛО впервые была разработана в бывшем СССР (1,2). Наиболее техноло​гичным и продуктивным оказалось выращивание вируса КЛО в суспензии клеток ВНК-21, с использованием в качестве инактиванта - формалина и адъювантов - ГОА (3 мг/мл) и сапонина (1 мг/мл). Устойчивость к контрольному заражению овцы приобретали спустя 2 нед. после однократной прививки в дозе 2,0 мл. При 2-6°С вакцина сохраняла иммуногенные свойства 21-24 мес.., а при комнатной температуре (20-25°С) - 12 мес.. Иммуни​тет у вакцинированных овец был не менее года. У всех вакцинированных животных обна​руживали ВНА в разведении 1:8-1:16, которые сохранялись на одном уровне в течение года. Однако КСА у таких животных не обнаруживали, что дает возможность отличать больных овец от вакцинированных.

Инактивация вируса КЛО диэтиленимином (0,04-0,06%-ным), при температуре 37°С, в течение 3-5 дн дала возможность получить безопасные высокоиммуногенные препараты. Разработан метод выделения и очистки белка Р2 этого вируса (моно- или двухвалентными солями). При очистке сохраняется иммунологическая специфичность Р-2. Вакцинированные белком Р-2 овцы оказались защищенньми против вирулентного штамма вируса (12).

Ветеринарно – санитарная оценка – больных и подозрительных по данному заболеванию на убой на пищевые цели не допускается.
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Семейство: Flaviviridae

Таксономическая структура семейства:

Род:
Flavivirus, Pestivirus, «Hepatitis C Like-viruses»

Антигенное родство:

только в пределах рода.

Морфология:

Форма сферическая, липидная оболочка, липидов 15-20%. d 40-60 нм, Mr 60 ( 106, S20w 140-200, плав. пл. в сахарозе 1,1-1,23 г/см3,

Геном:

РНК односпиральная, линейная, позитивная, размер у флави-, пести– и гепатит-С– 10,7, 12,5, 9,5 kb (соответствено).

Род: Flavi-

Типовой вид: вирус желтой лихорадки.

Биологические особенности:

Арбовирусы (почти все). Инфицируют позвоночных (млекопитающие, птицы и marsupialis) и членистоногих, в последних способны к трансфазной и трансовариальной передаче. Более 30 видов флавивирусов вызывают болезни у людей, от легких лихорадок, до тяжело протекающих геморрагических лихорадок, энцефалитов или гепатитов. 8-10 флавивирусов вызывают экономически значимые болезни домашних животных. Способны к ГА. 9 серогрупп.

Виды:

группа вируса желтой лихорадки (переносчик – москиты)

группа вируса клещевого энцефалита (переносчик – клещи)

а) Европеский субтип (4 вида), б) Дальневосточный субтип (13 видов), вирус русского весенне-летнего энцефалита, вирус Абсеттаров, вирус болезни Леса Киассанур, вирус Лангат,

    вирус Омской геморрагической лихорадки, вирус Софьин и др.

группа вируса Рио-Браво (6 видов) (переносчик неизвестен)

группа вирусов Японского энцефалита (10 видов) (п. – москиты)

    вирус Японского энцефалита, вирус энцефалита долины Муррей, вирус Куньин

    вирус энцефалита Сент Луис, вирус Западного Нила

группа вируса Тюлений (4 вида) (переносчик– клещи)

вирус Тюлений, вирус Кама и др.

группа вируса Нтайя (5 видов) (переносчик– москиты)

группа вируса Уганда S (4 вида) (переносчик– москиты)

группа вирусов Денге (4 типа) (переносчик– москиты)

группа вируса Модок (5 видов) (переносчик неизвестен)

Предполагаемые виды:


клещевые (2 вида)


москитные (11 видов, в т.ч. вирус Вессельсборн)

вектор неизвестен (5 видов)

Род: Pesti-

Типовой вид: вирус диареи КРС.

Биологические особенности:

Не арбовирусы. Характерна трансплацентарная и конгенитальная передача. Инфицирование животных протекат инаппарантно, остро или субклинически, с фатальным исходом (болезнь слизистых), сопровождается эмбриональной гибелью, врожденными нарушениями развития. При болезни слизистых определены 2 биотипа (цитопатогенный и нецитопатогенный), которые взаимодействуя вызывают возникновение болезни слизистых. Не обладают ГА.

Виды:
вирус диареи КРС, вирус классической чумы свиней, вирус пограничной болезни овец

Род: «Hepatitis C Like-viruses»

Типовой вид: вирус гепатита С.

Биологические особенности:

Вируснетрализующие антитела к данному вирусу не описаны. Об инфицировании каких-либо других животных, кроме людей, не сообщалось. Вирус широко распространен в мире. Основной путь пердачи трансфузионный. Течение инфекции– от инаппарантной до острого гепатита и гибели. Персистентная инфекция встречается в 60-70% случаев и часто связана с первичным раком печени, криптогенным циррозом и другими формами аутоиммунных болезней.

                                          ЛИХОРАДКА ДОЛИНЫ РИФТ

                          Rift Valley fever (англ.); Rifttalfieber (нем.);

                                Fierve de la Vallee du Rift (франц.)

Лихорадка долины Рифт (ЛДР) - энзоотический гепатит рогатого скота - зоонозная, пре​имущественно остро протекающая болезнь овец, коз и КРС, передающаяся членистоногими и характеризующаяся лихорадкой, некротическим гепатитом, гастроэнтеритом, геморраги​ческим диатезом и высокой смертностью телят и ягнят. У взрослых животных болезнь про​является абортами.

Распространение. ЛДР зарегистрирована в Кении (в долине Рифт), Уганде, Южно-Африканской Республике, Родезии, Судане, Анголе, Мозамбике, Нигерии, Экваториальной Гвинее. В странах Африканского континента периодически протекает в виде эпизоотии с поражением людей. Например, в 1977 г. во время вспышки заболевания в Египте заболело 200 000 людей, из которых 600 погибло (11). Особенно выделялась массовостью поражения эпизоотия ЮАР, вызвавшая гибель более 200000 животных, а также заболевание более 30000 человек, связанных с животноводством.

Клинические признаки и патологоанатомические изменения. Инкубационный пе​риод продолжается 24-72 ч, болезнь протекает различно в зависимости от возраста и вида животных. Новорождённые и молодью животные более чувствительны и тяжелее переносят болезнь, чем взрослые. Летальность среди ягнят и козлят достигает 95%, среди овец и коз -20-30%. У новорождённых ягнят и козлят болезнь протекает сверхостро. При этом видимые слизистые оболочки бледные, наблюдается понос, в фекалиях видна примес.ь крови. Смерть наступает через 24-48 ч после появления первых признаков болезни. У некоторых животных за 12-20 ч перед гибелью появляется рвота. Молодые овцематки абортируют, 20-30% поги​бает. У старых овец, коз и более взрослых телят болезнь чаще протекает подостро. С появ​лением лихорадки животные слабеют, теряют аппетит, на слизистой оболочке носа появля​ются кровянистые выделения. После абортов нередко развиваются осложнения в виде сеп​тических метритов и параметритов. Летальность не повышает 20%. У КРС болезнь чаще протекает бессимптомно. Иногда наблюдается кровавый понос, каловые массы с резким за​пахом. Характерны также обильное слюнотечение и дисгалактия.

Патологоанатомические изменения у ягнят и коз постоянны и характеризуются увеличе​нием и некрозом печени. В начале болезни под печёночной капсулой обнаруживают множе​ственные кровоизлияния, а на поверхности - единичные сероватые некротические участки около 1 мм в диаметре, размер и количество которых в дальнейшем быстро увеличивается. По мере развития болезни некоторые участки сливаются, и печень приобретает сероватый цвет. При остром течении болезни можно наблюдать геморрагические повреждения слизи​стых оболочек ЖКТ, а также множественные кровоизлияния на селезёнке, почках, лимфо​узлах, семенниках и сердечной мышце. У овец и КРС патологоанатомические изменения обычно малозаметны или их нет. 

ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Вирусную природу болезни доказали в 1931 г. Доубней и Гудзон. Они выделили от больных ягнят возбудитель, установили его фильтруемость и воспроизвели болезнь.

Морфология и химический состав. Это мелкий РНК-содержащий вирус. Размер вирионов 60-75 нм. Установлено различие в размерах вирионов, отличающихся по тропизму. Вирус чувствителен к эфиру и другим жирорастворителям, к фотодинамическому действию метиленовой сини и формальдегиду, инактивируется при 4-5°С. Цитратная вируссодержащая кровь больных животных сохраняет вирулентность не менее 6 мес.., при комнатной температуре не более 1 нед. Кислая и щелочная среда действуют на вирус губительно, оптимальный рН является 6,9-7,3. Дезинфицирующие вещества (0,5%-ный р-р едкого натра, 5%-ный р-р фенола и хлорсодержащие препараты) убивают вирус.

Антигенная структура не изучена.

Антигенная активность. В крови переболевших животных появляются анти-ГА, ВНА и КСА. ВНА появляются на 4-й день после начала заболевания и сохраняются пожизненно; КСА обнаруживаются к 14-му дню после заражения и сохраняются до 6 мес. и более. Наи​более высокие титры AT к вирусу ЛДР получены в реакции непрямой ИФ. Изоляты вируса, выделенные во время эпидемий в Египте в 1977 г. и в Мавритании в 1987 г., отличались между собой в АГ-отношении (6). Впервые ЛДР обнаружена на Мадагаскаре в 1979 г. без какого-либо воздействия на людей и животных. Однако в 1990 и 1991 гг. описано несколько вспышек с массовыми абортами у КРС. Во время эпизоотии в районах вспышек обнаружено широкое распространение IgM к вирусу ЛДР (8).

Антигенная вариабельность и родство. Антигенных вариантов у вируса ЛДР не обна​ружено. Описана интерференция между пантропным штаммом ЛДР и нейротропным виру​сом жёлтой лихорадки, а также вирусом чумы КРС. Штаммы возбудителя различаются по вирулентности и тропизму; последний признак зависит от метода пассирования.

Гемагглютинирующие свойства. Вирус ЛДР агглютинирует эритроциты цыплят од​нодневного возраста, мышей, морских свинок, а также эритроциты крови человека группы А. Оптимальные условия гемагглютинации эритроцитов однодневных цыплят - рН 6,5 и 25°С. Ингибитор гемагглютинации, содержащийся в нормальной сыворотке крови мышей, исчезает при хранении на холоде. Естественный ГА более эффективен, чем экстрагирован​ный ацетоном и эфиром.

Экспериментальная инфекция. Легко воспроизводится на ягнятах, козлятах, телятах, которые заболевают при введении вируссодержащего материала. При подкожном зараже​нии у овец наблюдалась лихорадка в течение 6 дн, 4 дн вирус обнаруживался в крови, на 9-10-й день вирус из крови исчезал. В нозальном секрете его обна​руживали с 3-го по 12-й день, а в сперме животных - с 8-го по 22-й день после заражения. В сыворотке крови обнаружены ВНА (12). Способ заражения оказывает существенное влия​ние на течение инфекции. Особенно легко заражаются новорождённые животные. Заражён​ные ягнята гибнут через 24-36 ч после появления первых признаков болезни. Из лаборатор​ных животных к вирусу чувствительны белые мыши, хорьки, белые крысы, хомяки. Кроли​ки и морские свинки невосприимчивы. При экспериментальном заражении взрослого КРС у большинства животных развивает​ся лихорадка, виремия и появляются ВНА в высоком титре.

Культивирование. Наиболее легко вирус культивируется в организме   1-3-дн мышат. При церебральном, пиретонеальном и внутривенном заражении вирус накапливается в вы​соких титрах. Культивирование вируса на взрослых мышах менее эффективно. При серийном пассировании вируса в мозге мышей происходит его аттенуация. Вирус размножается на КЭ 2-3-й дн возраста при заражении их в желточный ме​шок. В максимальном количестве вирус накапливается на 2-3 день после заражения. В 7-дн КЭ он практически не размножается, зато хорошо репродуцируется в первичных культурах клеток: фибробластах КЭ, почек ягнят, коз, обезьян, хомячков, тестикулярной ткани ягнят, а также в клетках саркомы мышей и крыс, в перевиваемых культурах клеток Чанга, печени человека, ВНК-21 и HeLa. Для накопления вируса в культуре клеток оптимальной дозой яв​ляется 2,5 ЛД50/мл на клетку. Размножение вируса сопровождается появлением ЦПИ.

Титрование вируса, предварительно адаптированного к культуре клеток, по ЦПД, бляшкообразованию и церебральной патогенности оказалось неравноценным. Наиболее чувствителен интрацеребральный метод заражения 1-3-дн мышат. Титр вируса в этом случае был на 1,5 -2 lg выше, чем в культуре клеток.

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источники и пути передачи инфекции. Болезнь носит сезонный характер. В дождли​вый период количество больных животных увеличивается. От больного животного к здоро​вому, а также от человека к человеку болезнь не передаётся. Во время эпизоотии наблюдают случаи заболевания людей, особенно пастухов и ветеринарных работников. ЛДР могут за​болеть буйволы и верблюды. Имеются сообщения о заболевании антилоп.

В крови в наиболее высоких титрах вирус содержится в период максимального подъёма температуры ( титр вируса в крови овец достигает 107,6, а ягнят 1010 ЛД50/мл при титровании на мышах ). В более низких титрах его обнаруживают на протяжении всего периода виремии (от 1-2 до 6-8 да), длительность и сроки появления которой зависят от пути проникновения вируса. Последний в высоких титрах также находят в печени и селезёнке. У больного КРС также отмечают высокую виремию (до 107,5 -lO8,0 МЛД50/мл), В молоке больных живот​ных вирус находится в высокой концентрации.

Спектр патогенности в естественных условиях. В естественных условиях источни​кам инфекции служат больные дикие и домашние животные, обезьяны и человек, а также членистоногие. Доказано, что 6 видов комаров Eretmapodites и 3 вида Aedes служат пере​носчиками и основными хранителями возбудителя ЛДР в природе. В распространении виру​са могут участвовать перелётные птицы и членистоногие, которые, очевидно, служат и ре​зервуаром его в межэпизоотический период. Возможным резервуаром вируса в природе яв​ляются также крысы Arvicannthis abyssinicus, у которых найдены AT. Природный очаг за​болевания - Восточная Африка.

Вирус патогенен для овец, коз, КРС, человека, обезьян, мышей, крыс, хомяков и хорь​ков. Лошади, свиньи и птицы (куры, утки, голуби) невосприимчивы. Болезнь поражает жи​вотных независимо от возраста, но погибает чаще молодняк. Более лёгкое переболевание взрослых животных можно объяснить частичным иммунитетом, который возникает у них вследствие возможного контакта с возбудителем болезни в молодом возрасте.

ДИАГНОСТИКА

Диагноз ставят на основании эпизоотических данных, клинических признаков болезни, патологоанатомических изменений и результатов лабораторных исследований. Для ЛДР ха​рактерны: большая смертность ягнят, массовые аборты у овец и коров, некротические изме​нения в печени, геморрагический гастроэнтерит у погибших ягнят. Из лабораторных мето​дов диагностики применяют: выделение вируса (взятие материала и заражение мышей, КЭ и культур клеток); биопробу на ягнятах и козлятах с нативным материалом от больного жи​вотного; для обнаружения AT к вирусу ЛДР в сыворотках КРС и овец используется ELISA; по специфичности он оказался равным РН бляшкообразования, а по чувствительности РН превосходит ELISA. Как правило, для выделения вируса используют белых мышей, у кото​рых вирус вызывает летальную инфекцию. К вирусу высокочувствительны хомячки. АГ об​наруживают в РСК, РДП, ИФ (в мазках-отпечатках) и РВИЭ. Идентификацию вируса про​водят в РН, РСК, РГА и её задержки. Для идентификации вируса, выделенного на мышах, наиболее простыми и надежными тестами являются РСК и РДП.

При постановке окончательного диагноза необходимо исключить некоторые сходные болезни вирусной этиологии - катаральную лихорадку (синий язык) овец, болезнь Найроби, а также болезнь Вессельборна.

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

Одной из основных проблем борьбы с ЛДР является быстрое выявление инфицирован​ных животных. Методы серологической диагностики не позволяют достигнуть этой цели, вследствие того, что на ранних стадиях инфекции животные являются серонегативными. Однако AT вируса ЛДР удается обнаруживать в сыворотке крови всех экспериментально за​раженных животных (9).

Переболевшие животные вторично не заболевают. В сыворотке крови реконвалесцентов (овец, КРС, обезьян и человека) появляются ВНА и КСА. Такая сыворотка обладает выра​женным профилактическим действием. Ягнята, родившиеся от переболевшей овцы, в под​сосном периоде иммунны. Попытка иммунизировать овец и КРС против ЛДР впервые была предпринята более 50 лет назад, когда вирулентный штамм вируса был аттенуирован внутримозговыми пассажами на мышах. Нейропатогенный штамм вируса (92-й пассаж) был авирулентным для мышей, обезьян и овец при подкожном введении, но при внутримозговом введении он вызывал гибель овец и обезьян. В дальнейшем этот штамм был дополнительно пассирован 50 раз в КЭ и 10 раз - на мышах. В дальнейшем вакцину готовили из вируса 102-го пассажа на мышах, размноженного в культуре клеток ВНК-21. Вакцина экономична и вызывает длительный иммунитет у овец и КРС после однократного введения. Частичный иммунитет образуется через 6-7 дн. Потомство вакцинированных животных сохраняет ус​тойчивость к заражению вирусом ЛДР в течение 5 мес.. У ягнят, привитых в возрасте до 6 нед., иногда развивается энцефалит (1). В редких случаях вакцинация вызывает аборты у ов​цематок или аномальное развитие плодов.

В ЮАР и США разработана инактивированная вакцина. Для этого пассированные ви​рулентные штаммы вируса ЛДР выращивали в культуре клеток ВНК-21 и др., инактивировали формалином и добавляли ГОА в качестве адъюванта. Вакцина оказалась иммуногенным препаратом только при двукратной вакцинации. Разработанная в Израиле инактивиро​ванная вакцина с новым адъювантом имела выраженные АГ-свойства. Титр AT в РТГА у овец, привитых вакциной с адъювантом, составлял 1:20480, а у привитых без адъюванта -1:40-1:320 (4). Потомство от иммунизированных матерей следует иммунизировать с 3-мес. (10).

Для пассивной иммунизации новорождённых ягнят используют гипериммунную сыво​ротку КРС. Для активной профилактики ЛДР применяют живые и инактивированные вак​цины. Иммуногенность препарата находится в прямой зависимости от исходного титра вируса в суспензии. Живую вакцину готовят из нейротропного штамма вируса, адаптирован​ного на мышатах. Препарат безвреден для КРС и сообщает иммунитет до года. 

Ветеринарно –санитарная оценка не разработана.  В случае выявления данного заболевания на территории РФ по всей вероятности будет объявленно чрезвычайное положение и весь подозрительный по заболеванию и контактам скот будет уничтожен.
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                                          КЛАССИЧЕСКАЯ ЧУМА СВИНЕЙ
                       Hog Holera, Classikal swine Fever, Svine Fiver (англ.); 

           Schweinepest (нем.); Pestes Porcine (франц.); Peste Porcina (исп.

Чума свиней (классическая чума свиней, КЧС) - высоконтагиозная инфекционная бо​лезнь, характеризующаяся лихорадкой, поражением кровеносной и кроветворной систем, крупозным воспалением легких и крупозно-дифтерическим воспалением толстого кишечни​ка. Первые описания КЧС, согласно Hanson (47), относятся к 1810 г. в штате Теннеси (США). Позже в 1830 г вспышка зарегистрирована в штате Охио. Во Франции подобное за​болевание отмечалось в 1822 г., в Германии - в 1833 г., но другие сообщения подтверждают, что эта болезнь впервые была открыта в Англии в 1862 г. и, соответственно, распространи​лась на Европейский континент. В Южной Америке и Южной Африке заболевание появи​лось в 1899 и 1890 гг. соответственно. В настоящее время встречается повсеместно, за ис​ключением США, Канады, Австралии, Исландии, Ирландии, Новой Зеландии, Норвегии, Швеции. В результате плановых противоэпизоотических мероприятий и, в частности, широ​кого применения живой вакцины, масштабы её распространения резко сократились. Наблю​даются ограниченные энзоотические вспышки, наносящие, однако, значительный экономи​ческий ущерб (9а, 49а, 73а, 74а).

Клинические признаки и патологоанатомические изменения. Инкубационный пе​риод в зависимости от вирулентности вируса и чувствительности животных длится 3-9 да, реже - 12, иногда - до 20 дн (20, 21, 22, 23). КЧС может протекать сверхостро, остро, подостро и хронически. Некоторые исследователи выделяют особую нервную форму, когда до​минирующий симптом болезни - поражение ЦНС. 

Сверхострое течение болезни наблюда​ется очень редко и у молодых животных. Оно характеризуется быстрым течением, высокой температурой (41-42°С), угнетенным состоянием, апатией, полным отсутствием аппетита и рвотой, учащенным сердцебиением и дыханием, ярко-красными пятнами на коже. Живот​ные погибают через 1-2 дня.

 Острое течение чаще регистрируется в начале эпизоотии. Температура тела повышается до 40,5-41°С, животные неохотно передвигаются, больше лежат. Наблюдают угнетение, слабость, отказ от корма. Развивается гнойный конъюнкти​вит, появляется рвота, запор, а затем понос (фекалии иногда с примесью крови). Мочеис​пускание затруднено. У некоторых животных моча темно-коричневого цвета. Супоросные свиньи абортируют. Нередко возникает слизисто-гнойный ринит, а у отдельных животных - носовое кровотечение. На коже внутренних поверхностей бедер, живота, шеи и у основания ушных раковин появляются пустулы, заполненные желтоватым экссудатом, а несколько позже - точечные кровоизлияния, которые в дальнейшем сливаются и образуют темно-багровые пятна, не исчезающие при надавливании. Прогрессирующая слабость сопровождается учащенным и затрудненным дыханием, сердечной недостаточностью, в ре​зультате кожа пятачка, ушных раковин, живота и конечностей приобретает синюшную окраску. Развивается выраженная лейкопения и резкий сдвиг нейтрофильного ядра до миелоцитов. Перед гибелью температура снижается до 35-36°С. Обычно животные погибают на 7-10-й день.

Нервная форма относится к острому течению болезни и характеризуется судорожным подергиванием отдельных групп мышц, манежными движениями, параличами задних конечностей, нервным возбуждением и апатией, сонливостью. Температура - в пределах нормы или повышена до 40,5-41°С. Смерть наступает довольно быстро - через 24-48 ч.

Подострое течение наблюдается нередко после острого течения, болезнь затягивается до 3 нед. Температура тела при подостром течении несколько ниже, чем при остром. Выздо​ровление отмечается редко. При затяжном течении чумы наблюдается наслоение вторичных бактериальных инфекций; сальмонеллеза и пастереллеза. В случае осложнения чумы сальмонеллезом местом локализации вторичных поражений является ЖКТ (кишечная форма чумы). Запор, характерный для острого течения чумы, сменяется изнурительным поносом со зловонным запахом и примесью слизи, а иногда крови. Свиньи прогрессивно худеют и бо​лезнь обычно заканчивается гибелью, реже приобретает хроническое течение.

При осложненении чумы пастереллезом поражения локализуются в органах дыхания (легочная форма). У животных наблюдают затрудненное дыхание, кашель, иногда удушье, признаки бронхопневмонии, слизисто-гнойные истечения из носа; температура тела выше 40°С. Болезнь чаще всего кончается гибелью животного, нередко наблюдают осложнение чумы сальмонеллезом и пастереллезом одновременно (смешанная форма). И в том и другом случае животные гибнут.

Хроническое течение характеризуется продолжительным течением болезни (несколько недель и даже месяцев), тяжелым крупозно-дифтероидным поражением ЖКТ, гнойно-фибринозным воспалением легких и плевритом. У больных животных наблюдают пониже​ние или потерю аппетита, конъюнктивит, понос, иногда сменяющийся запором, анемию и прогрессирующее исхудание; свиньи превращаются в заморышей. Голова и хвост у них опущены книзу, спина изогнута, заостренный зад отвисает, задние конечности подогнуты под живот. Животные большей частью лежат, зарывшись в подстилку. Температура тела повышена, но нередко повышение темпера туры отсутствует. Часто отмечаются некрозы кончиков ушей и хвоста. При хроническом течении появляются благоприятные условия для развития вторичных инфекций: сальмонеллеза и пастереллеза. Однако часто стало появ​ляться субклиническое и хроническое течение, характеризующееся нарушением функции воспроизводства (бесплодие, аборты, мертворождаемость). Одной из причин, способствую​щих появлению этих форм, является размножение вирулентных штаммов в недостаточно иммунном организме, в частности, у привитых инактивированными вакцинами. Мертворождаемость, отставание в росте свидетельствуют о заражении плодов через плаценту. Конгенитальная передача вируса может сопровождаться персистентной виремией в течение всей жизни животных или очень длительного периода. В первые недели жизни у поросят, родив​шихся с персистентной виремией, не находят никаких видимых признаков болезни, но такие животные передают вирус другим. В одном помете могут быть поросята инфицированные и неинфицированные. Клинически невозможно отличить поросят, имеющих вирус в крови, от здоровых животных. Только через некоторое время наблюдали хроническое течение болез​ни, отставание в росте и гибель в возрасте 3-8 нед. У поросят описан врожденный тремор мышц, связанный с хроническим течением КЧС .

Патологоанатомические изменения. Патологоанатомические изменения (1) при КЧС очень вариабельны и зависят от течения болезни и наличия осложнений секундарной ин​фекцией (сальмонеллез, пастереллез и др.) Наиболее типичные изменения встречаются у подсвинков и взрослых животных. Острая (септическая) форма чумы протекает обычно без осложнения вторичной инфекцией. На краях век и в углах глаз образуются коричневые ко​рочки. Конъюнктива, слизистые оболочки носа и рта, цианотичны. Кожа ушей, шеи, живота, внутренней стороны бедер пятнисто или диффузно окрашены в багрово-красный цвет, видны точечно-пятнистые кровоизлияния. Обращает внимание выраженные явления гемор​рагического диатеза в различных органах. 

Таблица 1. Общие признаки острой, хронической и латентной чумы свиней (Van Oirshot J.T. , 1994)

	Показатели
	Острая
	Хроническая
	Латентная

	Вирулентность вируса
	Высокая
	Умеренная
	Низкая

	Время заражения
	Постнатальное
	Постнатальное
	До рождения

	Течение
	Короткий инкубацион​ный период, тяжелая де​прессия, высокая лихо​радка, анорексия, конъ​юнктивит, запор, диарея, конвульсии, нарушение координации, геморра​гии на коже
	Короткий инкубационный период, три фазы заболевания: 

1 .Депрессия, лихорадка, анорексия; 

2.Клиническое улучшение; 

3.Конечная фаза обострения заболевания
	Латентное заболевание, особенно тяже​лая депрессия и анорексия, нормальная или слегка изменяющаяся температура тела, конъюнктивит, дерматиты, двига​тельные на рушения

	Виремия
	Высокого 

Уровня
	Непостоянная
	Высокого уровня

	Лейкопения
	Развивается быстро
	Развивается быстро, следует за лейкоцитозом
	Развивается поздно в течение заболе​вания

	Иммунный ответ на КЧС
	Отсутствует
	Присутствует
	Отсутствует

	Наступление смерти
	Через 10-20 дн
	Через 1-Змес.
	Через 2-11 мес.

	Выраженность пора​жений
	Множественные гемор​рагии, особенно в лимфоузлах и почках, ин​фаркты селезенки
	Изъязвления толстого кишечника, "бутоны", инфарк​ты селезенки
	Лимфоузлы увеличены, тимус атро​фирован

	Патогис-тология
	Дегенерация эндотелиальных клеток, пролиферация ретикулярных клеток, энцефалит
	Дегенерация эндотелиальных клеток, тяжелое лимфоцитарное истощение, гистиопитарная гиперплазия, громерулонефриты
	Дегенерация эпителиальных клеток, тяжелое лимфоцитарное истощение, гистиопитарная гиперплазия


Наиболее характерные изменения в лимфоузлах, селезенке и почках. Лимфоузлы, преимущественно головы и шеи, набухшие, сочны, красно​го цвета снаружи и мраморного вида на разрезе. Селезенка обычных размеров или несколь​ко уменьшена, часто (в 40-50% случаев) с инфарктами по краю органа. Почки обычно блед​ные, с многочисленными точечными кровоизлияниями в корковом слое. Геморрагии встре​чаются также в слизистой оболочке лоханки, мочеточников и мочевого пузыря. Надпочечники набухшие, полнокровны. В сердце и печени иногда регистрируют кровоизлияния. В желудке и кишечнике острое, катаральное, реже крупозно-геморрагическое воспаление сли​зистой оболочки с кровоизлияниями, гиперплазия лимфоидных (солитарных) фолликулов и пейеровых бляшек. Легкие полнокровны, иногда с очагами серозно-катаральной или крупозно-геморрагической пневмонии. Головной и спинной мозг и их оболочки отечны, полно​кровны, мес.тами с точечными кровоизлияниями (72,77) При чуме, осложненной пастереллезом (грудная форма), основные изменения наблюда​ют в органах грудной полости: крупозно-геморрагическую пневмонию, множественные некрозы, серозно-геморрагический или фибринозный плеврит и перикардит, интенсивные кро​воизлияния на серозных покровах грудной полости, а также на слизистой гортани и трахеи. Кроме того, встречаются кровоизлияния в коже, в почках и в кишечнике, набухание и изъ​язвление фолликулов толстого кишечника.

При чуме, осложненной сальмонеллезом (кишечная форма), болезнь протекает пре​имущественно хронически и характеризуется язвенно-некротическими процессами в пище​варительном тракте (глотке, миндалинах, желудке и кишечнике) Наиболее часто поража​ются слепая и ободочная кишки, где находят дифтерические "бутоны" и язвы, реже диффуз​ное дифтерическое воспаление. Кроме того, отмечают экзему и некрозы кожи, очаги брон​хопневмонии, фибринозный плеврит и перикардит, а также характерные для острой чумы изменения в лимфоидных органах и почках

Гистологические изменения при КЧС неспецифические Большая часть процессов, на которых может базироваться гистологическая диагностика, очень легко распознается на вскрытии (геморрагический лимфоденит, инфаркты селезенки и др. ) Определенную диагно​стическую ценность представляют лишь изменения кровеносных сосудов, преимущественно в легких, с которыми связано формирование ряда характерных для чумы патологических процессов в различных органах (лимфоузлах, селезенке, почках, ЦНС и др.) В лимфоузлах устанавливают полнокровие сосудов, гомогенизацию, фибриноидное набухание и некроз стенок сосудов, микронекрозы лимфоцитов, очаговые скопления плазмоцитов, чаще по ходу сосудов. В селезенке, в зоне инфаркта, отмечают некроз ткани, а вне зоны - кровоизлияния, очаги кариорексиса лимфоцитов и небольшие группы незрелых клеток лимфоидного ряда В почках зернистая дистрофия и некроз канальцевого эпителия, гломерулонефрит и кровоиз​лияния в виде петехий и экхимозов во всех слоях, а также в слизистую лоханки мочевого пузыря. В большинстве случаев (70-90%) в ЦНС обнаруживают негнойный лимфоцитарный энцефаломиелит, характеризующийся наличием периваскулярных лимфоцитарных ин​фильтратов, очаговой пролиферации клеток микроглии (глиальных узелков) и дистрофии ганглиозных клеток

Патогенез. При КЧС патогенез необходимо рассматривать в 2-х аспектах на клеточном уровне и на уровне целого организма. Как установлено, тип взаимодействия вируса с клет​ками - персистентный, проникновение вируса в клетку - рецептор-зависимое. Несмотря на продуктивную инфекцию и образование инфекционного вируса, возбудитель не оказывает ЦПД на зараженную клетку и, следовательно, не ясен патогенетический механизм in vitro. Система мононуклеарных фагоцитов (СМФ) обеспечивает диссиминацию вируса в организ​ме свиней Вирусный патогенез на уровне целого организма представляется так инфект (ВКЧС) - ворота инфекции (миндалины и носоглотка) - первичная виремия (16-24 ч после заражения) - максимальное накопление ВКЧС в органах иммунной системы (лимфоузлы, селезенка, костный мозг, пейеровы бляшки) На 4-6-е сут. - вторичная инфекция С 4-х сут. после инфицирования - вирусовыделение с секретами и экскретами (1).

Патогенез КЧС можно рассматривать как вирусиндуцированное нарушение фермент​ных систем у больных животных (30,72). В организме вирус размножается в лимфоцитах лимфоузлов, селезенки, костного мозга и эндотелии кровеносных сосудов, вызывая дистро​фические и некротические изменения. Под влиянием вируса развиваются некротические из​менения и основного вещества стенок кровеносных сосудов микроциркулярного русла раз​личных органов в виде мукоидного и фибриноидного набухания и некроза, накопления кис​лых мукополисахаридов В результате этого сильно повышается проницаемость стенок со​судов, что приводит к возникновению кровоизлияний, отеков, некродистрофических и вос​палительных процессов в различных тканях и органах. Размножаясь в клетках иммунной системы и вызывая их разрушение, вирус сильно снижает защитные (иммунные) свойства организма, что способствует активации вторичной инфекции (пастерелл, сальмонелл) и отя​гощению основного процесса (1).

В патогенезе болезни основными факторами ее развития являются химотрипсин и дру​гие субстанции нормальной ткани поджелудочной железы Химотрипсин является одним из АГ, индуцированных вирусом, поэтому КЧС можно рассматривать как инфекцию, при ко​торой происходит расстройство ферментных систем организма с повышенной продукцией химотрипсина (20). Известно, что макрофаги (МФ) являются не только эффекгорной клет​кой иммунной системы, но и секреторной, обладающей значительным цитолитическим по​тенциалом (протеазы и свободные радикалы кислорода). Неспецифическая цитотоксичность МФ селезенки резко возрастает при персистенции вирусов в клетках (30). Ингибиция фаго​цитарной функции и активация секреторной функции МФ под действием репродукции ВКЧС является характерным проявлением прямого ЦПД возбудителя как in vitro, так и in vivo. В то же время ВКЧС не оказывает прямого ЦПД на лимфоциты, так как все попытки показать in vitro тяжелые нарушения реактивности Т- и В-лимфоцитов имели отрицатель​ный результат (78). Поэтому поражение клеток (некроз лимфоцитов) при КЧС является ре​зультатом непрямого действия вируса, и развивается в результате активации цитолитического потенциала зараженных клеток-мишеней (МФ) при непосредственным контакте с дру​гими клетками (лимфоцитами, эпителиальными, эндотелиальными и др.). Кроме того, мак​роорганизм в отличие от культивируемых клеток имеет систему кровообращения. Следова​тельно, циркулярные нарушения кровообращения, вызванные непрямым вирусиндуцированным поражением стенок сосудов и воспалительной реакцией, играют важную роль в па​тогенезе КЧС, вызывая отек, геморрагии, инфаркты

Существуют 6 концепций патогенетического механизма при КЧС: 

1) КЧС как иммунопатологический процесс циркулирования в крови комплексов АТ-АГ и их оседания на по​верхности сосудов ; 

2) КЧС как процесс нарушения коагуляционных механизмов крови ; 

3) КЧС как сверхострый паралимфобластический лейкоз, 

4) КЧС как процесс вирусиндуцированного расстройства ферментных систем организма с гиперпродукцией химотрипсина ; 

5) КЧС как процесс вируспоражения надпочечников с гиперпродукцией глюкокортикостероидов из гиперплазированной корковой зоны (78); 

6) КЧС как процесс вирусиндуцированной активации клеток СМФ и(или) нейтрофилов с гиперпродукцией циготоксинов-протеаз и свободных радикалов кислорода.

Клетки, зараженные ВКЧС, несут очень мало вирусного АГ на своей по​верхности, поэтому инфицированные клетки могут избегать иммунной атаки клеток хозяина(78,79). Имеется ряд фактов, подтверждающих патогенетическое значение протеаз - выраженное болеют КЧС более упитанные животные, получающие богатый белками корм (опыты на крысах показали, что у них при таком режиме кормления усиливается обра​зование протеаз). Установлены резкие возрастные колебания уровня химотрипсина в крови и соответствующие изменения уровня лимфоцитов. Одним из путей, приводящих к разви​тию поражений при КЧС, являются нарушения в системе свертывания крови, в частности развитие тромбоцитопении и изменение коагуляциоиных параметров. Вследствие макси​мальной активности коагуляционной системы развивается синдром диссиминированного внутрисосудистого свертывания крови, приводящий к появлению геморрагий. Одна из теорий состоит в том, что патологические процессы и летальный исход определяются разрушением В-лимфоцитов или В-лимфобластов в заро​дышевых центрах лимфоузлов (10а, 36а, 92а).

ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Вирусную природу КЧС установили в 1908 г Швейнитц и Дорсе.

Морфология и химический состав. Вирионы - оболочечные частицы диа​метром 40-60 нм с нуклеокапсидом диаметром около 29 нм (61). В структуре ВКЧС обнару​жено 3 гликопротеина с мол.м 44, 33 и 55 кД (69). Геном вируса - Г-нитевая РНК положительной полярности с размером в 12284 тыс. нуклеотидов. Единственная рамка считывания, вероятно, соответствует полипротеину с длиной 3898 аминокислотных остатков (12 kb) (58, 62), 4 структурным белкам (3 гликопротеида -VPI, VP2, VP3 и 1 капсидный белок -СР) и 3-7 неструктурным белкам (р125, р80, gp62, gp53, gp48, gp25 и gp20) (60, 61). Полагают, что VPI и VP2 представляют собой оболочечные белки. Плавучая плотность, в за​висимости от градиента материала и клеток, обеспечивающих размножение вируса, состав​ляет 1,12-1,17 г/см3. Коэффициент седиментации составляет 140-180S (49). На основании строения генома, состава белков и стратегии репродукции Collet M.S.et.al. (86) считают необоснованным относить пествирусы к семейству Togaviridae и предложили считать их отдельным родом семейства Flaviviridae. Геномная РНК этого вируса может быть использова​на в качестве исходного материала для получения кДНК и ее клонирования (69).

Устойчивость. ВКЧС считается сравнительно малоустойчивым к высоким температу​рам. Сыворотка крови больных КЧС при 37°С содержит активный вирус в течение 11 дн. Полная его инактивация при такой температуре наступает через 18-20 сут. При 56°С вирус инактивируется через 60 мин, при кипячении - моментально. В свинарниках (полы, стены) не теряет вирулентности в течение года; низкие температуры его консервируют. Вирус, со​держащийся в сыворотке крови больных свиней, хранившейся при температуре 2-4°С, не теряет активности 4-6 мес.. В свиных тушах остается вирулентным после 2-б-мес. хранения в холодильнике при температуре -20-25°С. Хорошо сохраняется в лиофилизированном со​стоянии при рН между 5 и 10. Быстро инактивируется под действием эфира, хлороформа и дезоксихолата, чувствителен к трипсину и липазам, MgCl2 не оказывает на него стабилизи​рующего действия. Лучшими дезинфицирующими средствами являются 2%-ный р-р NaOH, хлорная известь 1:20 и 3-6%-ное крезоловое масло.

ВКЧС сохраняет вирулентность и АГ-свойства в нативной и лиофилизированной крови при хранении в замороженном состоянии длительное время - 2456 дн (срок наблюдения) (96). Инактивация вируса физическими средствами зависит от среды, содержащей вирус. В культуральной жидкости инфекционность теряется через 10 мин при 60°С, тогда как в дефибринированной крови вирус не инактивируется в течение 30 мин при б8°С. Вирус стаби​лен при рН 5-10, но при значениях выше и ниже указанных теряет инфекционность (79).

Антигенная структура, вариабельность и родство. По вирулентности различают А-, В- и С-варианты вируса. В группу А входят вирулентные эпизоотические штаммы, вызы​вающие у свиней всех возрастов остропротекающую болезнь, а также лапинизированные и "холодные" варианты культурального вируса. Вирусы подгруппы В вирулентны только для поросят и при циркуляции в стаде вызывают т.н. атипичную или хроническую чуму. К под​группе С относится американский слабовирулентный шт. 331 (20, 21, 22). Достоверных данных в отношение АГ-вариабельности вируса нет. ариабельность вируса проявляется не только различной вирулентностью для свиней, но и различными АГ взаимоотношениями с вирусом диареи КРС. Установлено односторон​нее родство между ВКЧС и вирусом диареи КРС: AT к вирусу диареи КРС нейтрализуют ВКЧС, но AT к ВКЧС не нейтрализуют вируса диареи (44,48, 66).

Локализация вируса. Вирус пантропен, накапливается во всех органах и тканях, но преимущественно в лимфоузлах, костном мозге, слизистой оболочке кишечника и эндоте​лии кровеносных сосудов. Он проникает в организм через кишечный и дыхательный трак​ты. В тонзиллярных лимфоузлах отмечается наибольшая его концентрация. Возбудитель размножается в лейкоцитах периферической крови. Через 6-10 ч после попадания в орга​низм его можно обнаружить в крови. На 3-й день после подъема температуры тела накапли​вается там в максимальной концентрации. У поросят, зараженных экспериментально per os, через 7 ч вирус выделяли из миндалин, а через 16 ч - из крови. С 3-го по 7-й день титр ви​руса, выделяемого из миндалин, крови и селезенки, был наивысшим и составлял 105 БОЕ/мл. В околоушной и поджелудочной железах, подчелюстных, заглоточных, мезентериальных и других лимфоузлах, респираторных путях и кишечном тракте вирус обнаруживали на 3-й день; в ЦНС, сердце, костном мозге, яичниках, матке - на 4-й день после заражения в титрах 103,2-105 БОЕ/мл. Он выявлен также в эпителии миндалин, в слизистой оболочке глотки, почек, мочевого и желчного пузыря, в поджелудочной железе, слюнных железах, надпочечниках, щитовидной железе. В легких вирус локализовался в эндотелии кровенос​ных сосудов и адвентиции, а также в альвеолярных макрофагах. На 6-й день после зараже​ния вирус из организма больных свиней выделяется с мочой, фекалиями, истечениями из носа и глаз. Вирусовыделение начинается в инкубационном периоде и усиливается по мере развития признаков болезни. Выделение вируса прекращается уже через 3 дн после исчез​новения лихорадки, однако имеются данные о том, что у хронически больных животных вирусоносительство обнаруживают до 95-го дн после заражения.

Доказана трансплацентарная передача ВКЧС в различные периоды супоросности. Поро​сята после рождения длительное время остаются скрытыми вирусоносителями и служат ис​точником заражения. Свиноматки-носители вируса рождают клинически здоровых, но ин​фицированных и иммунотолерантных поросят, которые выделяют вирус в больших количе​ствах в течение 4-6 мес. (73,74). Этот феномен и случаи хронической инфекции являются факторами персистенции вируса среди популяции свиней (20). Трансплацентарная передача вируса сопровождается тератогенным действием и высокой перинатальной смертностью. Уровень летальности среди новорожденных поросят находится в прямой зависимости от инфицированности плодов. Все поросята с виремией в конечном счете погибают (57).

Антигенная активность. В сыворотке крови свиней-реконвалесцентов не обнаружи​вают ВНА, ПА и КСА. Получены монАТ, специфичные к 3-м структурным вирусным про​теинам: РТ2, Р150 и Р12. AT реагировали только с высоко очищенным вирусом. Выражен​ный иммунитет развивается у свиней, начиная с 6-8-нед возраста, ВНА появляются на 7-10-й день после инфицирования или иммунизации, достигают максимума через 3-4 нед и со​храняются более года (8). Пассивные AT у поросят могут сохраняться 2-3 мес.. AT молозива к ВКЧС, продуцированные свиньями, вакцинированными за 55 дн до опороса, характеризо​вались высокой активностью и коротким периодом полураспада, но подавляли первичную иммунную реакцию потомства на последующую вакцинацию. У свиноматок, вакцинирован​ных не ранее, чем за 86 дн до опороса, они обладали значительной авидностью (43).

Экспериментальная инфекция. Легко воспроизводится на неиммунных подсвинках массой 40-50 кг при подкожном заражении.

Культивирование. Культивирование вируса в лабораторных условиях на не иммунных свиньях можно проводить практически бесконечно Этот метод дорог и небезопасен Вирус удается репродуцировать также в первичной культуре клеток легких, селезенки, почки и лейкоцитов без выраженного ЦПД Оптимальный возраст культуры свиных лейкоцитов колеблется от 1 до 5 сут. Максимального уровня титр вируса достигает через 4-8 дн. после заражения Уровень репродукции различных штаммов вируса в культурах макрофагов интактных и иммунизированных поросят одинаков Он так же размножается в культуре клеток тестикул поросят, вызывая ЦПД при использовании аргинин буферной среды, и в перевиваемой линии клеток почки поросенка (РК-15). 

Точно определить инфекционную активность вируса можно методом флюоресцирующих бляшек, поскольку инфекционные титры воспроизводимы и могут быть определены уже че​рез 24 ч после инфицирования культуры Разработан метод титрования вируса путем учета негативных колоний под агаровым покрытием Подобраны 3 линии клеток, формирующих негативные колонии при культивировании в монослое РК15, КРД10 и RPTY Предложен также метод титрования ВКЧС в культуре клеток с помощью феномена экзальтации. Вна​чале культуру инфицируют ВКЧС, а затем (через определенное время) - вирусом НБ (шт. Миадера). Клетки, в которых размножился ВКЧС, под влиянием вируса НБ разрушаются (ЦПД), тогда как клетки, зараженные одним ВКЧС, не изменяются. Вместо вируса НБ мож​но использовать вирус болезни Тешена Кроме того, предложен тест экзальтации гемагглютинации и ингибиции ЦПЭ с использованием клеток почки свиней и вируса НБ (шт. Саго) Здесь цитопатогенный вирус ингибируется в результате предварительной инокуляции ВКЧС, эта ингибиция сопровождается значительным увеличением образования ГА вируса НБ Вместо последнего успешно применяли один из штаммов вируса гриппа (93)

ГА- и гемадсорбирующие свойства ВКЧС - не установлены.

Тератогенные свойства. ВКЧС обладает тератогенными и др. патогенными свойства​ми в зависимости от стадии беременности, когда происходит встреча матери и плода с виру​сом. Так, например, при инфицировании супоросных маток на 65-й день происходила ги​бель плодов более чем в 30% случаев. У оставшихся в живых гистерэктомированных пло​дов обнаруживалась виремия и отсутствовали ВНА. При заражении свиноматок между 94 и 101 дн. супоросности гибели плодов не наблюдалось. Очевидно   65-й день беременности яв​ляется последним сроком для установления персистентной виремии у плода (46).

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источники и пути передачи инфекции. Источник инфекции - больные животные, вы​деляющие вирус во внешнюю среду с мочой, фекалиями и секретами слизистых оболочек глаз и носа, а также реконвалесценты. Здоровые свиньи, находясь в контакте с больными и пользуясь общим кормлением и водопоем, легко и быстро заражаются. Заражение происхо​дит, главным образом, через пищеварительный тракт с инфицированными кормами и во​дой, а также через дыхательные пути и поврежденную кожу. Один из основных путей рас​пространения инфекции - завоз продуктов убоя больных чумой свиней и скармливание их животным без надлежащего обезвреживания, а также ввоз в хозяйство свиней в инкубаци​онном периоде болезни и вирусоносителей, занос вируса с грубыми и сочными кормами, за​раженными дикими свиньями.

Из неблагополучных хозяйств ВКЧС свободно выносится за 2 нед. до появления болезни и после начала ее до установления диагноза, когда животных без ограничения вывозят на мясокомбинаты и в другие хозяйства. Реализация продуктов убоя таких свиней - главная причина распространения чумы в современных условиях. Описана передача ВКЧС комара​ми. Примерно из 100 комаров разных видов, отловленных в двух неблагополучных по КЧС фермах, готовили суспензии и заражали поросят, В 8 случаях поросята заболевали. Пато​генной оказалась суспензия комаров из родов Aedes, Anopheles, Psorophora и Culex (20,67).

Наиболее важным аспектом в циркуляции вируса КЧС в природе является трансплацен​тарная передача полевых и вакцинных штаммов, врожденная персистентная КЧС-инфекция у плодов и новорожденных поросят. Прослеживается тесная связь кругооборота вируса с кругооборотом репродуктивного цикла воспроизводства свиней. Циркуляция вируса в по​пуляции "свиноматка - плод -потомство" является основным связующим звеном естествен​ного кругооборота вируса (36а).

Природная очаговость. Природная очаговость КЧС среди кабанов представляет опас​ность для промышленного свиноводства возможным вовлечением домашних свиней в цепь циркуляции возбудителя. Появление природной очаговости чумы в стране обусловлено ря​дом объективных факторов:

- прямыми и косвенными связями между дикими и домашними свиньями вследствие продолжающегося расселения кабанов. Зоологи отмечают, что северная граница ареала ка​банов сдвинулась на север европейской части страны до линии Беломорск - Березняки -Няндома - Котлас - Мураши. Активное расселение кабана идет и в южных районах России при устойчивой общей численности поголовья;

- устойчивостью возбудителя КЧС, длительным вирусоносительством, разнообразием путей его передачи от больных кабанов здоровым при непосредственных контактах или че​рез объекты внешней среды, инфицированные выделениями больных животных, длитель​ным поддержанием вируса в популяциях благодаря конгенитальному заражению плодов;

- ангропогенным воздействием на среду обитания кабанов, приводящим к вынужденно​му использованию ими кормов, пищевых отходов, подстилки на полях и фермах и взаимно​му обмену вирулентным вирусом при наличии больных среди диких и домашних свиней;

- связывающими факторами в распространении возбудителя КЧС между отдельными популяциями кабанов в результате миграции животных (суточный переход достигает 10-20 км). Не исключена в этом процессе роль кровососущих членистоногих. Дополнительным, нередко важным, связующим звеном с домашними свиньями могут быть пищевые отходы вследствие использования человеком мяса кабанов. Болезнь среди кабанов регистрировали с 1901г. 

Спектр патогенности в естественных условиях. К ВКЧС восприимчивы домашние свиньи всех пород и возрастных групп, особенно чистопородные, а также дикие кабаны. В лабораторных условиях путем длительных серийных пассажей ВКЧС удается адаптировать к организму кроликов (20,21). 

ДИАГНОСТИКА

Диагноз ставят на основании эпизоотологических данных, симптомов болезни, патологоанатомических изменений и результатов лабораторных исследований. Эпизоотические, клинические и патологоанатомические данные зависят от восприимчивости свиней, виру​лентности штамма и комплекса мероприятий по профилактике КЧС.

Если в очаге штамм вируса вирулентный, поголовье свиней не иммунное, то болезнь характеризуется высокой контагиозностью, большей смертностью, гипертермией, геморра​гическими поражениями кожного покрова, признаками поражения органов ЖКТ и ЦНС. Обращают внимание выраженный геморрагический диатез в различных органах, мраморность лимфоузлов, инфаркты селезенки, кровоизлияния в почках на фоне их анемии, катарально-геморрагический гастроэнтерит, лимфоцитарный энцефаломиелит. Однако частая вакцинация свиней против чумы создает иммунный фон, влияющий на симптомы болезни и характер патоморфологических изменений. При хроническом течении характерными изме​нениями являются очаговый дифтеритический налет (бутоны), коричневая экзема, фибри​нозный плеврит и перикардит, некроз миндалин. Хроническая болезнь часто протекает на фоне других инфекций. Правильный диагноз может быть поставлен только лабораторньми методами (20).

Экспресс-методы обнаружения вируса КЧС. Для быстро​го обнаружения ВКЧС в тканях с помощью ПЦР из образцов тканей животных фенольным методом выделяют препараты РНК, подвергают обратной транскрипции и амплифицируют в ПНР. Используемые "гнездовые" праймеры позволяют амплифицировать разные изоляты ВКЧС (53). ПЦР обладает высокой чувствительностью и специфичностью и позволяет диф​ференцировать различные пестивирусы (38а, 47а, 54а, 85а). 

Выделение вируса. Взятие и подготовка материала. Для выделения вируса берут пробы крови, кусочки селезенки, миндалин, лимфоузлов, грудной кости, почек и легких от 2-3 животных в первые 2 ч после гибели или убоя больных в агональном состоянии. Материал отбирают в стериль​ные флаконы, закрывают резиновыми пробками, флаконы обрабатывают снаружи 5%-ным р-ром хлорамина или осветленным 20%-ным р-ром хлорной извести, обертывают марлей, смоченной дезинфицирующим р-ром, и помещают в полиэтиленовый пакет. Взятый патматериал помещают в термос со льдом, опечатывают и отправляют с нарочным в лабораторию с соответствующим сопроводительным документом. В лаборатории из каждой пробы гото​вят 20%-ную суспензию на 0,85%-ном р-ре NaCI, которую трижды замораживают и оттаи​вают, центрифугируют при 3-4 тыс. мин-1 20-30 мин. Надосадочную жидкость обрабатыва​ют антибиотиками 1ч при 37° С и используют для выделения вируса.

Индикация и идентификация вируса Гистологические исследования. Проводят с целью обнаружения специфических изме​нений нервных тканей. От павших или убитых свиней берут кусочки полушария головного мозга, мозжечка, аммоновых рогов, спинного мозга в различных участках. Гистологические препараты окрашивают гематоксилин-эозином. В большинстве случаев (70-93%) в ЦНС об​наруживают негнойный лимфоцитарным энцефаломиелит, характеризующийся периваску-лярными лимфоцитарньми инфильтратами, очаговой пролиферацией клеток микроглии (глиальных узелков) и дистрофией гангаиозных клеток. В срезах, приготовленных из лим​фоузлов, сердечной мышцы и печени, можно обнаружить присутствие ацидофильных внут​риядерных телец-включений, несколько меньших, чем ядрышки. В лимфоузлах их находят на 6-12-й день после заражения.

ВКЧС обладает выраженным гематотропизмом в отношении костного мозга, содержа​щего большее количество бластных клеток, чем лимфоузлы и селезенка. Поэтому костный мозг поражается первым; ингибируются миелопоэтические и эритропоэтические клетки и пролиферируют крупные клетки с базофильной цитоплазмой. Наряду с этим обнаруживают картину глубокого цитолиза и дистрофию лимфопоэтических органов.

При подозрении на чуму для уточнения диагноза несколько тяжелобольных животных убивают и исследуют мазки из костного мозга грудной клетки.

Биопроба. Из благополучного по инфекционным болезням хозяйства берут поросят в возрасте 2-3 мес.. массой 20-30 кг. В качестве материала используют 10%-ную суспензию, приготовленную из органов (селезенки, лимфоузлов, костного мозга) или крови от павших животных. Суспензию обрабатывают антибиотиками, выдерживают не менее 4 ч при 4°С, центрифугируют и надосадочную жидкость используют для заражения животных. Трем по​росятам вводят подкожно по 1 мл крови или по 2 мл суспензии органов. Двум животным исследуемый материал не инокулируют, содержат их отдельно для контроля. Двум порося​там, иммунным к ВКЧС, вводят исследуемый материал в тех же дозах с целью дифферен​циальной диагностики в отношении АЧС. За всеми животными наблюдают 21 день и еже​дневно измеряют температуру тела (20).

Диагноз считают положительным, если 2 из 3-х неиммунных поросят заболевают, про​являя симптомы болезни, и погибают, а 2 иммунных остаются здоровыми или проявляют незначительные и кратковременные (1-4 дн.) признаки болезни слабой интенсивности (повышение температуры тела не выше 41°С). Однако следует иметь ввиду, что при отсут​ствии реакции у восприимчивых животных или в случае ее недостаточной выраженности, нельзя с уверенностью исключить присутствие вируса в исследуемом материале. Отрица​тельный результат заражения может быть следствием либо слишком малого количества в нем вируса, либо слабой вирулентности последнего. Поэтому следующим шагом является повторное, спустя 3-6 нед после инокуляции исследуемого материала, заражение (реинфекция) подопытных свиней на этот раз вирусом с заведомо известной вирулентностью. Отсут​ствие у животных реакции на это заражение свидетельствует о приобретении ими иммуни​тета в результате первой инокуляции (бессимптомного переболевания) и косвенно указывает на присутствие вируса в исследуемом материале. Одновременно с проведением второй пробы заражают дополнительно двух восприимчивых поросят (контроль) вирусом, использо​ванным для реинфекции.

Иногда биологическая проба себя не оправдывает или дает неясные результаты при вы​делении штаммов вируса, вызывающих легкое заболевание. Такие штаммы у инокулированных поросят вызывают хроническую болезнь. Дело осложняется тем, что штаммы со слабой вирулентностью могут не обладать иммунизирующими свойствами, а это не позво​ляет уточнить диагноз при использовании дополнительного контрольного заражения виру​лентным штаммом (реинфекции). При диагностике заболевания, обусловленного такими штаммами могут понадобиться более молодые животные и дополнительные пассажи для повышения вирулентности (20).

Предложена шкала оценки вирулентности полевых штаммов ВКЧС:

- слабовирулентные (патогенные лишь для поросят-сосунов) не иммунизирующие штаммы. Поросята-сосуны заболевают в первые дни жизни и смертность их велика, поросята-отьемыши (12-15 кг) реагируют только в определенные дни подъемом температуры тела, не приобретая иммунитета;

- слабовирулентные (патогенные для молодых животных) иммунизирующие штаммы. У животных массой 15-20 кг развивается хроническая болезнь, подсвинки массой 35 кг реаги​руют подъемом температуры тела, продолжающимся несколько дней. На вскрытии обнару​живаются незначительные точечные кровоизлияния. Животные приобретают иммунитет;

- сильно вирулентные штаммы вызывают у животных массой 30 кг острое заболевание, смертность 40% и больше. На вскрытии характерны геморрагические изменения.

Тест модуляции фагоцитарной активности макрофагов. Дефицит фагоцитарной функции приводит к нарушению локальных иммунных реакций с развитием воспалительных процессов на слизистых оболочках. При КЧС происходит локализация фагоцитарной функции лейкоцитов: при репродукции вакцинного шт. ЛК-ВНИВВиМ снижается процент и индекс фагоцитоза нейтрофилов и макрофагов, а при репродукции вирулентного вируса шт. Ши-Мынь повышается процент и индекс фагоцитоза нейтрофилов и снижается таковой у макрофагов. При КЧС in vivo и in vitro фагоцитарная активность лейкоцитов крови кратко​временно (до 4 сут.) снижается при инфицировании вакцинным штаммом и повышается у макрофагов при инфицировании вирулентным штаммом ВКЧС. Установленный в инфици​рованных клетках-мишенях цитопатический эффект, выражающийся в модуляции фагоци​тарной активности свиных макрофагов, используют в диагностике КЧС (33).

Серологическая идентификация

Иммунофлюоресценция. Из проб органов (лимфоузлы, селезенка, почки, миндалины) готовят замороженные срезы. Из проб костного мозга и лейкоцитарного концентрата - маз​ки. Для приготовления последних берут грудную кость, делают продольный разрез и выни​мают красный костный мозг, из которого делают несколько мазков. Для приготовления мазков из лейкоцитарного концентрата от больных или подозреваемых в заболевании сви​ней берут 15 мл крови с антикоагулянтом, энергично встряхивают, оставляют на 1 ч при комнатной температуре, затем отбирают плазму с лейкоцитами и центрифугируют 10 мин при 1000 мин-1, из осадка лейкоцитов (беловатый осадок) делают 2-3 мазка. Приготовлен​ные препараты (срезы и мазки) фиксируют в охлажденном ацетоне 10 мин, после испарения ацетона промывают 15-20 мин в ФБР рН 7,2 и окрашивают при 37°С 30 мин конъюгатом в рабочем разведении, к которому добавляют краситель Эванса в соотношении: 3 части конъюгата и 1 часть красителя, затем препарат промывают в фосфатном буфере и оставля​ют на 10 мин в дистиллированной воде. После частичного подсушивания на воздухе на пре​парат наносят забуференный глицерин (9 частей глицерина и 1 часть ФБР рН 8), покрывают покровным стеклом и микроскопируют (20). Аналогично ставят контроли:  а) исследуемый материал и нормальный конъюгат с красителем Эванса;           б) неинфицированный материал и специфический конъюгат с красителем Эванса.

При микроскопии фон препарата флюоресцирует красно-оранжевым цветом, ядра кле​ток темные, специфическое свечение характеризуется зеленым цветом цитоплазмы. В маз​ках из красного костного мозга и лейкоцитарного концентрата специфическая флюоресцен​ция отличается большой яркостью и количеством флюоресцирующих клеток. Специфиче​ское свечение в цитоплазме даже в отдельных клетках препаратов, полученных от подозри​тельных по заболеванию животных, указывает на наличие вируса КЧС. В контрольных пре​паратах подобного свечения не должно быть.

Указанный метод отличается специфичностью и быстротой. Однако во избежание по​грешностей метода при внедрении его в лаборатории следует иметь в виду, что специфич​ность результатов зависит от следующих факторов: качества сыворотки-маркера (она долж​на иметь высокие титры, быть моновалентной, полученной от свиней, не обработанных дру​гими АГ), качества исследуемого материала (должен быть отобран не позже 2-3 ч после смерти животного, фиксирован в ацетоне или замораживанием и сразу же отправлен на ис​следование). В сопроводительном письме необходимо указывать клиническую и эпизоотологическую характеристику болезни, даты и названия прививок. При учете реакции следует иметь ввиду, что вакцинный вирус сохраняется в организме вакцинированных свиней до 15 дн после вакцинации и в ИФ не дифференцируется от полевого вируса.

РНГА. Для обнаружения АГ вируса в патологическом материале из органов и тканей свиней используют следующие компоненты: а) АТ-эритроцитарный диагностикум; б) спе​цифический АГ - вирус-вакцина КЧС; в) нормальный (контрольный) АГ; г) 1%-ный р-р нормальной лошадиной сыворотки в забуференном физиологическом р-ре с рН 7,2; д) фор-малинизированные и танизированные эритроциты барана; е) исследуемый материал ( 96а).

РНГА ставят микрометодом в объеме 0,075 мл с помощью аппарата Такачи или Титертек. Готовят двукратные разведения исследуемого материала (от 1:2 до 1:512) в объеме 0,05 мл и такие же разведения контрольных АГ (специфического и нормального). Затем во все луночки вносят 0,025 мл 3%-ной суспензии эритроцитарного диагностикума. Кроме того, ставят дополнительно контроли; а) 0,05 мл 1%-ного р-ра нормальной сыворотки лошади и 0,025 мл эритроцитарного диагностикума; б) 0,05 мл исследуемого материала в разведениях и 0,025 мл формалинизированных и танизированных эритроцитов. После этого пластинки встряхивают и оставляют на 1,5-2 ч при комнатной температуре. Учет реакции проводят в крестах по 4-бальной системе. РНГА считают положительной при обнаружении агглютина​ции не менее чем на три креста в разведениях 1:8 и выше (96а).

РДП и ИЭОФ. Реакции различаются методами получения линий преципитации: в РДП это происходит посредством свободной диффузии р-ров АГ и AT из лунок в агаровом геле равномерно во все стороны, а в ИЭОФ АГ и AT движутся строго навстречу друг другу под действием электрического поля, в результате чего увеличивается их концентрация в мес.те встречи и там образуются более выраженные полосы преципитации.

Для постановки ИЭОФ необходим специальный прибор для электрофореза, дающий ре​гулируемое напряжение постоянного тока до 300В. ИЭОФ в несколько раз чувствительнее метода РДП, требует незначительного количества материала и позволяет получать результа​ты через 30 мин (6). Метод стандартизован, описана методика приготовления агарозного ге​ля. Он используется для выявления АГ ВКЧС в мезентериальных лимфоузлах и суспензии ткани поджелудочной железы при клинических случаях болезни. Помимо АГ, данный метод позволяет выявлять и специфические AT. Метод быстрый, легко осуществим и более чувст​вителен для лабораторной диагностики КЧС, чем РДП.

Серодиагностика и ретроспективная диагностика

В настоящее время в лабораторной диагностике КЧС используются три метода обнару​жения специфических AT к ВКЧС: реакция нейтрализации флюоресцирующих микробля​шек (РНФБ), реакция непрямой ИФ и непрямой вариант твердофазного ИФА. Наиболее эффективными методами обнаружения специфических AT к ВКЧС являются РНФБ и ИФА. Эффективность обнаружения AT к ВКЧС в ИФА по сравнению с РНФБ составляла 96,5%. На основании этих данных непрямой вариант ИФА рекомендован для обнаружения специ​фических AT к ВКЧС (40,96а).

НИФ. НИФ применяется для выявления и титрования AT в сыворотках крови перебо​левших свиней. Используют зараженные вирусом перевиваемые клетки (РК-15) на стек​лышках, на которых титруют испытуемые сыворотки в 2-кратных разведениях от 1:20 до 1:640 в непрямой ИФ по общепринятой методике с использованием во втором этапе реак​ции антисвиного ФИТЦ-Ig. Титром AT к КЧС считают последнее разведение сыворотки, обеспечивающее зеленое свечение (на 2 креста) диффузного цитоплазматического АГ виру​са при отсутствии подобного свечения в контролях с интактными тест-объектами и нор​мальной свиной сывороткой.

Реакция нейтрализации флюоресцирующих бляшек (РНФБ). В качестве чувстви​тельной системы необходимо использовать перевиваемую культуру клеток РК-15, выращен​ную на покровных стеклах в пробирках. РНФБ проводят микрометодом, используя пласти​ковые панели Titertek. Суспензию клеток (в 1 мл 10-800 тыс. клеток) готовят на среде Игла (MEM) с 5% фетальной сыворотки крови КРС с добавлением буфера HEPES. Постановка микрометодом РНФБ более производительна, чем использование макрометода (28). Данный метод может успешно применяться и для титрования специфических AT (20, 26). Пробы сывороток крови берут от животных не ранее 15 дн. после клинического выздоровления. Пе​ред использованием их инактивируют при 56°С 30 мин. Сыворотки разводят от 1:2 до 1:2560 и смешивают с равным объемом вакцинного вируса в количестве 100 ККИД5о (клеточно-культуральных инфекционных доз), встряхивают и выдерживают 60 мин при 37°С. Каждое разведение сыворотки с вирусом вносят по 0,4 мл в 4 пробирки с культурой клеток РК-15 на стеклышках. Адсорбируют 2 ч при 37°С. Смес.ь сыворотка-вирус сливают, отмывают клетки средой, заливают 2 мл поддерживающей среды и инкубируют при 37°С. Реакцию учитывают через 48 ч инкубации. Препараты вынимают из пробирок, ополаскивают в 0,01 М ФБР рН 7,2-7,4 и обрабатывают, как указано выше (см. "Выделение вируса в культуре клеток"). Реакция сопровождается соответствующими контролями (смес.ь вируса со средой, гипериммунной и нормальной сыворотками и незараженная культура клеток). От​сутствие флюоресцирующих микробляшек (при наличии их в контроле вируса в смес.и с пи​тательной средой и нормальной сывороткой) в препаратах ВКЧС, обработанных гиперим​мунной и испытуемыми сыворотками в разведении 1:2 и выше, указывает на наличие в ма​териалах специфических AT. Титром AT считают то предельное разведение сыворотки, при котором наблюдается полное подавление образования флюоресцирующих микробляшек.

Во избежание получения ложных результатов при использовании культуры клеток необ​ходимо добавлять в среду бычью сыворотку, свободную от вируса диареи КРС и AT. BHA выявляются через 21 день после заражения. Обнаружение их с помощью непрямой ИФ в культуре клеток широко применяли в США на последних этапах программы искоренения болезни. Однако при интерпретации результатов следует учитывать частые случаи инаппарантной инфекции у свиней, вызванной серологически родственным вирусом диареи КРС, поэтому все положительно реагирующие сыворотки свиней необходимо исследовать и на вирус диареи.

Для массового обследования свиней на субклиническую инфекцию КЧС в ФРГ пред​ложен тест, сочетающий РН с ИФ (20). В качестве тест-системы используют культуру клеток РК-15. Если у одной или нескольких свиноматок отдельного стада в сыворотке крови обна​руживают BHA, всех поросят убивают с последующим исследованием органов ИФ.

При исследовании проб сывороток из неблагополучных хозяйств в РН (с 200-300 БОЕ патогенного шт. Альфорт 331) до 50% их оказалось положительными. Наличие AT свиде​тельствовало о носительстве вируса. Вирус смогли выделить только у молодых поросят.

Описана усовершенствованная методика выявления BHA к ВКЧС, в которой постановка теста значительно облегчена за счет использования цитолитического штамма вируса, выде​ленного из персистентно инфицированной перевиваемой культуры клеток JB-RS-2 и инду​цировавшего четкое ЦПД в нескольких перевиваемых линиях клеток почки поросенка. Ре​акцию ставят в культуре клеток РК-15 на микропанелях при 38°С в термостатах с подачей СО2 (20). По воспроизводимости и чувствительности методика не уступает реакции с ис​пользованием метода ИФ AT, но требует значительно меньшего труда. Предлагаемый метод обладает рядом преимуществ: исключает необходимость использования ИФ; учет результа​тов можно проводить без микроскопа; реакцию ставят микрометодом; используемый вирус аттенуирован. Для постановки РН необходимо вначале провести титрование ВКЧС.

ИЭОФ. Используется в 1%-ной агарозе как диагностический при выявлении AT к ВКЧС в сыворотках зараженных свиней. Для исследования применяется АГ, экстрагиро​ванный из зараженных ВКЧС клеток РК-15. Показано, что этот культуральный АГ ВКЧС идентичен преципитирующему АГ вируса, экстрагированного из ткани селезенки заражен​ных свиней. Обнаружено, что ПА к ВКЧС появляются в сыворотках через 2-3 нед. после за​ражения животных слабовирулентными штаммами или модифицированным живым вак​цинным штаммом. Выявлено, что метод ИЭОФ в 2-16 раз чувствительнее, чем иммунодиффузия в агаровом геле. Несмотря на меньшую его чувствительность по сравнению с РН, ре​зультаты, полученные с помощью ИЭОФ, хорошо согласуются с результатами, полученны​ми методом подавления бляшкообразования. Считается, что ПА к ВКЧС могут персистировать до 3 лет после 1-кратной вакцинации шт. С. Методом ИЭОФ невозможно было диф​ференцировать AT к ВКЧС от AT к вирусу диареи КРС; при получении положительных ре​зультатов необходимо сочетать его с РН.

ИФА в непрямой модификации. На миллипоровские фильтры (тип ОН, диаметр пор 0,3 мм), диаметр которых равен 0,6 см, смоченные р-ром АГ ВКЧС, наносят свиные сыво​ротки. Затем фильтры инкубируют в р-ре кроличьего IgG (против IgG свиньи), меченого пероксидазой хрена RZ=3,0. Активность связанной пероксидазы определяют в р-ре субстрата 3,3-диаминобензидина. Опытные образцы окрашивались в коричневый цвет, контрольные оставались бесцветными. Реакция громоздкая.

ELISA. Разработан метод определения AT к ВКЧС на микроплатах, поддающийся ав​томатическому анализу (37). Описана методика получения очищенного и концентрирован​ного АГ для теста ELISA из шт. Альфорт, размноженного в культуре клеток РК-15. Резуль​таты ELISA и РН близки (20). ELISA легок в выполнении, дешев, позволяет быстро иссле​довать большое количество образцов, высокочувствителен и рекомендован в качестве мето​да оценки при крупномасштабных обследованиях (96а).

С использованием иммуноглобулинов баранов, инфицированных ВКЧС, разработана технология изготовления ИФ-конъюгатов, пригодных для выявления вирусного АГ в пато​логическом материале. При постмортальной диагностике вирус выявляется со 100% эффек​тивностью без биологического накопления. При экспериментальном заражении вирус в про​бах мочи и крови обнаруживали через 8-10 ч, при контактном заражении - через 72-96 ч. Положительные результаты при индикации ВКЧС в объектах ветеринарного надзора (зерно, почва, вода) получены при концентрации вируса, превышающей 100 ИД. Пока​зано успешное применение ИФА для выявления ВКЧС в культуре клеток РК-15 (65).

Описано получение монАТ для диагностики КЧС на мышах линии BALB/c 4-кратно иммунизированных ВКЧС (шт.Альфорт). Клетки селезенки мышей "сливали" с миеломными клетками Sp2/0. Полученные гибридомы культивировали в 20% среде ДМЕМ Ну-Нт при 37°С в атмосфере 5% С02. Продуцирующую специфические AT культуру дважды субклонировали и после определения изотипа AT инокулировали интраперитонеально мышам BALB/c. Образующаяся асцитная жидкость содержала высокие концентрации монАТ, кото​рые после соответствующей очистки конъюгировали пероксидазой хрена (40,55). 

Разработан способ изготовления иммуноферментных коньюгатов для ИФА с использо​ванием монАТ к ВКЧС с сохранением активности фермента и высокой специфической активностью иммуноглобулина (91, 92), а также метод флюоресцирующих зондов (МФЗ), ко​торый не уступал по чувствительности и специфичности МФА. Разработан метод выявления ВКЧС методом молекулярной гибридизации и ПЦР (89,90).

Дифференциальная диагностика

КЧС необходимо отличать от африканской чумы, пастереллеза, сальмонеллеза, рожи, БА, ВД-БС, парагриппа и гриппа. 

При африканской чуме ярче выражен геморрагический диатез, увеличена и размягчена селезенка, полнокровие и кровоизлияния в почках. Чаще поражаются, имея вид кровяных сгустков, портальные, почечные и брыжеечные лимфоуз​лы. Сильно выражен отек интерстициальной ткани легких, скопление в грудной полости кровянистой жидкости. Редко отмечают инфаркт селезенки, постоянно - тотальный распад лимфоцитов и тканей лимфоидных органов. Для дифференциации ставят тест перекрестного иммунитета, тест гемадсорбции и РИФ (20).

Пастереллез, как правило, не принимает характера эпизоотии, поражает преимущест​венно взрослых животных. Для него характерны отек подкожной клетчатки подчелюстного пространства, распространяющийся на шею и глотку, серозный лимфаденит, фибринозно-некротизирующая пневмония, слабо выраженный геморрагический диатез. Кроме того, об​наруживают возбудителя при бактериологическом и биологическом исследованиях.

Рожа обычно возникает в летний период года и характеризуется застойными явлениями кожи (рожистая эритема) и во внутренних органах, увеличением селезенки, гломерулонефритом и катаральным гастроэнтеритом. Рожу свиней диагностируют выделением возбудите​ля. Не исключено одновременное течение чумы и рожи. В этом случае диагноз ставят на ос​новании биологической пробы на чуму и бактериологического исследования на рожу.

Сальмонеллез наблюдают спорадически и энзоотически среди молодняка 1-5-мес. воз​раста. Характеризуется слабым геморрагическим диатезом, развитием в толстом кишечнике плоских рыхлых струпьев и язв, а не "бутонов", очаговыми некрозами печени. Результаты бактериологических исследований являются также основанием для дифференциации КЧС.

Грипп и парагрипп свиней исключаются вирусологическим исследованием материала, взятого из верхних дыхательных путей (наличие ГА вируссодержащего материала в первых пассажах на КЭ, гемадсорбции в культуре ткани, цитоплазматических включений при ри-ноцитоскопии). Болезнь Ауески чаще наблюдается среди поросят. Проводят вирусологиче​ские исследования и биопробу на кроликах. 

Вирусную диарею у инфицированных свиней устанавливают с помощью ПЦР, поскольку большой неструктурный протеин пестивирусов 125 кД высоко консервативен, а мажорный протеин конверта gm53 четко различается у ВКЧС и диареи КРС (52).

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

Животные-реконвалесценты приобретают стойкий иммунитет, продолжающийся не​сколько лет. Пассивный иммунитет непродолжителен - до 10-12 дн.

Применение живых вакцин. Иммунитет при КЧС обусловлен ВНА. Иммунные реак​ции, направленные на цитолиз инфицированных клеток, не «работают» при КЧС из-за от​сутствия экспрессии вирусспецифических белков на клеточной поверхности. Однако форми​рование резистентности к заражению вакцинированных свиней происходит до выявления ВНА. Лейкоциты и лимфоциты иммунизированных свиней способны лизировать аутогенные клетки-мишени (лейкоциты), интегрировавшие вирионы КЧС. Однако эти же клетки либо вовсе не вызывали цитолиз незараженных лейкоцитов, либо лизировали их в меньшей сте​пени. Поэтому весьма вероятно, что в защите от КЧС наряду с нейтрализацией вируса AT важную роль играют иммунологические реакции, опосредуемые клетками, в частности ЕК (естественные киллеры) и ЦТЛ (цитотоксические лимфоциты) (101).

С 70-х гг. в арсенале средств специфической профилактики КЧС первое мес.то занимают живые вакцины из шт. К и ЛК-ВНИИВВиМ. Лучшая из отечественных - вакцина ЛК-ВНИИВВиМ, разработанная проф. В.И.Поповьм и соавт. (102), получена на основе шт. К ВКЧС, который репродуцируется в гетерологичной системе - культуре клеток тестикулдрной ткани ягнят. Препарат обладает высокой иммуногенностью и полностью лишен вирусных контаминантов, патогенных для свиней. Вакцина не уступает по активности лучшим миро​вым аналогам - вирус вакцине GPE (Япония) и Phiverval (Франция), но и превосходит их по универсальности применения и потенциальной безвредности. Все характеристики вирус-вакцины ЛК-ВНИИВВиМ соответствуют требованиям Европейской фармакопеи и общепри​знанным мировым стандартам (35).

С помощью живой вирус-вакцины ЛК-ВНИИВВиМ можно создавать специфическую защиту от заболевания и гибели 100% вакцинированных свиней уже через 48 ч после 1-кратного внутримышечного введения ее в дозе 6,0 lg ИмД50/гол. Вакцина может быть с ус​пехом использована для обрыва инфекции в неблагополучных хозяйствах и до минимума сократить экономический ущерб (3). Вакцина из шт. К ранее репродуцировалась в организ​ме кроликов, в настоящее время её размножают в культуре клеток почки эмбриона свиньи (103). 

Во ВНИИВВиМ разработан и испытан с положительным эффектом способ пероральной вакцинации новорожденных поросят против КЧС. Единственным и обязательным условием является вакцинация тотчас после рождения до контакта с инфицированной средой и до 1-го приема молозива. Поросят допускают к соскам матки не ранее, чем через 30 мин после вак​цинации последнего поросенка. В силу строения плаценты (сендесмохориальный) ни один класс AT, циркулирующих в организме свиноматки, не передается плоду. Поросята рожда​ются от иммунной свиноматки абсолютно интактными, практически стерильными и имму-нологически компетентными. Вакцинировать подсосных поросят, уже получивших молозиво иммунных свиноматок, бессмысленно, так как при наличии колостральных AT поствакцинальный иммунитет у поросят не формируется. Вынужденная вакцинация поросят отъемно​го возраста чревата риском провокации инфекции, так как нейтрализуя остатки материнских AT, вакцина лишает поросят возможности защищаться в инфицированной среде. Следова​тельно, вакцинировать поросят до отъема еще рано, а после отъема уже поздно. Поэтому чрезвычайно важно поросенка вакцинировать перорально до сосания, т.е. практически тот​час после рождения и до контакта его с инфицированной средой, упреждая таким образом внедрение патогенного вируса (38).

При пероральном введении вакцинный вирус проникает в организм через естественные ворота инфекции, где организм биологически подготовлен к встрече с агентом, благодаря мощным лимфоидным образованиям глоточного кольца, которые сразу же запускают им​мунный процесс. Кроме того, вакцинный вирус, блокируя чувствительные рецепторы, под​чиняя метаболизм клетки и ее энергетический потенциал регулирующему влиянию генома вакцинного вируса, лишает полевой вирус обязательных условий, необходимых для проник​новения и репродукции. Срабатывает механизм упреждения. Таким образом, ни последую​щее инфицирование поросят полевым вирусом, ни массированное поступление с молозивом AT не способны прервать или повлиять на формирование полноценного (с секреторным компонентом) иммунитета против КЧС. В.Г.Витин и соавт. установили, что 1-кратной пероральной вакцинации новорожденных поросят живой вирус-вакциной (ЛК-ВНИИВВиМ) дос​таточно, чтобы защитить их от заболевания в течение всего технологического цикла выра​щивания вплоть до сдачи на мясокомбинат (3,55).

Применение инактивированных вакцин. В прошлые годы профилактика КЧС осно​вывалась на применении кристаллвиолетвакцины, которая, несмотря на ряд недостатков, в свое время играла положительную роль в санации хозяйств от данной инфекции. С 1967 г. этот препарат в хозяйствах Российской Федерации и стран СНГ не применяется, хотя мысли о возможности получения инактивированного и абсолютно безвредного препарата продол​жают поддерживаться. Так, например, Р.Д.Устаров (25) и В.И.Жестерев и соавт. (6а) пока​зали, что ВКЧС, выращенный любыми технологическими приемами, надежно инактивировался сернокислой медью (3-5 мМ) при 37°С в течение 98 ч с сохранением иммуногеиных свойств. Использование других инактивантов (глутаральдегид, димер этиленимина, тритон Х-100) не обеспечивало получения иммуногенных препаратов в нативном виде (максимальная доза АГ). Автором разработана инактивированная вакцина против КЧС, содержа​щая культуральный материал вирулентного шт. Ши-Мынь, сернокислую медь в качестве инактиванта и гидроокись алюминия. Вакцина создавала 100%-ную защиту привитых животных от контрольного заражения вирулентным вирусом (1000-10000 ЛДдо), в то время как аналогичные препараты из шт. ЛК обеспечивали, в общей сложности, 30%-ную защиту. Во Франции разработана инактивированная вакцина против КЧС. Культуральный вирус инактивировали глутаральдегидом (0,01-0,001%-иым при 25-35°С в течение 4-7 ч), а затем эмульгировали в масляном адъюванте. Во ВНИТИБП были получены опытные образцы инактивированной вакцины против КЧС из шт. Гудзон, выращенного в культурах клеток РК-15, ПЭКр и первичной культуре клеток почки поросенка. Вирус инактивировали этиленимином и эмульгировали с разными масляными адъювантами. Вакцина обеспечивала 75-100%-ную защиту в экспериментальных условиях при контрольном заражении /10000 ЛД5о (18,19). Имеется патент на вакцину, содержащую полипептид вируса КЧС (15).

О генноинженерной вакцине против КЧС. В 1991 г. было осуществлено встраивание генов гликопротеинов ВКЧС в вектор (вирус осповакцины). Полученный рекомбинантный вирус оказался высокоиммуногенным (70). На поверхности клеток зараженных ВКЧС обна​ружены гликопротеины ЕО и Е2. Устойчивыми к контрольному заражению оказались только те животные, которые были привиты рекомбинантным вирусом вакцины, экспрессирующим ЕО и(или) Е2 (51). В настоящее время получен рекомбинатный аттенуированный вирус БА, зкспрессирующий gp55 (E2) вируса КЧС. Он вызывал у свиней выраженный иммунитет против обоих вирусов. Иммунизация свиней белками ЕО и Е2, полученными в оспенно-бакуловирусных системах, также защищала свиней от летальной инфекции вирусом КЧС (48а, 48Ь,70а,76а).

Серологическая оценка поствакцинального иммунитета. Показана возможность оценки поствакцинального иммунитета по тем же тестам. Например, при помощи РДСК об​наруживали AT в 45% случаев в сыворотке свиней, иммунизированных вакциной АСВ (на 6-7-й день после вакцинации). При иммунизации живыми вакцинами ВНА в крови появля​ются на 7-10-й день, достигая пика (1:128 и выше) к концу мес.яца, и сохраняются на высо​ком уровне в течение всего периода невосприимчивости. Вакцинацию можно считать ус​пешной, если титр AT в РН флюоресцирующих микробляшек, спустя 2-5 мес.. после иммуни​зации, составляет 1:20 и выше. Серологическое обследование поголовья свиней, вакциниро​ванных против КЧС, позволяет оценивать эффективность проведенной вакцинации.

Оценка напряженности поствакцинального иммунитета проводится по титру AT. Так титр AT 1:32 и выше свидетельствует о напряженном иммунитете. У молодняка до 2-3-мес. иммунитет ненапряженный и титр AT в РНГА составлял 1:4-1:8. Через 20 дн. после вакци​нации поросят вирус-вакциной титр ВНА постепенно повышался до максимального уровня к 60-му дню, клеточной реакции не отмечено. В 3-х группах поросят, привитых штаммами, вызывающими хроническую чуму, ВНА не обнаружено, клеточный иммунный ответ наблю​дали у 4 животных из 9. Наивысший клеточный иммунный ответ был у поросят, иммунизи​рованных инактивированным вирусом. Несмотря на то, что иммунный ответ у поросят в разных подопытных группах был неодинаковым, после контрольного заражения вирулент​ным вирусом выжили все животные.

У поросят, отнятых в 7-дн возрасте от иммунных животных, пассивная защита может продолжаться свыше 2 мес.. При этом уровень иммунитета будет зависеть от времени, про​шедшего между вакцинацией свиноматки и родами. Так, поросята, рожденные от свинома​ток, вакцинированных за 10 мес. до родов, могут быть вакцинированы не ранее возраста 5 нед. Бустер-вакцинация поросят этой группы в возрасте б мес.. вызывала подъем титров AT и устойчивость к вирусу продолжительностью до 4 лет. В ряде опытов поросят, рожденных от свиноматок, вакцинированных за 1 мес. до случки, иммунизировали в возрасте 5, 7 и 9 нед. Несмотря на то, что перед вакцинацией животные имели эквивалентные титры пассив​но приобретенных AT, в последующем уровень иммунитета зависел от времени вакцинации: чем позже вакцинированы поросята, тем выше титры AT. Наилучшие результаты получены в группе поросят, вакцинированных в возрасте 9 нед.

Установлено, что при титре ВНА в РН флюоресцирующих бляшек 1:4 и выше животные устойчивы к внутримышечному заражению эпизоотическим штаммом в дозе 104 ЛДзо, при титре 1:2 - переболевают и независимо от исхода представляют опасность как вирусоносители. Однако у значительного числа вакцинированных животных ВНА к ВКЧС отсутствуют. Среди поросят 30-дн возраста AT в титре 1:16 были обнаружены лишь у 30%, у остальных их выявить не удалось. В группах доращивания серопозитивных животных было 16%, в группах откорма через 140-200 да после вакцинации серопозитивные животные составляли 50%. Вакцинация поросят от невакцинированных свиноматок в возрасте 9-90 дн. вызывала у них иммунный ответ, который характеризовался появлением в сыворотке крови ВНА, а также защитой от прямого заражения вирулентным шт. ВКЧС в полевых условиях на 12-18-й день после заражения. Высокий уровень AT в сыворотке был обнаружен у поросят через 30-40 да после вакцинации (20). Отмечено, что материнские AT не ингибируют вакцинный вирус, благодаря чему у них и формируется достаточно напряженный вакцинальный имму​нитет. Все контрольные поросята после прямого заражения пали от чумы. Следовательно, материнские AT не обеспечивают достаточно надежную защиту против вирулентных штам​мов ВКЧС. Продолжительность поствакцинального иммунитета у поросят от не привитых против чумы свиноматок продолжительнее, чем у поросят от вакцинированных свиноматок. В связи с этим поросят от вакцинированных свиноматок предпочтительнее вакцинировать в конце 1-го мес. опороса, однако при неблагополучных эпизоотических ситуациях поросят можно вакцинировать после 2-нед возраста и через месяц ревакцинировать.

Вакцинация поросят, обладающих колостральным пассивным иммунитетом, вызывала появление у них различного иммунного состояния, которое зависело от количества колостральных AT на момент вакцинации. Обнаружено, что иммунизация поросят аттенуированным шт. Тиверваль эффективна тогда, когда нейтрализующая активность сыворотки ниже уровня колостральной нейтрализующей активности. Это так называемый порог эффективно​сти вакцинации, который наступает у поросят в возрасте 30-35 дн. Авторы считают, что вакцинация поросят от иммунных свиноматок в возрасте 30-35 да надежно защищает их от заражения вирулентным ВКЧС (20, 21). Период полураспада материнских AT у поросят от свиноматок, иммунизированных за 9 и 5 мес. или за 85 дн до опороса, составлял 10 дн; AT у поросят обладали высокой или средней авидностью к АГ вируса и оказывали умеренный эффект на иммунный ответ у поросят после активной иммунизации. У поросят от свинома​ток, иммунизированных за 55 дн до опороса, период полураспада молозивных AT составлял 6 да; AT обладали слабой активностью и в значительной мере подавляли образование AT после активной иммунизации у поросят. У поросят от свиноматок, вакцинированных до супоросности, пассивный иммунитет сохранялся до 2 мес., а у поросят от свиноматок, вакци​нированных за 10 мес. до беременности, пассивный иммунитет сохранялся до 5 мес. Вакци​нация в этот срок защищала более 80% поросят. Если поросят ревакцинировали в возрасте 9 нед, то прочный иммунитет у них поддерживался в течение 4 лет.

В последние годы КЧС в хозяйствах, где проводится ежегодная плановая профилакти​ческая иммунизация животных, часто проявляется по типу персистирующей инфекции, что значительно затрудняет постановку диагноза, оценку эпизоотического статуса свинопоголовья и своевременность проведения противоэпизоотических мероприятий.

Для контроля эффективности профилактической иммунизации против КЧС И.Ф. Виш​няков и соавт. (4, 5) рекомендовали проведение серологического обследования свинопоголовья в РНФБ с использованием культуры клеток РК-15.

К серотерапии классической чумы свиней. При лечении поросят гипериммунными сыворотками получали разный исход в зависимости от стадии болезни в момент серотера​пии. Так, лечение свиней через 8 сут. после заражения не защищает их от гибели, а лечение в более ранние сроки приводит к переводу острого течения в хроническое и позволяет животным выживать в течение месяца после гибели контрольных животных. Однако у таких свиней выявляется постоянная виремия - титр вируса в лейкоцитах достигал 104 ККИД 50/млн. кл., а введение иммуномодулятора больным животным приводило к быстрому ле​тальному исходу в течение 1-2 сут. Все ингибиторы воспалительной реакции вполне способ​ны ликвидировать симптомы болезни, но не ликвидировать персистенцию вируса в клетках-мишенях - макрофагах. В то же время все активаторы воспалительной реакции (ЛПС, адъюванты, некоторые медиаторы и т.п.) усиливают симптомы болезни и ускоряют гибель сви​ней от КЧС (сверх острое течение). Разработан способ получения гипериммунных сыворо​ток к ВКЧС, позволяющий получать высокоактивные моноспецифические сыворотки крови с титрами ВНА 1:16-1:64 и более (36).

Химиотерапия КЧС. Во ВНИИВВиМ (32) впервые установили эффек​тивность нетрадиционной химиотерапии. Применение больным животным комплекса пре​паратов, обладающих противо-воспалительным и антибактериальным действием (фарма комплекс Анти-КЧС) не позднее 7 сут. после заражения вирулентным ВКЧС в дозе 20000 ЛД50 животное приводило в 100% случаев к клиническому выздоровлению подсвинков в те​чение 2-4 сут. после начала лечения. После выживания поросят в критический период (7-11 сут. после инфекции) уровень постинфекционных ВНА у них достигал на 14-е сут. защитного титра (4 log2 ) и обеспечивал напряженный и продолжительный иммунитет. Однако следует иметь в виду, что переболевшие подсвинки представляют определенную опасность как по​тенциальные вирусоносители и должны выбраковываться. Стоимость полного курса терапии летально инфицированных свиней указывает на вполне реальную экономическую целесооб​разность данного мероприятия в индивидуальном порядке.

Предложена новая концепция патогенеза КЧС, на основе которой разработаны способы обострения хронической болезни и основы патогенетической терапии летально инфициро​ванных животных. Установлено, что использование активаторов воспалительной реакции позволяет переводит хроничекое течение болезни в острое, что может иметь диагностиче​ское значение при КЧС. Разработан эффективный фармакомплекс "Анти-КЧС", позволяю​щий добиваться лечебного эффекта в 100% случаев при применении не позднее, чем за 4 сут. до гибели животных (32).

Ветеринарно –санитарная оценка. Туши и продукты убоя от больных и подозрительных по заболеванию выпускать в сыром виде запрещается. При наличие дегенеративных или других паталогических изменений в мускулатуре тушу с внутренними органами направляют на утилизацию. При отсутствии паталогиеских изменений направляют  образцы на бактериологическое исследование на сальмонеллёз. В случае обнаружения сальмонелл  внутренние органы утилизируют, а тушу направляют на проварку. При отсутствие сальмонелл  разрешается перерабатывать на  варёные, варёно –копчёные колбасы , консервы или проварку.
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                                         Семейство: Coronaviridae

Таксономическая структура семейства:

Род:
Coronavirus, Torovirus.

Биологические особенности:

Коронавирусы вызывают инфекцию у многих млекопитающих, включая человека. Поражают респираторный и желудочно-кишечный тракты и нервную систему. Не арбовирусы.

Торовирусы инфицируют копытных и человека, вероятно, также, и плотоядных. Не арбовирусы.

Антигенное родство:

Определены 3 или 4 основных антигенных детерминанты. ВН-антитела вырабатываются на S, HE, N и M белки.

Морфология:

Форма: плеоморфны, чаще сферической формы.

Торовирусы имеют дисковидную, почковидную или палочковидную форму. Вирион содержит липидную оболочку. На поверхности имеются выступы (отростки), нуклеокапсид в виде трубочки (торо-) или спирали (корона-).

d 120-160 нм, Mr 400 ( 106, плав. пл. в сахарозе 1,15-1,19 г/см3, в CsCl 1,23-1,24 г/см3,

S20w 300-500.

Геном:

РНК односпиральная, линейная, позитивная, размер у корона- и торовирусов – 30 и 20 kb соответствено.

Род Corona–

Типовой вид: вирус инфекционного бронхита птиц.

N-протеин намного крупнее, чем у торовирусов. HE-гликопротеин присутствует у многих вирусов.

Виды (12):вирус инфекционного бронхита птиц, вирус трансмиссивного гастроэнтерита свиней

вирус эпидемической диареи свиней, вирус гемагглитинирующего энцефаломиелита свиней

коронавирус КРС, коронавирус собак, вирус инфекционного перитонита кошек

короновирус человека 229Е, короновирус человека ОС43, вирус гепатита мышей, коронавирус крыс, коронавирус индюков.

Род: Toro-

Нуклеокапсид трубчатый. Форма вириона диско-, почко– или палочковидная. N-протеин небольшой, М-протеин не гликозилирован. Имеет 30-35% идентичности по аминокислотному составу с коронавирусами по НЕ-протеину.

Виды:
Berne virus, Breda virus.

Род: Artеrivirus

Типовой вид: вирус артерита лошадей.

Биологические особенности.

Артеривирусы инфицируют лошадей, мышей, обезьян, и свиней. Вирус артериита лошадей вызывает аборты, некрозы в мышечных клетках мелких артерий. Первичные клетки хозяина– макрофаги. Часто наблюдается персистентная инфекция. Распространение горизонтальное (аэрогенно, половым путем, через укус) и, для EAV, со спермой.

Виды (4):
вирус артерита лошадей, вирус подъема лактат-дегидрогеназы, вирус респираторно-репродуктивного синдрома свиней, вирус геморрагической лихорадки обезьян.

Морфология:

Вирион состоит из изометрического нуклеокапсида диаметром 35 нм, окруженного липидосодержащей оболочкой с круго-подобными поверхностными структурами по 12-15 нм. Форма сферическая.

d 60 нм., плав. пл. в CsCl 1,17-1,20 г/см3, в сахарозе 1,13-1,17 г/см3, S20w 200-300.

Геном:

РНК, 1 молекула, односпиральная, линейная, позитивная.

Размер 13 kb.

Антигенные особенности:

Антигенное родство между вирусами артерита лошадей, подъема лактатдегидрогеназы мышей и РРСС не выявлено.

Сходство с другими таксонами:

Члены рода Arterivirus имеют организацию генома и стратегию репликации сходные с таковыми вирусов семейства Coronaviridae. Однако есть значительные различия. Геном артеривирусов (13 kb) и вирион составляют всего лишь 1/2 размеров, характерных для коронавирусов. нуклеокапсид артеривирусов изометрический и их поврехностные выступы относительно мелкие и неразличимые.Структура протеинов поверхностных выступов артеривирусов не включает спиралевидные структуры и они значительно мельче. Полипептиды M и N также мельче, чем таковые в семействе коронавирусов.

ИНФЕКЦИОННЫЙ ГАСТРОЭНТЕРИТ СВИНЕЙ

Transmissible Gastroenteritis (TGE) (англ.); 

Gastroenteritis infectiosa suum (лат.);

Transmissible Gastroenteritis des Schweines, 

Virusdiarrhea der Schweine (нем.)

Инфекционный гастроэнтерит свиней (ИГС) (трансмиссивный гастроэнтерит свиней -ТГС, болезнь Дойла и Хитчингса) - остро протекающая высококонтагиозная болезнь, глав​ным образом поросят до 3-мес возраста, проявляющаяся рвотой, тяжелой диареей и высокой смертностью (часто до 100%) среди поросят до 2-нед возраста (101).

ИГС первыми описали Дойл и Хитчингс (США) в 1946 г. Вспышки его отмечены в Японии (1956), Великобритании (1957), Канаде (1964) и во многих странах Европы, в т.ч. в странах СНГ. Показано, что 19-54% свиноферм Европы и Северной Америки серопозитивны по ТГС (46). Распространенность в большинстве европейских стран составляет около 100%. Эта ситуация обусловлена респираторным вариантом вируса ИГС, названным респи​раторным коронавирусом свиней (РКВС), который быстро распространился с 1986 г. (32, 88,89, 90а). Экономические потери весьма значительны (19, 78, 81, 92, 93). Они складываются из высокой смертности новорожденных поросят, низкой эффективности лечения, сложности предупреждения заноса вируса в весеннее время, поскольку существенную роль в этом играют птицы, особенно скворцы. Эффективность коммерческих вакцин весьма ограничена (82, 83,100 ).
Симптомы и патологоанатомические изменения. Вирус поражает поросят до 3-нед. возраста. В более старшем возрасте они переболевают без летального исхода. У больных кормящих свиноматок снижается продукция молока. Болезнь клинически проявляется отсутствием аппетита, рвотой, диареей (беловатые, желтоватые или зеленоватые пенистые фекалии), обезвоживанием, слабостью и высоким падежом. Инкубационный период у 1-5-дн. поросят длится 12-18 ч, погибают все заболевшие. У 6-10-дн поросят инкубационный период - 18-36 ч, смертность среди них достигает 67%. С возрастом животных инкубационный период увеличивается, смертность уменьшается. Относительно высокая чувствительность к вирусу ИГС может быть связана со снижением цитотоксичности лимфоцитов в отношении клеток, инфицированных вирусом у свиноматок при опоросе, а также отсутствием цитотоксичности лимфоцитов у поросят в течение 1-й нед. после рождения (35). В этих условиях по​росята могут быть защищены только AT матери, полученными с молозивом и молоком. Кроме энтероцитов, поражение которых сопровождается атрофией ворсинок тонкого отдела кишечника, клетками-мишенями для вируса могут служить альвеолярные макрофаги (70), а также клетки миндалин и др. органов. В клетках миндалин больных поросят АГ ВИГС вы​являли даже чаще, чем в клетках тощей кишки.

Различают 3 стадии болезни: предклиническую, клиническую и выздоровления. В предклинической стадии наблюдают снижение аппетита, сонливость, повышенную жажду, ино​гда лихорадку (41-41,5°С) и рвоту. Клинический период характеризуется сильной диареей с выделением газов. Фекалии серо-красного или жёлто-зелёного цвета, выделяются самопро​извольно. Стадия выздоровления более длительная. Заболевшие поросята испытывают сильную жажду, пьют много воды и сосут молоко, которое в непереваренном виде выходит с жидкими фекалиями. Потеря жидкости ведёт к сильному обезвоживанию организма, вследствие чего развиваются метаболический ацидоз и другие изменения в электролитиче​ском балансе крови. Смерти обычно предшествует кома, наступающая на 3-й день. У вы​живших поросят через 3-4 дня начинается регенерация ворсинок, диарея прекращается. Бо​лезнь длится 2-5 дн, смертность снижается по мере увеличения возраста поросят. Возрас​тной фактор также влияет на продолжительность и тяжесть болезни. У свиноматок, зара​жённых при контакте с больными поросятами, повышается температура тела, исчезает ап​петит, отмечаются депрессия, умеренная диарея и прекращение лактации. Выздоровление наступает через 7-10 дн. Выжившие поросята отстают в росте. Иногда к желудочно-кишечным расстройствам присоединяется энцефаломиелит с гиперестезией. От 43 до 98% взрослых свиней в различных странах имеют к вирусу ВНА. Материнские AT исчезают у поросят к 15 нед. жизни. Затем появляются активно выработанные AT за счёт инаппарантно перенесённой инфекции под защитой материнских AT. Вирусный гастроэнтерит, в основ​ном, протекает в ассоциации с бактериальными инфекциями и чаще с колибактериозом (37,9%), вызываемым шт. 0-138, 0-103, 0-78, 0-86 и 0-1. Необходимо учитывать, что РКВС обычно вызывает субклиническую респираторную инфекцию. Лихорадка наблюдалась по​сле интратрахеального заражения, тогда как другие исследователи наблюдали пневмонию со смертельным исходом (85, 110, 111), а также выраженную потерю массы у 90-дн поро​сят, что не наблюдалось у 15-нед свиней.

Патизменения у поросят-сосунов, павших в первые 3 дня жизни, наблюдают, главным образом, в желудке и тонком кишечнике. В желудке небольшое количество свернувшегося молозива, слизистая его набухшая, покрасневшая, местами ослизневшая. Аналогичные из​менения и в тонком кишечнике. У поросят 2-нед возраста картина вскрытия более выраже​на. Труп истощен, конъюнктива, слизистые носовой и ротовой полостей бледные, с синюш​ным оттенком, скелетные мышцы вялые, суховатые. На ушах, брюхе, шее часто появляются красно-фиолетовые пятна. Слизистая оболочка дна желудка резко гиперемирована, набух​шая, покрыта слизью, иногда усеяна точечными кровоизлияниями, местами эрозирована и изъязвлена. Тонкий кишечник растянут газами, заполнен жидким содержимым, в состоянии катарального или катарально-геморрагического воспаления. Слизистая тонкого кишечника полнокровна или в состоянии катарально-геморрагического воспаления. Брыжеечные, пор​тальные, почечные и желудочные лимфоузлы набухшие, сочные, селезенка полнокровна. Печень бледная или пятнисто окрашена, дрябловатой консистенции. Почки бледные, иногда с мелкими кровоизлияниями под капсулой. Слизистая мочевого пузыря набухшая, усеяна кровоизлияниями. Сердце увеличено, миокард серого цвета, дрябловатый, под эпи- и эндо​кардом по ходу сосудов мелкие кровоизлияния. Легкие без особых изменений или несколько полнокровные. Оболочки головного мозга гиперемированы, вещество мозга иногда размяг​чено, отечно, с мелкими кровоизлияниями. У подсвинков и взрослых свиней картина вскры​тия сходна с таковой у 2-нед поросят, но слабее выражена.

У поросят, погибших через 1-3 дня после рождения, в желудке и тонком кишечнике ус​танавливают слизистую дистрофию и некроз эпителиальных клеток, полнокровие и отек со​единительно тканной пластинки и подслизистого слоя кишечника. У поросят 2-нед возраста обнаруживают более глубокие изменения. В желудке - полнокровие и кровоизлияния, дис​трофия покровных клеток, обширные эрозии и некрозы, окруженные клеточными инфильт​ратами из лейкоцитов. Часто отмечают серозный или фибринозный гастрит. В тонком ки​шечнике гиперемия, гиперсекреция, вакуолизация, некроз и десквамация эпителия ворсинок вплоть до полного их оголения. Большая часть ворсинок атрофирована и деформирована. Собственный и подслизистый слои гиперемированы, отечны, часто с кровоизлияниями, ин​фильтрированы лимфоидными, эозинофильными и плазматическими клетками. В толстом кишечнике гиперемия, иногда дистрофия и некроз клеток эпителия крипт. Селезенка и лим​фоузлы инфильтрированы эритроцитами, строма их отечна. В печени гиперемия, зернистая дистрофия гепатоцитов и нарушение балочного строения, в почках зернистая дистрофия канальцевого эпителия, в сердце изменения тинкгориальных свойств саркоплазмы мышечных волокон, отек межмышечной соединительной ткани. В головном мозге находят пёриваску-лярные лимфоцитарные "муфты", очаги пролиферации глии (2). 

Патогенез. Попадая в организм через ЖКТ или органы дыхания, вирус проникает в эпителий тонкого кишечника. Размножаясь в цитоплазме клеток ворсинок слизистой обо​лочки, он вызывает дегенерацию и некроз их. Под влиянием продуктов распада этих клеток и токсинов происходит нарушение гемодинамики и усиливается проницаемость стенок мик​роциркулярного русла, что способствует проникновению части вируса в кровь. Однако ос​новная масса вируса локализуется в эпителии кишечника, вызывая дистрофию, некроз и де-сквамацию клеток ворсинок, из-за чего последние укорачиваются (атрофируются). Наиболее выраженный некроз клеток и атрофию ворсинок отмечают в каудальной части 12-перстной, тощей и подвздошной кишок. Названные изменения эпителиальных клеток являются при​чиной острого нарушения процессов пищеварения, диспепсии, диареи и обезвоживания, на​рушения обмена веществ. Отмечают ацидоз, общую интоксикацию и гибель животных.

Распространение вируса ИГС по эпителию кишечника происходит путем выделения ви​руса из инфицированных клеток в просвет кишечника, а затем заражаются близлежащие клетки через апикальный домен (98). При инфекции РКВС атрофии сосочков тонкого ки​шечника не наблюдается. Однако в легких развивается интерстициальная пневмония у большинства инокулированных животных (39,86, 111).

ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Вирусную этиологию подтвердил Doyle и Hutchings (1946), когда они описали фильтруемость этиологического агента (45). Вирус относится к семейству Coronaviridae роду Coronavirus (14,105). Вирус инфекционного гастроэнтерита свиней (ВИГС) впервые выделил и описал японский исследователь Тайима (1970). Помимо ВИГС, к коронавирусам сви​ней также относятся ГА-вирус энцефаломиелита и вирус эпизоотической вирусной диареи. Последняя протекает несколько легче. Видимо, к группе эпизоотической вирусной диареи следует отнести вирус КВ-777, вызывающий массовые вспышки диареи у свиней разных возрастов и индуцирующий образование АГ в цитоплазме тонкого и толстого кишечника. При электронной микроскопии его обнаруживают в содержимом кишечника и фекалиях больных поросят.

Морфология и химический состав. ВИГС оболочечный, плеоморфный, диаметром 60-160 нм (55), имеет один слой булавообразных отростков на поверхности проек​ции длиной 12-25 нм (105). РНК, экстрагированная из вирионов, обладает инфекционностью (28). Плавучая плотность ви​рионов в градиенте сахарозы составляет 1,18-1,20 г/см3 (28, 66). Фосфо- и гликолипиды, ин​корпорированные в оболочку, имеют клеточное происхождение, таким образом, оболочка вириона клеточнозависимая. ВИГС содержит 3 главных структурных белка: нуклеокапсидный белок (N), мелкий оболочечный гликопротеин (М) и большой гликопротеин пепломеров (S) (106). В зрелом вирионе N-протеин "вплетен" в вирусную РНК, образуя рибонуклеопротеидный комплекс. 

Устойчивость. Вирус чувствителен к эфиру, хлороформу и дезоксихолату натрия, ус​тойчив к трипсину. Не подавляется ДНК-ингибиторами. Инактивируется 0,03%-ным р-ром формалина, 1%-ным Lysovet (смесь фенола и альдегида), 0,01%-ным р-ром р-пропио лактона, гипохлорита натрия, едкого натрия, йода (31). Изучена сравнительная термическая инак-тивация 2-х штаммов вируса инфекционного гастроэнтерита Perdue и ДОЗ. Возбудитель ус​тойчив к замораживанию. В замороженном виде вируссодержащий материал сохраняется 5-8 нед, при -18°С - до 18 мес, при -20, -40 или -80°С - 365 дн; при нагревании до 56°С инактивируется за 30 мин и до 50°С в присутствии 1М MgCLz - за 1 ч, при 37°С полная потеря инфекционности наступала через 4 дн. Устойчив к рН (4-9). В жидком кале на солнце инактивируется за 6 ч, в тени - за 3 дня. Амантадин и пуромицин тормозят репродукцию вируса. ВИГС стабилен в желчи поросят при рН 3,0 (69, 80, 80а), сохраняющую его инфекционность в тонком кишечнике.

Антигенная структура. В виру​се ТГС выявлены 4 АГ-сайта (А, В, С и D) и идентифицировано 11 эпитопов, 8 из которых вируснейтрализующие.

 У коронавирусов свиней и собак в протективном белке обнаружено, по крайней мере, одна общая АГ-детерминанта, обеспечивающая практически одинаковую защиту поросят при иммунизации матерей гомо- и гетерологичным вирусом (120). 

Антигенная вариабельность. Штаммы вируса, выделенные от животных в разных странах, серологически идентичны, хотя в последние годы появились варианты. Существует иммунологическое различие между кишечным и культуральным ВИГС. Кишечный вирус содержит АГ А. В 1977 г. установлено АГ-родство ВИГС с ВИПК, а также коронавирусом собак (КВС). Вирус ИГС имеет 1 серотип, не имеет связей с вирусом энзоотической диареи свиней и ГА-вирусом свиней (41). Выделенный недавно респираторный коронавирус свиней (RSCV/PKBC), получивший широкое распространение в ряде западноевропейских стран, оказался в АГ-отношении тесно родственным ВИГС. Главным отличием его является ис​ключительный пневмотропизм при отсутствии энтеропатогенности (65). В АГ-огношении оба вируса сходны между собой и имеют одинаковые нейтрализующие эпитопы во всех ви-рионных белках (N, S, М). Однако монАТ, специфичные к белку S ВИГС, распознают РКВС (88, 89). Вирус эпизоотической диареи свиней по всем свойствам является типичным короновирусом, хотя и не обладает АГ родством с другими представителями семейства коронавирусов (47, 89). Исследована степень родства ВИГС и РКВС по уровню индукции специ​фических реакций клеточного иммунитета и защиты против контрольного заражения поро​сят. ВИГС не имеет АГ родства с 2-мя другими коронавирусами свиней: ГА-вирусом энцефаломиелита (PEDV) и вирусом эпидемической диареи поросят (CV777) (90). Энцефалит, обусловленный ГА-вирусом, регистрируется в Европе и на Тайване, AT выявлены на огра​ниченном поголовье взрослых свиней в США (42). ВИГС, КВС и ВИПК АГ связаны (97, 118). Подтверждено, что эти 3 вируса могут представлять ряд мутантов исходного вирусного штамма (62). Перекрестная реакция имеет место также на уровне структурных белков S, N и М в реакциях радиоиммунопреципитации, иммуноблотинга, ИФА (62). Аналогичные пере​крестные реакции со структурными белками ВИГС и РКВС наблюдали с использованием поликлональной сыворотки в иммуноблотинге (34).

Локализация вируса. В клетках тонкого кишечника заражённого поросёнка вирус раз​множается в течение 2 нед, а с калом выделяется 7-10 дн. после клинического выздоровле​ния. В достаточно высокой концентрации он накапливается в эпителии тонкого кишечника, содержимом ЖКТ и ткани лёгких. Вирус, попавший в организм с кормом, благодаря кислотоустойчивости проходит в желудок и размножается в тонком кишечнике, разрушая эпите​лий ворсинок. Другие клетки не повреждаются. Вирус локализуется в цитоплазме цилинд​рических клеток ворсинок тонкого кишечника. Поражённые клетки обнаруживают уже через 5 ч после заражения. Через 9-12 ч происходит повторный цикл его репликации, и через 16-18 ч в большинстве клеток отмечают специфическую ИФ. Через 24 ч происходит атрофия ворсинок, а спустя 3 дня - регенерация клеток, которая завершается на 7-й день.

Больные и переболевшие свиньи являются вирусовыделителями до 2 мес. Концентрация вируса в экскрементах особенно высока в начале болезни и в период её развития (106 -107 ИД50/мл). В крови и паренхиматозных органах его обнаруживают в продромальный период при первом повышении температуры тела. При развитии виремии он выявляется в парен​химатозных органах, а также в слизистой носа, трахеи, миндалинах, в более низком титре - в крови. У взрослых свиней вирус редко обнаруживают в органах пищеварения и дыхания, а также в региональных лимфоузлах. В лимфоцитах он не реплицируется. Из организма больного животного вирус выделяется, в основном, с калом и в меньшей степени с мочой и экскретами. Во внутренних органах и лимфоузлах животных-реконвалесцентов он может переживать многие месяцы и годы. Равновесие вирус - хозяин может быть нарушено стрессовыми воздействиями. Поросята, заражённые в возрасте 5 нед, оставались вирусоносителями в течение 104 дн. Установлено, что заражение супоросных свиноматок за 2-3 нед. до опороса приводит к массовому заболеванию и высокой смертности их поросят. При заражении маток за 1,5-2 мес до опороса поросята остаются здоровыми в течение всего подсосного периода. После отъёма от матерей они легко переболевают, смертность незначительная. У экспериментально заражённых поросят наблюдали вирусоносительство в течение 2,5 мес (срок наблюдения).

Антигенная активность. Вирус ИГС обладает выраженной АГ активностью и индуци​рует синтез ВНА, активность которых обусловлена IgA, а при иммунизации - IgG. В молозиве, а затем в молоке свиноматок- ре-конвалесцентов, такие AT присутствуют в течение нескольких недель. Поросята от перебо​левших или ранее инфицированных в естественных условиях свиноматок устойчивы к за​болеванию, если они сразу после рождения и не реже, чем через каждые 4 ч потребляют та​кое молозиво или молоко. Пассивный иммунитет против кишечной инфекции обусловлен IgA молока. Титры AT в молозиве и молоке инфицированньк свиноматок выше, чем в сы​воротке крови. Значительный уровень IgA обнаруживается в молозиве и молоке только по​сле поедания свиноматками вируссодержащего материала. Возможный механизм, объяс​няющий это явление; - АГ-сенсибилизированные иммуноциты из Lamina propria кишечного тракта заселяют молочную железу. Субъединичный компонент ВИГС (гликопротеин), буду​чи выделенным из вирионов с помощью ультразвука и отделенным из остальных вирусньк компонентов (с помощью изопикнического центрифугирования), способен при внутримы​шечном введении защищать поросят. У вакцинированных животных развивался гумораль​ный иммунный ответ (53, 53а). Экспериментальная инфекция. Вызывается введением вируса per os или интраназально. Наиболее восприимчивы поросята - сосуны в возрасте от 1 до 15 дн, хотя во многих случаях болезнь удаётся воспроизвести и у взрослых животных. Заражение легко удаётся только при введении материала per os. Поросят 1-5-дн возраста можно заразить интраназально; очевидно, что при интразанальной инсталляции материала около 90% его попадает в ЖКТ. При парентеральных методах заражения воспроизвести болезнь обычно не удаётся или требуются для этого в 1000 раз большие дозы вируса, чем при оральном инфицировании. Морские свинки, белые мыши и мышата-сосунки 1-5-дн возраста, кролики, хомячки к ВИГС нечувствительны.

Культивирование. Вирус размножается в первичных культурах клеток тестикул, кожи, лёгких, щитовидной железы, тощей, подвздошной кишок, эпителии слизистой оболочки но​совой полости и в перевиваемых клетках тестикул поросёнка, не вызывая в первых пасса​жах ЦПД, а также в органных культурах пищевода. Редко полевые изоляты вызывают дест​рукцию клеток в первом пассаже; ЦПД появляется лишь после предварительной адаптации вируса. Адаптированный к культуре клеток, он быстро размножается и разрушает их в тече​ние 2-4 дн., в зависимости от дозы. Вирус хорошо культивируется в суспензионной культуре линии клеток почки поросенка ППК-66б. Эта культура оказалась высокопродуктивной сис​темой для крупномасштабного производства вакцинного штамма ВИГС (15). 

Гемагглютинирующие свойства. Установлена ГА активность вируса в отношении эритроцитов цыплят, морских свинок и КРС. Однако только вирус, размноженный в культу​ре клеток ППС, обладал ГА-активностью, не влияющей на иммуногенность. Не установлено разницы в индукции ВНА и выраженности протективного иммунитета при использовании ГА и не ГА вируса. ГА активность коронавирусов связана с 4-тым структурным белком .

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источники и пути передачи инфекции. Эпизоотологическая характеристика ИГС представлена в обзорах (92, 93). Различают 3 формы инфекции: эпизоотию, энзоотию и ин​фекцию, обусловленную РКВС, серологически тестируемым как ИГС (79, 88, 89). Основной источник инфекции - животные, находящиеся в инкубационном периоде, больные и перебо​левшие (в течение месяца). Инфекция передаётся с кормами, тарой, транспортом, навозом и субпродуктами. Вирус выделяется из молока инфицированных животных в течение острой фазы заболевания. В носовых истечениях он обнаруживается в течение 10 дн. после зараже​ния (85, 116). Особенно опасны фекалии больных животных. Инфекцию могут распростра​нять собаки и лисицы, так как вирус размножается в кишечнике. Вирус может передаваться домашними мухами (Musca domestica) (53). Из гомогенатов тонкого кишечника мух его удавалось выделять в течение 104 дн. после заражения, из органов дыхания - 11 дн. В орга​низме экспериментально зараженных поросят разновозрастных групп вирус выделяется из кишечника, печени, селезенки, фекалий, легких через 12 ч после заражения и сохраняется до 20 дн. (срок наблюдения), что свидетельствует о том, что поросята могут быть носителями вируса и источником инфекции (4, 5).

Серологические исследования, проведенные в Бельгии в 1984 г, неожиданно показали значительное увеличение числа носителей AT к ВИГС на фоне отсутствия вакцинаций или клинических признаков ИГС. Не энтеропатогенный вирус, АГ родственный ВИГС, оказался этиологическим агентом этого явления и был выделен в культуре клеток (90а). Вирус инфи​цировал эпителиальные клетки респираторного тракта и альвеолярные макрофаги. При экс​периментальном заражении инфицировал только некоторые не идентифицированные клетки тонкого кишечника, при этом вирус ограниченно обнаруживался или вовсе отсутствовал в кале (39, 40, 86). У поросят продуцировались AT, которые нейтрализовали ВИГС. Вирус широко распространен в Европе: Бельгии, Англии, Франции, Нидерландах, Германии (32, 59, 65, 71а, 89). В Дании и США также регистрируется заболевание (61, 89,116). Инфекция РКВС персистирует в закрытых фермах с циклическими эпизоотическими вспышками даже на фоне пассивных сывороточных AT.

Спектр патогенности в естественных условиях. В естественных условиях к вирусу восприимчивы свиньи и собаки; новорождённые поросята в 2-1000 раз восприимчивее, чем свиньи, достигшие убойной кондиции. У собак отмечали потерю аппетита, понос, рвоту и гипертермию. Вирусом, выделенным от больных собак, заражали недельных поросят. Соба​ки могут быть носителем вируса и инаппарантным источником для восприимчивых свиней. КВС, ВИГС и ВИПК входят в одну группу антигенно родственных агентов, отличающихся от других членов семейства коронавирусов по РН и ИФ. В естественных условиях установ​лено существование штаммов ВИГС различной вирулентности. Вирусы ИГС, ИПК и КВС отличаются по патогенности для новорожденных поросят. Вирулентный ВИПК вызывает такие же симптомы заболевания, как и ВИГС. КВС не вызывает клинические признаки за​болевания. До сих пор нет сообщений о естественном заражении поросят ВИПК или КВС. У поросят, экспериментально зараженных ВИПК или КВС, не образуются AT к ВИГС.

ДИАГНОСТИКА

Диагноз ставят на основании эпизоотологических данных, симптомов болезни и резуль​татов лабораторных исследований. Лабораторная диагностика включает изоляцию вируса из органов погибших поросят, идентификацию его в РН и РИФ в культуре клеток и выявление специфических AT в сыворотках крови больных и переболевших животных. В качестве экс​пресс-диагностики используют РИФ для обнаружения вирусного АГ в органах животных.

Выделение вируса. Взятие и подготовка материала. Для исследования в лабораторию направляют тонкий кишечник (тощую и подвздошную кишки с содержимым) и мезентериальные лимфоузлы от поросят в начальной стадии проявления клинических признаков болезни (первые часы диа​реи). Кроме того, целесообразен отбор органов и тканей (кусочков лёгкого, печени, селезён​ки, почек, головного мозга). Патологический материал от трупов, пролежавших более 2 ч после гибели, для исследования не пригоден. Материал необходимо брать от 8-9 больных поросят 3-5 поражённых помётов (по 2-3 поросёнка из помёта). От каждого поросёнка берут пробы массой 10 г. Отрезок кишки длиной 10-12 см перевязывают и берут с содержимым. Пробы патматериала доставляют в лабораторию в плотно закрытых стеклянных флаконах, помещенных в сосуд Дъюара с жидким азотом или в термос с сухим льдом. Для серологи​ческих исследований направляют парные сыворотки крови от свиноматок, в помётах кото​рых болеют новорождённые поросята, взятые с интервалом в 21 день. Вируссодержащий материал сохраняют в активном состоянии в течение нескольких лет при температурах ми​нус 20:-70°С. При -28°С вирус остаётся активным около 3,5 лет. При 4°С он может сохра​ниться в течение 1-го мес. В связи с фоточувствительностью вируса все вируссодержащие материалы следует защищать от действия света. С целью длительного сохранения патологи​ческий материал (фрагменты кишечника) можно замораживать до -30:-70°С и использовать по мере надобности в течение 2-3,5 лет. Для вирусологических исследований оттаиванию подвергают лишь необходимую часть патологического материала. Исходный материал ста​раются постоянно держать в глубоко замороженном состоянии. Упаковка должна надёжно предохранять материал от какого-либо воздействия на него жидкого азота. Для выделения вируса из органов поросят (отдельно паренхиматозных органов и кишечника) готовят 10%-ную суспензию на р-ре Хенкса по общепринятой методике и после проверки её на стериль​ность используют для заражения чувствительной системы (культура клеток, поросята).

Заражение культуры клеток. Выделение вируса проводят на первичных и перевивае​мых линиях клеток поросят (почек, щитовидн.ой и слюнных желез, тестикул). Материалом каждой пробы инокулируют не менее 4-8 пробирок с культурой клеток. Для исследования методом ИФ заражают культуру клеток, выращенную на стеклышках. Её просматривают ежедн.евно в течение 5-7 сут. При отсутствии ЦПД в первом пассаже проводят 5-7 последо​вательных пассажей. Обычно ЦПД вируса наступает через 2-7 пассажей и характеризуется набуханием, утолщением с последующим укорочением и округлением клеток до полного разрушения монослоя. Идентификацию выделенного вируса проводят в РИФ и РН.

Заражение восприимчивых животных. В связи с наличием большого количества штаммов ВИГС, не обладающих ЦПД, биопроба на восприимчивых поросятах - надежный метод выделения вируса. У зараженных животных вирус сравнительно легко удается выде​лить из фекалий, одн.ако в наивысших концентрациях он содержится в слизистых оболочках тонкого кишечника, особенно двенадцатиперстной и тощей кишок. Уже через 24-72 ч после клинического проявления болезни титры вируса в этих тканях достигают 106 -107 ИД50 /г. По​этому, если необходимо выделить вирус, поросят убивают через 24 ч после появления диа​реи и полученные от них материалы (содержимое и соскобы слизистой тонкого кишечника) подвергают вирусологическому исследованию. В крови и почках поросят вирус удается об​наружить через 24-48 ч после заражения, но титры его обычно низкие – 101 -102 ИДдо/г, лишь изредка концентрация вируса в почечной ткани может достигать 105 -106 ИД50/г.

У новорожденных поросят, зараженных интраназально, через 2 ч после заражения вирус может быть обнаружен в ткани легких (титры до 104 ИД50/г), а у поросят, зараженных ин​траназально в 6-дн. возрасте, вирус может быть обнаружен в слизистой оболочке носа (титры до 104 ИД50/г). Для подтверждения диагноза важно также исследование в РН парных сывороток, 1-ую из них берут на 3-5-й день после начала болезни, а 2-ую (от выживших жи​вотных) - через 1-2 нед..

Для биопробы можно использовать супоросных свиноматок за 3-5 дн. до опороса. Сви​номатку заражают 10%-ной суспензией, приготовленной из пораженных стенок тонкого ки​шечника вынужденно убитых больных поросят, или вируссодержащей культуральной жид​костью. Исследуемый материал вводят per os в количестве 10 мл. Контролем служит 2-я су​поросная свиноматка. Биопробу считают положительной, если через 24 ч (реже через 48 ч) поросята, родившиеся от зараженной свиноматки, заболевают с клиникой ИГС. В сомни​тельных случаях проводят исследования органов от вынужденно убитых в агональном со​стоянии поросят подопытной группы на наличие вируса методами РИФ и РН.

Индикация и идентификация вируса

ИФ. Её используют для быстрой индикации и идентификации АГ ВИГС в культуре кле​ток, инфицированных вирусным материалом, а также мазках-отпечатках, гистологических срезах патологического материла (фрагментов тонкого кишечника) от животных, естествен​но-больных или заболевших после экспериментального заражения. РИФ применяют в пря​мом и непрямом вариантах по общепринятым методикам. ИФ считается положительной при наличии в препаратах ярко-зеленого свечения клеток или цитоплазмы с ярко светящимися гранулами разного размера при отсутствии флюоресценции в контрольных препаратах. Свечение лейкоцитов и дегенеративно измененных клеток не учитывается. Выявление виру​са может быть успешным, если исследования проводятся на поросятах не поздн.ее чем через 24 ч после их заболевания. Наибольшее количество флюоресцирующих эритроцитов обнаруживают до и с наступлением диареи, позже число их невелико. Наиболее эффективным методом диагностики болезни оказалось исследование в РИФ замороженных срезов тощей кишки животных, убитых в период острой фазы заболевания. Одн.ако, по мнению других исследователей, метод мазков-отпечатков миндалин с помощью прямой РИФ превосходит исследования тощей кишки. 

Для ИФ диагностики ИГС применяли меченый конъюгат против вирусного перитонита кошек. Такие конъюгаты готовили из перитонеальной жидкости больной кошки с титром AT в жидкости не ниже 1:2560. Конъюгат анти-ВИГС получают из иммунной сыворотки поросят, свободн.ых от патогенной микрофлоры, титр AT 1:256. При исследовании срезов слизистой оболочки тонкого кишечника поросят, зараженных вирусом, получены одинако​вые результаты с конъюгатом анти-ВИПК и анти-ВИГС равной интенсивности свечения. При исследовании с помощью конъюгата анти-ВИГС срезов селезенки кошек, зараженных ВИПК, получены отрицательные результаты. Это свидетельствует об одн.остороннем анти​генном родстве между этими вирусами. Таким образом, для диагностики ИГС можно с ус​пехом использовать конъюгаты анти-ВИПК. Поскольку наличие у кошек AT к вирусам сви​ней маловероятно, перитонеальная жидкость, полученная при заражении вирусом перитони​та, может служить хорошим препаратом для изготовления диагностического конъюгата. Конъюгаты к ВИГС, полученные из иммунной сыворотки поросят, могут давать неспецифи​ческую флюоресценцию.

Для диагностики ИГС ИФ в качестве источника AT предложено иммунное молозиво. Показано, что концентрация иммуноглобулинов в молозиве даже выше, чем в сыворотке крови. ИФ как метод диагностики имеет ряд проблем, главная из которых наличие перекре​стной реакции с ВИПК, КВС и РКВС. Поликлональные AT не дифференцируют ВИГС и РКВС, некоторые монАТ реагируют с ВИГС и не реагируют с РКВС. Такая дифференциа​ция может быть проведена как в ИФ, так и в ИФА (52, 111). РКВС обнаруживается в респи​раторных тканях и эпителиальных клетках носовой полости, но тем не менее для дифферен​циации необходимо использовать монАТ, поскольку ВИГС может также реплицироваться в указанных органах.

РН. При выделении вируса в культуре клеток его идентификацию проводят с помощью РН, используя 1000 ТЦДзо вируса и 20 нейтрализующих доз сыворотки (вирус и сыворотку предварительно титруют).

Помимо культуры клеток для идентификации вируса, изолированного в биопробе, ста​вят РН на восприимчивых поросятах в возрасте 1-5 дн..

ВИЭОФВ. Вирус ИГС в этой реакции образует 1-2 линии преципитации с гомологичными сыворотками и может быть легко выявлен в экстрактах из содержимого кишечника экспериментально зараженных поросят. Богатая АГ структура (наличие трех АГ с различ​ной электрофоретической подвижностью) позволила использовать для его обнаружения мо​дифицированную методику ВИЭОФ (двойной ВИЭОФ), повышающую результативность.

Серодиагностика и ретроспективная диагностика

РН. Диагноз на прошедшую инфекцию обычно ставят при помощи РН в культуре кле​ток, определяя титры ВНА в сыворотках крови реконвалесцентов. Для этого используют по​стоянную дозу вируса (100-1000 ТЦД5о) и двукратные разведения испытуемой сыворотки, которую предварительно инактивируют 30 мин при 56°С. Для более точной диагностики лучше исследовать парные сыворотки, взятые с интервалом 3-4 нед.. Титры AT у перебо​левших животных могут колебаться от 1:8 до 1:1280. ВНА обычно появляются на 7-8-й день после заражения и циркулируют в крови 18 мес.. На 14-й день титр их у свиноматки, 3-дн. и 3- нед. поросят достигает 1:128 - 1:1024, a y отъемышей и откормочных свиней - 1:32 - 1:256. С 3-4 мес.. титр медленно снижается, через год он уже на 2-3 разведения ниже максимально​го. У некоторых свиноматок, наоборот, титр AT резко снижается. Колостральные AT o6ычно исчезают у поросят в возрасте 3-4 мес., в связи с чем обнаруженные у животных в это время ВНА следует относить за счет инфекции.

Для выявления и титрования AT предложен микрометод РН с использованием микро​планшетов. Сначала готовят двукратные разведения исследуемых сывороток (от 1:4 до 1:256) в объеме 0,05 мл, затем во все лунки микропипеткой вносят по 0,05 мл вируса, со​держащего 100 ТЦД50. После часовой инкубации при комнатной температуре во все лунки вносят по 0,05 мл суспензии клеток почек или щитовидной железы свиней в концентрации 300 тыс. клеток в 1 мл питательной среды, содержащей 30% инактивированной телячьей сыворотки. Пластины с культурой клеток выдерживают в термостате при 37°С в течение 4 дн. с 5% CO2 . Контролем РН служат 8 лунок с незараженной культурой клеток. Реакцию учитывают через 48-96 ч при условии наличия ЦПД в лунках, инфицированных вирусом в разведении 10-1 и 10-2, и в лунках, инфицированных смесью вируса с отрицательной сыво​роткой, и при отсутствии ЦПД в лунках, инфицированных смесью вируса со специфической сывороткой, и в лунках, не зараженных вирусом. Положительными считают сыворотки, ко​торые в разведении не ниже 1:4 полностью нейтрализуют 100 ТЦД50 вируса.

Тест нейтрализации бляшкообразования более чувствителен, чем РН. Титр AT в нём ко​леблется от 1:100 до 1:5000, а в РН- 1:10 до 1:160.

РНГ. Используют для определения AT в парных сыворотках крови больных животных, а также для контроля за эпизоотическим состоянием племенных хозяйств-репродукторов в отношении гастроэнтерита. При этом у 5% поголовья 2 раза в год выборочно исследуют сы​воротку крови на наличие AT к вирусу. РНГА ставят в макро - и микровариантах по обще​принятой методике. Положительными считают сыворотки, которые в разведении 1:16 и выше вызывают агглютинацию эритроцитарного диагностикума. РНГА более чувствитель​на, чем PH. AT у заражённых поросят выявляются на 4-й день. РНГА используют как для подтверждения клинического диагноза, так и для выявления скрытых форм болезни и вирусоносительства. Реакция позволяет выявлять антитела к ВИГС в 2 раза чаще, чем РН. В бывшем СССР разработан эритроцитный диагностикум, с помощью которого можно вы​явить специфические AT у вакцинированных и больных ИГС.

ИФ. Описана модификация этого метода, обеспечивающая быстрое выявление и титро​вание AT к ВИГС. Сущность её заключается в приготовлении большого количества тефлонизированных стёклышек с лунками, содержащими АГ ВИГС. Их получают путём посева в лунки смеси инфицированных и неинфицированных клеток перививаемой линии свиных тестикулов. Стёклышки помещают в чашки Петри, которые инкубируют 16-18ч в термоста​те с газовой смесью воздуха, содержащей 5% CO2. Около половины клеток в каждой лунке оказывались инфицированными вирусом, что обеспечивает контрастность, помогающую определить специфическую флюоресценцию в присутствии разной степени фонового окра​шивания. После фиксирования ацетоном стёклышки можно хранить до использования в НИФ при минус 20°С. Сравнение этой модификации с РН, показывает что по чувствитель​ности она не уступает, обладая рядом преимуществ: быстротой получения результатов (3 ч по сравнению с 4-6 да для РН); простотой постановки; значительно меньшим расходом культуры клеток; возможностью хранения полученных препаратов в замороженном состоя​нии в течение нескольких месяцев. Важным оказалось также то обстоятельство, что токсич​ность исследуемых сывороток, часто существенно осложняющая проверку их в РН, не явля​ется препятствием для получения результатов.

РДП. Позволяет выявлять AT к ВИГС. АГ в данной реакции служит щелочной экстракт содержимого кишечника поросят, зараженных ВИГС.

ELISA. Успешно используется для выявления и количественного определения сыворо​точных AT к ВИГС. При исследовании сывороток от поросят, инокулированных культуральным или кишечным ВИГС, ELISA выявлял AT к вирусу в среднем на 3 дня раньше, чем РН при исследовании проб сывороток от поросят, заражённых культуральным вирусом, и на 1 день раньше при обследовании сывороток от поросят, заражённых кишечным виру​сом, причём титры AT в ELISA превышают титры ВНА. Имеются и другие достоинства ELISA по сравнению с РН, в частности, на результаты реакции не влияет присущая некото​рым полевым сывороткам цитотоксичность. С 1981 г. этот тест в двух вариантах - косвен​ный и послойный (двухсэндвичный) - успешно используется в ветеринарной практике в Италии. Интересно, что с его помощью можно количественно оценивать Ig 3 классов: G, М и А. Модифицированный авторадиографический тест для выявления AT к вирусу ИГС был предложен в 1983 г. в Чехословакии.

РТГА. ВИГС обладает ГА активностью в отношении эритроцитов цыплят, морских свинок и КРС, но не агглютинирует эритроциты гусей и мышей. Наиболее высокие титры ГА отмечены при 4°С. Поскольку специфическая антисыворотка к вирусу ингибирует ГА, то для серодиагностики ИГС можно использовать РТГА. Титры гемагглютининов в свиных сыворотках коррелируют с титрами ВНА. РТГА с культуральным вирусным АГ ставят на физиологическом р-ре (рН 7,2) с эритроцитами морской свинки в концентрации 0,6% при температуре смеси 4°С, учёт реакции проводят через 1,5-2 ч. Установлена зависимость ГА активности вируса от его инфекционной активности. Определены оптимальные условия по​становки РТГА для обнаружения AT к вирусу ИГС в сыворотках крови свиней. Показана пригодность ее для исследования полевых материалов - сывороток крови и молока свинома​ток на наличие специфических к ВИГС AT. Выявлена корреляция между уровнем AT, вы​являемых в РТГА, и иммуноферментным методом (9,10).

Дифференциальная диагностика. В полиэтиологической структуре вирусных гастро​энтеритов свиней доминируют рота - и коронавирусы, вызывающие диарейный синдром. ИФА даёт возможность проведения широкого эпизоотологического анализа и дифферен​циации указанных болезней (18,33).

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

При ИГС имеет значение местный иммунитет кишечника, так как гуморальные AT не защищают животного от заражения. У переболевших свиней иммунитет сохраняется более 2 лет. У поросят он слабый и непродолжительный. Изучена роль респираторных и кишечных лимфоидных тканей в создании иммунитета против ВИГС. Вероятно при защите от этой инфекции большое значение имеет появление IgA после перорального введения ВИГС (109). Специфическая профилактика ИГС несмотря на свою многолетнюю историю все еще остается актуальной проблемой (82,83).

Пассивная иммунизация и её механизм мало изучены (99, 100, 100а). IgA молозива образуются в результате стимулирования иммуноцитов, мигрирующих в молочные железы. Вакцинация супоросных свиноматок возможна аттенуированными, авирулентньми и субъе​диничными вакцинами орально, интраназально, внутримышечно и внутрь молочной железы (82, 100а, 112). По аналогии с естественным путем заражения используют сочетанную оральную и интраназальную вакцинацию, хотя и она часто не оправдывает надежд (48, 58, 82, 112). Новорожденных поросят или поросят-сосунов вакцинируют орально, чтобы инду​цировать быструю защиту посредством интерференции или стимулирования локального иммунитета, что в некоторой степени облегчает контроль эпизоотической ситуации (54, 60). Вакцинация свиноматок, ранее инфицированных ВИГС, в ряде случаев приводит к значи​тельному увеличению продукции IgA и IgG и обеспечивает лучшую защиту поросят (75, 100), что приемлемо при энзоотическом ИГС.

Применение живых вакцин. Аттенуированные штаммы ВИГС получают серийным пассированном вирулентных штаммов в первичных культурах и постоянных линиях клеток свиного происхождения (8, 49). Для заметного ослабления вирулентности вируса требуется не менее 100 пассажей. Пероральная вакцинация супоросных свиноматок живой вакциной оказалась более эффективной, чем внутримышечная (6). Вакцинация новорожденных поро​сят перорально живой вакциной за 1 ч до получения молозива оказалась более безвредной и снижала заболеваемость и гибель поросят в неблагополучных хозяйствах (7). Живую вак​цину применяли перорально двукратно. Первый раз на 6-й нед. супоросности, второй- за 3 нед. до опороса. У вакцинированных животных развивался иммунитет, о чем свидетельство​вала защита новорожденных поросят от ИГС во время вспышки заболевания (74). Для по​вышения эффективности оральной иммунизации были предложены живые вакцины с по​вышенной устойчивостью к содержимому ЖКТ. К ним относятся микрокапсулированная вакцина из шт. N, устойчивая к кислой среде и ферментолизу. Высокую степень устойчиво​сти поросят к экспериментальному заражению достигали двукратной вакцинацией свинома​ток аттенуированным шт. Nuzilly орально или в конъюнктиву за 6-7 нед. до оплодотворения и за 7-15 дн. до опороса (103). Поскольку главная роль в защите новорожденных поросят при кишечных заболеваниях принадлежит лактогенному иммунитету, основное внимание при разработке вакцин против ИГС и способов применения стали уделять индукции синтеза сек​реторного иммуноглобулина в молочной железе иммунизированных свиноматок. Перспек​тивным оказался комбинированный способ иммунизации (1). Живая вакцина из шт. РИМС при двукратном внутримышечном введении супоросным свиноматкам обеспечивала менее выраженную защиту поросят, чем при оральном применении. Лучший эффект отмечен при комбинированном введении вакцины свиноматкам (за 4-6 нед. до опороса перорально и за 2 нед. до опороса внутримышечно) для получения оптимального бустер-эффекта (49).

Применение инактивированных вакцин. Инактивированные вакцины готовят из ви​руса, выращенного в однослойных первичных или перевиваемых культурах клеток свиного происхождения, используя, как правило, масляный адъювант. Полная инакгивация культурального вируса различными веществами в 0,01% -ной концентрации при 37°С наступала в случае использования NP 40 через 2, БПЛ и АЭИ через 3, формалина через 4 ч. Более вы​раженную деструкцию вирионных полипептидов вызывал формалин. Инакгивированные вакцины свиноматкам вводят внутримышечно двукратно за 7-10 да и 2-4 нед. до опороса. Инактивированную концентрированную вакцину применяют внутримышечно в дозе 1 мл за 2-3 нед. до опороса. Для изготовления вакцины вирус концентрируют и инактивируют фор​малином. Инактивированный АГ перед введением объединяют с масляным адъювантом и встряхивают до состояния гомогенной суспензии. Во время последующей супоросности вак​цинацию повторяют полностью. Вакцина обеспечивает защиту новорожденных поросят на протяжении подсосного периода за счет высокоэффективной иммунизации их матерей.

В ВИЭВ разработаны высокопроизводительные методы культивирования нереверсибельного аттенуированного штамма ВИГС в однослойной (16) и суспензионной культурах (15) постоянной линии клеток почки свиней. Создана эмульгированная вакцина для внутри​мышечного и сухая живая для инграназального применения. Свиноматок на 70-75-й день супоросности прививают одновременно интраназально и внутримышечно, а за 2 нед. до опо​роса - только внутримышечно.

Недавно получена и испытана с положительным результатом в лабораторных условиях субъединичная вакцина против ИГС. Иммуногенные компоненты, выделенные из вирионов с помощью ультразвука, с последующей очисткой и концентрацией методами изопикнического центрифугирования и гельфильтрации через Сефадекс G-200, представляли собой, по-видимому, пепломеры (1,20 см3; 25000 Д). Внутримышечное введение субъединичного пре​парата в смеси с масляным или ГОА адъювантом индуцировало синтез ВНА в высоких тит​рах. При иммунизации супоросных свиноматок компонентная вакцина обеспечивала со​хранность поросят (53, 53а, 53b). Проводятся исследования по изучению эффективности применения гетерологичных коронавирусов (ИПК,КВС). Показана выраженная защита КРС против ВИГС (120). Целесообразно использование свиного лейкоцитарного интерферона в качестве лечебно-профилактического средства против ИГС (3).

Серологическая оценка иммунитета. Установлена корреляция титров AT в РН и РНГА, хотя в РН они всегда были несколько ниже. Спустя 7 дн. после внутримышечной вакцинации титр AT дос​тигал 1:8, затем повышался, достигая максимума (1:64) к 42-49-му дн.ю (на 14-21-й день по​сле ревакцинации), после чего резко снижался, исчезая, примерно, через 3 мес. после вакци​нации (около 2 мес. после ревакцинации). После вакцинации 3-дн. поросят живой вакциной уровень AT у поросят от иммунных свиноматок был более низкий (1,6 log2). К 3 мес. напря​жённость иммунитета снижалась в обоих случаях: меньше единицы у поросят от иммунных свиноматок и 4,5 log2 от неиммунных.

Не отмечено корреляции между устойчивостью поросят и титром AT в их крови. Счи​тают, что недостаточная иммунизирующая эффективность использованных аттенуированных штаммов объясняется потерей ими способности размножаться в тонком кишечнике свиней. Активный иммунитет возникает только при попадании вируса в кишечник. При этом иммунитет, предупреждающий развитие клинических признаков болезни, связан с резистентностью эпителиальных клеток тонких кишок к вирусу. Как обеспечивается эта резистентность - неизвестно. Полагают, что для нейтрализации вируса до его внедрения в эпителиальные клетки AT должны или свободно находиться в просвете кишечника, или быть тесно связаны с чувствительными клетками. Выздоровевшие поросята устойчивы к повторному заражению. В содержимом подвздошной, слепой и прямой кишок обнаружены ВНА, кото​рые маскируют выделяющийся вирус, затрудняя выявление вирусоносительства.

Отмечены чёткие различия гуморального и клеточного ответов на введение вирулентно​го и аттенуированного вирусов. При введении аттенуированного вируса титр ВНА выше, чем при введении вирулентного штамма. Однако клеточный ответ при определении прямым методом ингибиции миграции лейкоцитов был более продолжительным и выраженным у поросят, заражённых вирулентным вирусом, чем у привитых аттенуированным штаммом. Гуморальный ответ достигал пика через 21 после заражения, клеточный - через 28 дн., затем снижался. Однако у отдельных животных относительно постоянный уровень ВНА и макси​мальная ингибиция миграции лейкоцитов удерживались до 56-го дня после заражения. 

Ветеринарно –санитарная оценка. Туши и продукты убоя от больных и подозрительных по заболеванию выпускать в сыром виде запрещается. При наличие дегенеративных или других паталогических изменений в мускулатуре тушу с внутренними органами направляют на утилизацию. При отсутствии паталогиеских изменений направляют  образцы на бактериологическое исследование на сальмонеллёз. В случае обнаружения сальмонелл  внутренние органы утилизируют, а тушу направляют на проварку. При отсутствие сальмонелл  разрешается перерабатывать на  варёные, варёно –копчёные колбасы , консервы или проварку.
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                                         Семейство: Paramyxoviridae

Таксономическая структура семейства:

Семейство: Paramyxoviridae.

Подсемейство: Paramyxovirinae.

Род: Paramyxovirus, Morbillivirus, Rubulavirus

Подсемейство: Pneumovirinae

Род: Pneumovirus

Биологические особенности:

Парамиксовирусы встречаются среди позвоночных и почти исключительно среди млекопитающих и птиц. В природе большинство вирусов имеют хозяинную специфичность. Не арбовирусы. Основной путь передачи– аэрогенный. Место первичной локализации инфекции обычно– респираторный тракт.

Антигенное родство:

В РН участвуют Н, N и F протеины.

Морфология:

Форма: плеоморфны, чаще сферической, хотя обычно нитевидной формы.

Вирион состоит из нуклеокапсида, окруженного липидной оболочкой. На поверхности имеются спайкоподобные выступы (отростки) длиной 8-12 нм. Нуклеокапсид имеет хеликальную сииметрию (13-18 нм в диаметре, и длиной до 1000 нм). Встречаются мультиплоидные вирионы.

d 150 нм и более, Mr 500 ( 106, плав. пл. в сахарозе 1,18-1,20 г/см3, S20w не менее 1000.

Геном:

РНК односпиральная, линейная, с негативной полярностью, неинфекционная, размер – 15156-15222 kb (для вирусов Б. Ньюкасла и респираторносинцитиального вируса человека, соответственно) или 15646-15892 (у вирусов парагриппа человека 2 и кори, соответственно).

                                           Подсемейство Paramyxovirinae

Представители этого таксона имеют 6-7 транскрипционных элементов, в отличие от представителей подсемейства Pneumovirinae, имеющих 10 таких элементов. Члены подсемейства Paramyxovirinae имеют родство по сиквенсам соответствующих протеинов. Диаметр нуклеокапсида 18 нм, длина спайков 8 нм.

Род: Paramyxo-

Типовой вид: вирус парагриппа 1 человека.

Присутствует нейраминидаза. 6 транскрипционных элементов. Кодируется С-протеин. Соответствующие протеины членов рода близкородственны. Сиквенс-родство проявляется с представителями рода Морбилливирус и очень слабое – с представителяи рода Рубулавирус.

Виды:вирус парагриппа 3 КРС,  вирус парагриппа 1 человека, вирус парагриппа 3 человека,

        вирус Сендай, вирус парагриппа 10 обезьян.

Род: Morbilli-

Типовой вид: вирус кори.

Нет нейраминидазы. Проявляется сиквенс-родство по соответствующим протеинам между представителями рода. Организация генома как у параимиксовирусов. Способствуют формированию внутриплазменных и внутриядерных телец-включений, содержащих нуклеокапсиды. В серологических тестах дают перекрестные реакции. Гемагглютинин присутствует лишь у некоторых членов рода.

Виды (7):вирус кори, вирус чумы собак, вирус чумы КРС, вирус чумы мелких жвачных

 вирус чумы тюленей, вирус чумы морских свинок,  вирус чумы дельфинов.

Род: Rubula-

Типовой вид: вирус эпидемического паротита (свинки).

Все члены рода обладают гемагглютинирующей и нейраминидазной активностью. Низкая гомология по сиквенсам протеинов. Некотрые виды имеют дополнительный ген между F и HN. Нет гена С-протеина.

Виды: вирус эпидемического паротита (свинки),вирус болезни Ньюкасла, парамиксовирус птиц (2-9), вирус парагриппа 2 человека, вирус парагриппа 4а и 4в человека, рубулавирус свиней

        вирус парагриппа 5 и 41 обезьян.

Подсемейство Pneumovirinae

Род Pneumovirus

Отличия от подсемейства Paramyxovirinae:

   - 10 отдельных генов;

   - меньше средний размер генов;

   - наличие добавочного негликозилированного мембранносвязанного протеина (М2 или 22 kDa);

   - широкая степень гликозилирования G-протеина, связанная с О-протеином;

   - наличие Р-локуса, кодирующего отдельный протеин;

   - диаметр нуклеокапсида (12-14 нм в сравнении с 18 нм у парамиксовирусов);

   - сердцевина нуклеокапсида 7 нм;

   - длина гликопротеиновых спайков (1-12 нм).

Нет нейраминидазы, гемагглютинин отсутствует у респираторно-синцитиального вируса человека и КРС, но присутствует у пневмовирусов мышей. G-протеин не родственен HN или H протеинам парамиксовирусов и имеет высокую степень разнообразия (до 47%).

Род: Pneumo-

Типовой вид: респираторно-синцитиальный вирус человека.

Виды:     респираторно-синцитиальный вирус человека,  респираторно-синцитиальный вирус КРС, вирус пневмонии мышей, вирус ринотрахеита индеек.

Неклассифицированные вирусы семейства:

выделены от пингвинов, рептилий, грызунов и летучих мышей.

Сходство с другими таксонами.

Стратегия экспрессии генома, структуры генома и репликации членов данного семейства сходна с таковыми у других семейств порядка Mononegavirales (Rabdoviridae, Filoviridae).

        ЧУМА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА И МЕЛКИХ ЖВАЧНЫХ

Pestes bovina (лат.); Rinderpest (нем.); Cattle plaque (англ.); 

Peste bovine (франц.); Peste bovina (исп.)

Чума КРС - острая заразная вирусная болезнь, характеризующаяся высокой лихорадкой, катарально-геморрагическим, крупозно-дифтерическим воспалением слизистых оболочек. Распространена в Индии, странах Ближнего Востока, Египте и в 22 странах Центральной Африки. Вспышки болезни происходят в результате разноса её дикими буйволами и анти​лопами куду.

Инфекция в бывшем СССР не регистрируется с 1928 г. Однако наличие её в сопредель​ных государствах представляет постоянную угрозу проникновения и распространения на нашей территории (9,13).

Чума мелких жвачных животных (ЧМЖЖ) - заболевание овец и коз, характеризующее​ся лихорадкой, диареей, язвенными поражениями слизистой оболочке ротовой полости, пневмонией (6а). Характерные клинические признаки: тифоподобное состояние, некротиче​ский стоматит, поражение слизистых оболочек носа и глаз, профузная диарея, а в терми​нальных стадиях - вторичная бактериальная пневмония (32).

Клиническая признаки и патологоанатомические изменения. В естественных усло​виях инкубационный период длится 6 дн. Болезнь сопровождается повышением температу​ры тела до 40-42,2°С, снижением удоя. Со 2-3-го дня у больного животного появляются сла​бость и угнетение. Температура поверхности тела неравномерная, рога и уши горячие, носовое зеркальце сухое. Кожа местами покрыта потом, волосяной покров без блеска и взъеро​шен. Развивается анарексия, усиливается жажда, прекращается жвачка, кал сухой, темного цвета, мочеиспускание редкое, моча темная. Со 2-го дня болезни развиваются воспаление и некроз слизистых оболочек: конъюнктива ярко-красная, с точечными кровоизлияниями, ве​ки припухшие, слезотечение. Вначале появляется серозный ринит, слизистый секрет стано​вится гнойным, затем грязно-серым или буроватым, иногда кровянистым. Слизистая обо​лочка носа вначале пятнистая, затем равномерно ярко-красная и усеяна мелкими кровоиз​лияниями. Саливация усилена, слизистая оболочка ротовой полости с красными пятнами. Вскоре на её поверхности появляются вначале твердые, позже мягкие желтовато-белые узелки размером с конопляное зерно. Затем они сливаются, образуя серый или серо-желтый налет, который может самопроизвольно отделяться, обнажая кровоточащую ткань слизистой оболочки. Поражение кишечного тракта в первые дни проявляется запором, позднее - профузным поносом с выделением кашицеобразных или жидких грязно-серых, цвета глины или темно-бурых отвратительно пахнущих, иногда кровянистых испражнений, содержащих слизь, серый детрит или клочья пленок. У коров и телок из влагалища выделяются слизи​стые или слизисто-гнойные, иногда кровянистые истечения. Иногда на коже вымени и мо​шонки появляются кровоизлияния величиной с чечевицу. Животные быстро худеют, скре​жещут зубами, мотают головой. Наблюдается гнойный секрет из глаз, носовые истечения, пенистая слюна в углах рта, ускоренное затрудненное со стонами дыхание, жидкие испраж​нения - характерные признаки чумы КРС. Большинство больных погибает.

Практически вирус находят во всех органах, но больше всего его накапливается в лим​фоузлах, селезенке, тимусе, слизистой оболочке сычуга. Сильные поражения лимфоидной ткани лимфоузлов головы, туловища и внутренних органов, селезенки, тимуса, миндалин, лимфоидиые скопления и образование в слизистой оболочке пищеварительного и дыхатель​ного трактов свидетельствуют о размножении ВЧ КРС в клетках кроветворной ткани. Раз​рушение защитной системы организма обусловливает развитие воспалительных процессов в слизистых оболочках и коже, беспрепятственно развивается секундарная микрофлора, оби​тающая на покровном эпителии. Это придает воспалению крупозный или дифтерический характер, сопровождается образованием обширных эрозий и язв (1).

Трупы сильно истощены. Наружные покровы вокруг естественных отверстий запачканы секретами и экскретами. На коже живота, вымени, бедер, промежности наблюдают сыпь в форме кровоизлияний, узелков и пузырьков с выделением экссудата, который, подсыхая, образует корочки.

Слизистая оболочка носовой полости, гортани и трахеи покрасневшая, пронизана кро​воизлияниями, часто усеяна эрозиями и язвами, покрыта пленками фибринозного экссудата. В грудной и брюшной полостях мутная сероватая жидкость с примесью крови. Бронхи из​редка содержат желатинозный экссудат, при надавливании выделяющийся в виде эластич​ных цилиндров. Легкие чаще в состоянии интерстициальной эмфиземы. Реже выявляют рассеянные лобулярные очаги пневмонии крупозного характера (20). Слизистая оболочка ротовой полости покрыта серо-желтыми наложениями, оставляющими после себя ярко-красного цвета эрозии. Бывают более глубокие поражения типа дифтерического воспаления и язв. Крупозные и дифтерические процессы начинаются с появления на слизистой оболочке ротовой полости узелковой сыпи. Слизистая оболочка миндалин - также место для крупоз​ных и дифтерически-язвенных процессов (13, 15, 16, 17, 18, 19, 20). Преджелудки обычно не изменены. Исключение составляет книжка, растянутая скопившимися в ней плотными, сухими, иногда как бы спрессованными кормовыми массами. На листках книжки имеются узелки, эрозии и язвы. Сычуг пуст или в нем небольшое количество жидкости с примесью слизи, окрашенной в светло-желтый или шоколадный (примесь крови) цвет. Слизистая обо​лочка его, главным образом по вершинам складок и в области пилоруса, набухшая, ярко-красного или вишнево-красного цвета, пронизана кровоизлияниями и усеяна эрозиями и яз​вами, покрытыми пленками фибрина (1).

Изменения кишечника наиболее выражены в тощей и прямой кишках. Содержимое то​щей кишки жидкое, напоминающее рисовый отвар. Позднее от примеси крови оно приобре​тает красно-коричневую окраски и, наконец, желто-зеленую. Обычно к содержимому при​мешаны хлопья фибрина. Слизистая оболочка тощей кишки крупозно-геморрагически вос​палена, пронизана многочисленными кровоизлияниями и покрыта пленками фибрина. Од​новременно в тощей кишке может развиваться дифтерический процесс, поражающий, глав​ным образом, пейеровы бляшки и солидарные фолликулы. Последние с поверхности покры​ты желтоватыми творожистыми массами, проникающими до подслизистой ткани. При раз​мягчении некротических масс и их отторжении в фолликулах остается язва. В прямой киш​ке фибринозно-геморрагическое воспаление с образованием фибринозных пленок, струпьев и язв. Толстый кишечник менее поражен. Обычно в нем находят явления острокатарального воспаления. Илеоцекальный клапан со стороны слизистой оболочки пронизан кровоизлия​ниями и покрыт крупозным и дифтерическим налетом. Мезентериальные лимфоузлы сильно набухшие и геморрагически инфильтрированы. Печень дряблая, глинистая или шафрано-желтого цвета. Желчный пузырь обычно сильно растянут густой, темно-зеленого цвета жел​чью с примесью крови. Его слизистая диффузно или полосчато гиперемирована и содержит небольших размеров язвы, окаймленные красным ободком, на дне которых различают серо-зеленого цвета струпья. Слизистая оболочка мочевого пузыря покрыта точечными и полосчатыми кровоизлияниями. Моча красно-бурого цвета, а при значительной примеси крови -кровянистая. На клиторе и на слизистой влагалища нередки кровоизлияния и крупозные пленки. Поверхностные лимфоузлы (подчелюстные, околоушные, заглоточные, шейные, предлопаточные, паховые, подколенные и др.) у павших животных атрофированы, на разре​зе бывают от бледно-серого до красного цвета, рисунок стерт. Селезенка уменьшена, выгля​дит более бледной и плотной. На разрезе пульпа темно-красная, фолликулы не различаются, трабекулы отчетливо выявляются, соскоб скудный.

Патологоанатомические изменения у овец и коз такие же, как у КРС. Однако они не так ярко выражены, реже наблюдается крупозное воспаление ЖКТ и совсем редки дифтерические процессы.

ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Вирусную природу возбудителя болезни впервые установили Николь и др. в 1902 г.

Морфология и химический состав. Вирус чумы КРС и мелких жвачных в своей структуре имеет 6 белков (Н, F, L, N, Р и М), которые характеризуются высокой сте​пенью гомологии. Степень гомологии белка F ВЧ КРС и вируса кори (ВК) составляет 78,9% (42а). По другим авторам, гомология аминокислотных последовательностей белка F ВЧ КРС и ВК составляет 81,3%, а ВЧ КРС и ВЧС - 68,2% (30). Обнаружено AT- родство Н- и особенно NP-белков ВЧ КРС, ВК и ВЧС. 

Устойчивость. В отношении физических факторов ВЧ КРС нестоек и легко разрушает​ся под влиянием химических веществ. Нагревание до 60°С убивает его немедленно, до 55°С - за 20 мин; в условиях комнатной температуры вируссодержащая цитратная кровь сохраня​ет активность 4-6 дн, при 5°С - 1 нед, при 0°С - более 5 лет.

Время инактивации терморезистентного вируса, за которое инактивируется 50% его при 45°С, составило 4 дн. вместо 1,8 дн. для исходного родительского вируса. Полученный терморезистентный клон (1613-1009) характеризовался безвредностью для КРС и высокой иммуногенностью, что позволило использовать его для производства сухой лиофилизированной, устойчивой к хранению вакцины.

В мясе больных животных вирус сохраняется в зависимости от скорости аутолиза и ко​личества молочной кислоты. Если рН изменяется в кислую сторону - вирус погибает за 4-6 ч. Поваренная соль консервирует его. В соленом мясе (10%-ный р-р NaCI) он сохраняется более месяца. В шкурах жвачных животных, высушенных в темном месте, вирус утрачивает патогенность через 48 ч, а в шкурах необескровленных животных - за 24 ч. При гниении ма​териала вирус быстро погибает, поэтому в тропических странах трупы уже через несколько часов после гибели животного обезвреживаются. В моче и кале вирус сохраняется не более 30 ч. 2%-ный р-р карболовой кислоты, 1%-ное известковое молоко, 2%-ная щелочь, 2%-ные р-ры крезола и лизола обезвреживают зараженные вирусом материалы. Глицерин инактивирует вирус при комнатной температуре до 10 дн. Вирус чувствителен к эфиру и хлоро​форму. УФ-лучи и солнечный свет инактивируют его в течение от 40 мин до 5 ч. В солевых экстрактах из инфицированных органов вирус сохраняется больше 1 мес.

Антигенная структура. Антигенная структура изучена недостаточно. Идентифициро​вано 5 вирусспецифических полипепгидов. Изучена гомология в нуклеотидной по​следовательности белка слияния у 3-х вирусов (чумы КРС, чумы собак и кори). Проведено клонирование и анализ последовательности гена фосфопротеина ВЧ КРС (25). Получены монАТ к структурным белкам (нуклеотидному белку и гликопротеинам Н и Fo) вакцинного шт. K17-79 ВЧ КРС (5). Показано, что из 24 видов монАТ 10 распознавали нуклеопротеин (NP), 8- фосфопротеин, 4 - ГА (Н) и 2 - белок слияния (Fo). МонАТ против Н нейтрализова​ли инфекционную активность вируса, тогда как подобные AT против Fo белка проявляли нейтрализующую активность только в присутствии комплемента морской свинки (41). Антигенная вариабельность и родство. АГ вариантов вируса нет. Иммунологическая идентичность полевых штаммов подтверждена многочисленными опытами перекрестного заражения. Между ВЧ КРС, ВК и ВЧС существует антигенное и иммунологическое родство. Кроме того, к ВЧ КРС оказались близки в антигенном отношении морбилливирусы, выде​ленные от дельфинов и морских свиней в Европе (43). Штаммовая дифференциация ВЧ КРС может производиться при сравнении нуклеотидной последовательности транслируемой последовательности F-гена исследуемых штаммов в ГЩР (2в).

Локализация вируса. Вирус разносится кровью по всему организму и исчезает из нее с поражением ЖКТ (обычно с 4-го по 10-й день). Вирусемия совпадает с периодом гипертермии. Иногда вирус обнаруживают в крови на протяжении всей болезни и даже за 12 ч до начала лихорадки. Его можно обнаружить в выделениях из носовой полости с 6-го по 14-й день, в органах животных, убитых на 6-й день. За день до развития лихорадки и через не​сколько часов после смерти животного большое количество вируса содержится в слезном секрете. Концентрация вируса в крови не превышает 102-104 ТЦД50/мл.

ВЧ КРС - пантропный вирус. В органах и тканях накапливается неодинаково, в более высоких титрах находится в лимфоузлах (106,5 ИД50/мл), в слизистой оболочке сычуга (105,5), в легких (104) и почках ( 103 - 104 ИД50/мл). В небольших количествах он присутствует в мозговой ткани, поперечнополосатой мышечной ткани и спинномозговой жидкости. Виру-соносительство у животных-реконвалесцентов практически не доказано.

Антигенная активность. У животных-реконвалесцентов обнаруживаются ВНА, КСА, анти-ГА и ПА. Поэтому наиболее надежными методами оценки поствакцинального имму​нитета являются РН и РСК. Телята приобретают иммунитет через молозиво от коров-реконвалесцентов или активно иммунизированных. Он сохраняется 6-8 мес. Поскольку ма​теринские колостральные AT тормозят образование иммунитета, телят нельзя вакциниро​вать ранее этого срока. У ягнят пассивный иммунитет сохраняется не менее 4-х мес (38). Изучались различные участки гемагглютинина и их роль в проявлении иммунобиологиче-ских свойств его и вируса в целом (2а).

Экспериментальная инфекция. У КРС она удается, как правило, введением вируссодержащей крови, взятой в кульминационный период болезни per os, подкожно или внутри​мышечно. Заразить можно также слюной, истечением из влагалища больного животного. Овцы и козы заражаются, однако болезнь у них проявляется общей лихорадкой и вирусоносительством до 45 да. К искусственному заражению восприимчивы также верблюды и оле​ни. Относительно восприимчивости свиней мнения расходятся. У зараженных кроликов временно повышается температура тела. Грызуны, непарнокопытные, плотоядные, птицы и человек невосприимчивы. В конечной стадии летальной инфекции происходит интенсивное истощение лимфоцитов в лимфоузлах, селезенке и миндалинах. В трахее обнаружен некроз эпителиальных клеток с периферическим распределением АГ в эпителии бронхов (27а).

Культивирование. Вирус культивируется в организме восприимчивых животных и в культурах клеток почки телят без предварительной адаптации. Вирус чумы КРС хорошо размножается в первичных культурах клеток почки теленка, ягненка, эмбриона коровы, макрофагах и перевиваемых клетках. ЦПД вируса развивается медленно и длится при ис​пользовании больших концентраций вируса в течение 5-8 сут. Вслед за появлением цито-плазматических включений в инфицированных клетках, в том числе и симпластах, образу​ются внутриядерные оксифильные включения в количестве 2-4. Хроматиновая сеть ядра на​рушается лишь вокруг включений. В некоторых случаях они занимают почти все ядро. 

Развитие вируса в культуре начинается через 3-6 ч после заражения. В этот период ви​рус ни в клетках, ни в среде не обнаруживается. Культура клеток СПЭВ чувствительна к вирусу чумы мелких жвачных животных и может быть использована для изготовления диаг​ностических АГ (6а).

Специфичность цитопатических изменений подтверждаются РН. Цитопатические изме​нения развиваются одновременно с накоплением вируса в инфицированных культурах кле​ток. Новую популяцию вируса обнаруживают через 6-8 ч после заражения в титре 103 - 104 ТЦД50/мл. Позднее титр вируса нарастает и к 5-7 сут достигает максимальной величины (105,5 -106,5 ТЦД50/мл). Одновременно происходит и накопление КС-антигена. Титр его на 5-7-е сут. равен 1:16- 1:64 (24, 27, 34). В клеточной линии почек африканских зеленых мар​тышек вирус образует бляшки. Однако лапинизированный (LIII) и капринизированный штаммы вируса, размножаясь в культуре клеток, не вызывают в первых пассажах ЦПД.

Помимо первичных культур клеток, культивирование вируса удавалось и на перевивае​мых линиях клеток. 

ГА свойства. ГА ВЧ КРС получают экстрагированием вируссодержащей культуры кле​ток эмбриона КРС. Экстракт концентрируют в 20 раз диализом. Концентрированный вирус с титром не ниже 106 ТЦД50/мл агглютинирует эритроциты обезьян и в меньшей степени эритроциты кроликов, морских свинок, мышей и крыс. ГА ВЧ КРС и ВК антигенно различ​ны, а иммунологическое родство обусловлено присутствием общего АГ в их нуклеокапсидах (13). Клонирован ген ГА шт. Kabete О и лапинизированного штамма. Показано, что в гене ГА шт. Kabete О по сравнению с геном лапинизированного штамма отсутствуют первые 17 нуклеотидов (48). Гемагглютинирующий АГ у ВЧ КРС выявляют только после специальной обработки. Антисыворотка к ВЧ КРС нейтрализует ГА активность вируса кори (3).

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Последние случаи возникновения чумы КРС, вследствие заноса из Монголии (1991 ), были зарегистриованы в Читинской области и Республике Тува (1991-1993 гг.). В последние годы неблагополучными по чуме КРС ежегодно являются 8-13 африканских и азиатских стран, в том числе Иран и Турция, из которых возможен занос возбудителя на территорию России (6). Получены данные о циркуляции ВЧ КРС среди мелких жвачных, содержащихся совместно с поголовьем яков и КРС, перенесших эпизоотию и привитых вирус-вакциной. Установлено участие овец и коз в эпизоотии чумы яков (10).

Идентифицировано две линии штаммов. Одна включает изоляты из Восточной и Запад​ной Африки, полученные в 1960 г., филогенетически родственные азиатским и ближневосточньм изолятам. Вторая линия включает большинство изолятов, полученных в Восточ​ной, Западной и Северной Африке в 1983-1993 гг. Во время эпизоотиии в Нигерии в 1980 г. совместно циркулировали изоляты обеих линий (46).

Источники и пути передачи инфекции. Источник инфекции - больные и переболев​шие чумой животные. Распространению ее способствуют трупы павших и вынужденно уби​тых животных, шкуры, кишечное сырье, кости, рога, копыта, шерсть. Определенную роль в распространении болезни могут играть козы и овцы, которые чаще переболевают бессимптомно. Собаки, хищники, птицы могут разносить вирус механически в случае поедания трупов животных, павших от чумы. Имеются сообщения о распространении чумы сусликами. Механический перенос вируса возможен через одежду обслуживающего персонала, корм, воду, подстилку, предметы ухода, транспорт. У клещей, слепней и мух вирус обнару​живали через 15-30 мин после того, как они находились на больном чумой животном. В ес​тественных условиях заражение чумой происходит через пищеварительный тракт, возможно также через слизистую оболочку носовой полости и конъюнктиву.

Спектр патогенности в естественных условиях. К вирусу восприимчив КРС, зебу, буйволы, иногда поражаются овцы и козы. Яки и верблюды переболевают легко. Дикие жвачные (лани, антилопы, газели, жирафы) болеют и могут распространять болезнь на ог​ромные пространства. Буйволы менее восприимчивы, чем КРС, однако иногда болезнь сре​ди них принимает злокачественный характер. В Индии наблюдается заболевание свиней, вызванное этим вирусом. В природе встречаются штаммы, высокопатогенные для КРС, но не вызывающие заболевания овец и коз, и штаммы, патогенные для всех этих животных. Однако в последние годы установлено, что ВЧ КРС и ВЧ мелких жвачных животных ВЧ МЖЖ значительно различаются между собой. ВЧ МЖЖ не является вариантом ВЧ КРС. Это оригинальный вирус, который на шкале родства в пределах Морбидливирусов одинако​во далек от ВК и ВЧ КРС (34). Чувствительность к ВЧ КРС различна и зависит от породы (местный скот менее чувствителен, чем скот улучшенных пород), эпизоотического состояния страны (там, где чума встречается энзоотически, скот менее восприимчив и легче переболевает благодаря остаточному иммунитету) и физико-географических условий (наблюдалась меньшая восприимчивость скота в низменных местах, чем в горных).

ДИАГНОСТИКА

Диагноз ставят на основании эпизоотологических, клинических, патологоанатомических данных, результатов лабораторных исследований и биопробы на восприимчивых животных. Лабораторная диагностика предусматривает: выделение вируса в культуре клеток и иденти​фикация его в РН, обнаружение вирусного АГ в органах и тканях от павших и вынужденно убитых животных в РСК, РДП, ВИЭОФ, РТНГА, РИГА, РИФ, ИФА; обнаружение специ​фических AT у переболевших животных в РСК, РН, РДП, РТГА, ИФА. Разработан экс​пресс- метод диагностики болезни и видовой дифференциации морбилливирусов. Для этого используется ПЦР небольшого участка (430 п.н.) Р-гена с 389 по 821 н. в связи с тем, что нуклеотидная последовательность его 5'- и 3'- концов является достаточно консервативной, что позволяет унифицировать праймеры для всех морбилливирусов. 

Выделение вируса. Взятие и подготовка материала. Материал для выделения вируса берут от больных (кровь, пунктат лимфоузлов) или убитых и павших животных (предлопаточные, мезентериальные лимфоузлы, селезенка). Патматериал берут в стерильную, плотно закрывающуюся посуду и доставляют в лабораторию нарочным в опечатанном термосе со льдом при строгом соблюдении мер предосторожности. Тепаринизированную кровь в стерильных условиях разливают по пробиркам и центрифугируют при 2500 мин-1 15-20 мин. Образовавшийся слой лейкоцитов между эритроцитами и плазмой в форме суспензии или пленки переносят пастеровской пипеткой в стерильный флакон. Пленку лейкоцитов отмывают от эритроцитов питательной средой и измельчают. Суспензию лейкоцитов в питательной среде используют для заражения культуры клеток. Заражать последнюю можно и цельной кровью (29, 44, 45). Вирус от больных животных можно выделить прижизненно из пунктата предлопаточных лимфоузлов в инкубационный период за сутки до начала лихорадки, а затем на всем протя​жении болезни.

Лимфоузлы и селезенку можно хранить при -20°С в течение 60 дн., при -40°С - 6 мес., при 2-4°С - не более 7 дн. В кусочках размером 1-2 см, помещенных в 10%-ньш NaCI, вирус сохраняется при 2°С 15-30 да. Вируссодержащая цитратная кровь в условиях комнатной температуры сохраняет активность 4-6 да, при 5°С - 1 нед, при 0°С - 3-4 нед. В лиофильно высушенном материале, находящемся в ампулах под вакуумом при -20°С, вирус выживает более 5 лет, а при 2-4°С - не менее 1 года. При лиофилизации в качестве стабилизатора в суспензию добавляют 2% глюкозы и 5% пептона.

Заражение культуры клеток. Используют культуру клеток почки телят, которую после удаления ростовой среды заражают, нанося на слой клеток суспензию лейкоцитов исследуе​мого животного или суспензию его органов. Для адсорбции вируса культуры выдерживают 2 ч при 37° С, после чего инокулят отсасывают и вносят питательную среду с 2,5% телячьей инактивированной сыворотки. За культурой наблюдают 9-18 да. На положительный резуль​тат указывает ЦПЭ. При отсутствии ЦПЭ делают слепой пассаж. Обычно при изоляции ви​руса таким методом затрачивается 20-25 да. Идентификацию проводят в РН.

Заражение восприимчивых животных. Рекомендуют заражать молодняк КРС или те​лят буйволов кровью или 10-20%-ной суспензией лимфоузлов, полученной от больных жи​вотных в первые 5 да после заболевания. Животным вводят подкожно 10 мл исследуемого материала. Это неразбавленная кровь или 10-20%-ная суспензия селезенки и лимфоузлов. На положительный результат указывает подъем температуры тела через 5 дн. после зараже​ния и последующее развитие типичной картины болезни. Смертность очень высокая - около 90%. В случае выздоровления животных дополнительным критерием специфичности тече​ния болезни является рост уровня AT.

Индикация и идентификация вируса

Вирусоскопия. ЭМ и ИЭМ в практических условиях не применяются. Из экспресс-методов диагностики наибольшего внимания заслуживает применение гибридизационного зонда. С помощью его (точечной гибридизации) удается дифференцировать два родствен​ных морбилливируса - ВЧ КРС и ВЧ МЖЖ (28). Дифференциальная диагностика с помо​щью ДНК-зондов помогла идентифицировать вспышку чумы КРС среда популяции баранов в Индии (39).

Обнаружение специфических телец-включений. В зараженных культурах клеток в цитоплазме одиночных клеток и симпластов появляются сначала мелкие эозинофильные включения округлой формы со светлым ободком вокруг. С увеличением размеров симпла​стов растут объем и число цитоплазматических включений. Последние принимают много​угольную, продолговатую формы или форму кольца, охватывающего ядра симпластов; в ци​топлазме располагается до 10 включений. Вслед за появлением цитоплазматических вклю​чений в инфицированных клетках, в том числе и в симпластах, образуются внутриядерные оксифильные включения в количестве 2-4. Хроматиновая сеть ядра нарушается лишь вокруг включений. В некоторых случаях они занимают почти все ядро.

Биопроба. Идентифицировать ВЧ можно биопробой на иммунном и неиммунном скоте. Двух животных вакцинируют сухой вирусвакциной из шт. ЛТ (согласно утвержденному на​ставлению по применению препарата). Через 12 дн. вакцинированных и двух невакциниро​ванных животных заражают испытуемым материалом (суспензия селезенки, лимфоузлов и крови). При наличии у невакцинированных животных специфической температурной реак​ции, клинических признаков и отсутствии таковых у иммунных животных биопроба счита​ется положительной. У заболевших или павших животных обнаруживают специфический АГ в РСК и РДП. 

РH. Применяют качественную и количественную РН. Для установления специфичности вызываемых вирусом поражений клеток проводят качественную РН, а для определения ко​личества AT в сыворотке иммунных животных - количественную.

РСК. Применяют для прижизненной и посмертной диагностики чумы с целью выявле​ния АГ в гомогенатах лимфоузлов, селезенки, а также в инфицированной культуре клеток. При использовании РСК с целью идентификации вируса в культуре клеток в качестве спе​цифического и контрольного АГ используют культуральную жидкость с зараженной и неза​раженной культурами клеток.

РДП. Реакцию ставят по методу Оухтерлони. Вьмвление преципитирующего АГ ВЧ в органах больного КРС является ценным диагностическим тестом, поскольку этот АГ регу​лярно появляется в лимфоузлах больных животных, начиная с 1-го дня повышения темпе​ратуры. На 3-й день болезни он выявляется лишь у 50% больных. РДП, как и РСК, дает бы​стрый ответ (через 12-18 ч). Оптимальный срок для взятия проб - период от 4-6 дн. после начала лихорадки до появления поражений во рту и диареи. Если нет животного в этой ста​дии болезни, рекомендуют брать образцы от погибшего животного. Для исследования при​годен материал даже от разлагающихся в течение 52 ч трупов, в качестве антител исполь​зуют гипериммунные сыворотки кроликов и КРС.

Заведомо положительные и отрицательные АГ, приготовленные соответственно от больных и здоровых животных, используют в РДП одновременно. Положительную преципитирующую сыворотку получают от кроликов, иммунизированных инфицированными кро​личьими тканями. РСК, РДП, РН и РНГА являются специфичными и эффективными лабо​раторными методами выявления АГ и идентификации ВЧ КРС. Однако данные A. Prowost и др. (37) показали, что аттенуированные штаммы ВЧ КРС в естественных условиях не сти​мулируют продуцирование преципитирующего антигена в тканях животных. Это может быть характерным признаком отличия вакцинного штамма от эпизоотического. В Иране в 1982 г. в зонах, где скот был вакцинирован, у привитых животных не обнаруживали образо​вание преципитирующего антигена. Поэтому в зонах систематической вакцинации скота против данной инфекции диагноз поставить сложно (11).

ВИЭОФ. Предложен вместо РДП для быстрой диагностики чумы КРС. В качестве ис​пытуемого АГ служит суспензия селезенки и лимфоузлов толстого кишечника КРС и овец, полученных во время вспышки болезни. ВИЭОФ проводят в 0,8%-ной агарозе на веронало-вом буферном растворе с рН 8,6. Гипериммунную сыворотку помещают в лунки вблизи анода, исследуемый материал - вблизи катода. Пластины помещают в горизонтальную ван​ночку с охлажденным вероналовым буфером. Линии преципитации образуются через 45 мин при силе тока 6 мА. ВИЭОФ при обнаружении АГ в тканях павших животных он ока​зался в 4-16 раз чувствительнее РДП и позволяет получить результат в течение 40 мин.

РТГА. Разработана для экспресс-диагностики чумы КРС. Если исследуемый материал содержит вирус, анти-ГА связываются, а их отсутствие или нехватку можно потом выявить, исследуя сыворотку в РТГА с использованием гемагглютинина ВК. При отсутствии вируса в исследуемом материале количество AT остается неизменным. В этой реакции используют родство АГ ВЧ КРС и ВК. Особую ценность она имеет для диагностики случаев заболева​ния, вызванных штаммами с ослабленной вирулентностью.

ИФ. В качестве исследуемого материала используют мазки-отпечатки и гистологиче​ские срезы (селезенка, лимфоузлы, печень, слизистые оболочки ротовой полости и кишеч​ника) из органов и тканей больных животных или инфицированные этими материалами культуры клеток. Возможно применение непрямого ИФ для обнаружения специфического АГ. Четкие результаты получают в случаях, если ФИТЦ-конъюгат изготовлен на основе гамма-глобулина, выделенного ионообменной хроматографией из специфической сыворот​ки. Прямая ИФ позволяет обнаруживать АГ в более ранние сроки: в мазках-отпечатках из органов больных животных через 2 ч, в зараженной культуре клеток - на 1 пассаж ранее по​явления ЦПД - т.е. раньше на 8-10 дн (11). С помощью прямой ИФ возможно оценивать результаты РН в культуре клеток через 24-48 ч после постановки опыта, тогда как для оцен​ки реакции по ЦПД вируса требуется 6-8 сут. Поэтому прямой метод ИФ признан высоко-специфичным, чувствительным и пригодным для экспресс-диагностики чумы КРС (8).

РНГА и РЗГА. Обе реакции позволяют дифференцировать сыворотки и АГ при исполь​зовании обработанных дубильной кислотой эритроцитов крови коз. Реакции основаны на адсорбции перекрестных AT из сыворотки, которая используется в РТГА (47).

ИФА. ИФА позволяет быстро выявлять АГ ВЧ КРС в патматериале. Наиболее часто АГ выявляли в мазках из поражений слизистой ротовой полости и лимфоузлов. АГ ВЧ наибо​лее часто выявляли у КРС моложе 3 лет, а у буйволов - в более старшем возрасте. В РДП и ИФА результаты совпадали, но последний позволял получить результат через 2-3 ч. Успеш​но вирус определяли в назальных и глазных секретах через 4 дн несмотря на то, что он там содержался в количестве не более 1,75 lg ТЦД50/мл. ИФА оказался более чувствительным по сравнению с выделением ВЧ КРС (45). Получены компоненты набора для диагностики чу​мы КРС методом твердофазного ИФА, которые обеспечивают обнаружение вирусспецифического АГ (нуклеопротеина) ВЧ КРС в лизатах зараженных клеточных культур и пробах органов больных животных, а также обеспечивали обнаружение AT в сыворотках больных и переболевших животных. Чувствительность ТФ ИФА при выявлении специфических анти​тел в сыворотках крови больных и иммунных животных (метод ингибирования) сравнима с чувствительностью РТНГА с использованием эритроцитарного диагностикума на основе монАТ к ВЧ КРС (11а).

Серодиагностика и ретроспективная диагностика. Для обнаружения AT используют РН, ВИЭОФ, РРГ и ELISA (22). Для серологического исследования берут кровь как можно раньше после установления клинических проявлений и повторно через 10-14 дн. Исследуют парные сыворотки крови не менее чем от 10 животных. ВНА и КСА у животных-реконвалесцентов обнаруживаются через 3-5 дн, поэтому чаще всего применяют РСК и РН. Ретроспективную диагностику чумы КРС проводят в очагах инфекции или при атипичном её течении на вакцинированном поголовье животных, имевших слабый поствакцинальный иммунитет, 4-кратное увеличение титра КСА и ВНА свидетельствует о наличии прошедшей инфекции.

РСК. Применяют чаще всего. На 3-4-й день после снижения температуры у животных обнаруживают КСА в титре от 1:10 до 1:40. На 21-30-й дн достигают максимума и удержи​ваются в течение 3 мес на уровне 1:80-1:160. Через 8 мес. титр их составляет 1:20-1:40.

PH. Можно ставить на кроликах, имея лапинизированный штамм. Учитывая дорого​визну этого метода, его используют крайне редко. Реакция в культурах клеток с использова​нием адаптированных к ним штаммов - метод более простой и дешевый. Для выявления и титрования ВНА метод микротитрования не уступает пробирочному, но выгодно отличается от него меньшей чувствительностью к колебаниям дозы. Чтобы избежать цитотоксического и ингибирующего проявления, рекомендуется делать первоначальное разведение сыворотки 1:5. Количественную РН можно проводить в двух вариантах: 1) с постоянной дозой вируса (200-500 ТЦД50) и двукратно возрастающими разведениями сыворотки; 2) с постоянной до​зой сыворотки (разведение 1:5-1:10) и 10-кратными разведениями вируса 10-1-10-6.

РТГА. В качестве АГ в этой реакции используют вирус кори.

Дифференциальная диагностика. Проводится по данным исследования вируссодержащего материала (гибридизационным тестом, биопробой, серологическими реакциями с видоспецифической сывороткой). В связи с тем, что в некоторых странах, в том числе и в европейских, чума КРС давно ликвидирована, при случайном заносе она может быть оши​бочно диагностирована как вирусная диарея или злокачественная катаральная горячка, что необходимо иметь в виду при дифференциальной диагностике чумы.

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

У переболевших животных образуется прочный, практически пожизненный иммунитет. Животные-реконвалесценты или привитые живыми вакцинами во время беременности так​же сообщают иммунитет потомству продолжительностью до 11 мес. Такой иммунитет раз​вивается в результате не только передачи AT с молозивом и молоком , но и проникновения вакцинного вируса в развивающийся эмбрион. Установлено снижение иммунного ответа на вакцину против чумы КРС у животных, перенесших экспериментальный тейлериоз.

Применение живых вакцин. В настоящее время для профилактики чумы КРС исполь​зуют живые культуральные вакцины из аттенуированных шт.TCRV, ЛТ и К37/70. Шт. ЛТ получен во ВНИИВВиМ Н.И. Митиным, В.Н. Сюриным и др. путем адаптации японского лапинизированного шт. ЛЗ ВЧ КРС в культуре клеток почки теленка. Вирус прошел 1271 пассаж на кроликах и 60 пассажей в культуре клеток, в том числе 8 пассажей методом предельных разведении, для выделения генетически однородной и стабильной популяции. Шт.1 ЛТ безвреден для КРС и овец различных породных групп и возрастов. Сухая вакцина ЛГ обладает более высокой терморезистентностью по сравнению с вакциной из шт. TCRV. Она является генетически стабильной ввиду длительного пассирования вируса через организм кролика, что гарантирует полную безвредность препарата для КРС (12, 14). 

Живые вакцины против чумы КРС исключительно эффективны и высокоэкономичны. У привитых животных может наблюдаться невысокая лихорадка, появляющаяся спустя 4-11 дн. после прививки и продолжающаяся 1-11 дн. После однократной прививки (100 ИД100) иммунитет наступает через 72 ч и продолжается 7-8 лет (3, 36). Для стран с жарким климатом разработана и изготовляется более терморезистентная вакцина. Использовали шт. Плоурайт, адаптированный к культуре клеток Vero и лиофилизированный с различными стабилизаторами. Получена вакцина, сохраняющая активность согласно рекомендации ФАО при  37°С в течение 4-х нед. Вакцину против чумы КРС можно использовать для иммунизации овец и коз, которые могут иметь субклиническую инфекцию. Японская вакцина из шт. Накамура III (лапинизированного) проявляет в ряде случаев абортогенные свойства. По дан​ным японских исследователей шт. LA-AKO успешно используется в качестве вакцинного, он индуцирует AT против шт. Kabete О LA-AKO, а сыворотка на шт. LA-AKO более пред​почтительна для определения и идентификации ВЧ КРС (32).

Положительно зарекомендовала себя вторая отечественная живая вакцина из шт. К-37/70, с помощью которой в 1991-1992 г. удалось оборвать вспышку инфекции в ряде районов Тувы (9). С использованием культуры клеток СПЖВ разработана более экономичная технология вакцины против чумы KPG из шт. К 37/70 (14а).

Инактивированные вакцины. Несмотря на общепризнанную эффективность живых вакцин против чумы КРС, идея создания инактивированного препарата не канула в лету. Так, для иммунизации овец против чумы КРС предложена инактивированная ГОА-вакцина с сапонином. Все овцы, иммунизированные данной вакциной, как в цельном виде, так и в разведениях 1:3 и 1:9, противостояли контрольному заражению вирусом чумы КРС на 14-е сут. после вакцинации (4).

Инактивированные вакцины, по-видимому, необходимо использовать для создания бу​ферной зоны и на заключительном этапе искоренения инфекции после применения вирус-вакцины для ограничения возможного вирусоносительства. Инактивированная вакцина на основе аттенуированного шт. ЛТ ВЧ КРС , выращенного в перевиваемой клеточной линии почки сайгака, и применения в качестве инактиванта ионов меди, индуцирует достаточно напряженный иммунитет, вызывая образование ВНА , которые сохранялись в титре 1:19 в течение 12 мес (7). Испытания инактивированной вакцины против чумы КРС по срокам на​ступления иммунитета показали, что однократная вакцинация в дозе 3 мл защищает живот​ных от контрольного заражения на 3 и 5-е сут после иммунизации. У животных, иммунизи​рованных за 1 сут до заражения, отмечается 2-5-дневная задержка гибели от чумы КРС (4а).

Генно-инженерные вакцины. При использовании достижений генной инженерии соз​даны новые типы вакцин: субьединичная, синтетическая и векторная или рекомбинангная. Наиболее перспективна рекомбинангная, состоящая из живого вируса (например оспы) или бактерий (Е.соli, дрожжи), в которых интегрирован ген, кодирующий протективный АГ ВЧ. Чаще для интеграции берут сайты тимидинкиназы или гемагглютинина (Н). В Японии скон​струированы 3 типа рекомбинантной вакцины. Вакцина, имеющая модифицированный ген Н с промотором МР7,5 К, наиболее иммуногенна. ВНА к вирусам оспы и чумы персистируют более года (23, 42). В США также получены рекомбинанты инфекционного вируса оспы, экспрессирующие гены ГА и растворимых поверхностных белков, включая белок слияния Fo ВЧ КРС. У привитых животных продуцировались ВНА, которые защищали животных при заражении вирусом в дозе в 1000 раз больше летальной. Вакцину применяют путем скарификации. Она термостабильна, безопасна (49,50).

Серологическая оценка поствакцинального иммунитета. В результате сравни​тельного изучения эффективности 3 реакций (РН, РНГА и РТГА) для выявления AT у жи​вотных, иммунизированных культуральной вакциной против чумы, было установлено, что наиболее выраженная корреляция титров AT наблюдалась между РН и РТГА, взятых через 2-3 нед после вакцинации. В ответ на прививку живой вирусвакциной из шт. ЛТ КС и ВН AT обнаруживаются на протяжении года. Максимальный титр их через 1 мес/ достигает 1:80 и 1:160-1:640 соответственно. Через год после прививки титр AT соответственно снижается до 1:10-1:20 и 1:40-1:80. В ряде случаев ВНА обнаруживаются через 18 мес/ в титре 1:60-1:320 к 200 ТЦД50 . Материнские AT сообщают иммунитет телятам на 6-7 мес., поэтому ак​тивную иммунизацию их можно проводить после этого срока. В тех случаях, когда титр ВНА и КСА равен 1:10 и выше, животные, как правило, устойчивы к экспериментальной инфекции ВЧ в дозе 103 ЛД50. Однако следует иметь в виду, что отсутствие КСА не свиде​тельствует об отсутствии специфического иммунитета, так как эти AT у вакцинированных и переболевших животных исчезают раньше, чем специфическая резистентность и ВНА. Нет также прямой корреляции между специфической резистентностью вакцинированных живот​ных и титром ВНА как в первые дни (3-5) после вакцинации, когда резистентность живот​ных обусловлена феноменом интерференции, так и в последующие, когда резистентность при отсутствии КСА и ВНА, видимо, обусловлена механизмами клеточного иммунитета.

Ветеринарно – санитарная оценка – больных и подозрительных по данному заболеванию на убой на пищевые цели не допускается.
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Семейство: Rhabdoviridae

Таксономическая структура семейства:

Род: Vesiculovirus, Lyssavirus, Ephemerovirus, Cytorhabdovirus, Nucleorhabdovirus.

Биологические особенности:

Вирусы семейства инфицируют млекопитающих, рыб, членистоногих и других беспозвоночных.

Некоторые представители рода– арбовирусы.

Вертикальной передачи у позвоночных не наблюдается.

Антигенное родство:

Между вирусами разных родов может наблюдаться слабое перекрестное реагирование.

Морфология:

Форма пулевидная или конусовидная. Вирусы, инфицирующие растения имеют бациллоподобную, пулевидную форму или плеоморфны. Внешняя поверхность вириона покрыта выступами (пепломерами) длиной 5-10 нм и 3 нм в диаметре. Нуклеокапсид 30-70 нм в диаметре, спиральной симметрии, окружен липопротеидной оболочкой, имеющий длину в развернутом виде 700 нм и диаметр 20 нм. Вирион имеет длину 100-430 нм, d 45-100 нм, Mr 300-1000 ( 106, плав. пл. в CsCl 1,19-1,20 г/см3, плав. пл в сахарозе 1,17-1,19 г/см3, S20w 550-1045.

Геном:

РНК односпиральная, линейная, с негативной полярностью, Mr 4,2-4,6 ( 106, размером 11-15 kb.

Род: Vesiculo-

Типовой вид: вирус везикулярного стоматита Индиана.

Геном 11,5 kb. Некоторые вирусы значительно крупнее типового.

Выделены от млекопитающих, рыб, членистоногих. Вызывают везикулярный стоматит у лошадей, КРС, свиней. Распространены в Западном полушарии. Болеет и человек (гриппоподобный синдром), в основном в сельской местности, там, где болеют животные. Некоторые вирусы могут инфицировать рыб и передаваться эктопаразитами рыб. Вирусы рода проявляют разную степень перекрестной нейтрализации (реагируют перекрестно в РСК и РИФ). Анализ генома показал значительное родство вирусов рода. Известна одна серогруппа (везикулярного стоматита).

Виды (8):
вирус везикулярного стоматита Индиана, вирус везикулярного стоматита Алагоас



вирус везикулярного стоматита Нью-Джерси, Chandipura virus, Cocal virus, Isfahan virus



Maraba virus, Piry virus

Предполагаемые виды (20).

Род: Lyssa-

Типовой вид: вирус бешенства.

Обнаружены участки генома, сходные с таковыми везикуловирусов. В инфицированных нейронах образует тельца Негри. Вызывают бешенство. Болезнь энзоотична во всех регионах мира кроме Австралии и Антарктики. Великобритания, Ирландия и Япония свободны от бешенства. Резервуар инфекции – дикие хищники. Передается, как правило, со слюной. Вирус бешенства нейротропен.

Наблюдаются перекрестные реакции между членами рода, но в разной степени. Внутри рода определена 1 серогруппа.

Виды (6):
вирус бешенства, Duvenhage virus, вирус Мокола, вирус Лагос бат, Европейский вирус бат 1, Европейский вирус бат 2.

Предполагаемые виды (3): вирусы Кotonkan, Obodhiang, Rochambeau.

Род: Ephemero-

Типовой вид: вирус эфемерной лихорадки КРС.

Вызывает энзоотическую болезнь КРС и водяных буйволов в тропических и субтропических регионах Африки, Австралии, Среднего Востока и Азии. Арбовирус. Болезнь распространяется кровососущими членистоногими.

Другие вирусы рода не замечены в патологии животных, хотя некоторые были выделены от КРС и насекомых.

Отмечена слабая способность к перекрестному реагированию в РИФ с лиссавирусами. По данным сиквенс-анализа близки к везикуловирусам.

Виды:
вирус эфемерной лихорадки КРС, вирус реки Аделаида, Берримах вирус

Предполагаемые виды (3).

Род: Cytorhabdo-

Типовой вид: вирус желтого некроза салата-латтука.

Инфицируются растения, как правило, определенные виды, но может быть и межвидовое ратпростронение. Могут реплицироваться в насекомых.

Виды (8).

Род: Nucleorhabdovirus

Типовой вид: вирус желтой карликовости картофеля.

Инфицируют растения. Есть переносчики.

Виды (8).

Неклассифицированные виды семейства

Известно 6 серогрупп рабдовирусов, не включенных в данные роды (всего 20 вирусов). Необозначенных рабдовирусов позвоночных 40, растений– около 60.

Сходство с другими таксонами.

Рабдовирусы имеют общие признаки с представителями семейств Filo– и Paramyxoviridae.

                                     ВЕЗИКУЛЯРНЫЙ СТОМАТИТ
                   Vesicular stomatitis (антл), Stomatite vesiculouse (франц), 

                                      Stomatitis vesicularis (нем)

Везикулярный стоматит (ВС) - остропротекающая болезнь лошадей, мулов, КРС и сви​ней, проявляющаяся образованием везикул в ротовой полости, поражением сосков вымени, реже тканей области межкопытной щели, венчика и мякишей. Протекает в виде энзоотиче​ских вспышек или эпизоотии.

Болезнь впервые диагностировали в Южной Америке в 1802 г В 1915-1917 гг.. она возникла из Канады во Францию, затем ее регистрировали в Германии, Англии, Италии, в 1939 г. обнаружена среди лошадей и КРС в Аргентине, в 1944 г - в Венесуэле среди лошадей и свиней В 1949 г в США эпизоотия охватила 14 штатов В 1950 г болезнь распространилась в Мексике За последн.ие годы ВС наблюдается в Северной и Южной Америке, Англии, Франции, Италии, Индии, Китае В РН ВНА к вирусу типа Индиана выявлены в  большом проценте случаев у животных, живущих на деревьях, а к вирусу типа Нью-Джерси - у грызунов. У домашних животных и людей титры AT высоки к обоим типам вируса (4)

Клинические признаки и патологоанатомические изменения. Инкубационный период продолжается 2-9, чаще 2-5 дн.. Первыми клиническими признаками болезни являются красные пятна, появившиеся на слизистой оболочке щек, губ, на твердом и мягком не особенно на языке Затем появляются единичные и множественные болезненные пузыри, наполненные прозрачной или желтоватого цвета серозной жидкостью, которые, сливаясь, образуют красные пузыри. Последн.ие быстро лопаются, обнажая ярко-красную кровоточащую поверхность Такие эрозии иногда поражают большую поверхность языка и десен. Обычно они в течение 3-7 дн. эпителизируются Перед образованием пузырьков или во время появления их животные угнетены, температура тела повышена до 41-42°С. После разрыва пузырьков снижается до нормальной. При поражении слизистой оболочки ротовой полости происходит обильное слюнотечение. Животные издают чмокающие звуки .

У коров часто поражаются соски. На них появляются везикулы, которые увеличиваются и лопаются. Образуются кровоточащие болезненные язвы. Если поражена большая пoверхность вымени, развивается мастит Иногда пузырьки появляются на слизистой оболочке носа, конъюнктиве, зеркальце, на венчике и коже межкопытной щели. Выздоравливают животные на 8-16-й день после разрыва везикул. Этот срок зависит от тяжести поражения.

У лошадей пузырьки появляются преимущественно на поверхности языка, затем внутренней и наружной поверхностях губ, в углах рта, на морде, в ноздрях, реже на у на нижней поверхности живота, препуции, на вымени и конечностях. В результате поражения венчика возможно отслоение всего рогового башмака или только его пяточной части. При тяжелых поражениях конечностей животные хромают. Длительность болезни зависит от величины поражения и осложнений. В средн.ем болезнь продолжается 12-16 дн..

У свиней ВС протекает остро и характеризуется лихорадкой (41-42°С) и появлением везикулярной сыпи на слизистой оболочке ротовой полости, языка, на коже губ, рыла, межкопытной щели, на пятачке, вымени. Инфекция протекает в виде энзоотии (возможно, эпизоотии) с поражением от 5 до 90% (в средн.ем 30%) животных. Первые патизменения появляются в глубине шиловидн.ого слоя эпидермиса. Затем процесс распространяется на базальный и зернистый слои. С распространением патологического процесса цитоплазма во ядра клетки сокращается так, что клетки приобретают вид больших лимфобластов. В результате вокруг ядра и плазмы образуются пузырьки, заполненные жидкостью. Такой пузырек окаймляется лишь тонким ободком Объем внутриклеточной жидкости увеличивается, прибавляется воспалительный экссудат, вследствие чего цитоплазма становится более жидкой. Ядра клеток изменяются. Вначале клетки уплотняются, а поздн.ее происходит их гранулированное разложение. Многие измененные клетки сливаются и образуются пузырьки, распространяющиеся как вниз на базальный слой, так и вверх на роговой слой эпидермиса. В более глубоких слоях кожи возникают отек и воспалительные процессы с инфильтрацией нейтрофильных элементов. С развитием патологического процесса содержимое пузырей становится гнойным. Все эти изменения можно наблюдать, примерно, 12 ч.

ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Вирус везикулярного стоматита открыли Коттон, Олитский, Траум и Шенинг в 1925. 

Морфология и химический состав. Вирионы пулевидн.ой формы, размер их 70-175 нм (130-220) Палочковидн.ые субъединицы прикреплены к нити нуклеиновой кислоты, которая свернута в спираль, состоящую из 30 витков с наружным диаметром 49 нм и 4 витков с меньшим диаметром, находящихся в полусферической части вириона. Спиральный нуклеокапсид заключен в оболочку (толщиной 18 нм), на поверхности которой имеются ха​рактерные ворсинки длиной 10 нм. Наружная оболочка вирионов содержит фосфолипиды клетки, а внутренний спиралевидн.ый остов представлен вирусспецифическим АГ. Наруж​ные шиловидн.ые выступы связаны с внутренним спиралевидн.ым компонентом. Они прони​зывают оболочку вириона, образуя на его поверхности выступы. Геном ВВС - это нефрагментированная 1-нитевая молекула РНК, с мол.м. 4-4,5 МД. РНК, выделенная из ви​рионов (около 2%), неинфекционна. Основные бел​ковые компоненты ВВС Р2 и Р5, а также минорные Р1 и Р4, находятся в поверхностной оболочке вируса и частично погружены в липидн.ую мембрану. Компонент Р3, представ​ляющий белок ядра вириона, изолирован оболочкой от внешней среды. При размножении вируса образуются частицы 3-х типов полноценные инфекционные В частицы и неинфек​ционные дефектные LT и Т- частицы. «В» частицы содержат 42 S РНК, LT- 28 S РНК и Т - 23 S РНК. Предполагают, что 42 S РНК В - частиц, возможно, является продуктом "сшивания" 28S и 23S РНК, причем это "сшивание" может происходить уже на стадии соответствующих нуклеокапсидов. Образование LT и Т частиц в таком случае есть следствие дефекта этого "сшивающего" механизма, приводящего к "надеванию" внешней оболочки "несшитых" 100S и 80S нуклеокапсидов. Нуклеокапсиды «В» частиц имеют константу седиментации 140S, LT100 S и T80S «В» частицы содержат специфическую РНК-полимеразу, которая участвует в двух реакциях в транскрипции и в посттранскрипционной модификации продукта РНК .

Устойчивость. Добавление сыворотки к вируссодержащей суспензии способствует за​щите вируса от неблагоприятных воздействий Вирус хорошо сохраняется в замороженном (-20°С и ниже) и лиофилизированном состояниях. В 50%-ном забуференном р-ре глицерина (рН 7,5) при 4-6°С вируссодержащие материалы сохраняют активность около 4-х мес.. В инфицированных кормушках и поилках вирус сохраняет активность 3-4 дня, в садовой земле при 4°С - до 30 дн.. Температура 100°С и 2%-ный р-р NaOH убивают его почти мгновенно. Различные штаммы вируса неодинаково чувствительны к протеолитическим ферментам (трипсину и хемотрипсину) Высокочувствительны шт. Индиана и Нью-Джерси, малочувствителен шт. Кокэл и нечувствительны шт. Аргентина и Бразилия. Оба фермента удаляют АГ с поверхности вирионов у шт. Индиана. У шт. Бразилия удаляется около 70% AT и остальные 30% устойчивы даже при продолжительной обработке. Он имеет поверхности выступы 2-х типов, отличающиеся по своей устойчивости к протеолитическим ферментам.

Антигенная структура. Первый растворимый АГ вируса (шт. Индиана), представляющий белок сердцевины вириона, имеет константу седиментации 20S Второй растворим АГ (константа седиментации 6S) реагирует перекрестно с AT на вирусную оболочку. Данный АГ в оболочках вирусных частиц 2-х серотипов (Индиана и Нью-Джерси) различен.

Антигенная активность. Все штаммы 2-х серотипов (Индиана и Нью-Джерси) при экспериментальной инфекции индуцируют ВНА. Вирус вызывает появление в крови реконвалесцентов специфических ВНА и КСА. Первые обнаруживаются на 7-10 день болезни. КСА у КРС и лошадей можно обнаружить на 6-8 день после заражения, к 9-16-му дн.ю о достигают максимума и, постепенно снижаясь к 50-110-му дн.ю, исчезают. У некоторых животных ВНА в высоких титрах могут сохраняться до 13 и даже 48 мес.. Выздоровевшие животные с высоким уровнем ВНА, но отрицательно реагирующие по РСК, чувствительны повторному заражению гомологичным вирусом.

Антигенная вариабельность и родство. Имеется 4 АГ различных типа ВВС: Нью-Джерси, Индиана, Коралл и Керн-Каньон, различающихся в РН иммунологически в опыт перекрестного заражения. Одн.ако в РСК и реакции камедь-агг.лютинации вирусы дают перекрестные реакции, что свидетельствует о наличии у них общего АГ. При помощи РДП в агаровом геле также удалось выявить общий для обоих серотипов растворимый АГ. Одн.ако субвирусные структуры, полученные при обработке вирусов твином и эфиром или дезоксихолатом натрия в РСК давали значительные перекресты. Вероятно, типо- и штаммоспецифические особенности вирусов определяются белком входящим в состав поверхностных структур, а за реакцию с гетерологичными сыворотками ответствен белок РНП. ВВС не имеет АГ и иммунологического родства с вирусом ящура и с вирусом везикулярной экзантемы. Серотип Нью-Джерси встречается чаще и вызываемая им болезнь протекает тяжелее, чем вызываемая шт. Индиана.

ГА свойства. Серотипы Индиана и Нью-Джерси различаются по адсорбции и элюции. Оба активно сорбируются эритроцитами гусей при низкой температуре в узком диапазоне рН (для шт Индиана рН 5,8 для Нью Джерси рН 6,4). 

Экспериментальная инфекция. Легко воспроизводится на КРС, лошадях, овцах, козах, мулах, свиньях, косулях, белых мышах, морских свинках, хомяках и хорьках и нерегулярно - на кошках, крысах, кроликах, енотах. При заражении КРС в язык или десну, а также при втирании вируса в скарифицированную слизистую оболочку, развивается типичная картина болезни. При аэрозольном заражении клинически болезнь не проявляется, хотя у животных отмечают появление специфических AT. Контактное заражение в эксперименте не всегда удается При интрацеребральном заражении у мышей 3-4-нед возраста развивается энцефалит. У морских свинок массой 500-600 г после введения вируса в плантарную поверхность кожи лапки через 44-50 ч появляются везикулы, поражаются также почки и печень. Кроликов удается заразить в язык (не всеми штаммами) и в мозг. Цыплят можно заразить интрацеребрально, но непрерывные серийные пассирования вируса на них не удаются. Можно заразить уток и гусей при введении материала в язык и в плантарную поверхность лапок. Возможно экспериментальное заражение голубей, енотов и лягушек. Последн.ие по​сле инфицирования могут быть носителями вируса в течение многих недель. Возможно слу​чайное заражение человека при манипуляции с вирусом и при контакте с животными (2).

Культивирование. Удается в 7-8-дн. КЭ при нанесении материала на ХАО и инкубировании при 35°С. С возрастом чувствительность эмбрионов к вирусу снижается. Если эм​брионы в течение 1-2 дн.. не погибают, у них развиваются пролиферативные, а затем некро​тические изменения на оболочке. Вирус размножается также в аллантоисной полости. Кро​ме КЭ, вирус удается культивировать на мышатах-сосунах 7-10-дн.. возраста, зараженных интрацеребрально и интраперитонеально. Титры вируса в КЭ и мышатах-сосунах могут достигать 107,5-109 ИД50/мл. Вирус культивируют также в первичных культурах фибробластов КЭ и клетках почечной ткани морских свинок, КРС, свиней, а также во многих пере​виваемых линиях клеток различного происхождения (L, HeLa, KB, КЕМ, СОЦ, Нер, RES и др.). Размножение его сопровождается развитием ЦПИ. В монослойной культуре почечных клеток вирус вызывает образование бляшек. Его можно титровать методом бляшек. 

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источники и пути передачи инфекции. Животные заражаются во время приема кор​ма, воды, инфицированных слюной больных животных. Перезаражению животных способ​ствуют насекомые: Stomoxyc calcitrans (6 видов), слепни (3 вида), Chrysops и Aedes (4 вида). Считают, что в циркуляции вируса в природе участвуют дикие крысы. Предполагают, что вирус может сохраняться в почве и на растениях и разноситься кровососущими насекомы​ми. Эту экологическую особенность объясняют сходством с фитопатогенными вирусами.

Спектр патогенности в естественных условиях. В естественных условиях ВС болеют лошади, мулы, КРС, свиньи, овцы, еноты, косули, кабаны. Взрослый КРС более восприимчив, чем телята. Возможно случайное заражение людей в лабораториях или в результат прикосновения руками к пораженным соскам вымени больных коров. У людей болезнь может протекать в латентной форме или напоминать грипп.

ДИАГНОСТИКА

Клинически ВС протекает, примерно, так же, как ящур и везикулярная экзантема свиней. Поэтому симптомы болезни и патологические изменения не могут служить основой для диагностики этой инфекции. Кроме анализа эпизоотической обстановки, необходимо выделять вирус из патологического материла, взятого от больных животных, и проводить его идентификацию; ставить биологическую пробу на морских свинках и лошадях. Для подтверждения диагноза ставят РСК и РН в культуре ткани или на КЭ, камедь-агг.лютинацию реакцию ингибиции камедь-агг.лютинации. Для обнаружения ВВС применяют реакцию камедь-агг.лютинации. Суть её состоит в том, что AT к этому вирусу адсорбируются частицами ионообменной смолы. Покрытые AT частицы камеди агг.лютинируются вируссодержащим материалом. Результаты исследования сывороток с помощью ингибиции камедь-агг.лютинации четко совпадают с данными РН. С помощью камедь-агг.лютинации можно обнаружить формалинизированный вирус с утраченной вирулентностью. Между титрами инфекционности вируса и камедь-агг.лютинации прямой связи нет.

При дифференциальной диагностике необходимо исключить ящур, везикулярную экзантему свиней (ВЭС), инфекционное папулезное воспаление ротовой полости у КРС, просто пузырьковый стоматит и язвенный ринит у лошадей. Дифференцировать ВВС от ВЯ и ВЭ можно на основании различий их по некоторым физико-химическим свойствам, в частности, по устойчивости к кислой среде (рН 5,0) и чувствительности к эфиру, а также по результатам биопробы. Диагноз на прошедшую инфекцию ставят при помощи РСК и РН, одн.ако исчезновение КСА через 2-3 мес.. после переболевания позволяет использовать эту реакцию только для диагностики относительно свежих случаев болезни В противоположность этому ВНА сохраняются до 4-х лет и дольше, что делает использование РН особенно полезной для ретроспективной диагностики, а также для выяснения общей эпизоотологической ситуации путем массовых серологических исследований скота. Выздоровевшие животные высоким уровнем ВНА, но отрицательно реагирующие по РСК, чувствительны к повторному заражению гомологичным вирусом.

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

Переболевшие животные приобретают стойкий иммунитет только против определенного серотипа вируса на срок от 6 до 12 мес.. Для активной иммунизации животных применяют вакцину из инактивированного кристаллвиолетом или β-пропилактоном вируса. Вакцина создает полный иммунитет на 1 мес.. и неполный - на 3 мес.. После вторичной прививки иммунизирующее действие вакцины усиливается.

Ветеринарно –санитарная оценка. Туши и продукты убоя от больных и подозрительных по заболеванию выпускать в сыром виде запрещается. При наличие дегенеративных или других паталогических изменений в мускулатуре тушу с внутренними органами направляют на утилизацию. При отсутствии паталогиеских изменений направляют  образцы на бактериологическое исследование на сальмонеллёз. В случае обнаружения сальмонелл  внутренние органы утилизируют, а тушу направляют на проварку. При отсутствие сальмонелл  разрешается перерабатывать на  варёные, варёно –копчёные колбасы , консервы или проварку.
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                              БЕШЕНСТВО
Rabies (англ), Tollwuut (нем), Lyssa, La Rage (франц), Rabia (исп).

Бешенство (Б) - остро протекающая болезнь теплокровных животных, характеризую​щаяся поражением ЦНС. Восприимчивы домашние и дикие животные всех видов, а также человек. Клинические признаки заболевания описали Плутарх и Селкус в 100 г. н. э. (80). Е С Tierkel (81) относит наиболее ранние ссылки на заболевание в Азии как одн.о из встре​чавшихся в античном Вавилоне в XXIII веке до н. э. и в последующем имевшее название Hammurabi. Вопреки античной истории заболевания многие аспекты Б неясны до настояще​го времени Большинство теплокровных животных чувствительны к вирусу бешенства (ВБ). Длительно удерживавшаяся концепция фатального исхода заболевания человека, как и жи​вотных всех видов, постепенно меняется - имеют мес.то фактически документированные случаи выздоровления от Б человека и собак после экспериментальной инфекции. Живот​ные некоторых видов более устойчивы к бешенству, чем другие (24,25,36).

Болезнь регистрируется в различных странах земного шара Не отмечено случаев про​явления болезни в Австралии, Великобритании, Японии. В зависимости от резервуаров и особенностей течения распространение Б в мировом масштабе условно принято делить на несколько ареалов.

Полярный ареал включает арктическую территорию бывшего СССР, Гренландию, Аля​ску, где в 60-90% случаев носительство ВБ проявляется дикованием (у песцов). Известны случаи заболевания с летальным исходом людей, контактировавших с больными песцами.

Западн.ая, Центральная Европа, азиатская часть бывшего СССР (85) США, Мексика входят в зону, характеризующуюся многочисленными резервуарами (куницы, лисы, волки, грызуны). Южная и Центральная Америка рассматриваются как самостоятельный тип при​родн.ой очаговости, где резервуарами являются летучие мыши. В Африканском ареале ос​новным носителем вируса являются мангусты. В последн.ее десятилетие в Азии, Африке и Латинской Америке от Б ежегодн.о погибает около 20 тыс.. человек, в Индии - около 30 тыс. человек 96% укусов наносят собаки (61).

К 1950 г большинство европейских стран стало свободн.ым от Б собак. Затем инфекция стала распространяться с востока на запад: в период 1960-1970 гг.. волна Б среди лисиц ох​ватила ФРГ, Австрию, Бельгию, Францию, Люксембург Всего за 1972-1989 гг. было заре​гистрировано 300 тыс. случаев Б у животных В 83% случаев болели дикие животные, в основном лисицы (74,5%). В период 1990-1993 гг. собаки были ответственны за 84,1% случаев человеческого Б, летучие мыши - за 7,2, кошки - за 4 и другие животные (обезьяны, волки, койоты) - за 4,7%. В ряде стран передача Б вампирными летучими мышами имеет важное значение для общественного здравоохранения и экономики. С 1987 г. 73 человеческие смерти были вызваны Б, передаваемым вам​пирными летучими мышами (83). Помимо собак в распространении Б существенную роль играют кошки Они составляют обычно не более 5% от общего числа иммунизированных животных. К некоторым штаммам ВБ кошки даже более чувствительны, чем собаки, причем они выделяют большее количест​во вируса. Поэтому санитарные мероприятия по борьбе с Б кошек заключается в исключении контактов их с животными - векторами инфекции - содержание в изолированных усло​виях и удаление бродячих кошек из инфицированных районов.

Клинические признаки и патологоанатомические изменения. У собак инкубацион​ный период варьирует от нескольких недель до года, в среднем 2-8 нед. Его продолжитель​ность зависит от вида, возраста, резистентности животного, количества проникшего вируса и его вирулентности, места локализации и характера раны. Чем богаче нервными оконча​ниями ткань в месте внедрения вируса, чем глубже рана и больше она ослюнена, тем короче инкубационный период. У 70% заболевших домашних животных клинические признаки Б начинают проявляться между 15-60 дн. после заражения, а у остальных - раньше или позже.

В развитии болезни различают 3 стадии: продромальную, возбуждения и пара​личей. 

Продромальная стадия (стадия предвестников) характеризуется повышением чувст​вительности животных к шуму, свету, прикосновениям, извращением аппетита, нарушением зрения, повышением температуры тела. Эта стадия длится от 12 ч до 3-х сут. Стадии возбу​ждения свойственны приступы буйства, ярости, расстройства чувствительности и сознания, оглумообразное состояние. Наблюдаются судороги, парезы жевательных мышц и мышц глотки, сужение зрачков, учащенные позывы к мочеиспусканию Лихорадка достигает мак​симума. В стадию параличей снижается и даже исчезает болевая чувствительность. Наруша​ется деятельность центров кровообращения и дыхания. Температура тела понижается. Тече​ние болезни заканчивается летально. Однако при серологическом исследовании диких жи​вотных, собак, кошек и вампиров в сыворотке крови обнаруживают ВНА, что, вероятно явилось результатом бессимптомного переболевания.

Течение Б за последние годы претерпело существенные изменения и проявляется без стадий свойственных классической болезни В последние годы стали преобладать парали​тическое и атипичное проявления болезни.

У КРС инкубационный период продолжается от 2 нед. до нескольких мес., чаще 3-6 нед. Клинические признаки в начале болезни неспецифичны: потеря аппетита, замедленная моторика рубца, иногда дрожание, затем паралич глотки и связанный с этим отказ от корма, обильное слюнотечение. Стадия возбуждения может отсутствовать. Она лучше выражена у животных выпасного содержания по сравнению с животными стойлового содержания.

Для буйной формы характерны возбуждение животного, затрудненное жевание и глотание, прекращение лактации. Затем возбуждение переходит в буйство, животное стремится сорваться с привязи, хрипло мычит, бросается на препятствия, оглядывается на живот, падает на землю. Наблюдаются обильное слезотечение и потоотделение, фибриллярное подрагивание отдельных групп мышц. Зрачки расширены, конъюнктива гиперемирована, иногда возникает зуд на месте укуса и половое возбуждение. Жвачка становится вялой или совсем прекращается, часто повторяются позывы к мочеиспусканию и дефекации. Затем развиваются параличи нижней челюсти, языка, мышц конечностей Смерть наступает на 3-6-й день.

Паралитическая стадия Б у КРС встречается наиболее часто. Начало болезни характеризуется снижением молочной продуктивности и аппетита. Наблюдается хриплое мычание, животное отстает от стада. Развиваются атония преджелудков, слюнотечение, затрудненное дыхание, глотание, животное подолгу пережевывает корм, но не проглатывает его. Teмпература тела повышается до 40-41°С. Наблюдаются фибриллярное подергивание мышц, повышение потоотделения, признаки нарушения координации движения, запрокидывание головы. У некоторых животных в период вышеперечисленных признаков появляется возбуждение (в том числе половое, хриплое мычание). Смерть наступает на 3-6-й день. В 1990-1991 гг. в Аргентине наблюдалась эпизоотия паралитического Б среди КРС и людей. В это время отмечались случаи гибели рукокрылых, гематофагов и от них выделяли ВБ.

У собак Б проявляется в буйной или тихой форме. При буйном Б различают 3 стадии: продромальная характеризуется угнетением и длится до    3-х сут Животное угнетено, прячется в темные углы В иных случаях собака ласкова. К концу стадии животное лает на предметы, извращается аппетит. Иногда на месте укуса возникает сильный зуд, животное вылизывает, расчесывает, грызет это место. Затрудняется глотание, появляется слюнотечение, хриплый лай. Животное бросается на человека, других животных, что свидетельствует о стадии возбуждения, которая продолжается 3-4 дня. Затем наступает стадия параличей, продолжающаяся 1-4 дня. Болезнь длится 8-11 дн.

Тихая форма часто проявляется у собак, покусанных инфицированными лисицами.  Первые признаки болезни - затрудненное глотание, слюнотечение, затем параличи нижней челюсти, конечностей, туловища. Гибель наступает через 2-4 дня.

У овец, свиней, лошадей болезнь проявляется также в двух формах: буйной и паралитической (69).

Лисицы при заболевании настораживают необычным поведением, теряют чувство страха, нападают на собак, коров и людей. Больные животные быстро худеют, часто возникает зуд в области инфицирования. Возможны вялость, паралич, гидрофобии не наблюдается (40, 44). Считают, что суслики являются естественным резервуаром ВБ и могут служить моделью для изучения закономерностей его персистенции.

Патологоанатомические изменения неспецифичны. Обычно при вскрытии отмечают истощение, шерсть головы и шеи смочена слюной. В желудке иногда обнаруживают инородные предметы. У жвачных в сетке и книжке находят сухие, плотные кормовые массы. Часто тонкий кишечник воспален, с кровоизлияниями.

Патогенез. Рецепторами ВБ на мембранах нейронов служат полисиалогликозиды. Проводимость импульсов на синаптических мембранах зависит от взаимодействия отрицательно заряженной сиаловой кислоты тиогликозида и ионов Са2+ . Препараты гликопротеинов выделяли из отдельных частей головного мозга здоровых и экспериментально инфицированных ВБ лисиц. В препаратах определяли отсутствие полисиалогликозидов и концентрацию сиаловой кислоты, ионов кальция, белка. Во всех проверенных частях мозга заразных лисиц обнаружено повышенное содержание сиаловой кислоты, причем в препаратах коры головного мозга и аммонова рога в 20 раз превышала контрольные значения. Это непосредственно приводит к увеличению отрицательного заряда на синоптических мембранах и, следовательно, к более высокой проницаемости этих мембран (39, 41, 43). Kucera et.al. (49) сообщили о трех путях проникновения вируса от глаз до мозга: по окуломоторному па​расимпатическому нерву; перкорнеальный путь заражения; путь по зрительному нерву.

Механизм, посредством которого вирус достигает ЦНС, изучался рядом исследователей. При прогрессировании Б на хомячках было показано, что начало продвижения вируса свя​зано с сокращением мышечных клеток около места инокуляции с инфицированном миоцитов и последующим выходом вируса в экстрацеллюлярное пространство. ВБ может распро​страняться в ЦНС также за счет цереброспинальной жидкости (32, 40, 43).

ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Морфология и химический состав. Установлен генетический плеоморфизм гена нуклеопротеида Б. Все 69 изолятов ВБ из различных частей мира принадлежат к серотипу 1, причем идентифицировано по крайнем мере 12 филогенетических линий в соответствии с географической локализацией хозяина. Селекция, возможно, связана со специфичностью хозяина, ограничивает изменения аминокислотных последовательностей и АГ дрейф (82). 

Устойчивость. Низкие температуры консервируют вирус. Температура 23°С инактивирует его через 28-53 дня, 50°С - через 1 ч, 60°С - за 5-10 мин, 70°С - мгновенно. Высушивание без вакуума инактивирует вирус в течение 10-14 дн. В гниющем материале он гибнет через 15 дн. УФ лучи убивают за 5-10 мин. Дезинфицирующие вещества (р-ры формальде​гида, гидроксида натрия, хлорной извести) действуют на ВБ губительно. Вирус устойчив к рН 5-10 при 4°С.

Антигенная структура. Нуклеокапсид ВБ представляет собой спиральные тела, со​стоящие из белков N, NS и L, составляющих 96% его массы, белок N-вирионной РНК, за​щищающей ее от действия РНК-азы; высокомолекулярный белок L и небольшой белок NS не связаны с нуклеокапсидом и содержатся в вирионе в незначительном количестве. Внут​ренним белком вирусной оболочки является негликозилированный мембранный или матриксный (М) белок. Кроме белка М у ВБ в состав внутреннего слоя оболочки входит белок А или клеточный актин с мол.м. 43 кД, содержание которого достигает 1-5% массы вирионных белков. До недавнего времени считалось, что все штаммы ВБ имеют одинаковый АГ состав. Однако с помощью монАТ удается легко различать фиксированные и дикие его штаммы как по нуклеокапсидн.ым, так и по гликопротеиновым АГ. В вирионах ВБ обнару​жено 5 белков (33). Гликопротеин G способен индуцировать образование ВНА и защищать животных от заражения. Нуклеокапсидный АГ индуцирует образование КСА и ПА.

Антигенная вариабельность и родство. Ранее все штаммы ВБ рассматривались как единые в АГ отношении. Однако благодаря гибридомной технологии появилась возмож​ность получения монАТ к отдельной АГ детерминанте. МонАТ позволили выявить тонкие АГ связи и различия между штаммами вирусов группы Б. В настоящее время считают, что вирус Б имеет 4 серотипа, что, видимо, обусловлено различием в составе мембранных бел​ков. Учитывая это, была предложена следующая классификация вируса: вирус 1-го сероти​па; прототип этого вируса - шт. CVS и сходные с ним полевые и лабораторные штаммы, выделенные в различных частях света; вирус 2-го серотипа; прототип его - шт. Lagos Bat, выделенный из костного мозга летучей мыши в Нигерии; вирус 3-го серотипа; прототип его - шт. Мокола, выделенный от землеройки и человека; вирус 4-го серотипа - шт. Obodhiang, выделен от лошадей, комаров и москитов в Нигерии и еще не классифицирован.

Все варианты ВБ в иммунобиологическом отношении родственны. Нуклеопротеидные АГ различных ВБ имеют группоспецифическое родство с другими рабдовирусами (63). Мо​нАТ к различным штаммам ВБ открыли новую страницу в изучении тонкой АГ структуры лиссавирусов, представили дополнительные возможности для решения теоретических и прикладных задач рабиологии (5, 67). Показана перекрестная защита мышей против широкого спектра изолятов ВБ. Любой штамм ВБ или его гликопротеин могут быть использованы для вакцинации во всем мире (50).

Локализация и выделение вируса. Многочисленные исследования патогенеза Б позволили условно разделить острую рабическую инфекцию на III основных фазы: I - экстраневральная фаза, без видимого размножения вируса в месте инокуляции, II - интраневральное, центростремительное распространение инфекции и III - диссеминация вируса по всему организму, сопровождаемая появлением симптомов болезни и, как правило, гибелью животного (36). Распространение ВБ по нервным путям впервые доказано Пастером и Ру. Вирус проникает в организм со слюной в местах укуса и непродолжительное время сохраня​ется в месте внедрения (до 2-х нед.), а затем по центростремительным нервам продвигается к спинному и головному мозгу. Из мозга по центробежным нервам он попада​ет в слюнные железы, где репродуцируется в нервных узлах и после дегенерации нервных клеток выходит в протоки желез, инфицируя слюну. Из мозга вирус также нейрогенным пу​тем попадает в слюну, роговицу, надпочечники. Выделение вируса по слюной начинается за 10 дн. до проявления клинических признаков, поэтому французский регламент предусматри​вает 15-дн. срок наблюдения за покусавшим животным. У бешенной лисицы накапливается в слюнных железах столько вируса, что можно заразить 67 млн. лисиц. Доказано нахожде​ние вируса во всех внутренних органах и крови, кроме сальника, селезенки и желчного пу​зыря. Из ЦНС по нервным путям вирус попадает во внутренние органы, а затем в кровь. Та​ким образом происходит стадия генерализации инфекционного процесса (49)

Персистенция вируса. За последние годы описаны казуистические случаи неоднократ​ного выделения ВБ из слюны здоровых собак на протяжении почти 2-х лет после их инфицирования. Аналогичная картина наблюдалась и у некоторых экспериментально заражен​ных кошек. В 1981 г представлены результаты 4-летного изучения Б мангустов, выловлен​ных в ряде районов Гренады. С помощью ИФ ВБ обнаружен в срезах мозга 100 (2,1%) из 4754 обследованных мангустов. Среди 1675 обследованных животных обнаружены ВНА в пробах 498 сывороток (30%). При сопоставлении результатов обнаружения Б и соответст​вующих AT обнаружено, что число больных животных в течение 1971-1974 гг. ежегодно снижалось (с 3,5 до 0,6%), количество мангустов с определяемыми AT увеличилось с 20,8 до 43,2%. AT к Б, как отмечено, в опытах с отловленными в природе мангустами (20 осо​бей), циркулировали в крови еще 35 мес. У животных с наиболее высокими титрами AT (1 1400) отмечена и наибольшая скорость их снижения (20,35, 44)

Одно из свойств ВБ - способность к персистенции in vivo и in vitro Хроническая инфек​ция клеток Нер-2/2 и ВНК-21/13 фиксированным ВБ сопровождается определенными изме​нениями клеточного метаболизма. АГ ВБ образуется в цитоплазме клеток независимо от включений. Персистенцию ВБ удается наблюдать при хронической инфекции в клеточных культурах, причем по морфологии и скорости размножения клеток хронически инфициро​ванные культуры не отличались от незараженных. Вирусный АГ передавался при делении клеток. После того, как была показана возможность образования дефектных интерфери​рующих частиц (ДИЧ) ВБ при первичной инфекции in vivo, ДИЧ были выделены и охарак​теризованы при хронической инфекции ВБ клеток ВНК. Генерация ДИЧ в нейронах ЦНС может не только определять окончательный исход инфекции, но и объяснять ее латентный характер. В настоящее время данные о роли интерферона и ДИЧ в механизме хронической инфекции ВБ в клеточных культурах противоречивы. 

Антигенная активность. Животные, иммунизированные против Б, продуцируют ВНА, КСА, ПА, анти-ГА и литические (разрушающие клетки, зараженные вирусом в присутствии комплемента) AT. Поверхностный гликопротеин G оболочки ВБ - единственный белок, от​вечающий за индукцию ВНА и формирование протективного иммунитета, защищая лабора​торных животных от латентной инфекции (71). В отличие от цельных вирионов субвирус​ный препарат не обладает ГА активностью (70). Нуклеокапсидн.ый АГ вызывает образова​ние КСА и ПА. Он является группоспецифическим АГ для всех лиссавирусов. Препараты очищенного нуклеокапсида из клеток ВНК-21, зараженных шт. FLURI-HEP и ERA, индуци​руют только КСА. Иммунные AT сыворотки крови в присутствии комплемента лизируют зараженные культуры клеток. Между титрами КСА и ВНА никакой корреляции не обнару​жено. Эти AT появляются независимо друг от друга и индуцируются, по-видимому, разны​ми АГ. Накопление КСА характеризует ответ на вакцинацию, но этому не обязательно со​путствует накопление ВНА.

Экспериментальная инфекция. Легко воспроизводится на теплокровных всех видов, однако в условиях лаборатории - чаще всего на мышах и сравнительно редко (требуются особые условия) на собаках. Показана различная чувствительность мышей к эксперимен​тальному Б в зависимости от патогенных свойств вируса, пола, возраста и способа инфицирования. Показано, что патогенность v.fixe Б для взрослых мышей зависит от АГ детерми​нант поверхностных гликопротеинов вируса. Изменение патогенности коррелирует с заме​щением аргинина в позиции 333 молекулы гликопротеина другой аминокислотой. Последнее время появились сообщения о возможности выздоровления больных Б животных в есте​ственных и экспериментальных условиях (20,25).

Культивирование. Помимо интрацеребральных пассажей на кроликах и белых мышах ВБ (шт. Fluri-HEP и Lep) успешно репродуцируется в культуре фибробластов КЭ. Показана высокая чувствительность к ВБ (шт ТС-80 и CVS) и высокий уровень накопления АГ в зараженных перевиваемых культурах - почки сайгака (ПС) и почки эм​бриона африканской козы (ПЭАК) (2). Показана также возможность культиви​рования ВБ в культурах клеток слюнной железы и почки собаки, жировой ткани летучей мыши, почек поросенка, кролика, сирийского хомяка, эмбрионов овцы, человека и японских перепелок. ВБ адаптирован и к перевиваемым линиям клеток (ВНК-21/13, эндотелия кроли​ка, диплоидной линии клеток легких эмбриона человека - HDC S, известной под названием Wi-38) Показана возможность его репродукции в перевиваемых линиях клеток пойкилотермных позвоночных, в частности, в клетках рыбы, змеи, черепахи и ящерицы Наиболее перспективна перевиваемая линия клеток ВНК-21/13, использование которой позволяет накапливать вирус в больших количествах. Не все штаммы с одинаковой легкостью поддают​ся адаптации к культуре клеток. При адаптации ВБ к культурам клеток прибегают к различ​ным приемам. Интенсивность размножения вируса в культуре клеток можно постоянно кон​тролировать методом ИФ (31). К ВБ после предварительной адаптации восприимчивы и КЭ. Для культивирования штаммов уличного ВБ обычно используют 1 да КЭ (3).

ГА свойства. Обусловлены наличием у вируса ГА АГ, находящегося на поверхности вириона в выступах его оболочки. Было показано, что выращенный в культуре клеток и концентрированный ВБ вызывает феномен гемагглютинации. Между инфекционной и ГА активностью существует линейная зависимость, поэтому титрование вируса по инфекционности может быть заменено тестом определения ГА активности.

ГАд свойства. Впервые гемадсорбирующие свойства ВБ (шт. Мочалин), выращенного в культуре первичных клеток почки сирийского хомячка, описаны в 1967 г. Феномен вос​производился с эритроцитами гуся, курицы, сирийского хомячка, морской свинки и обезья​ны при температуре 4°С. Специфичность реакции была подтверждена с помощью иммунной сыворотки; после 3-4-кратного отмывания гемадсорбция не разрушалась и не воспроизво​дилась с другими штаммами ВБ (Внуково, Тенчу).

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источник и пути передачи инфекции. Источник инфекции - больные животные. Для штаммов ВБ, поддерживаемых в организме собак и волков, характерна высокая тропность к ЦНС и низкая к висцеральньм органам, поэтому вирус, выделяемый со слюной, может от​сутствовать в крови, моче, молоке больного животного. Естественное распространение Б среди собак почти полностью зависит от классической цепи передачи укус - рана. Почти все случаи передачи Б собак и волков человеку и сельскохозяйственным животным также объ​ясняются попаданием вируссодержащей слюны в раны, нанесенные при укусах, однако воз​можно заражение при ослюнении пораженной кожи. Алиментарный и аэрогенный пути за​ражения в принципе возможны, но они не играют существенной роли. Доказана возмож​ность трансплацентарной передачи вируса в естественных условиях путем выявления вируса в органах плода КРС В настоящее время доказана роль летучих мышей различных видов в распространении ВБ Лисицы (Vulpes vulpes) являются вектором Б в Европе и Северной Америке, обусловливая 60-85% заболевания. Необычная их роль в современной эпизоото​логии Б объясняется непомерным увеличением популяции, чрезвычайной восприимчиво​стью к ВБ, а также возможностью перорального заражения.

Спектр патогенности в естественных условиях. Очень широк. Эпизоотические штаммы ВБ различают по вирулентности и другим свойствам. Описанные варианты разде​ляют на 5 групп. К 1-ой группе относятся так называемые усиленные штаммы (или вирусы ремфорс), характеризующиеся высокой вирулентностью, коротким инкубационным перио​дом болезни (1-2 дня) и постоянным образованием телец Бабеша - Негри. Во 2-ю группу входят следующие варианты: а) вирус, выделенный от собак (Улу-Фато). Подобные ему штаммы встречаются в различных районах Африки. Характерный признак - внезапное из​менение поведения и развитие параличей; б) вирус, выделенный от больного КРС в Кадейросе. Клинически болезнь напоминала чуму, но затем развились параличи. Установлено, что этот вирус передается летучими мышами; в) вирус, выделенный от погибших людей во время эпидемии Б на острове Троица в 1929 г. Одновременно болели и КРС, лошади, мулы, ослы Возбудитель передавался через укусы летучих мышей-вампиров. К 3-й группе отнесе​ны штаммы, выделенные от песцов и собак при заболевании, именуемом ликованием, встречающемся в северных районах России и Канады. Симптомы дикования несколько от​личаются от течения истинного Б. Почти никогда не болеет человек. В 4-ю группу включен вирус, выделенный в США в 1940 г. Личем и Джонсоном из мозга умершей девочки по имени Флури (шт. Флури, неадаптированный). Вирус вызывает у собак, кошек, морских свинок, мышей болезнь, проявляющуюся параличами. Болезнь очень сходна с заболевани​ем, вызываемым фиксированным вирусом. Кролики малочувствительны. В мозге больных животных данный штамм не индуцирует образования телец Бабеша – Негри. В 5-ю группу объединены вирусы, выделенные от людей. Сюда отнесен вирус, изолированный в 1929 г. Корчнером, вирус Кобояси и герпесподобный вирус ДК. От диких грызунов выделено много полевых штаммов, подобных ВБ и родственных с ним в АГ-отношении. В 1967 г в Сури​наме (Южная Америка) из мозга павших телят, зараженных в естественных условиях, изо​лированы 2 полевых штамма Б (Д-292 и Д-298), подобных штамму-фикс Пастера.

Следует отметить, что если Б - в основном летальная инфекция, то при инфицированности вирусами Мокола, Лагос Бат, Ободьянг и Котонкан случаи гибели при экспериментальном заражении относительно редки. Вирусы Котонкан и Ободьянг патогенны только при интрацеребральном заражении мышей-сосунов и патогенны для собак и обезьян при заражении в мозг или внутримышечно. Вирусы Лагос Бат и Мокола апатогенны для мышей при экстраневральном заражении и не вызывают образования телец Бабеша – Негри. Вирус острого энцефалита человека формировал включения в нейронах мозга животных и эктодермальных клетках ХАО зараженных КЗ, но они отличались по структуре от телец Бабеша - Негри имели отчетливую 1-слойную оболочку, представляли собой РНК-содержащие плотные об​разования размером 2-4 мкм и выявлялись как в цитоплазме, так и в ядре клеток. Однозначных представлений о рецепторах, обусловливающих проникновение ВБ в ЦНС, не су​ществует. Предполагается роль ацетилхолиновых рецепторов, холинэргических рецепторов мускаринового типа, а также проникновение через тройничные и другие нити. Авирулентные варианты теряют способность проникать в парасимпатические нервные нити, но сохра​няют способность к пенетрации в волокна тройничного нерва.

Спектр патогенности ВБ тесно связан с его экологией, которая имеет свои особенности. Так, имеются 2 формы эпизоотиии Б: городская и лесная. При 2-й форме возбудитель цир​кулирует среди диких плотоядных по типу природно-очаговой инфекции. С 60-х гг. Б диких плотоядных снова стало преобладающим. Основным резервуаром и источником инфекции оказались рыжие лисицы, тогда как остальные дикие животные играют второстепенную роль. Чрезмерному увеличению численности лисиц способствовало истребление их естест​венных врагов - волков, рысей, медведей, орлов и других хищников. Установлено, что средняя плотность популяции лисиц 5 голов и более на 250 га обеспечивает высокий уровень поддержания и распространения эпизоотии Б среди лисиц появляется прежде всего на тер​риториях с массовым распространением грызунов - основного источника корма для них КРС заражается исключительно на пастбищах, входящих в ареалы зараженных лисиц.

При лесном Б большое количество лисиц (40-80%) переживает инфекцию за счет "нелетального" Б. Болезнь у них часто протекает хронически и латентно, обеспечивая персистенцию вируса в естественных условиях. Наоборот, Б собак в городских эпизоотиях, как правило, заканчивается их гибелью, поэтому механизм поддержания вируса иной, он сво​дится к коротким циклам репродукции в организме и быстрой передаче восприимчивому организму.

ДИАГНОСТИКА

Диагноз ставят на основании эпизоотологических данных, симптомов болезни, патологоанатомических изменений (они имеют меньшее значение) и, главным образом, результа​тов лабораторных исследований. Лабораторная диагностика заключается в исследовании головного мозга животных с целью выявления вирусного АГ в ИФ, РДП, обнаружении те​лец Бабеша - Негри и биопробе на белых мышах.

В Российской Федерации в настоящее время организовано производство наборов для диагностики Б в ИФ и РДП в ВНИТИБП (73) и КазНИВИ (74).

Выделение вируса. В лабораторию для исследования направляют свежие трупы мел​ких животных, от крупных животных - голову или головной мозг. В некоторых случаях до​пускается консервирование головного мозга в 50%-ном глицерине. Труп или голова должны быть тщательно упакованы в полиэтиленовый мешок, мозг - в банку с притертой стеклянной или резиновой пробкой, залитой парафином. Материал упаковывается во влагонепроницае​мую тару. Для вирусологических исследований пригоден только не консервированный мозг. Необходимо помнить, что вскрытие трупа, извлечение мозга и другие операции с патологи​ческим материалом следует проводить в условиях стерильности и строгого соблюдения мер личной профилактики: прочно фиксируют голову животного, защищают руки 2-мя парами перчаток (хирургические и анатомические), для защиты глаз надевают очки, а на нос и рот -6-слойную марлевую повязку.

Лабораторные исследования материала на Б проводят вне всякой очереди; результаты немедленно сообщают врачу хозяйства и главному врачу района (города).
Индикация и идентификация вируса. Порядок проведения исследований: из каждого отдела головного мозга левой и правой сторон (аммонова рога, мозжечка, коры полушарий и продолговатого) готовят по 4 мазка-отпечатки для ИФ и обнаружения телец Бабеша - Негри, с мозговой тканью ставят РДП, при отрицательных результатах ставят биопробу.

Обнаружение специфических телец-включений. Мазки-отпечатки окрашивают по Селлерсу, Муромцеву или другими методами После окрашивания препараты просматрива​ют в световом микроскопе с иммерсионной системой Положительным результатом считают наличие специфических телец Бабеша - Негри (при окраске по Селлерсу - четко очерченные овальные или продолговатые гранулярные образования розово-красного цвета в протоплаз​ме, при окраске по Муромцеву - светло-фиолетовые с темно-синими включениями тельца Бабеша - Негри, чаще они расположены вне нервных клеток.

Наиболее характерная особенность телец Бабеша - Негри - их внутренняя структура, по​зволяющая абсолютно точно дифференцировать их Внутри видны маленькие зернышки -базофильные зернистости темно-голубого, даже черного цвета величиной 0,2-0,5 мкм.

Диагностическая ценность обнаружения телец-включений для доказательства заражения ВБ общепризнана. Однако и у здоровых животных, в особенности у кошек и белых мышей, имеются образования, присутствие которых может вызвать диагностические затруднения. В отдельных случаях в мозге кошки можно с уверенностью дифференцировать подобные включения от телец Бабеша - Негри, и здесь рекомендуется воспользоваться методами иден​тификации, в особенности ИФ. Равным образом и у собак, погибших в результате отравле​ния змеиным ядом или поражения электрическим током, можно найти тельца-включения, напоминающие тельца Бабеша – Негри. Тельца Бабеша - Негри выявляют лишь в 65-85% случаев Б, поэтому отсутствие их не является отрицательным ответом, и материал исследу​ется в других тестах (ИФ, РДП, биопроба) (27, 53).

ИФ. Один из основных тестов при диагностике Б. При высококвалифицированном вы​полнении получают в 99-100% совпадения с методом биопробы. Обычно в диагностической практике используют прямой метод ИФ, который проводят с применением антирабического флюоресцирующего Ig. Фиксацию препаратов в охлажденном (8-10°С) ацетоне проводят не менее 4-х ч В качестве отрицательного контроля используют мазки-отпечатки головного мозга здоровых белых мышей. Учитывают результаты визуально в люминесцентном микро​скопе на основе оценки интенсивности свечения комплекса АГ-АТ. АГ ВБ выявляется в ви​де ярких желто-зеленых или зеленых гранул различной формы и величины в клетках (чаще вне клеток). Диагноз считают установленным, если в нескольких полях зрения обнаружи​вают достаточное количество (не менее 10) типичных гранул с ярким зеленым свечением или множество мельчайших точек В контроле подобного свечения не должно быть.

Для доказательства специфичности свечения комплекса АГ-АТ используют метод по​давления ИФ, который заключается в способности рабического АГ, связанного с нефлюо​ресцирующими AT, вторично не вступать в соединение с флюоресцирующими специфиче​скими AT. Для этого на фиксированные препараты, приготовленные из исследуемого голов​ного мозга, наносят 5%-ный антирабический нефлюоресцирующий Ig, выдерживают 30 мин при 37°С во влажной камере, промывают физраствором, а затем окрашивают флюоресци​рующим антирабическим Ig общепринятым прямьм методом. В обработанных таким обра​зом препаратах флюоресценции не должно быть.

Метод ИФ дает возможность обнаруживать ВБ в клетках роговицы глаз и предвари​тельно поставить диагноз прижизненно во время болезни животных, а также за 1-2 дня и более до клинического ее проявления. Метод может быть использован для исследования подозреваемых в заболевании Б животных, а также клинически здоровых собак и кошек, по​кусавших людей и животных. Для этого готовят отпечатки с роговицы, соблюдая все прави​ла личной безопасности, раскрывают глазную щель животного большим и указательным пальцами и на слегка выпяченное глазное яблоко надавливают поверхностью предметного стекла, отступив 0,5 см от конца Нужно следить, чтобы животное не моргало третьим ве​ком, так как со стекла удаляются эпителиальные клетки и получается некачественный мазок. С каждого глаза делают не менее 2 препаратов, содержащих по 2 отпечатка. Для контроля аналогичным образом готовят отпечатки роговицы от здоровых животных. Их можно приготовить в хозяйстве. Отпечатки высушивают на воздухе, фиксируют в ацетоне в течение 4 ч при 4°С, упаковывают и отправляют в лабораторию. Окрашивают препараты, к при ИФ, по общепринятой методике.

В препаратах, полученных от больных животных или находящихся в конце инкубационного периода болезни, в цитоплазме многих эпителиальных клеток наблюдаются разной формы ярко светящиеся гранулы разного размера - от пылевидных точек до 2 мкм и более. С целью получения достоверных результатов в каждом препарате просматривают по 50-1 клеток, а всего от животного - не менее 200-400 клеток. Результаты микроскопии считают положительными, если в отпечатках роговицы животного обнаруживают 11% и более кдеток с характерными очажками свечения. Необходимо иметь в виду, что в препаратах от здоровых животных (контроль), вследствие аутофлюоресценции, могут встречаться единичные клетки с подобными по форме и свечению очажками.

Важно отметить, что ИФ дает возможность ускорить ответ при окончательной поставке диагноза путем биопробы, поскольку диагноз при Б может быть установлен только на 8-й день после заражения мышей исследуемым материалом, а инкубационный период заболевания мышей может достигать и 20 дн. ИФ может выявлять ВБ в тканях подчелюстной слюнной железы. Из подчелюстных слюнных желез готовят препараты-мазки, беря материал не менее чем из 6 разных участков железы, так как распределение в ней вируса неравномерно. Часто, чтобы получить отпечаток, приходится делать сильный нажим, поскольку из-за обилия муцина на стекле остается мало материала.

Показана возможность идентификации ВБ в коже методом ИФ. С этой целью берут пробы кожи головы, а также фолликулы сенсорных и тактильных волос морды или латеральных сенсорных сосочков (на щеке собаки). Пробы хранят при -20 или -70°С. Из них делают криосрезы, которые обрабатывают флюоресцирующим глобулином. Результаты анализа, полученные при идентификации ВБ в коже, в высокой степени коррелируют с данными, полученными при исследовании мозга того же животного. Показана близкая корреляция между обнаружением АГ вируса в пробах мозга и тканях губы методом ИФ (13 23,24,32).

РДП. Применяют для обнаружения АГ ВБ в неконсервированном головном мозге животных, павших от уличного Б, или мышат, используемых в биопробе. РДП ставят микрометодом на предметных стеклах, используя 1-1,5%-ный агаровый гель по общепринятой методике. Наибольший процент положительных результатов выявляют при использовании следующего трафарета А - аммонов рог (правая сторона), В - кора головного мозга (правая сторона), С - мозжечок (правая сторона), Д - продолговатый мозг (правая сторона), +(плюс) - положительный контроль, -(минус) - отрицательный контроль, 1, 2, 3, 4 - лунки с разведением специфического иммуноглобулина 1:2, 1:4, 1:8, 1: 16 соответственно.

Из каждого отдела головного мозга с помощью пинцета готовят гомогенную пастообразную массу, которую и помещают в соответствующие лунки. От мышей исследуют головной мозг. Из отделов головного мозга левой стороны готовят АГ аналогичным образом ( на каждую экспертизу в общей сложности требуется 4 предметных стекла с агаровым гелем). Реакцию учитывают через 6, 24, 48 ч. При наличии 1 или 2-3 линий преципитации между лунками, содержащими АГ и иммуноглобулин, реакцию считают положительной.

РДП проста по выполнению и специфична, но процент выявления вирусного АГ следуемом материале составляет 45-70. При исследовании головного мозга мышей, полученного при положительной биопробе, РДП выявляет до 100% случаев. Отсутствие в исследуемом материале телец Бабеша - Негри, специфической флюоресценции и отрицательная РДП не дают основания исключить наличие вируса. В этом случае окончательный диагноз ставят по результатам биопробы на белых мышах с последующей идентификацией вируса.

Биопроба. Принято считать, что биопроба является более эффективным методом, чем обнаружение телец Бабеша - Негри, ИФ и др. Однако и она в отдельных случаях оказыва​лась отрицательной, несмотря на подтверждение диагноза Б путем обнаружения телец-включений и ИФ. Процент отрицательных результатов по биопробе колебался от 1,3 до 12.

Сведения о различной эффективности биопробы могут быть объяснены рядом факторов выбора экспериментального животного, количества их в опыте, способа заражения, способа и срока хранения материала до поступления в лабораторию. Может играть роль и явление интерференции инфекционных частиц неактивными частицами, если для инокуляции ис​пользуют недостаточно разведенный материал.

В мозге и слюнных железах лисиц и скунсов, павших от Б, обнаружено вещество, ингибирующее инфекционность вируса, что не позволяет провести диагностику болезни у этих животных методом внутримозгового заражения мышей Наличие ингибируюшего вещества в исследуемом материале не препятствует выявлению вирусного АГ методом ИФ, для скун​сов и лисиц это самый чувствительный метод диагностики.

Из животных всех видов (кролики, морские свинки, взрослые белые мыши и хомячки), использованных для биопробы, многие отдают предпочтение мышам-сосунам, поскольку они более чувствительны к разным штаммам ВБ и менее опасны в работе. Сирийские хо​мячки по чувствительности не уступают мышам, но они менее доступны.

РСК. Выявление специфического АГ в РСК при диагностике Б применяется реже, чем другие методы. Из присланного для исследования мозга готовят АГ. Для этого мозговую ткань (особенно богаты АГ, связывающим комплемент, кусочки таламуса и стволового от​дела мозга) растирают в вероналовом буфере в соотношении 1:10 и оставляют при комнат​ной температуре на 1 ч, после чего суспензию инактивируют при 56°С в течение 5 ч. Такая обработка убивает вирус и снимает антикомплементарность мозговой ткани, не повреждая специфический АГ. Суспензию центрифугируют 15 мин при 3500 мин-1; из надосадочной жидкости, которая представляет собой материал для исследования на наличие АГ, готовят 2-кратно возрастающие разведения от 1:2 до 1:64 и используют для исследования в РСК.

ИФА. В ИФА специфическое окрашивание АГ в клетках мозга павших от Б животных выявляют как в свежевзятых, хранившихся в глицерине, а также в пробах, хранившихся без глицерина при 20°С 8-18 ч. Данный тест пригоден для рутинной диагностики Б у животных, для выявления АГ ВБ в тканевых парафиновых срезах при фиксации препаратов 10%-ным р-ром формалина с рН 5,3 и последующей обработки препаратов, заключенных в парафин, пепсином (18, 26, 59).

В отличие от РН на мышах и в культуре клеток ИФА позволяет выявить AT у животных в течение нескольких часов, ИФА - наиболее перспективный лабораторный метод обнару​жения AT и индикации самого вируса (72). Экспресс-методом диагностики Б является тех​ника захвата и метод ИФ для выявления АГ ВБ. Доказано, что метод выявления АГ ВБ в парафинизированных срезах пероксидазо-антиперокисдазным методом значительно пре​восходит метод ИФ (26). В 1987 г создан набор для быстрой энзим-иммунодиагностики Б (RREID), приемлемый для эпидемиологических и лабораторных исследований.

РН. Используется редко. Рекомендуется модификация с разведением ВБ и постоянной дозы -γ-глобулина ИН 2 указывает на АГ специфичность выделенного вируса.

Серодиагностика и ретроспективная диагностика

Эти методы для Б нетипичны, поскольку используются только с целью проверки поствакцинального иммунитета. Для обнаружения и титрования поствакцинальных AT ис​пользуют РН, которую ставят общепринятым методом. В качестве АГ используют фиксиро​ванный ВБ РН на клетках ВНК-21 была более чувствительной, чем непрямая ИФ при выяв​лении AT в сыворотках вакцинированных лис. Кроме того, предложены РТГА и ELISA.

РТГА. Пока еще не нашла широкого применения в диагностической практике из-за на​личия в сыворотках крови неспецифических ингибиторов, к которым ВБ высокочувствите​лен, а главное, ГА АГ, не подвергавшиеся достаточной очистке, обладали низкой чувстви​тельностью. Для приготовления ГА АГ ВБ предложено использовать шт. Москва, выращен​ный в культуре клеток ВНК-21, после его обработки сапонином с последующей очисткой и концентрированном ГА отделяют от других компонентов вириона ультрацентрифугирова​нием. Полученный препарат имел степень очистки 99,92%, обладал высокой ГА активно​стью (1:128), хорошо сохраняющейся в течение 1 мес. при рН 5-9.

Перед постановкой РТГА следует проводить умеренную 2-кратную трипсинизацию гусиных эритроцитов для их сенсибилизации. При использовании 0,25%-ной взвеси трипсинизированных эритроцитов (лучше 107 клеток в 1 мл) чувствительность РТГА повышается в 4 раза. Для разбавления АГ и сывороток применяют боратно-солевой р-р (рН 9) с добавле​нием 0,4% бычьего сывороточного альбумина. Взвесь эритроцитов готовят в солевом р-ре с кислым рН, чтобы после соединения со смес.ью вируса и сывороток, рН которой 9, оконча​тельный рН установился бы в пределах 6,2. После внесения в лунки суспензии эритроцитов панель встряхивают, заклеивают прозрачной пленкой и ставят на лед. Результаты РТГА учитывают через 40-50 мин, а с эритроцитами 2-дн. цыплят или макаки-резус - через 1-1,5 ч.

Разработан радиоиммунологический анализ, основанный на способности AT связы​ваться с меченьм 125,I-АГ ВБ. Меченый IgG, выделенный из антирабической гипериммунной сыворотки, можно применять для обнаружения АГ ВБ твердофазньм РИА. Лучшие ре​зультаты получены при использовании фосфатно-солевого р-ра (рН 6,0) с ионной силой 0,01 М и меченого IgG с активностью 200-250 тыс. имп. /мин.

Твердофазный конкурентный РИА применим для вььявления антирабических AT в сы​воротке и гибридомных супернатантах (75).

Дифференциальная диагностика. 

Необходимо исключить болезнь Ауески, при кото​рой больные животные неагрессивны, не бывает извращения аппетита. У собак исключают нервную форму чумы. Подозрение на Б может возникнуть при инфекционном энцефаломиелите лошадей. Комплекс лабораторных исследований позволяет поставить точный диагноз на Б. Предложен новый метод дифференциации различных штаммов ВБ, основанный на рестриктазном расщеплении продуктов амплификации в ПЦР сегмента гена N.

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

В настоящее время для специфической профилактики Б применяют инактивированные и живые вакцины. В медицине используются только инактивированные, слабо аллергенные и безаллергенные вакцины. Они, в основном, различаются по способу размножения вируса концентрации и степени очистки вирусного АГ В качестве адъюванта используют соли алюминия. Антирабические вакцины, полученные из нервной ткани, уступают в отношении чистоты, активности и безопасности препаратам, приготовленным на клеточных культурах.

Для изготовления инактивированных вакцин вирус выращивают в культурах клеток жи​вотных разных видов. Использовали первичные культуры клеток, диплоидные клетки чело​века, постоянные линии клеток ВНК-21 и Vero. Последние дают более высокий выход АГ, чем диплоидные культуры клеток человека и животных. Клетки Vero можно выращивать на микроносителях, получая клеточные популяции высокой плотности. Культивирование этих клеток в ферментерах большой емкости обеспечивает возможность крупномасштабного промышленного производства вакцин, что снижает ее стоимость.

Характеристика антирабических вакцин. Со времени изготовления Пастером в 1885 г первой вакцины против Б историю антирабических вакцин условно можно разделить на 3 периода. Первый - до 1948 г, когда вакцины готовили из мозга взрослых животных (кролики, овцы, козы), инфицированных фиксированным ВБ. Это вакцины типов Ферми (1908), Семпл (1911), Умедо, Дои (1916), в которых ВБ частично инактивирован фенолом, и вакцины типов Хемпт (1925) и Келсер (1925), инактивированные эфиром + фенол и эфиром + хлороформ соответственно, второй период - с 1949 г по 1955 г , когда готовили живые аттенуированные вакцины (после того, как шт. Флюри ВБ был адаптирован Копровским и Коксом к КЭ) третий период - с 1956 г живые или инактивированные вакцины готовят из штаммов ВБ, адаптированных к культуре клеток (9).

Антирабическая вакцина должна быть безопасна и высокоэффективна для животных, т.е. неэнцефалогенна, содержать минимальное количество балластных белков, индуциро​вать в короткий срок напряженный и длительный иммунитет при малых дозировках и огра​ниченном количестве инъекций, обладать защитной способностью при введении животным, уже инфицированным ВБ, быть простой в изготовлении и стабильной при длительном хра​нении, а также быть пригодной к применению в составе ассоциированных вакцин. Хотя в настоящее время нет антирабической вакцины с такими качествами, достижения современ​ной техники и вирусологии делают ее получение вполне реальным. Требования безвредно​сти и иммунологический эффективности должны соблюдаться при конструировании любой антирабической вакцины.

Для профилактической вакцинации животных мозговые вакцины типа Ферми, Семпла, Хемпта недостаточно эффективны. Поэтому в настоящее время используют живые аттенуированные или инактивированные культуральные антирабические вакцины и реже - вакцины из мозга мышей-сосунов. По данным Fields (76), частично очищенная методом хроматографии и инактивированная вакцина из мозга мышей-сосунов (индекс иммуногенности по ме​тоду NIH 3,15) защищала собак от летальной дозы уличного ВБ (шт. NJc-GA) через 37 мес. после иммунизации Средний титр ВНА в крови привитых собак через 1, 11, 24, 36 мес. со​ставил соответственно 1:512, 1:146, 1:19, 1:6. Через 30 дн. после контрольного заражения уличным вирусом титр AT повышался до 1:217. К моменту заражения уличным вирусом титр ВНА в крови собак был минимальным или не обнаруживался совсем. Однако все соба​ки выдерживали летальную дозу вирулентного вируса. Определяющим фактором эффектив​ности антирабической вакцины является ее способность стимулировать высокий уровень ВНА в течение начального периода после иммунизации животного.

Серологическая оценка поствакцинального иммунитета. Механизм поствакцинального иммунитета окончательно не расшифрован. Имеет значение наличие специфических ВНА в крови и особенно в ликворе. Установлено, что сами клетки головного мозга устойчи​вы к вирусу. Для выяснения роли поствакцинальных AT у КРС, привитого живой культу​ральной и мозговой фенолвакциной, использовали РН на мышах и РДП. Титры AT после культуральной вакцины варьировали от 1 10 до 1 40, на 60-й день - от 1 20 до 1 30, к 180-му дню - до 149, на 360-й день – 1:59 против 35 ЛД50 вируса. Динамика поствакцинальных AT в РДП на фенолвакцину показала, что наибольшие титры выявляются в период с 300 по 180-й день, на 270 и 360-й дни после вакцинации AT в РДП уже не обнаруживали. На культуральную вакцину у аналогичной группы КРС AT в РН были выявлены в период с 10-го по 360-й день, максимальный титр их отмечался с 30-го по 180-й день.

Результаты титрования сывороток в РН показали большую иммуногенность культураль​ной вакцины. Средний титр ВНА в крови привитых собак через 1, 11, 24, 36 мес. составлял 1:512, 1:146, 1:19, 1:6 соответственно.

У ревакцинированных коров ВНА появлялись через 4-8 дн. после прививки, у иммунизированных впервые - через 18 дн. (титр 1:10-125 и более). У овец, привитых инактивированной культуральной вакциной ВНИТИБП (7), ВНА обнаруживали в РН через 225 дн. после первой иммунизации. Активность сывороток, выраженная в международных единицах, варьировала от 0,21 до 2.

Инактивированная вакцина из мозга мышей-сосунов защищала собак от летальной дозы уличного ВБ через 37 мес. после иммунизации. При этом средние титры ВНА через 1 и 36 мес. составляли 1:512 и 1:16 соответственно, а к моменту заражения титры AT были мини​мальными или не обнаруживались совсем. Однако все собаки выдержали летальную дозу вируса. Считают, что определяющим фактором эффективности антирабической вакцины является ее способность стимулировать высокий уровень ВНА в начальный период после иммунизации животного.

Следует учитывать, что для оценки эффективности вакцинации против Б, как правило, используется РН вируса на мышах или в культуре клеток. Процедура эта достаточно трудо​емкая и длительная. Предложен ELISA для выявления сывороточных AT в крови привитых животных. В качестве АГ используют оболочечный IgG ВБ.

Поствакцинальные осложнения. Данный вопрос получил широкое освещение в рабо​тах по Б. Значительно большую частоту осложнений при введении вакцины типа Ферми объясняют наличием в препарате не только мозговой ткани, но и незначительного количест​ва живого фиксированного вируса (11).

Ветеринарно – санитарная оценка – больных и подозрительных по данному заболеванию на убой на пищевые цели не допускается.
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                                                     Семейство: Retroviridae

Таксономическая структура семейства:

Род (7):«Mammalian type B retroviruses», «Mammalian type C retroviruses», «Avian type С retroviruses», «Type D retroviruses», «BLV-HTLV retroviruses», Lentivirus, Spumavirus

Биологические особенности:

Ретровирусы широко распространены среди позвоночных как экзогенные агенты и эндогенные, наследуемые по законам Менделя. Ретровирусы связаны с различными болезнями, включающими лейкемии, лимфомы, саркомы и другие опухолевидные процессы мезодермального происхождения; карцинома печени, почек, молочных желез; иммунодифециты (СПИД); аутоиммунные болезни; болезнь нижних двигательных нервов и многие остро протекающие болезни с поражением тканей. Некоторые ретровирусы непатогенны. Распространение – горизонтально и вертикально.

Морфология:

Форма сферическая. Имеется оболочка, выступы на поверхности 8 нм в длину. Внутреннее ядро сферическое или икосаэдральное, включающий вирусный нуклеокапсид. Нуклеокапсид расположен эксцентрично в вириронах типа В, концентрично в вирионах типа С, HTLV-BLV, спумавирусы и в форме цилиндра в вирионах лентивирусов. d 80-100 нм, плав. пл в сахарозе 1,16-1,18 г/см3.

Геном:

РНК односпиральная, димерная молекула, линейная, позитивная. Очищенная вирусная РНК не инфекционна.

Репликация вируса сопровождается образование кДНК (провирус), которая встраивается в хромосомную ДНК клетки. Размер мономера 7-11 kb..

Антигенное родство:

Антигенное родство определено только в пределах рода.

Род: «Mammalian type B retroviruses»

Типовой вид: mouse mammary tumor virus.

В-морфология. Эксцентрично расположенное ядро, выступы на поверхности вириона. Геном 10 кб (1 мономер).

Описанные вирусы экзогенны, передаются вертикально, через молоко и эндогенно у мышей. Вирусы ассоциированы с карциномой млочной железы и Т-лимфомами. Не обнаружены онкоген-содержащие вирусы.

Виды (1):
mouse mammary tumor virus.

Род: «Mammalian type C retroviruses»

Типовой вид: вирус лейкемии мышей.

С морфология. Геном 8,3 кб. Выросты на поверхности. Центрально расрположенное ядро.

Вирусы широко распространены, экзо– и эндогенные вирусы встречаются у многих млекопитающих. Ретикулоэндотелиозные вирусы включают несколько видощв от птиц. Сходные эндогенные последовательности обнаружены у млекопитающих. Вирусы ассоциируются с рядом таких болезней как малигнизация, иммуносупрессия, нейрологические нарушения и др. Были выделены многие онкоген-содержащие вирусы млекопитающих и вирусы группы ретикулоэндотелиозов.

Определено 3 серогруппы:
онковирусы млекопитающих тип С, вирусы ретикулоэндотелиоза, вирусы рептилий тип С.

Виды:
1 – вирусы группы млекопитающих тип С (16 видов):,вирус лейкемии мышей, Moloney murine sarcoma virus, онковирус свиней тип С и др.


2 – вирусы группы рептилий тип С (1 вид):ретровирус гадюкиviper retrovirus.


3 – вирусы группы ретикулоэндотелиозов (3 вида): синцитиальный вирус уток,


вирус ретиулоэндотелиоза, Trager duck splieen necrosis virus.

Род: «Avian type С retroviruses»

Типовой вид: вирус лейкоза птиц.

Морфология С-типа. Геном 7,2 кб (1 мономер). Вирусы широко распространены; экзо– и эндогенные вирусы уток и других видов птиц. Изоляты подразделяются на субгруппы А-G. Отдаленное сходство сиквенсов выявлено с эндогенными вирусами птиц и млекопитающих. Инфекция ассоциируется с малигнизацией и другми болезнями (изнурение, остеопороз). Выделено много онкоген-содержащих видов.

Виды (8 видов):вирус карциномы птиц, Mill Hill virus 2, вирус лейкоза птиц– RSA, вирус миелобластоза птиц, вирус миелоцитоматоза птиц 29, вирус саркомы Рауса, вирусы саркомы (3 вида).

Род: «Type D retroviruses»

Типовой вид: Mason-Pfiser monkey virus.

Морфология D-типа. Отсутствуют поверхностные выступы. Геном 8 кб (1 мономер). Экзо– и эндогенные вирусы обезьян и овец. Экзогенные (горизонтальная передача) вирусы обезьян связаны с болезнями иммунодефицитом, вирус Jaagsieкte связан с раком легких овец. Онкоген-содержащих вирусов неизвестно.

Виды (5): Mason-Pfiser monkey virus, вирус аденокарциномы легких овец (Jaagsieкte virus)

вирус обзьян 1 тип D и др.

Род: «BLV-HTLV retroviruses»

Типовой вид: вирус лейкемии КРС.

Морфология С-типа. Геном 8,3 кб (один мономер). Экзогенные вирусы (горизонтальная передача) обнаружены только у небольшой группы млекопитающих. Родственных энлогенных вирусов не известно. Инфекции связаны с В- или Т-клеточными лейкемиями или лимфомами, так же как и с нейрологическими болезнями (тропический спастический парапорез, HTLV-ассоциированная миопатия) с длительным латентным периодом и фатальным исходом. Онкоген-содержащих вирусов не выявлено.

Виды (4 вида):
вирус лейкемии КРС, Т-лимфотропный вирус человека 1,Т-лимфотропный вирус человека 2, Т-лимфотропный вирус обезьян.

Род: Lenti-

Типовой вид: вирус иммунодефицита человека 1.

Ядро (нуклеоид) имеет вид цилндра или конуса. Геном 9,2 кб (1 мономер). В состав рода входят экзогенные вирусы (горизонтальная и вертикальная передача) человека и многих млекопитающих. Родственных эндогенных вирусов не известно. Вирусы ассоциируются с различными болезнями, включая иммунодефициты, нейрологические нарушения, артриты и др. Онкоген-содержащие вирусы не обнаружены.

Выделено 5 серогрупп (в соответствии схозяином). Некоторые группы перекрестно реагируют по gag-антигену (лентивирусы овец, коз и кошек).

Виды:
1– группа лентивирусов КРС (1 вид):вирус иммунодефицита КРС


2– группа лентивирусов лошадей (1 вид): вирус инфекционной анемии лошадей


3– группа лентивирусов кошек (1 вид): вирус иммунодефицита кошек (Petuluma)


4– группа лентивирусов овец и коз (2 вида): вирус артрита-энцефалита коз, вирус висна-маэди (штамм 1514)


5– группа лентивирусов приматов (3 вида), вирус иммунодефицита человека 1 (12 референс штаммов), вирус иммунодефицита человека 2 (6 референс штаммов), вирус иммунодефицита обезьян (11 референс штаммов).

Род: Spuma-

Типовой вид: пенящий вирус человека (human spumavirus).

Ядро центрально расположенное, на поверхности выступы. Геном 11 кб (1 мономер). Вирусы широко распространены. экзогенные вирусы найдены у многих млекопитающих. Родственных эндогенных вирусов не известно. Многие изоляты вызывают характерное вспенивание в культуре клеток. Со спумавирусной инфекцией не ассоциированы к-л болезни. Онкоген-содержащих вирусов не обнаружено.

Виды:
синцитиальный вирус КРС, синцитиальный вирус кошек, пенящий вирус человека (спумавирус человека), пенящий вирус обезьян.

                        ЛЕЙКОЗ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

                                Leukaemia in cattle, Bovine leukosis (англ.);

                              Enzootische Rinderleukose (нем.); Leukose bovine (франц.)

Лейкоз КРС - хроническая инфекционная болезнь опухолевой природы, основной при​знак которой - злокачественное разрастание клеток кроветворных органов с нарушением их созревания, в резул ьтате чего происходит диффузная инфильтрация органов этими клетка​ми или появляются опухоли (1). Само определение болезни обязывает выдвинуть проблему борьбы с этой инфекцией на первое место И, действительно, после опубликования серий работ о близком генетическом и АГ-родстве ВБЛ с вирусом Т-клеточного лейкоза человека (HTLV-1 и HTLV-2) диагностика и профилактика лейкоза КРС приобретают особую акту​альность (7,8,61,81,92,101,102,103,105,106,108).

Лейкозы животных диагностируют почти во всех странах мира. Наиболее широко они распространены в США, ряде стран Центральной Европы, Дании, Швеции и странах Ближ​него Востока.  Потери от вы​браковки туш с опухолевым лейкозом в США в 1978 г оценивали в 7 млн. долларов. Эта сумма не отражает реальных потерь, поскольку не учитывает ущерб от падежа и вынужденного убоя заболевших животных непосредственно на фермах. Экономический расчет показал, что в  Великобритании потери от лейкоза за 25 лет могут составить 4,8 млн.фунтов стерлингов (58). В Турции, куда лейкоз был завезен с племенным скотом из Швейцарии, ко​личество больных животных составило 4,5%. Лейкоз установлен также в Африке и Австралии. В нашей стране возникновение лейкоза связано с завозом племенного скота в 1940, 1945-1947 гг. из Германии. 

Симптомы и патологоанатомические изменения. Различают 2 основные формы лейкоза КРС: энзоотическую и спорадическую. Последняя форма встречается редко и поражая молодых животных (до 3-летнего возраста), проявляется клинико-морфологическими разновидностями:  1) ювинальный лейкоз (форма лейкоза у телят) - наиболее часто наблюдается у телят моложе 6-мес возраста, характеризуется увеличением лимфоузлов и часто инфильтрацией костного мозга, 2) тимусная форма лейкоза встречается у телят моложе 2-летнего возраста, характеризуется увеличением тимуса, 3) кожная форма встречается у телят от 1 до 3-летнего возраста, характеризуется узелковой лейкемической инфильтрацией кожи.

Спорадический лейкоз не представляет особого интереса в экономическом плане. Этио​логический агент при этой форме болезни не выявлен.

Энзоотический лейкоз - контагиозная болезнь с длительным латентным периодом, во время которого в крови выявляют вирус лейкоза КРС (ВЛКРС) и AT к нему. В основном встречается у крупных животных, наиболее часто в возрасте 5-8 лет. Болезнь характеризует​ся пролиферацией неопластических элементов, в результате чего образуются отдельные опухолевые массы и (или) диффузная инфильтрация различных тканей и органов В опухо​левый процесс вовлекаются лимфоузлы, часто поражаются селезёнка, сычуг, сердце, почки и другие органы. Клинические проявления зависят от вовлечённых в патоло​гический процесс органов, степени опухолевого роста и диссеминации неопластического процесса (6, 9).

Согласно современным данным, энзоотический лейкоз КРС объединяет две группы болезней. Опухолевые болезни первой группы характеризуются инфильтрацией лимфоцитами органов кроветворения с вовлечением в патологический процесс костного мозга (лимфоидный, миелоидный, слабо дифференцированный и недифференцированный лейкозы с раз​личными вариантами). Болезни второй группы (лимфо-, ретикулосаркома, лимфогрануле​матоз) сопровождаются опухолевым ростом, первично проявляющимся в лимфоидной ткани (лимфоузлах, селезенке и других органах). Типично протекающий энзоотический лейкоз в терминальной стадии характеризуется потерей массы, анемией, снижением молочной продуктивности и увеличением одного или нескольких периферических лимфоузлов. Заболева​ние неизменно заканчивается смертью животного через несколько недель или месяцев после проявления клинических признаков.

Патогенез. Патогенез при лейкозе коров изучен недостаточно, АГ вируса обнаружива​ют только в лимфоцитах инфицированных животных после краткосрочного культивирова​ния in vitro. Считают, что лимфоцитоз - результат поликлональной пролиферации В-лимфоцитов, постоянно стимулированных АГ ВЛКРС (53). Сравнительный анализ резуль​татов изучения интерфероногенеза лейкоцитами крови у здорового, свободного от ВЛКРС, спонтанно инфицированного вирусом лейкоза с картиной крови в пределах физиологиче​ской нормы, а также больного хроническим лимфоидньм лейкозом (ХЛЛ КРС), показал, что титры лейкоцитарного ингерферона в крови спонтанно инфицированных животных снижены в 1,3-2,9, a y больных ХХЛ- в 3,8-9,4 раза по сравнению с клинически здоровыми, свободными от ВЛКРС животными Проведенные исследования показывают, что ВЛКРС обладает иммунодефицитными свойствами, выраженными в данном случае снижением ин​терфероногенеза в лейкоцитах крови.

ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Почти на протяжении века ученые многих стран проводили исследования по изучению этиологии этого заболевания и лишь 1969 г вошел в историю как год открытия ВЛКРС (62, 84). В последующих работах детально изучена морфология и морфогенез вируса и установ​лена его онкогенная активность в прямых опытах по заражению овец и телят с последую​щей реизоляцией возбудителя (3, 62, 75, 83, 84). На 21 Международном симпозиуме по лей​козу КРС (Брюссель, 1976) была принята резолюция, в которой отмечено "Вирус бычьего лейкоза следует официально признать определяющим фактором в этиологии энзоотического лейкоза. В государственных программах, регламентирующих борьбу с лейкозом КРС, сле​дует предусмотреть использование серологических тестов, направленных на выявление про​тивовирусных AT (52, 53).

Вирус является этиологическим агентом бычьего лейкоза и получил название "вирус лейкоза крупного рогатого скота" (ВЛКРС), или Bovine Leukemia virus (BLV). Это экзоген​ный онковирус типа С, отличающийся от всех известных вирусов типа С млекопитающих BLV широко распространен в стадах (до 75%). Относится к семейству Retrovindae, подсе​мейству Oncornaviridae/ Вместе с недавно открытым вирусом Т-клеточного лейкоза челове​ка (HTLV), ВЛКРС относится к особой группе, обозначенной типом Е (40, 41, 62, 84)

Морфология и химический состав. Зрелые вирионы ВЛКРС содержат центральнорасположенный электронно-плотный нуклеоид, диаметр которого, в зависимости от методов фиксации и обработки препарата, варьирует от 40 до 90 нм/ Центральная часть нуклеоида отделена от внешней вирусной оболочки промежуточным слоем. Гексагональное очертание нуклеоида в ультратонких срезах предполагает икосаэдрическую симметрию. Внешняя ви​русная оболочка представлена 2-контурной мембраной, которая лабильна, из-за чего диа​метр вирионов может сильно варьировать - от 73 до 120 им. На поверхности внешней обо​лочки выявляют шипики (пепломеры) с пуговкообразным утолщением на конце, длиной 8-11 нм, которые состоят из субъединиц, образованных двумя гликозилированными вирусны​ми белками gp51 и gp30, отвечающими за типоспецифичность. Вирионы имеют плавучую плотность в растворе сахарозы и CsCI, равную 1,15-1,18 г/мл и 1,17-1,33 г/мл соответствен​но. Химический состав вирионов. протеины 60%, липиды 35, нуклеиновые кислоты 2,2, уг​леводы 0,5% (6, 55).

В структуре ВЛКРС обнаружено 6 основных белков с мол.м. от 10 до 51 кД (р10, р12, р15, р24, gp30 и gp51) (95, 97,116). Четыре негликозилированных белка (р10, р12, р15, р24) составляют сердцевину вириона, причем белок р24 присутствует в наибольшем количестве (38). Два крупных белка являются гликопротеинами - один из которых (р51) расположен на поверхности вириона, другой (р30) - трансмембранный белок (107). ВЛКРС обладает выра​женной антигенной активностью и индуцирует синтез ВНА и КСА. Он агглютинирует эрит​роциты мышей. За инфекционность (94) и ГА активность ответственен gp51 (113). В gp51 выявлено 3 эпитопа, ответственных за нейтрализацию вируса. Поли- и монАТ против gp51 обладают ВН-активностью (70, 71, 72, 73, 76, 82, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 112), подавляют синцитийобразуюшую активность вируса, препятствуют выходу из клеток и вызывают ли​зис инфицированных клеток в присутствии комплемента. Оболочка ВЛ КРС содержит 2 белка gp60 (гликопротеин поверхности вириона) и р30 (межмембранный белок) (109).

Геном вируса может существовать в 2-х формах геномной 1-цепочечной РНК или в ви​де ДНК, синтезированной на геномной РНК как на матрице, и интегрированной в хромосо​му клетки-хозяина в виде провируса. Геномная РНК содержится только в зрелых вирионах. В жизненном цикле вируса геномная РНК функционирует лишь 1 раз, когда служит матри​цей для фермента - обратной транскриптазы при биосинтезе комплементарной ДНК. Весь объем биохимических процессов, необходимый для полной репликации вируса, выполняет​ся с участием ДНК-провируса (60, 65). 

Устойчивость. Установлено, что ВЛКРС чувствителен к температурным возденет разрушается при повторных замораживаниях и оттаиваниях и при нагревании до 56°С в течение 15 мин. Пастеризация молока (74°С в течение 16с) разрушает его, и он теряет инфекционность для ягнят. Вирус обнаруживается в молоке после хранения в течение 72 ч. при 1°С, при 10 и 14,5°С его не обнаруживают через 48 и 24 ч соответственно. Полная инактивация вируса в молоке или вируссодержащей жидкости установлена при 50°С в течение 70 с (100), при 70-74 °С в течение 17 с или при 56-63 °С в течение 5-30 мин (11). В цельном молоке, хранившемся при 1,1-5,5°С, происходит постепенное снижение титров ВЛКРС в течение 72 ч; при 9,9 и 14,4°С вирус не обнаруживался уже через 48 и 24 ч хранения. В сливках, собранных после отстоя цельного молока, при 1,1°С через 24, 48, 72 ч вирус был выделен только в пробах первых 2-х сроков отстоя. В разбавленном молоке (до 37,5 %) инфекционность сохраняется в течение 12 ч. Если при рН 6,5 вирус сохраняется в молоке в течение 72 ч, то при рН 7,1- только 48 ч (104). Снижение кислотности молозива до рН 4,5 разрушает вирус в течение 2 ч, особенно при высоких исходных титрах, а в нативном молозиве вирус сохранялся в течение 18 дн. при комнатной температуре (111). Прямой солнечный свет инактивирует ВЛКРС в течение 4 ч, УФ лучи - в течение 30 мин (120 Вт   на расстоянии 1 м ). ВЛКРС полностью теряет активность в р-рах натриевого щелока (0,5° мин, 22°С), этанола (2,0%, 4 ч, 22°С), формальдегида (0,5%, 8 ч, 37°С), фенола (0,5%, 4°С) (48). В жидком азоте лимфоциты, несущие провирусную ДНК, сохраняют инфекционность в течение нескольких лет.  Повторное замораживание и оттаивание разрушает клетки и  устраняет инфекционность.

Антигенная структура. Электрофорез очищенных вирионов ВЛКРС в SDS - ПА и гельфильтрация в присутствии гидрохлорида гуанидина показывают в составе вирионов 4 главных негликозилированных белка и 2 гликозилированных. 

Антигенная вариабельность и родство. В АГ отношении ВЛКРС отличается от из​вестных вирусов типа С. Не выявлено с помощью ИФ и иммунодиффузии АГ родства меж​ду главным внутренним белком ВЛКРС р24 и группоспецифическими АГ вирусов лейкозов мышей и кошек, опухолей молочных желез мышей, вирусов бабуинов, Мезон-Пфайзера, шерстистых обезьян ВЛКРС, являясь экзогенным ретровирусом КРС, отличается от извест​ных ретровирусов по АГ свойствам, морфогенезу, способности индуцировать синцитий в монослойных культурах клеток и по свойствам ревертазы. Кроме того, в отличие от боль​шинства других лейкемогенньгх вирусов, он присутствует у инфицированных животных в непродуктивном состоянии На основании этих различий, Ferrer считает, что ВЛКРС явля​ется особым лейкемическим вирусом, принадлежащим к особой группе Oncovirinae, обозна​ченной как тип Е (54).

Локализация вируса, вирусоносительство, персистенция. ВЛКРС обнаруживается в клетках молозива и молока естественно зараженных животных. Из слюны, носовых истече​нии, мочи и спермы инфицированных животных его выделить не удалось. Эксперименталь​но и спонтанно зараженный до или после рождения теленок остается инфицированным всю жизнь, несмотря на постоянное присутствие ВНА, выявляемых в РДП, РСК и других серо​логических реакциях (93). Отсутствие экспрессии генома ВЛКРС при наличии транскрип​ционных провирусов в опухолевых клетках дало возможность предположить, что причиной опухолевой трансформации клеток ВЛКРС является нарушение структуры клеточного гено​ма (121). Неспособность AT элиминировать ВЛКРС объясняется тем, что этот вирус обычно присутствует в инфицированных лимфоцитах в непродуктивном состоянии и защищен от действия AT. Размножение его не является необходимым для распространения в популяции животных. Инфицированные лимфоидные клетки могут передавать вирусный геном потом​ству во время размножения клеток. От клетки вирус может передаваться также без продук​ции вирусных частиц с помощью механизма Cellular Kissing (клеточного прикосновения), как описано относительно герпесвирусной системы.

Антигенная активность. Инфицированные ВЛКРС животные вырабатывают AT к не​скольким вирионным АГ. Впервые для выявления АГ этого вируса в цитоплазме продуцирующих вирус лимфоцитов КРС был использован метод непрямой ИФ с использованием сыворотки больного лейкозом КРС. В дальнейшем было показано, что выявляемый этим методом АГ является вирионным компонентом, несущим АГ детерминанты, присутствую​щие в главном внутреннем вирионном белке р24. В сыворотке крови больных лейкозом ко​ров обнаружены КСА, к 4-м вирусным полипептидам: р15, р24, gp30, и gp51. В сыворотке крови телят и ягнят, родившихся от больных лейкозом животных, имеется высокий уровень специфических AT, сохраняющийся в течение 5-6 мес. после рождения у телят и 3 мес. у яг​нят. Наличие высокого титра колостральных AT способно нейтрализовать инфекции ВЛКРС и предотвратить заражение новорожденных телят при условии их содержания раз​дельно от больных коров (39). AT вырабатываются преимущественно на структурный белок gp51 и относятся к IgC, IgA и IgM. Наличие AT не предотвращает развития опухолей.

Экспериментальная инфекция. Болезнь можно воспроизвести на новорождённых те​лятах и овцах при введении им различных вируссодержащих материалов. Эксперименталь​ному лейкозу предшествует бессимптомная онковирусная инфекция, переходящая в после​дующем в гематологическую стадию болезни с развитием характерной клинической и патоморфологической картины. У заражённых животных гематологическая стадия характеризу​ется постоянным лейкоцитозом и лимфоцитозом. Воспроизведение лейкоза у овец осуществляется с большим постоянством и в более короткие сроки по сравнению с КРС. После внутриперитонеального, подкожного, внутримышечного введений нативных лейкоцитов, краткосрочных культур клеток лейкозной коровы и бесклеточных фильтратов культура ной жидкости этих культур у всех заражённых телят и овец через 15-90 дн., в зависимости от дозы и активности вводимых материалов, развивалась инфекция, выявляемая как серологи​ческими, так и вирусологическими методами. В условиях опыта животных можно заразить аэрозольно и интраназально.

Инфекцию ВЛКРС можно также воспроизвести на козах, однако без клинических при​знаков лейкоза. Введение ВЛКРС в организм шимпанзе сопровождалось образованием в длительной циркуляцией вирусспецифических AT, однако выделить инфекционный вирус не удалось. Показана возможность пассирования вируса (шт. FLK) через новорождённых ягнят. В 6-и последовательных пассажах прослежено изменение некоторых биологически свойств вируса: усиление его лейкозогенности и иммуносупрессивного действия, сокраще​ние сроков индукции синтеза вирусспецифических AT после инфицирования. Длительное выявление вирусспецифических AT без клинических проявлений лейкоза наблюдается так​же у заражённых ВЛКРС кроликов и свиней. В экспериментальных условиях не установлен положительный эффект применения миксоферона (смесь антивирусных интерферонов, по​лученных генно-инженерным путем) (15,16,17).   

Инфицирование ВЛКРС мышей, крыс, хомячков, морских свинок, собак, белок, кошек и птиц (цыплят, голубей) не сопровождается развитием лейкозного процесса или выработкой вирусспецифических AT. Изучены свойства ВЛКРС на кроликах, трансгенных по гену антисмысловой РНК (асРНК) ВЛКРС. Иммунный ответ на экспериментальное заражение ВЛКРС, выявляемым в серологических реакциях, наблюдали у одного из 4-х трансгенныхк у 3-х из 4-х контрольных кроликов через 1-3 мес. Реизолировать ВЛКРС удалось от трек контрольных кроликов, тогда как от трансгенных кроликов вирус не выделяли (46). Kpoлики наиболее чувствительны при заражении их внутривенно нативными лейкоцитам от больной лейкозом коровы (26). Кролики могут служить лабораторной моде​лью при изучении ВЛКРС. Через 28-35 дней после заражения опытные кролики и овцы продуцировали антивирусные AT, выявляемые в РИД (13, 14, 15). В клетках нелимфоидного происхождения ни ВЛКРС, ни его АГ не обнаруживаются. С помощью молекулярной гиб​ридизации показано, что в этих клетках отсутствуют последовательности ДНК провируса.

Культивирование. Вирус лейкоза впервые удалось обнаружить в краткосрочных куль​турах лимфоцитов крови инфицированных животных (84). ВЛКРС репродуцируется в пере​виваемых хронически инфицированных культурах клеток тканей животных разных видов. Наибольшее распространение в мире получила перевиваемая линия клеток FLK-BLV, кото​рую получил в 1974 г. Van der Maaten путём сокультивирования эмбриональных клеток почки овцы с лимфоцитами лейкозной коровы. Эта линия клеток используется для биохи​мических, морфологических и серологических исследований (110,119,120,122).

В настоящее время получены и широко используются перевиваемые хронически инфи​цированные ВЛКРС линии клеток: фибробласты легкого эмбриона коровы (АИД-15), почки эмбриона коровы (ПЭК); почки эмбриона овцы (FLK-BLV); легкого эмбриона летучей мы​ши (T61-Lu); легкого макаки-резус (BLV-Simian); селезенки овцы (FLS, J-1228); тимуса эм​бриона коровы (ТЭК-МВА-766 LmTT) (50, 62, 120). 

Способность ВЛКРС индуцировать в монослойных куътурах клеток образование синци​тиев (многоядерных клеток) была использована для разработки специфичного, чувствитель​ного и быстрого диагностического теста для вьывления инфекционного вируса и ВНА. Этот тест обеспечивает количественные результаты и успешно применяется для прямого выявле​ния ВЛКРС - инфекции у КРС и животных других видов (23, 24, 25, 27, 28, 40, 41, 42,44, 45,66, 67).

Особенности репродукции. В краткосрочных культурах вирус накапливается пре​имущественно во внеклеточных пространствах, но может формировать и внутриклеточные скопления, заключенные в цитоплазматические вакуоли. Почкующиеся формы вирионов можно обнаружить через 3-9 ч культивирования. В нативных лимфоцитах крови больных животных вирионы ВЛКРС, как правило, обнаружить не удается. В перевиваемых культу​рах клеток почкующиеся формы вирионов встречаются чаще. Почкование вируса сопровож​дается значительной дистрофией цитоплазмы (8). Инфицированные ВЛКРС клетки индуци​руют формирование синцития из клеток индикаторных культур. Каждый очаг синцития яв​ляется результатом действия одной биологически активной инфекционной вирусной части​цы и представлен поликариоцитом, образованным в результате слияния 5-25 клеток (68).

ГА свойства. ВЛКРС агглютинирует только эритроциты мышей. Максимальная ГА на​блюдается при рН 6 и температуре 4°С. После обработки вируса тритоном Х100 или ультра​звуком ГА активность вируса повышается в 6-16 раз. Обработка трипсином, KI04 или нейраминидазой значительно снижает ГА-активность ВЛКРС. Эти данные указывают на то, что ГА ВЛКРС является гликопротеином gp51, который после очистки обладает высокой ГА- J активностью. Обработка мышиных эритроцитов нейраминидазой в 4 раза повышает их способность агглютинироваться.  ГАд свойства не установлены. 

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источники и пути передачи инфекции. Источник инфекции - больные лейкозом животные. В естественных условиях инфекция ВЛКРС может передаваться пренатально и постнатально. Механизм пренатальной передачи включает передачу вирусного генома через гаметы (генетическая и хромосомная трансмиссия) и передачу целого вируса (эпигенети​ческая или экстрахромосомная трансмиссия). Постнатальная передача включает передачу вируса через молоко или при контакте. Контактная передача может быть результатом пря​мого воздействия контаминированных вирусом секретов или экскретов или переноса вируса, насекомыми или контаминированными объектами. ВЛКРС может персистировать в лейкоцитах клещей и переноситься ими на здоровых животных. Пренатальная передача ВЛКРС не превышает 20 случаев. Вирус передается от матери плоду трансплацентарно, во время последних 6 мес. внутриутробной жизни, а не через половые клетки.

Однако основным путем распространения инфекции в естественных условиях является контактная передача. Так как частицы ВЛКРС не продуцируются in vivo, то логично пред​положить, что в большинстве случаев вирус передается с инфицированными лимфоцитами. Для заражения коровы достаточно ввести внутрикожно 2500 лимфоцитов крови. Учитывая возможность переноса ВЛКРС ничтожным количеством крови, следует иметь в виду, что при не соблюдении элементарных санитарных правил инфекция может распространяться во время выполнения ветеринарных процедур со шприцами, иглами и другими хирургически​ми инструментами, контаминированными кровью. Следовательно, при массовом взятии крови, вакцинации, туберкулинизации и других мероприятиях для каждого животного необ​ходимо использовать отдельный стерильный инструмент. Несоблюдение этого правила рез​ко повышает инфицированность животных неблагополучных хозяйств. Имеются косвенные доказательства того, что распространение инфекции ВЛКРС может осуществляться насеко​мыми. В тропических зонах, например в Венесуэле, где распространены кровососущие насе​комые, пораженность лейкозом особенно высока.

ВЛКРС или инфицированные им лимфоциты присутствуют в молоке большинства ин​фицированных животных. Однако, несмотря на то, что молоко и молозиво инфицированных коров содержат вирус, инфекция новорожденным телятам в естественных условиях переда​ется редко по сравнению с контактным заражением (83). Устойчивость телят, вскормлен​ных инфицированными коровами, к ВЛКРС в течение первых месяцев жизни обусловлена, вероятно, материнскими ВНА, которые приобретают все телята, получающие молозиво. Ес​ли теленок заражен ВЛКРС во внутриутробный период, то колостральные AT не влияют на персистенцию вируса. В зависимости от уровня AT в молозиве, материнские AT исчезают в течение 4-6 мес. после рождения. Внутриутробная передача вируса лейкоза обнаружена у 4 из 50 обследованных новорожденных телят. По мнению авторов, возникновение передачи вируса лейкоза не оказывает существенного влияния на эпизоотологию данной инфекции, чем обосновывают нецелесообразность использования серопозитивных коров в системе противолейкозных мероприятий (32,33).

В сперме инфицированных быков ВЛКРС не выявлен. Однако, у быков с воспалением генитального тракта могут быть в сперме лимфоциты, инфицированные ВЛКРС. Экспери​ментально установлено, что коров можно инфицировать путем нанесения таких лимфоцитов на слизистую оболочку матки. Таким образом, в случае наличия ВЛКРС в сперме инфици​рованных быков исключена передача вируса от быка корове. Вместе с тем, различий в час​тоте проявления инфекции среди потомства ВЛ КРС положительных и ВЛ КРС отрицатель​ных быков не выявлено. Механизм контактной передачи ВЛКРС не ясен, поскольку не уста​новлено наличие вируса в фекалиях, моче и слюне инфицированных животных. Паренте​ральное введение подопытным животным слюны, выделений из носа, проб выдыхаемого воздуха и мочи инфицированных животных не вызывало депрессии. Исследованиями, про​веденными в динамике опыта, было установлено, что через 60 сут. после прекращения выпаивания молока у 2-х кроликов в сыворотке крови были выявлены антитела к ВЛКРС в РИД, а через 90 сут. еще 5 кроликов были серопозитивными. На морских свинках не удалось установить факт передачи ВЛКРС через молоко. Опытные животные, которым вы​паивали молоко, термически обработанное и контрольные были серонегативными на протя​жении всего срока наблюдения. Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что молоко является фактором передачи ВЛКРС. В основном инфекционный процесс у КРС ограничивается 2-мя стадиями: инкубационной и бессимптомного вирусоносительства. Только у небольшого процента (5-7) взрослых животных устанавливают 3-ю и 4-ю стадии: клинико-гематологическое и опухолевое проявление, характерные для лейкоза.

При лейкоза КРС рассматривают 2 пути передачи вируса: неонатальный (внутриутробный) и постнатальный (горизонтальный) Сероэпизоотологические исследования, проведенные на 62 тыс. зараженных ВЛКРС и 47 тыс. здоровых коров, показали, что вертикальный путь не оказывает существенного влияния на эпизоотический процесс. Горизонтальный (контакт​ный) путь является основным в эпизоотическом процессе. В стадах с зараженностью коров-матерей ВЛКРС в пределах 11,3-33,1% широкомасштабными сероэпизоотологическими ис​следованиями 6 – мес. телят (118 тыс. ) в РИД выявляли сравнительно невысокий уровень AT носительства (2,1-4,8%). Одновременно установлено, что в оздоровленных от инфекции ВЛКРС стадах методом постепенной замены зараженных коров серонегативными собствен​ной репродукции первотелками, у последних более 57% матерей положительно реагировали на ВЛКРС.

ДИАГНОСТИКА

Диагноз на лейкоз ставят на основании эпизоотологических данных, клинических при​знаков, патанатомических изменений и результатов лабораторных исследований, которые включают гематологические и гистологические, а также серологические исследования.

Все формы лейкоза характеризуются увеличением в различной степени лимфоузлов. При лимфолейкозе они увеличены равномерно, не сращены с окружающими тканями, кап​сула снимается легко, на разрезе узлы серо-белого цвета, сочные и саловидные. Лимфоузлы при лимфогранулематозе, лимфосаркоме и гистиоцитарной саркоме бугристые, капсула сращена с паренхимой, на разрезе часто обнаруживают кровоизлияния и некрозы, в органах брюшной, тазовой полостей, на серозных оболочках отмечают опухолевые разрастания уз​лов в виде конгломератов серо-белого, желто-серого цвета. Селезенка при лимфоидном, слабодифференцированном и миелоидном лейкозах увеличена. При первых 2-х формах она буро-красного цвета с четко выраженной красной и белой пульпой за счет гиперплазии фол​ликулов. В более поздней стадии болезни граница между белой и красной пульпой стерта. При миелоидном лейкозе селезенка красно-малинового цвета, фолликулы плохо заметны, а в отдельных участках отсутствуют, ткань рыхлой консистенции с кровоизлияниями. При лимфоретикулосаркоме селезенка не увеличена. При всех формах лейкоза отмечают очаго​вые или диффузные разрастания серо-белого или серо-розового цвета в печени, почках, толще сердечной мышцы, органах пищеварения, матке, скелетных мышцах, диафрагме и других органах.

Взятие и подготовка материала. Для гематологического исследования кровь берут из яремной вены в пробирки с антикоагудянтом - 10 %-ном р-ром динатриевой соли этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА, трилон В) из расчета 0,02 мл р-ра на 1 мл крови. Не разрешается брать кровь от животных за 15 дней до отела и 15 дней после него. Для сероло​гического исследования кровь берут от животных в возрасте 6 мес. и старше В лабораторию в термосе со льдом направляют 5-6 мл сыворотки Для гистологического исследования ку​сочки пораженных органов (селезенки, лимфоузлов, грудной кости, печени, почек, легких, сердца и правого ушка сердечной мышцы, стенки сычуга, матки и скелетных мышц) посы​лают в свежем виде в термосе со льдом или в 10%-ном р-ре формалина.

Индикация и идентификация вируса

Для определения вируса в различных материалах используют методы, позволяющие выявлять инфекционный вирус или вирусные АГ.Являясь типичным ретровирусом, ВЛКРС находится у инфицированных животных в форме провирусной ДНК, которую можно вы​явить в лимфоцитах крови с помощью ПЦР или методами гибридизации нуклеиновых ки​слот При культивировании инфицированных клеток вирус можно выявить с помощью элек​тронного микроскопа или по образованию синцития в соответствующих индикаторных культурах (34)

Электронно-микроскопический метод. Позволяет выявлять вирусные частицы в крат​косрочных культурах лейкоцитов крови животных, инфицированных ВЛКРС, и в монослойных культурах клеток, сокультивированных с инфицированными лимфоцитами. По некото​рым данным, лейкоцитарные культуры (лейкоциты крови больных коров) через 48-72 ч представлены разнообразными клетками, среди которых находили лимфоциты и лимфобласты, продуцирующие вирусные частицы типа С. Зрелые вирионы имели ультраструктуру, типичную для онковируса типа С. Вирусные частицы находили, в основном, в межклеточ​ных пространствах и на внешней мембране лимфоидных клеток. Методом ЭМ у больных лейкозом животных обнаруживают в лимфоцитах ядерные "карманы" в виде неправильного кольца и петли. Как правило, они обладают связью с оболочкой ядра и содержат цитоплазматическое вещество клетки. Иногда центральная часть их заполнена электроннолотными гранулами диаметром 4 нм, расположенными группами и напоминающими гранулы гликогена. Ядерные "карманы" отсутствуют в дифференцированных гранулоцитах, моноцитах и плазматических клетках, в одном лимфоците их обнаруживают 1-5 и более. 

Тест синцитиеобразования. ТСО применяется для выявления инфекционного вируса в различных материалах и основан на способности ВЛКРС образовывать синцитии в некото​рых нетрансформированных монослойных культурах клеток и в трансформированных пере​виваемых культурах клеток СС81. Метод предложен для титрования ВЛКРС с использова​нием кошачьей линии клеток S+L Показано, что инокуляция клеток вирусом лейкемии КРС приводит к образованию крупных многоядерных синцитиев, которые выявляются при ок​рашивании монослоя. Метод можно использовать для титрования вируса, так как имеется прямо пропорциональная зависимость между уменьшением количества синцитиев и разведением вирусной суспензии. Метод является воспроизводимым, специфическим и чувстви​тельным. Рекомендуют микромодификацию метода количественной титрации инфекционно​го ВЛКРС, основанную на определении количества синцитиев в культуре эмбриональных клеток теленка, культивированной с лимфоцитами, зараженньми вирусами лейкемии КРС, или в присутствии вируса. Отмечена линейная зависимость между числом инокулированных в культуре клеток зараженных вирусом лейкоцитов и количеством индуцированных синци​тиев. При сравнении чувствительности макро- и микрометода титрации число синцитиев в микрокультуре статистически не отличалось от числа синцитиев, индуцированных в макро​культуре. Метод сокультивирования используется для выявления инфекционного ВЛКРС Суть его состоит в сокультивировании лимфоцитов крови и чувствительных клеток монослойной культуры с последующим выявлением АГ ВЛКРС с помощью ТСО, РИД или ИФА.

РДП (РИД). Это относительно чувствительный тест для выявления гликолротеина ВЛКРС Позволяет выявлять гликопротеин вируса в концентрации 0,4 мкг/мл.

Биопроба. Инфицированных животных можно выявлять путем постановки биопробы на овцах. С этой целью овцам обычно внутрибрюшинно вводят цельную кровь испытуемого животного. При наличии в пробе крови вируса у овцы развивается инфекция, сопровож​дающаяся образованием вирусспецифических AT. AT у зараженных овец выявляют в РДП с гликопротеинным АГ через 3-6 нед. (6).

Реакция бласттрансформации. Хронический лимфоидный лейкоз КРС характеризует​ся слабой реакцией бласттрансформации (РБТЛ). Поэтому у животных, подозрительных по заболеванию лейкозом по показателям лейкоцитов крови, проводят РБТЛ в культуре лим​фоцитов крови Показатель РБТЛ выражает процент трансформировавшихся лимфоцитов (переходные клетки, бласты, митозы) и определяется после подсчета не менее 1000 клеток культуры У клинически здоровых и с нормальной гемограммой коров, по данным боль​шинства исследователей, он составляет в среднем 60% (40-90%), у больных лимфолейкозом РБТЛ значительно снижена уже в субклинической стадии При повышенном содержании в крови общего количества лейкоцитов исследуют животных в РБТЛ Диагноз на лимфолей-коз считают подтвержденным при показателе РБТЛ не выше 35%. Если он выше, то поста​новку реакции повторяют с интервалом 3 мес. у тех животных, у которых нарастают гемато​логические изменения.

Гистологические исследования. Срезы готовят после парафиновой или целллоидиновой проводки и окрашивают гематоксилин-эозином. При лимфоидном лейкозе наблюдают в селезенке и лимфоузлах стирание рисунка за счет диффузной инфильтрации клеток лимфоидного ряда, среди которых, в основном выявляют зрелые лимфоциты, в меньшем количе​стве обнаруживают пролимфоциты, лимфобласты. В костном мозге строма сохранена, вы​является значительное истончение и рассасывание балок, скопления лимфоцитов могут рас​полагаться в виде очагов или диффузно, заполняя все костно-мозговые пространства (лимфоидная метаплазия), в почках, печени, сердце, сычуге и других органах обычно выявляют скопления лимфоцитов в просветах капилляров и инфильтрации лимфоидными клет​ками интерстициальной ткани.

При недифференцированном и слабо дифференцированном лейкозе (гемо-цитоблазтоз) в костном мозге, селезенке, лимфоузлах и других органах наблюдают очаговые и диффуз​ные пролифераты, клеточный состав которых представлен недифференцированными или слабо дифференцированными клетками типа гемоцитобластов (родоначальная клетка). 

Гематологический метод. Основан на обнаружении в периферической крови повы​шенного количества лейкоцитов, в основном лимфоидного ряда, и слабодифференцирован​ных клеток (родоначальных, пролимфоцитов, лимфобластов). Количество лейкоцитов под​считывают с помощью электронного счетчика частиц или в камере Горяева и выводят лей​коцитарную формулу. Животных, подозрительных по заболеванию лейкозом, подвергают дополнительньм гематологическим исследованиям с интервалом 2-3 мес. до получения 2-х подряд качественно одинаковых результатов, по которым их признают здоровыми или больными лейкозом.

Следует иметь в виду, что некоторые острые и хронические болезни КРС (перикардиты, ретикулиты, гепатохолангиты, циррроз печени, туберкулез, бруцеллез и др. ) могут сопрово​ждаться лейкоцитозом. При этом в отличие от лейкоза увеличение количества лейкоцитов крови происходит, в основоном, за счет найтрофилов, эозинофилов или моноцитов.

Таблица 2. Число лейкоцитов в 1 мм3 крови здорового, подозрительного по заболеванию и больного лейкозом КРС

	Возраст жи​вотных (лет)
	Число лейкоци​тов у здоровых
	Абсолютное число лимфо​цитов у подозрительных
	Абсолютное число лимфоцитов у больных

	От 2 до 4
	До 11000
	От 8000 до 10000
	Свыше 10000

	От 4 до 6
	До 10000
	От 6500 до 9000
	Свыше 9000

	Старше 6
	До 9000
	Oт 5500 до 8000
	Свыше 8000


Эти изменения крови имеют временный характер, их дифференцируют от лейкоза повторными гематологическими исследованиями. Разработана методика выделения мононуклеарных клеток из периферической крови инфицированного КРС и их культивирования репродукции инфекционного вируса лейкоза. Метод позволяет получать максимальный с инфицированных вирусом лейкоза лимфоцитов. Из 10 мл цельной крови получают примерно 107 мононуклеарных клеток. Чтобы максимизировать продукцию вирионов и вирус) АГ, к культуре лимфоцитов добавляют Кон-А в конечной концентрации 5 мг/мл (22).

Конкурентный радиоиммуноанализ (РИА). Наиболее чувствительный метод выявления р24-АГ в краткосрочных культурах лимфоцитов крови инфицированных животных. Метод заключается в том, что экстракт, приготовленный из 48-ч культуры лимфоцитов крови, исследуется на присутствие АГ р24 путем определения его способности предотвращать связывание меченого изотопом р24 со специфическими AT. Для диагностики инфекции ВЛКРС у телят младше 6-мес. возраста, которым выпаивали молозиво инфицированных  матерей, а также у взрослых животных, иммунизированных убитым вирусом или вирусными АГ, необходимо использовать методы, основанные на прямом выявлении инфекционного вируса или вирусных АГ в культурах лимфоцитов крови исследуемых животных.

ПЦР. Дает возможность обнаруживать провирусную ДНК через 2 нед после заражения животных (16). Для амплификации в ПЦР использовали пары праймеров, соответствующих определенным участкам генов gog 24, env-gp5 или pol вируса лейкоза Метод позволяет идентифицировать одну копию генома вируса лейкоза на 100000 клеток крови (23, 24). Сконцентрированные также праймеры для амплификации специфических для вируса лейкоза КРС последовательностей генов pol и рХ. С помощью этого набора праймеров удавалось амплифицировать и выявлять 10 копий ДНК вируса в присутствии в образце 1 мкг хромосомной ДНК (30). Доказана возможность использования нерадиоактивных зондов для выявления вируса лейкоза КРС в лимфоцитах периферической крови и клетках лимфосаркомы Фрагменты провирусной ДНК метят биотином (26). Разработан метод ПЦР с последующей нерадиоактивной блот-гибридизацией для тестирования провируса лейкоза КРС в исследуе​мом материале (19).

Серологическая идентификация

ИФ. Используют прямой и непрямой варианты при исследовании мазков крови и изме​ненных органов, краткосрочных и перевиваемых культур крови и тканей. Непрямой вариант испытывали на концентрате с 80% живых лейкоцитов. В качестве AT применяли сыворотку больной лейкозом коровы и меченную ФИТЦ кроличью сыворотку против глобулинов быка. При микроскопии препаратов отмечена флюоресценция на поверхности лимфоцитов в виде яркого светящегося кольца или кольца из пунктиров. В препаратах из лейкоцитов здоровых животных подобного свечения не наблюдается или оно слабо выражено в некоторых клет​ках Для объективной оценки препаратов рассчитывается индекс флюоресценции (ИФ) по формуле ИФ = (А - В) : А, где А - процент несветящихся клеток в контроле; В - процент не​светящихся клеток в опыте. Положительной считается реакция, если ИФ свыше 0,2 ; сомни​тельной - 0,11-0,2; отрицательной - ниже 0,1.

Серодиагностика и ретроспективная диагностика. У животных, зараженных ВЛ КРС, вырабатываются AT к вирусным АГ, которые выявляются с помощью серологических реакции. Характерной особенностью инфекции ВЛКРС у КРС является, как правило, по​жизненная персистенция вируса и вирусспецифических AT у больного животного. Поэтому серологические методы обнаружения специфических сывороточных AT являются наиболее практичными, экономичными и широко используемыми в диагностике онковирусной ин​фекции у КРС. Серологическими методами ВЛКРС можно выявлять у животных старше 6 нес, так как у телят, выпаиваемых молозивом и молоком инфицированных ВЛКРС матерей, появляются пассивно приобретенные материнские AT, которые могут персистировать до 6-мес. возраста. У зараженных животных в крови циркулируют AT к нескольким структурньм белкам вируса. Однако диагностическое значение имеют AT против gp51 и р24 ВБЛ (37) Количественные соотношения AT анти-р24 и анти-gр51 могут коррелировать со стадией инфекционного процесса (22, 37), но при этом, AT к gp51 появляются раньше и содержатся в более высоком титре, чем антитела к р24 и, следовательно, серологические реакции, на​правленные на выявление aimi-gp51 - AT по со своей чувствительности будут превосходить аналоги, в которых используется в качестве АГ р24 (13,14,38).

В научно-исследовательских лабораториях для обнаружения специфических AT исполь​зуются РН, подавления раннего и позднего поликариоцитоза, нейтрализации псевдотипов и радиоиммуноанализ (РИА) (17, 36, 60). Однако, для эпизоотологического обследования, контроля и борьбы с ВБЛ-инфекцией широко применяют РИД и ИФА, для постановки кото​рых выпускаются соответствующие коммерческие диагностические наборы. Все вышепере​численные методы предназначены для выявления AT в индивидуальных пробах сыворотки. Для обнаружения AT в низких титрах, например, в индивидуальных пробах молока или в сывороточных пулах, иди в образцах, полученных из молочного танка, требуется высокая чувствительность РИА или ИФА (17, 36, 63). Разработан ряд серологических реакций для диагностики инфекции, таких как РИФ, РСК, РДП в геле, реакция агглютинации латекса (РАЛ), ELISA, РНГА и реакция нейтрализации псевдотипа (РНПТ).

РДП. Благодаря простоте, специфичности и достаточно высокой эффективности эта ре​акция получила наибольшее применение с гликопротеинным АГ ВЛКРС. Из вируса, осаж​денного методом ультрацентрифугирования культуральной жидкости краткосрочных культур лейкоцитов лейкозных животных, очищенного в градиенте плотности сахарозы и обра​ботанного эфиром, получают АГ, который используют в РДП. С помощью этого АГ в сыво​ротках крови инфицированных ВЛКРС животных выявляют ПА к внутреннему полипептиду вируса р24. РДП с гликопротеидным AT - более чувствительный метод выявления инфици​рованных ВЛКРС животных, чем РДП с полипептидным АГ РДП (РИД) в геле агара, на​правленная на выявление анти-gр51 AT, используется в качестве основного диагностическо​го теста, регламентирующего международную и внутреннюю торговлю племенными живот​ными, спермой и эмбрионами. При первичном обследовании сывороток крови одной РИД считается достаточно для объявления стада свободным от ВБЛ-инфекции (14). РИД приме​няется в системе противолейкозных мероприятий в неблагополучных хозяйствах (1,39).

Специфические ПА к ВЛКРС появляются через 2 мес. после инфицирования и сохраня​ются пожизненно. Для постановки РДП используют диагностический набор, в состав кото​рого обязательно должны входить специфический АГ ВЛКРС, специфическая положитель​ная сыворотка крови КРС Реакцию ставят макро- и микрометодами. Для изготовления АГ используют клеточную линию FLK-BLV. Из культуральной жидкости вирусный АГ выде​ляют методом преципитации сульфатом аммония или полиэтиленгликолем. Но наиболее технологичным методом выделения вирусного АГ считают ультрафильтрацию на полупро​ницаемых мембранах. На результат реакции иммунодиффузии влияют многие факторы ка​чество АГ и контрольных сывороток, количественные соотношения АГ и AT, качество агаpa, pH и ионная сила буфера, температура, диаметр лунок и расстояние между ними. Для постановки РИД выпускают диагностические наборы. Они представляют собой наборы, состоящие из 2-8 препара​тов. Обязательными компонентами каждого набора являются препараты тест-системы: ви​русный АГ и антисыворотка, которые в результате специфического взаимодействия АГ (gp51 ВБЛ) и AT в процессе диффузии формируют в геле агара нерастворимый комплекс в виде опалесцирующей полосы. Дополнительно наборы могут комплектоваться сухой соле​вой смесью агара, стерильным разбавителем для вирусного АГ и контрольньми сыворотка​ми, которые поставляются в жидком или лиофилизированном виде. В последнем случае на​боры комплектуют соответствующими разбавителями контрольных сывороток. Наборы рас​считаны на 90-500 исследований и содержат 3-5 мл вирусного АГ.

РИД проходит в 0,8-1,0% геле агара, который готовят на трис-НС! или боратном буфе​рах в диапазоне pH 7,2-8,6, содержащим 8-8,5% NaCl. Методика постановки реакции оди​наковая для всех диагностикумов и предусматривает заполнение лунок АГ, антисывороткой и испытуемыми сыворотками по схеме 1:2:4 или 1:3:3. Принято 2 стандарта на диаметр лу​нок и расстояние между ними: 1 вариант в странах ЕЭС, тогда как в США, Канаде и стра​нах СНГ приняты параметры, соответствующие второму варианту (табл 3.).

Таблица 3. Параметры лунок, рекомендуемые для постановки РИД

	Показатели
	1 вар
	2 вар

	Диаметр центральной лунки для антигена мм
	4
	7

	Диаметр периферических лунок для сыворотки мм
	6
	7

	Расстояние между центральной и периферической лунками мм
	3
	3


Минимальные необходимые требования, которым должен удовлетворять диагностиче​ский набор, заключаются в следующем: АГ должен содержать оболочечный гликопротеин ВБЛ, стандартизованный по референтной сыворотке -1; референтная сыворотка Е-4, раз​веденная отрицательной сывороткой в соотношении 1:10, должна быть выявлена как поло​жительная без повторной постановки реакции или предварительной концентрации. Референтные сыворотки Е-1 и Е-4 изготовлены в Национальной ветеринарной лаборатории Да​нии (P.O. Box 373, DK-1503 Copengagen) и предназначены для стандартизации всех диагно​стических наборов для постановки РИД и ИФА (6).

Реакцию учитывают через 48 ч и при следующих показаниях контролей: наличие четкой контрольной полосы преципитации между АГ и специфической положительной сывороткой и отсутствие таковой с отрицательной контрольной сывороткой. Животных, сыворотки кро​ви которых положительно прореагировали в РДП, считают зараженными ВЛКРС.

Описаны модификация метода иммунодиффузии - усиленная танином непрямая двойная иммунодифузия в геле (НИД-Р) и её применение для выявления AT и АГ ВЛКРС (31). Со​временная диагностика энзоотического лейкоза КРС основана большей частью на тестах иммунодифузии и ELISA. При использовании РИД необходимо придерживаться рекоменда​ций производителя очень дорогого АГ. В целях снижения затрат при сохранении надежно​сти результатов югославские исследователи (19) уменьшили размер отверстий в розетке и слой агара в чашке Петри, сохраняя прежнюю чувствительность теста.

Предложен метод очистки вируса лейкоза КРС в градиенте плотности перколла. Метод рекомендован для получения очищенного вируса и специфического АГ (20, 21). Молдав​скими исследователями показано значительное преимущество РИД при исследовании молозива титр AT был в 8-32 раза выше, чем в пробах сыворотки крови, исследовать необходи​мо первые порции молозива (29). Аналогичные данные получены сотрудниками ВИЭВ Титр AT к gp51 и р24 ВЛ КРС сразу после отела был наивысшим – 1:2187-          1:59049 в ИФА и 116-1 512 в РДП. Через 1 сут. титр AT составлял 25% от исходного (10)

РАЛ. В качестве теста для прижизненной диагностики лейкоза КРС можно использо​вать иммунохимическую реакцию агглютинации с латексом в соответствии с временными методическими рекомендациями Животные, сыворотки крови которых дали положитель​ную реакцию агглютинации с латексом, подлежат тщательному обследованию на лейкоз другими методами. Данная реакция перспективна для прижизненной диагностики лейкозов Испытание этой реакции показало в 67% случаев совпадение результатов с гематологиче​скими и около 90% с гистологическими методами диагностики гемобластозов КРС.

ИФ. Менее широко применяют для обнаружения AT в сыворотках крови инфицирован​ных животных. При этом используют в качестве клеток-мишеней перевиваемые культуры, хронически инфицированные ВЛКРС.

РНГА. Является чувствительным методом обнаружения AT в сыворотке крови и моло​ке Рекомендуют использовать при экспертизе и санитарной оценке молока Наибольший процент совпадений гематологических показателей с результатами серологических исследо​ваний был отмечен в РНГА.

ELISA. Широко применяют в США, Бельгии с использованием монАТ для широко​масштабного выявления энзоотического лейкоза в стадах КРС. Чувствительность его выше чем РДП. Метод ELISA при диагностике лейкоза КРС может существенно повысить чувст​вительность серодиагностики по сравнению с РДП Он удобен для систематического кон​троля молока коров благополучных хозяйств.

  Существующие варианты ИФА включают 5 принципиальных этапов постановки реакции.

Аллергическая реакция. Разработан аллерген для диагностики лейкоза у животных. Для проведения аллергических реакций наиболее подходящее место хвостовая складка у овец и КРС и дорсальная поверхность уха у свиней.

Дифференциальный диагноз. Лейкоз необходимо отличать от актиномикоза, туберку​леза, паратуберкулеза и бруцеллеза. При актиномикозе поражаются, главным образом, лимфоузлы головы и грудной области (подчелюстные, заглоточные, околоушные и др.). Они плотной консистенции, с инкапсулированными абсцессами. В центре актиномикозного ума (гранулемы) гистологически обнаруживают друзы гриба. При туберкулезе чаще пораженш в виде узелков, имеющих специфическое гистологическое строение, находятся в легких, кишечнике. Для паратуберкулеза характерно наличие изменений в кишечнике и брыжееч​ных лимфоузлах. В кишечнике развиваются продуктивное воспаление и очаговые инфильт​раты из эпителиоидных клеток, в результате чего стенка утолщается в 5 и более раз. В лимфоузлах отмечают обширные скопления из эпителиоидных элементов с наличием среди им гистиоцитов и клеток типа Лангерганса. Специфическим методом окраски выявляют бакте​рии паратуберкулеза, локализующиеся в эпителиоидных и гигантских клетках. Бруцеллез диагностируют с помощью РСК, РА и аллергической пробы.

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

Проблема специфической профилактики лейкоза КРС не решена, хотя исследования в этой области продолжаются и по сегодняшний день. Против лейкоза КРС получена рекомбинантная вирусвакцина, содержащая генетическую информацию, кодирующую gp51 и gp30 поверхностного АГ (28). Также показана возможность вакцинации КРС против лейко​за гетерологичными клетками млекопитающих, способными продуцировать оболочечные АГ ВЛКРС и его внутренний белок р24. 

Опубликованы результаты исследований по получению и использованию рекомбинантных вирусов осповакцины, включающих либо полный ген белка оболочки (env), либо толь​ко фрагмент гена env с последовательностью, кодирующей гликопротеин gp51 env и часть gp30 ВЛКРС. Вакцинация овец рекомбинантными BLV-вакцинами, содержащими полный ген env, защищает овец от инфекции ВЛКРС, свидетельством чего служит отсутствие персистенции высоких титров анти-gp51-AT по сравнению с невакцинированными ВЛ инфициро​ванными животными, ярковыраженная пролиферативная реакция клеток СД-4 вакциниро​ванных овец на специфические синтетические пептиды gp51 ВЛКРС и отсутствие провируса ВЛКРС у вакцинированных животных спустя 4 мес. после заражения диким вирусом. 

ВЕТЕРИНАРНО – САНТИТАРНАЯ ОЦЕНКА. При поражении мышц, л/у туши, паренхиматозных органов или  при выявлении лейкозных разрастаний на серозных покровах туши её независимо от упитанности и продукты убоя утилизируют. При отсутствии паталогиеских изменений направляют  образцы на бактериологическое исследование на сальмонеллёз. В случае обнаружения сальмонелл  внутренние органы утилизируют, а тушу направляют на проварку. При отсутствие сальмонелл  разрешается перерабатывать на  варёные, варёно –копчёные колбасы , консервы или проварку.
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                             ИНФЕКЦИОННАЯ АНЕМИЯ ЛОШАДЕЙ

Anemia infectiosa eqvorum (лат.); Eqvine infectious anemia (англ.); 

Infectiose Anemie der Einhufer, Anstekcende Blutarmut der Pferde  (нем.);       Anemia infectiuse du cheval (франц.)

Инфекционная анемия лошадей (ИНАН, болотная лихорадка) - вирусная болезнь одно​копытных, характеризующаяся поражением кроветворных органов и в целом мезенхимы, преимущественно хроническим течением, рецидивирующей лихорадкой (в периоды обост​рения) и анемий.

До начала ХХ в. ИНАН регистрировалась во многих странах Европы, а также в США, Японии, Индии в виде эпизоотических вспышек. Наиболее широкое распространение она получила в период мировой войны, сопровождаясь высокой смертностью (до 80%). В по​следнее время по данным МЭБ ИНАН встречается в США, Австралии, Японии, Индии, в Северной и Южной Африки, Европы (Болгария, Венгрия, Чехословакия, Россия, Украина, Белоруссия, ФРГ, Франция и др.).

Клиническая картина и патологоанатомические изменения. Болезнь развивается после периода инкубации в течение от 15 дн. до нескольких недель в природных условиях и от 10 до 20 дн. в эксперименте. Различают сверхострое, или септицемическое, острое, подострое и хроническое или латентное течение анемии. В развитии болезни характерна опреде​ленная цикличность с чередованием периодов обострения (рецидивов) и затухания (ремис​сий), что создает в конечном счете большое многообразие ее форм.

При сверхостром течении отмечают быстрый подъем температуры тела, геморрагиче​ский гастроэнтерит, асфиксию, сердечную слабость, атаксию, параличи задних конечностей и гибель животных через несколько часов или 1-2 дня.

Острое течение болезни также характеризуется лихорадкой (41-42°С), угнетением или легким возбуждением, гиперемией и отеком конъюнктивы и слизистой оболочки носовой и ротовой полостей, нарушением сердечной деятельности, иногда кровавым поносом, исхуда​нием при сохраненном аппетите, набуханием и бледностью с наличием кровоизлияний обо​лочек третьего века, отеками в области живота, препуция, конечностей, шаткостью походки, одышкой, быстрым развитием анемии. Кровь становится водянистой (разжижение), количе​ство эритроцитов падает до 1 млн. в 1 см3. В крови появляются комплексы "инфекционный вирус - антитело" и отложение их в клубочках почек (35, 36). Количество гемоглобина сни​жается до 20-30%, СОЭ ускорена (70-80 делений в первые 15 мин), отмечается гипергам-маглобулинемия и тромбоцитопения. В церебральной жидкости регистрируют увеличение количества белка и белых клеток крови (37). Продолжительность болезни 1-3 нед, иногда месяц, и животные погибают (1).

Подострое течение болезни длится 2-3 мес., сопровождается ремиссирующей лихорад​кой и такими же симптомами в период рецидива, что и при остром течении. В период ре​миссии указанные признаки постепенно исчезают, и животные выглядят здоровыми. Чем чаще и продолжительнее приступы лихорадки, тем быстрее истощаются защитные силы ор​ганизма, и животные в конце концов погибают.

Хроническое течение болезни чаще является продолжением подострого течения Оно отличается чередованием лихорадочных периодов (через 1-3 дн.) и продолжительными пе​риодами покоя (ремиссии) - до нескольких месяцев. Во время рецидивов наблюдаются те же симптомы, что и при остром течении болезни: утомляемость, одышка, сердцебиение, потли​вость, тремор мышц, исхудание В период ремиссий они постепенно исчезают.

Латентное течение ИНАН наблюдается обычно в стационарно неблагополучных пунк​тах у резистентных лошадей. Для него характерны резкие и кратковременные подъемы температуры. Такие животные внешне кажутся здоровыми, но являются вирусоносителями представляют большую опасность для окружающего поголовья, служат источником возбудителя инфекции. Болезнь может длиться годами, проявляясь иногда лишь заметным исхуданием, быстрым утомлением и учащенным сердцебиением на работе и при быстрой езде. Персистенция вируса в организме таких внешне здоровых животных может наблюдаться на протяжении 18 лет (3).

Патологические изменения варьируют в зависимости от тяжести и продолжительности течения болезни. Отмечают выраженный геморрагический диатез в виде многочисленных кровоизлияний на слизистых, серозных оболочках и в паренхиме органов, увеличение селезенки и лимфоузлов, дистрофические изменения в паренхиматозных органах. Картина вскрытия после острого течения болезни характеризуется септическими явлениями. Наблю​дают (непостоянно) исхудание животного, желтушные оттенки слизистых оболочек глаз, но​са, рта, с точечными кровоизлияниями, наиболее часто на третьем веке и слизистых губ. Подкожная и межмышечная клетчатка желтушна, пронизана кровоизлияниями, местами имеет студневидные серозно-геморрагические инфильтраты. Лимфоузлы, особенно пор​тальные и почечные, набухшие, сочны, покрасневшие, окружающая их ткань отечна. Ске​летные мышцы крестца и крупа кое-где серого или глинистого цвета, на разрезе рисунок сглажен. Селезенка сильно увеличена (спленомегалия), кровенаполнена, с кровоизлияниям под капсулой, пульпа дряблая. Печень увеличена, дрябловата, мозаичного цвета. Почки уве​личены, бледны, усеяны кровоизлияниями, граница слоев стушевана. Сердце увеличено, миокард серого или серо-глинистого цвета. В ЖКТ геморрагическое воспаление слизистой оболочки с кровотечением в полость. В легких кровоизлияния под плерву и в паренхиму. Кровь водянистая, светло-красного (алого) цвета. В головном и спинном мозге иногда нахо​дят полнокровие, кровоизлияния, отек и дряблость мозгового вещества (1).

Патологоанатомические изменения после хронического течения болезни характеризуют​ся отсутствием выраженных септических явлений, истощением, бледностью и желтушностью слизистых оболочек, наличием мелких кровоизлияний на серозных покровах кишеч​ника, сердца и в подкожной клетчатке, студневидных отеков клетчатки конечностей, под​грудка и брюшных стенок, увеличением селезенки и лимфоузлов, их плотной консистенци​ей Печень увеличена, плотная, имеет мускатный рисунок на разрезе. Почки увеличены, плотны, серо-желтоватого цвета Миокард в состоянии зернистой и жировой дистрофии с очагами склероза (серо-белые участки).

После латентного течения болезни в трупах не обнаруживают характерных изменений Иногда отмечают изменение цвета селезенки (пульпа ее приобретает светло-красное окра​шивание), следы старых кровоизлияний (пигментные пятна) на эндокарде, под серозньми оболочками и очаговые некрозы миокарда.

Гистологические изменения. Наиболее характерны и постоянны изменения со сторо​ны мезенхимы в виде пролиферации клеток мононуклеарно-макрофагальной системы и на​рушения обмена железа (гемосидерина). При остром течении болезни уже через 11-12 дн. после заражения в селезенке отмечают сильное инфильтрирование ткани незрелыми эрит​роцитами, уменьшение количества гемосидерина и хаотичное его расположение по всей пульпе, а не в присинусных зонах (как это бывает в норме), атрофию лимфофолликулов, набухание и пролиферацию ретикулярных клеток, увеличение числа лимфобластов, эозинофильных гранулоцитов (48).

Патогенез. Патогенез изучен недостаточно (1). Вирус, проникая в организм восприим​чивого животного парентерально с кровью, широко распространяется по органам и тканям. Чаще всего он выявляется в селезенке, лимфоузлах и печени. Методом ФА АГ вируса четко определяется в цитоплазме макрофагов в виде зерен или гранул. Возбудитель размножается в эритроцитах крови и кроветворных клетках костного мозга, сильно наводняя органы и ткани больного животного, достигая максимума в крови в период лихорадки (31). В это время он легко выявляется различными методами. В то же время в период ремиссии вирус можно обнаружить лишь путем заражения здоровой лошади. Наибо​лее характерный признак болезни - анемия - сопровождается резким уменьшением количе​ства эритроцитов, гемоглобина, разжижением крови, ухудшением её свертываемости. Со​гласно современным представлениям, анемия может быть обусловлена двумя механизмами. Первый механизм связан с непосредственным действием вируса на кроветворный орган -костный мозг, вызывая угнетение его деятельности, нарушение эритропоэза, лизис эритро​цитов, снижение (или прекращение) усвоения железа Второй механизм, который считают главным в формировании анемии, связан с образованием противовирусных AT (30,33).

Показано, что 3-я фракция комплемента (СЗ) и AT, синтезирующиеся в организме в от​вет на проникновение вируса, покрывают зараженные эритроциты лошади, из-за чего по​следние становятся хрупкими, быстро и в большом количестве разрушаются и фагоцитируются макрофагами. Вирус вызывает раздражение клеток ретикулоэндотелия, вследствие чего происходит интенсивная пролиферация и накопление клеток мононуклеарно-макрофагальной системы в селезенке, печени, почках и других органах Селезенка утрачивает способность перерабатывать погибшие эритроциты, и эту функцию берут на себя дру​гие органы, в клетках которых откладывается большое количество гемосидерина. Исследо​вание пунктатов костного мозга показывает, что основной симптом болезни - анемия - воз​никает вследствие угнетения эритропоэза, а также лизиса эритроцитов, подвергшихся воз​действию вируса и фагоцитированных клетками РЭС. При остром течении болезни эригробластическая группа клеток уменьшается с 40 до 4,6%, а гистиоцитарная группа, клетки которой, обладая фагоцитарной функцией, пожирают эритроциты, увеличивается с 31 да 40%. Считают, что в развитии анемии играет роль снижение деятельности костного мозга. 

ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Вирусную природу ИНАН лошадей впервые установили Карре и Балле в 1904-1906 гг.

Морфология и химический состав. Вирус имеет внешний оболочечный гликопротеин gp90 и трансмембранный гликопротеин gp45. В настоящее время консервативные эпитопы белков gp90 и gp45 служат основной целью поисков компонентов вакцины против ИНАН. 

Вирус ИНАН имеет конический капсид длиной около 120 нм и шириной 60 и 20 нм со​ответственно на широком и узком конце (41 а). В его структуре обнаружено 6 основных бел​ков с мол.м. от 9 до 90 кД (см табл.Х1.4) и 4 минорных полипептида. В состав наружного слоя оболочки вирионов входит 2 гликопротеина - gp90 и gp45 (26). 

Устойчивость. Вирус устойчив к действию трипсина (25), РНК- и ДНК-азы, чувствите​лен к эфиру; термолабилен, при 60°С теряет вирулентность за 30 мин. Кипячение разрушает его через 1-2 мин, солнечные лучи инактивируют за 1-3 ч При 0°С до -2°С сохраняется до 3-х лет, в глицерине - 7 мес., в моче и навозной жиже - до 2,5 мес., в высушенной крови в комнатных условиях - 7 мес., в стерильной воде - до 160 дн. Инфицированное сено и паст​бища безопасны через 9 мес. после заражения В осенне-зимний период в овсе вирус теряет патогенные свойства только через 8,5 мес. Устойчив к высушиванию и гниению. В лиофилизированном состоянии при комнатной температуре сохраняет вирулентность в течение 7 мес. Замораживание на его активность не влияет. При биотермической обработке навоза ви​рус инактивируется через 30 дн, 2-4%-ный р-р NaOH убивает его за 20 мин, 35%-ный р-р креалина - через 30 мин, 20%-ная хлорно-известковая смесь, содержащая 29,5% активного хлора, обезвреживает вирус в сточных водах за 3 сут. Вирус относительно устойчив к воз​действию химических средств. Глицерин частично инактивирует его в течение 4 нед и пол​ностью - за 7 мес., 2%-ный р-р формалина инактивирует вирус за 5 мин, но через 5 мин можно реактивировать его р-ром аммиака (8).

Антигенная структура. У вируса ИНАН описаны 3 группы АГ р29, р12 и р14. АГ р29 представляет собой белок, обозначенный как G-AT Он находится внутри вириона, освобо​ждается при обработке вируса эфиром, является общим для всех штаммов вируса ИНАН и обнаруживается в РСК, РДП и РИФ Помимо общего специфического G-AT, вирус содержит поверхностные АГ р12 и р14, различающиеся в опытах перекрестного заражения гомологичными и гетерологичными штаммами (23,31).

Кроме 2-х негликолизированных вирусных пептидов (р29 и р12), вирионы ИНАН со​держат гликопротеины gp77/79 (основной гликопротеин вириона) и gpl0 AT вирусной обо​лочки gp77/79 ответственен за продукцию ВНА и подвержен АГ-изменчивости под влияни​ем AT. Установлено, что наиболее АГ- активная область белка gp45 (оболочечного гликопротеина) располагается на аминном конце и лежит между гидрофобными доменами слия​ния и трансмембранным доменом (16).

В состав сердцевины вирионов входит 4 негликолизированных белка (р26, р15, р11, р9), однако основная масса состоит из белков р26 и р15. Известно, что штаммы возбудителя ИНАН различаются в 1 РН и перекрестной защиты на лошадях. Установлено, что в процессе инфекции происходят изменения поверхностных АГ вируса, что сопровождается появлением антигенных вариан​тов, т.е. большое разнообразие вариантов вируса ИНАН может генерироваться в организме инфицированных животных (38). Установлено быстрое появление новых АГ вариантов ви​руса в процессе персистентной инфекции. Существенная изменчивость генов поверхностных гликопротеинов gp20 и gp45 в процессе инфекции у одного и того же животного выявляется с помощью монАТ.

Антигенная вариабельность и родство. Штаммы вируса ИНАН, выделенные в раз​личных частях земного шара, в АГ-отношении идентичны Они различаются в РН, но име​ют общий АГ, выявляемый в РСК, РЗСК и РДП Помимо того, вирус ИНАН дает перекрест​ные серологические реакции с вирусом ВИЧ (СПИД), но не дает таких перекрестов со всеми другими ретровирусами животных. У лошадей, экспериментально зараженных клонирован​ным вирусом ИНАН, развивается хронически протекающая болезнь с периодическими ре​цидивами лихорадки, сопровождающаяся виремией. Изоляты вируса, выделенные во врем приступов лихорадки, были неодинаковы по АГ-свойствам и отличались друг от друга в РН и ЭФ-ПААГ, но не в РСК и РДП. 

Локализация вируса. Вирус проникает в организм восприимчивых животных, глав​ным образом, парентерально и разносится по всем органам и тканям. Особенно интенсивно размножается в костном мозге и крови, вызывая угнетение эритропоэза и гемолиз части эритроцитов во время приступа лихорадки. Наиболее высокие титры вируса наблюдают у зараженных лошадей во время первого подъема температуры. Затем титр вируса снижается, но в период повышения температуры вновь возрастает. У лошадей без симптомов болезни титр вируса низкий, иногда его даже невозможно выявить (в культуре лейкоцитов). ИНАН -  лимфопролиферативная болезнь с непрерывной виремией при наличии AT. Это можно объ​яснить повреждением лимфоцитов, вызванным вирусом, в результате чего защитный кле​точный иммунный процесс нарушается. Возбудитель в крови находится в виде комплекса вирус-АТ. У большинства лошадей наблюдают гипергаммаглобулинемию и снижение в сы​воротке крови количества комплемента С-3. При изучении локализации вирусного АГ с по​мощью ИФ у экспериментально зараженных лошадей установлено следующее. Через 6-38 дн. после заражения животных АГ обнаруживали в цитоплазме клеток селезенки, лимфоуз​лов, печени, почек, легких, костного мозга, зобной железы, головного мозга, мозжечка, ги​пофиза и желудка. Он обычно находился в единичных клетках или в макрофагах в виде не​больших капелек, включенных в цитоплазму.

Вирусовыделение. Из организма больной лошади вирус выделяется с мочой, калом, носовой слизью, секретом конъюнктивы, молоком. Загрязненные выделениями больных корма, навоз и другие субстраты могут быть факторами передачи инфекции.

Антигенная активность. У инфицированных лошадей образуются AT к гликопротеинам оболочки и мажорному протеину сердцевины (р26) вирионов Однако гликопротеины оболочки вирионов очень вариабельны, что является одним из основных механизмов защи​ты возбудителя от элиминирующего воздействия факторов иммунитета. В организме инфи​цированных лошадей в процессе персистенции возбудителя образуется большое количество различающихся по гликопротеину антигенных вариантов вируса КСА у больных животных впервые обнаружены в 1966 г. Сыворотка экспериментально зараженных лошадей стано​вится положительной в РСК с 14-го по 29-й день после инокуляции и удерживается в таком значении в течение нескольких недель Величину КС-титра у больных животных можно разделить на 4 стадии предшествующую - перед развитием AT, раннюю - увеличение титра с высоким плато, снижающую - с уменьшением титра, и позднюю стадии болезни. Специфические ПА появляются в крови лошадей в течение 45 дн. после заражения Ос​новные симптомы болезни, включая анемию, тромбоцитонемию и гломерулит, являются следствием развития специфического иммунного ответа (15). ПА к группоспецифическому АГ выявляют РИД, используя АГ из зараженные культур клеток или тканей селезенки или из очищенного вируса ПА обнаруживают на 14-38-й день после заражения; они могут со​храняться до 7 лет. Преципитины более постоянно обнаруживают в сыворотках крови хро​нически больных животных. В селезенке больных лошадей выявлен АГ, участвующий в ре​акции преципитации с AT сыворотки крови больных животных. Сыворотка крови заражен​ных лошадей содержит антивирусные AT, реагирующие как в РСК, так и в РЗСК Выделен​ный IgG реагировал в РСК, в то время как иммуноглобулин IgG(T) ингибировал РСК и свя​зывался в РЗСК В РЗСК AT выявляли с 28-го по 120-й день после заражения животного.

АГ детерминанты для индукции ВНА расположены в вариабельной области gp90 (39). Основная гуморальная реакция направлена против высоко АГ домена, представленного 83 аминокислотами. Низкие титры ВНА и высокий уровень антигликопротеинной активности сывороток свидетельствует о том, что иммунный ответ направлен прежде всего не на ней​трализующие эпитопы, а на вирусные гликопротеины. Большинство иммуногенных сайтов на поверхности вириона не чувствительно к нейтрализации. Нейтрализующей активностью обладает фракция IgG, которую обнаруживают через 40 дн после заражения животного. У некоторых лошадей она сохраняется в течение всей болезни и действует на поверхностные АГ вириона, т. е. реагирует с типо-, но не группоспецифическим компонентом вируса ИНАН. Опыты показали, что 99% инфекционного вируса циркулирует в сыворотке больных живот​ных в комплексе с AT .

 Экспериментальная инфекция. Подкожное или внутривенное введение 20-50 мл, а часто даже 0,01 мл крови или сыворотки, вызывает у лошадей, в частности у жеребят, через 9-93 дня остро или хронически протекающую болезнь или только вирусоносительство. Заражение per os удается с трудом даже при введении массивных доз вируса. Требуется по​вторная дача большого количества инфицированных крови или мочи. Возможность зараже​ния через неповрежденную кожу оспаривается Ослов и мулов заразить искусственно удает​ся не всегда Удавалось заражать свиней, в их организме вирус находился 30-197 дн.

Культивирование. Вирус может развиваться в переживающей ткани селезенки, надпо​чечников и лимфоузлов жеребят, в культурах эмбриональных тканей лошади, но без при​знаков ЦПД, в культуре клеток лошадиных лейкоцитов (29), а также клеточной линии кожи лошади (34). 

ГА свойства. Вирус обладает ГА активностью в отношении эритроцитов морской свин​ки ГА АГ вируса типоспецифичны и отличаются от АГ, выявляемых в РН. ГА не отделим от вирусных частиц. Рецепторы эритроцитов разрушаются протеолитическими ферментами и формальдегидом, но устойчивы к нейраминидазе, дезоксихолату натрия и перйодату ка​лия. В сыворотке больных лошадей содержатся анти-ГА. В РТГА вирус каждого штамма ингибируется только гомологичной антисывороткой. Появление в сыворотках крови анти-ГА предшествует появлению у них ВНА. Вирус ИНАН адсорбируется на лошадиных эрит​роцитах, гемолиз их происходит после инкубации со свежей сывороткой крови лошади или морских свинок при 37°С Эритроциты, обработанные 4 ед. ГА и неразведенной свежей сы​вороткой лошади, лизируются на 20%, в то время как при обработке 4 ед комплемента морской свинки - на 100%. Специфическая сыворотка лошади подавляет способность вируса агглютинировать эритроциты, но гемолиз не тормозит. Добавление специфической сыво​ротки к вирусу, уже прикрепившемуся на эритроцитах, усиливает гемолиз.

Гемадсорбирующие свойства. Наблюдали адсорбцию эритроцитов морской свинки на инфицированной вирусом культуре клеток кожно-мышечной ткани эмбриона лошади.

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источники и пути передачи инфекции. Источник инфекции - больные лошади. Осо​бенно опасны животные в период острого течения болезни и хроники в период обострения болезни, так как в это время вирус в организме лошадей находится в наибольшей концен​трации. Источниками инфекции могут быть также лошади с латентными формами болезни. Вирусоносительство у них может продолжаться 7-10 и даже 18 лет (3). Необходимо также учитывать возможность распространения возбудителя лошадьми при латентном течении инфекции. Факторами передачи возбудителя могут быть загрязненные выделениями боль​ной лошади корма, вода, навоз, предметы ухода и т.д. В организме восприимчивого живот​ного вирус попадает через кожу, слизистые оболочки и ЖКТ. Последний путь заражения, по наблюдениям многих авторов, не считается ведущим. Заражение ИНАН возможно при случке и конгенитально - жеребят больными кобылами (28). Передача вируса может про​изойти при проведении различных манипуляций с кровью, шприцем, при маллеинизации, искусственном осеменении и т.д. (29). Однако основной путь переноса возбудителя от боль​ных лошадей к здоровым - кровососущие насекомые: слепни, мухи-жигалки, комары, а так​же от кобылы к жеребенку - внутриутробно или с молоком (44). Экспериментально установ​лено заражение при совместном содержании животных.

ИНАН характеризуется выраженной стационарностью, сезонностью и определенным ареалом. Болезнь чаще встречается в летне-осеннее время, в лесисто-болотистых с кислыми неполноценными почвами, в период массового размножения и лета жалящих насекомых (гнус). Массовое заболевание лошадей наблюдают преимущественно в годы с жарким и су​хим летом, а зимой и весной и в горных местностях - в виде спорадических случаев. Эпизо​отия может продолжаться от 3-5 мес. до 1-2 лет, протекая остро и подостро. Затем начинает преобладать хроническое (медленное) и латентное течение. Факторы, ослабляющие резистентность животного организма, - неполноценное кормление и сильное раздражение нерв​ной системы животного, вызванное укусами кровососущих насекомых (1, 4, 8).

Спектр патогенности в естественных условиях. В естественных условиях болеют лошади всех возрастов и пород, а также ослы и мулы Заболевшие жеребята часто погиба​ют. Ослы более устойчивы к вирусу ИНАН, чем лошади Болезнь у них чаще протекает по​достро и хронически В литературе описано несколько случаев ИНАН, кровь которых была заразна для лошадей.

ДИАГНОСТИКА

Диагноз на ИНАН ставят комплексно Учитывают эпизоотологические особенности бо​лезни, результаты клинического, гематологического и лабораторного исследований, патологоанатомические и гистологические изменения. Эпизоотологические данные собирают непо​средственно в хозяйстве, учитывая давность и характер болезни, пути заноса инфекции, ди​намику заболеваемости и падежа лошадей за несколько предшествующих лет. Принимают во внимание, что массовые вспышки ИНАН наблюдаются исключительно летом и осенью, а спорадические случаи - в любое время года. Кроме традиционного подсчета эритроцитов, убедительным диагностическим методом является подсчет числа звездчатых лейкоцитов.

При клиническом обследовании учитывают различия в течении болезни, рецидивирующий тип лихорадки при подострой и хронической анемиях, кровоизлияния на слизистых оболочках, исхудание при нормальном аппетите, шаткость зада, отеки, повышенную возбу​димость сердца (аритмия, учащение пульса) Повышенную возбудимость сердца устанавливают функциональной пробой: пробег 50 м, подсчет пульса каждые 5 сек в течение 0,5 мин. Результат от деления первой цифры подсчета на последнюю цифру у больных анемией ло​шадей должен составлять 2,5-3. Гематологическим исследованием обнаруживают лимфоцитоз, анемию (уменьшение числа эритроцитов в 4-8 раз по сравнению с нормой), увеличен​ную СОЭ Убедительным диагностическим тестом является подсчет звездчатых лейкоцитов. Из патоморфологических изменений для острого течения болезни наиболее характерными являются бледность и желтушность слизистых и серозных покровов и подкожной клетчатки, точечные геморрагии в конъюнктиву, слизистую оболочку носа, увеличение селезенки, пе​чени, почек, усиление пролиферации лимфоидных клеток и гистиоцитов в этих органах и отложение гемосидерина в печени при одновременном уменьшении количества его в селе​зенке. Указанные изменения наблюдают в период рецидива болезни. В хронических случаях характерными признаками являются почти полное отсутствие гемосидерина в селезенке и накопление его в других органах, гломерулонефрит, эндо- и миокардит, интенсивная лимфоидно-гистиоцитарная реакция в селезенке, лимфоузлах, печени, почках в сочетании с некродистрофическими изменениями паренхиматозных клеток. Из серологических реакции для диагностики ИНАН вначале была предложена РСК, в которой первоначально использо​вали AT, полученный из селезенки больной лошади, а затем культуральный. Последний по​лучен на культуре лейкоцитов лошади японскими исследователями Копо и др (30а).

Взятие и подготовка материала. В лабораторию направляют для серологического ис​следования 5-6 мл сыворотки крови лошадей, которую консервируют мертиолятом 1:10000 или путем добавления антибиотиков (пенициллина и стрептомицина по 1000 ЕД/мл) и хра​нят при температуре 4-8°С. Сыворотки без консерванта хранят в замороженном состоянии. Для гематологического исследования направляют 10-12 мл. крови, стабилизированной 20%-ным р-ром лимоннокислого натрия. Кровь берут до поения и кормления животного. Дм гистологического исследования берут кусочки печени, селезенки, сердца, легких, лимфоуз​лов и почек от павших или убитых с диагностической целью лошадей. Материал помещают в 10%-ный р-р формалина. Толщина кусочков не должна превышать 2 см. Для постановки биопробы на жеребятах берут по 300-500 мл крови от наиболее подозрительных по заболе​ванию ИНАН лошадей во время подъема температуры.

Индикация и идентификация вируса. Биопроба. В сомнительных случаях для проверки особо ценных лошадей ставят био​пробу на жеребятах. При исследовании сывороток лошадей-продуцентов ставят групповую биопробу. С этой целью из благополучного хозяйства берут 2-х жеребят в возрасте 6-12 мес., 4-кратно, с интервалом 7 дн, их обследуют клинико-гематологически и серологически. За​тем жеребят заражают сывороткой крови или плазмой, полученной от больных лошадей Сыворотку крови и плазму предварительно проверяют на стерильность (на МПА, МПБ и МЛПБ) и безвредность (на 3-х белых мышах, вводя ее подкожно или внутривенно в дозе 1 мл.). Сыворотку вводят жеребятам подкожно или внутривенно в дозе 100-200 мл, дефибринированную кровь - только подкожно в той же дозе. За зараженными животными наблю​дают 90 дн, через каждые 10-15 дн проводят гематологические и серологические (в РДП) исследования.

Биологическую пробу считают положительной при наличии у зараженных жеребят ха​рактерных клинических симптомов, рецидивирующей лихорадки, слабости, бледности или желтушности слизистых оболочек, исхудания и при получении положительных результатов серологических и гематологических исследований. Жеребят, давших сомнительные резуль​таты клинико-гематологических и серологических исследований, убивают и исследуют патологоанатомически и гистологически. При положительном результате обнаруживают серозно-геморрагическую инфильтрацию подкожной и межмышечной клетчатки, гиперемию и отек лимфоузлов, зернистую или жировую дистрофию скелетных мышц, миокарда, почек.

Селезенка сильно увеличена вследствие кровенаполнения пульпы. Печень гиперемирована, увеличена, с выраженной дольчатостью на разрезе, паренхима имеет мускатный рисунок. Во всех органах появляется реакция ретикулоэндотелиоза. Биопробу считают отрицательной при отсутствии у подопытных жеребят симптомов болезни, отрицательных результатов се​рологических и гематологических исследований. Групповую биопробу проводят путем за​ражения двух жеребят смесью сыворотки (плазмы) крови 10-15 лошадей-продуцентов. Смесь вводят подкожно по 100-200 мл каждому жеребенку

Гистологические исследования. Приготовленные срезы органов окрашивают гематоксилин-эозином общепринятым методом. Срезы для исследования на гемосидерин окраши​вают по Перлсу. Характер и степень изменений зависят от стадии болезни, количества ре​цидивов, ремиссий и их продолжительности. Наиболее характерные изменения выражены в печени и селезенке. При остром течении болезни в капиллярах печени - скопление гистио​цитов, макрофагов и лимфоидных клеток. В макрофагах и клетках Купфера – гемосидерин. Печеночные клетки в состоянии жировой или зернистой дистрофии. В селезенке красная пульпа переполнена кровью, количество гемосидерина резко снижено или, наоборот, крове​наполнение слабое, а фолликулы гиперплазированы, количество гемосидерина в норме или несколько выше. В почках и сердце - гиперемия, кровоизлияния, серозный отек интерстиция, слабые пролифераты гистиоцитарных лимфоидных клеток, жировая или зернистая дис​трофия, иногда небольшие отложения гемосидерина в эндотелиальных клетках и гистиоцитах. Лимфоузлы гиперемированы, с кровоизлияниями. Под плеврой - кровоизлияния.

Гематологические исследования. Включают определение количества гемоглобина, эритроцитов и лейкоцитов, СОЭ, лейкоцитарной формулы У больных животных отмечается лимфоцитоз, особенно при подостром и хроническом течениях болезни СОЭ резко увели​чена, особенно в первые 15 мин (60-70 делений). Исследование крови проводят через каж​дые 3 дн. во время приступов лихорадки и не реже 1 раза в 10 дн. в период ремиссий. Коли​чество эритроцитов и лейкоцитов подсчитывают в камере Горяева (или в электронном счет​чике) по общепринятой методике. Гемоглобин определяют по общепринятому методу гемометром Сали, полученный результат выражают в процентах. При анализе лейкоцитарной формулы следует учитывать, что у здоровых жеребят в возрасте до 4-6 мес. может иногда наблюдаться повышенный процент лимфоцитов (до 60 %). В начале болезни при первом подъеме температуры резкие отклонения от нормы количества эритроцитов и процента гемоглобина, как правило, отсутствуют. У хронически больных ИНАН животных эти показатели восстанавливаются до нормы, а СОЭ остается повышенной. В качестве дополнительных методов диагностики ИНАН используют исследование костномозгового пунктата в динамике болезни - наиболее характерные изменения появляются во время лихо​радки резко уменьшается количество клеток эритробластической группы и увеличивается количество клеток гистиоцитарно-моноцитарной группы. Во время длительных ремиссий при хроническом течении болезни состояние клеток костного мозга не отличается от таково​го у здоровых лошадей.

Таблица 4. Показатели крови здоровых и больных лошадей

	Вид исследований
	Здоровые лошади нормаль​ной упитанности
	Больные ИНАН

	Эритроциты, млн/мм3
	5-9


	4,5 и ниже

	Гемоглобин, г%
	7,6
	5,0 и ниже

	СОЭ, делений за

 1 ч
	45-60
	66 и более

	Лейкоциты, тыс/мм3
	7-10
	Без изменений

	Лимфоциты, %
	25-35
	60-75


Определяют количество сидероцитов в периферической крови, которое увеличивается с приступами лихорадки в течение 3-4 дн. и часто продолжает нарастать после снижения температуры тела. При рецидивах количество сидероцитов достигает 2 тыс. и более на 10 тыс. лейкоцитов в 1 мм3 крови, у лошадей с незначительной реакцией повышение числа си​дероцитов иногда является единственным ранним показателем заболевания ИНАН. Опреде​ляют количества гамма-глобулина в сыворотке крови, содержание которого у больных ло​шадей резко возрастает, а отношение между альбуминовой и глобулиновой фракциями по​нижается. Делают биопсию - прижизненное извлечение кусочков печени с последующим гистологическим исследованием.

ИФ. В 1970 г. японские исследователи разработали метод непрямой ИФ для идентифи​кации вируса ИНАН лошадей в культурах лейкоцитов лошади. Для этого используют цель​ную сыворотку крови лошади или очищенную фракцию иммуноглобулинов Метод эффек​тивен только при высокой концентрации вируса. С его помощью можно проследить дина​мику репродукции вируса в инфицированной клетке.

Серодиагностика и ретроспективная диагностика

РДП. Реакция нашла широкое применение в бывшем СССР. Она выявляет AT к вирусу в сыворотке крови при остром, хроническом и латентном течении инфекции. Помимо селе​зенки от больных животных в качестве АГ можно использовать вирус ИНАН, культивируе​мый в культуре лейкоцитов лошадей и инактивированный твином-80 и эфиром. В СНГ да РДП биопромышленность выпускает диагностикум.

РСК. Одна из первых серологических реакций, предложенных для диагностики ИНАЯ Японскими исследователями показано, что вирус, полученный в культуре лейкоцитов, мож​но использовать в качестве АГ в РСК с сыворотками больных ИНАН лошадей КСА появ​лялись у 79,1% экспериментально зараженных лошадей через 17-40 дн. после введения им вируса, у 78,2% - через 7-20 дн. после появления первой температурной реакции, у некото​рых больных лошадей титр AT возрастал непосредственно перед температурной реакцией или сразу после нее AT в крови больных лошадей обнаруживали от 2 до 60 дн. Вторично 1 крови больных они не выявлялись.

РТГА. В отличие от РДП РТГА - более простой метод количественного определения AT к вирусу ИНАН. Авторы обнаруживали анти-ГА в крови жеребят одновременно с AT, выяв​ляемыми в РДП. РТГА проводили в объеме 0,1 мл с 0,2%-ной взвесью эритроцитов морской свинки и 4 ГАЕ вируса. Перед постановкой ее сыворотки прогревают и адсорбируют активированным углем. В качестве АГ служит концентрированная вируссодержащая культуральная жидкость. Для культивирования вируса используют субкультуру кожно-мышечной ткани эмбриона лошади.

НИФ. Установлена возможность использовать ее для определения AT к вирусу ИНАН 5-го дня после заражения монослоя дермальных клеток очаги концентрации АГ в виде ярких пятен флюоресценции располагались внутри цитоплазмы в околоядерной области и мели диаметр 0,5-3 мкм. Тест ИФ выявляет более низкие уровни AT, чем РДП.

ELISA. Разработан ELISA с очищенным вирусньм протеином Р26 в качестве АГ с онъюгатом, реагирующим с IgG лошадей Источником вируса служит сокультура перевиваемой линии дермальных клеток лошади, персистентно инфицированная вирусом, и клеток почки эмбриона лошади. Обработка АГ в аффинной хроматографии позволяет освободиться от появления неспецифических линий преципитации в РДП и повышает специфичность. Сказался более чувствительным и эффективным по сравнению с РСК и РДП Титр AT, выявляемый методом, был в 1-2 тыс раз выше, чем в РДП, и в 4 раза выше, чем в РСК (19, 13). Наибольшая корреляция между 2-мя тестами отмечена на 21-й день и позднее после поражения AT в ELISA удается обнаружить через 1-4 г после заражения. Этот метод предложено использовать и для определения вирусного АГ, а также для оценки качества вакцин (50). С 1983 г. в США диагностика ИНАН осуществляется конкурентным ИФА. 

Дифференциальная диагностика. При постановке диагноза на ИНАН следует исключить пироплазмоз, нутталиоз, трипаносомоз, лептоспироз, грипп, ринопневмонию. Для пироплазмоза характерна сезонность: апрель-май или август-сентябрь. Болезнь протекает остро, при исследовании крови обнару​живают пироплазмы. При нутталиозе максимум больных выявляют в июне. Болезнь проте​кает остро и подостро. В крови находят нутталии. У лошадей, больных гемоспоридиозами, наблюдается резкая желтушность слизистых оболочек, имеющая стойкий характер, при ЖАН она отсутствует. При гемоспоридиозах с первых же дней наблюдается резкое учаще​ние дыхания - одышка (отек легких), у больных ИНАН со стороны органов дыхания, как правило, особых отклонений от нормы нет Наконец, при гемоспоридиозах у жеребят бо​лезнь протекает латентно, а при ИНАН - тяжело, сопровождаясь высокой смертностью. Леп​тоспироз исключается на основании исследования сывороток крови больных по реакции микроагглютинации и лизиса, отсутствия лейкоцитоза и наличию лептоспир в моче Болез​ни вирусной этиологии (грипп, ринопневмония) отличаются от ИНАН высокой контагиозностыо, быстрым распространением, коротким течением При диагностике этих болезней применяют лабораторные методы выделение вируса на КЭ и культурах клеток и дальнейшая их идентификация в серологических реакциях. Характерным симптомом гриппа лоша​дей является сухой резкий кашель, вирус ринопневмонии вызывает у жеребых кобыл абор​ты во второй половине жеребости Однако отличием абортов, вызванных вирусом риноп​невмонии, является отсутствие повышения температуры тела в день аборта и после него. Аборты, причиной которых служит ИНАН, происходят во время лихорадки или выражен​ной анемии и истощения.

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

Иммунитет изучен недостаточно Долгое время затяжной характер течения ИНАН и длительное переживание (персистенция) возбудителя в организме животных объясняли на​рушением или снижением иммунной реакции организма на вирус. И лишь исследованиями последних 2-х десятилетий были обнаружены в сыворотке крови больных лошадей КСА (30, 45), ПА (17,18, 23), ВНА (46) и ИФ (11) AT. AT выявляют в период между 14-120-м дн. по​сле заражения, а иногда и на протяжении всей жизни животного. Однако связь между AT и степенью невосприимчивости лошадей к вирусу выяснена недостаточно. Так, образующиеся ВНА не способны предотвратить рецидивы болезни или нейтрализовать вирус. Последние, покрывая эритроциты, способствуют их быстрому разрушению, вызывая анемию. Установ​лено, что 99% инфекционного вируса ИНАН, циркулирующего в крови, связано с AT в виде комплексов "АГ-АТ" (36). Недавно японские исследователи (32), изучая действие иммунодепрессантов на лошадей, зараженных вирусом ИНАН, пришли к выводу, что иммунитет при этой болезни обусловлен функцией лимфоцитов. Показано также, что вирус ИНАН в процессе длительного персистирования в организме лошади значительно изменяет свои биологические свойства, что ставит под сомнение возможность эффективной вакцинации против этой болезни (47). В последнее время в ряде стран (Франция, Япония, США) ученые ведут интенсивные исследования по созданию вакцинных препаратов.

Ветеринарно – санитарная оценка – больных и подозрительных по данному заболеванию на убой на пищевые цели не допускается.
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Семейство: Picornaviridae

Таксономическая структура семейства:

Род:
Enterovirus, Rhinovirus, Hepatovirus, Cardiovirus, Aphthovirus.

Биологические особенности:

Некоторые виды обладают ГА активностью.

Большинство видов имеют одного или несколько хозяев, за исключением вируса энцефаломиокардита, который был выделен более чем от 30 видов, включая млекопитающих, птиц, насекомых и афтовирусо, которые могут инфицировать как минимум 200 видов млекопитающих.

Морфология:

Вирион икосаэдральный, без оболочки и выступов. d 22-30 нм, Mr 8-9 ( 106, плав. пл в CsCl 1,33-1,45 г/см3, S20w 140-165

Геном:

РНК односпиральная, линейная, позитивная, инфекционная.

Размер 7-8 kb. Сходство сиквенсов между родами не более 40%.

Антигенное родство:

Нативные вирионы типоспецифичны, но после легкого прогревания становятся группоспецифичными.

Род: Entero-

Типовой вид: полиовирус 1.

Стабильны при кислой рН, плав. пл в CsCl 1,30-1,34 г/см3.

Сиквенс-идентичность между энтеровирусами или энтеро– и риновирусами составляет 50%, между штаммами одного вида– 75%. Группирование вирусов проводилось по биологическим особенностям: полиовирусы (вирусы полиомиэлита), коксаки В-вирусы, и др. Первично вирусы размножаются в желудочно-кишечном тракте, но могут затем реплицироваться и в других тканях (нервной, мышечной и тд.). Многие поверхносчтные белки клеток являются рецепторами для вирусов. Часто болезнь протекает бессимптомно. Клинические проявления сопровождаются менингитами средней тяжести, энцефалитами, миелитами, миокардитами и конъюнктивитами.

Вирус везикулярной болезни свиней [D00435] очень сходен с человеческим коксаки-вирусом В5. Определенные изоляты первоначально обозначались как новые echo-вирусы, однако потом оказалось, что были неправильно идентифицированы. Так Е8 был Е1, Е10 был реовирусом, Е28 был риновирусом типа А1. Коксаки-вирус А23 был echo-вирус 9. Echo-вирус 22 отличался по сиквенсу и по ростовым свойствам in vitro от пикорнавирусов, но его биофизические особенности, клиническое проявление и встречаемость подтверждают, в настоящее время, что он является атипичным энтеровирусом.

Виды (15 видов): энтеровирус КРС 1, энтеровирус КРС 2, коксаки вирус человека А 1 (до 22)

коксаки вирус человека А 24, коксаки вирус человека В 1 (до 6), echo-вирус человека 1 (до 7), echo-вирус человека 9, echo-вирус человека 11 (до 27), еcho-вирус человека 29 (до 33)

    энтеровирус человека 68 (до 71), полиовирус человека 1, полиовирус человека 2

        полиовирус человека 3, энтеровирус свиней 1 (до 11), энтеровирус обезьян 1 (до 18), вирус Вилюйск.

Род: Rhino-

Типовой вид: риновирус человека 1А.

Вирион не стабилен при рН 5-6. Плав. плотность в CsCl 1,38-1,42 г/см3. Сиквенс-гомология риновирусов или между ентеро– и риновирусами более чем 50%. Клиническое проявление– поражение верхних или нижних дыхательных путей.

Виды (5): риновирус КРС 1, риновирус КРС 2, риновирус КРС 3, риновирус человека 1А

риновирус человека 1 (до 100).

Род: Hepato-

Типовой вид: вирус гепатита А.

Вирион очень стабилен, устойчив к кислой рН и повышенной температуре (60°С – 10 мин), CsCl 1,32-1,34 г/см3. Вирус размножается в гепатоцитах и обнаруживается в высоком титре в экскрементах как раз перед развитием гепатита. Сиквенс-гомология с энтеро- и риновирусами очень мала, между штаммами – более 80%. Клиника проявляется в форме гепатита и гастроэнтерита.

Виды:
вирус гепатита А



вирус гепатита А обезьян.

Род: Cardio-

Типовой вид: вирус энцефаломиокардита.

Плавучая плотность в CsCl 1,33-1,34 г/см3.

Сиквенс-идентичность между видами более 50%.

Клиника проявляется в виде энцефалита и миокардита у мышей и некоторых других видов животных.

                Виды:
вирус энцефаломиокардита (Колумбия SK вирус, менговирус, mouse Elberfield virus)

      Theiler`s murine encephalomyelitis virus (полиовирус мышей).

Род: Aphtho-

Типовой вид: вирус ящура О.

Вирион не стабилен при рН ниже 5-6. Плавучая плотность в CsCl 1,43-1,45 г/см3.

Сиквенс-гомология между видами более 50%.

Клиника - характерные для ящура симптомы и миокардитом у молодых животных.

Виды:
вирус ящура А, вирус ящура О, вирус ящура С, вирус ящура Азия 1, вирус ящура SAT 1, вирус ящура SAT 2, вирус ящура SAT 3.

Неклассифицированные вирусы семейства (6 видов):

cricket paralisis virus, Drosophila C virus, риновирус лошадей 1, риновирус лошадей 2

риновирус лошадей 3, Gonometa virus.

Описан ряд мелких РНК-содержащих вирусов, для которых не известен точный таксономический   статус:

·   три кислотоустойчивых вируса от лошадей, два из которых одного серотипа. Их особенности сходны с таковыми риновирусов лошадей, которые сами различны в кислотоустойчивости.

·   ряд болезней домашних птиц, вызываемых мелкими РНК-содержащими вирусами, которые счасто идентифицируются как «энтеровирусы». Они включают вэнцефаломиелит птиц, вирус гепатита уток III (тип II – астровирусный), вирусный нефрит птиц и другие малоизученные изоляты.

·   как минимум 25 мелких РНК-содержащих вирусов от насекомых. Они описаны в литературе как пикорнавирусы или пикорно-подобные вирусы. Положение этих вирусов в семействе Picornavridae рассматривается в настоящее время. Они включают возбудителей таких болезней как острый паралич пчел, медленный паралич пчел, вирус Х пчел, вирус Drosophila P и Drosophila A, sacbrood вирус, Queensland fruitfly virus, Triatoma virus и aphid letal paralisis virus.

·    вирусы, морфологически напоминающие пикорнавирусы, выделенные от тюленей (harbor seal) и sea bass.

·    члены семейства Sequiviridae имеют много общих свойств с пикорнавирусами.
                                           БОЛЕЗНЬ ТЕШЕНА

Encephalomyelitis enzootica suum (лат.);Те8спеп disease, Infectious porcine en-cephalomyelitis, Tesin disease, Talphan disease (англ.); Teschener Schweinelahmung, An-steckende Schweinelahme (нем.); Maladie de Teschen (франц.)

Болезнь Тешена - вирусная болезнь свиней, характеризующаяся развитием негнойного энцефаломиелита и появлением параличей Болезнь проявляется клиническими признаками поражения центральной нервной системы (гиперстезия, мышечный тремор, нистагм, опистотонус, тонико-клонические судороги, "ходульная походка", параличи конечностей мышц шеи, глотки) Очень часто данную болезнь свиней описывали под различными самостоя​тельными названиями: полиомиелит лошадей, болезнь Талфана, энцефаломиелит поросят, болезнь Клобука и др. Болезнь Талфана была описана Хардингом (1958) в Англии как по​лиэнцефалит, поражающий молодых поросят.

Болезнь Тешена впервые диагностировал Трефни (1930, 1931) в Чехословакии, в округе Тешен Основательно её изучил Клобук (1931, 1933). Инфекция быстро распространилась в Чехословакии, проникла в Германию (1940), Австралию (1939), Югославию и Венгрию (1945). В настоящее время она встречается в Польше, Болгарии, Франции, Италиию. Обнару​жение антител к вирусам группы болезни Тешена - Талфана в сыворотках крови свиней свидетельствует о широком распространении этих вирусов. В СНГ болезнь впервые была установлена в хозяйствах Закарпатской области (1,3,16).

Клинические признаки и патологоанатомические изменения. Инкубационный пе​риод продолжается 1-4 нед. В продромальном периоде, редко превышающем 72 ч, отмечают невысокую температуру, потерю аппетита, иногда рвоту, острый ринит, расстройство коор​динации движения Часто эти нарушения остаются незамеченными. Затем появляются кли​нические признаки поражения ЦНС. При энцефаломиелите наблюдают гиперстезию кожи, судорожные сокращения различных групп мышц, непроизвольные движения, регидность мышц конечностей, нистагм и т. п. Затем развиваются симптомы поражения спинного мозга - шатающаяся напряженная походка, слабость конечностей, неполное их опирание на зем​лю, прогрессирующий паралич, постепенно захватывающий конечности, шею и голову. Из-за паралича глотки отмечают частичную или полную утрату голоса. В тяжёлых случаях бо​лезнь обычно заканчивается комой и гибелью животных. При более лёгком течении отме​чают затрудненную походку, развитие полупараличей и параличей без явлений возбужде​ния. Животные, в основном, заражаются алиментарно Затем вирус репродуцируется в эпителиоцитах слизистой оболочки толстого кишечника, а оттуда проникает в лимфоузлы, кро​вяное русло и разносится по всему организму, в том числе попадает в ЦНС. Клинически бо​лезнь протекает с явлениями острого энцефаломиелита и менингита, наиболее выражена депрессия, повышенная кожная чувствительность, спастическое состояние губных, глазных и жевательных мышц, а также мышц конечностей, сопровождающееся плавательными дви​жениями, часто наблюдают рвоту, афонию, хрипоту, косоглазие, скрежетание зубами, за​трудненное жесткое дыхание. После наступления стадии паралича температура тела снижа​ется до нормальной и перед смертью достигает 32-34°С. 

Существенные патологоанатомические изменения находят только в ЦНС. Они характе​ризуются гиперемией мозговых оболочек и серозной инфильтрацией. На срезах мозга в раз​личных местах отмечают кровоизлияния, периваскулярную круглоклеточную инфильтра​цию с образованием очагов нейронофагии, причем поражается лишь серое вещество мозга В мозжечке изменения обнаруживают в клетках Пуркинье. Наиболее характерные измене​ния находят в ганглиозных клетках. Поражаются моторные центры вентральных рогов ("разжижение" ядер клеток, образование вакуолей, наличие кариорексиса). Значительная нейронофагия преобладает в вентральных рогах поясничной области спинного мозга. Диаг​ностическую ценность представляют гистологические изменения. Они наиболее выражены в средней и каудальной частях головного мозга (особенно на его основании - ножках мозга и четверохолмии), а также в шейной и поясничной частях спинного мозга

При патологоанатомическом исследовании наблюдают гиперемию мягких оболочек, явления отека серого вещества (преимущественно ромбовидного и среднего мозга), шейного и поясничного утолщений спинного мозга, катаральный ринит, бронхит и отек легких, то​чечные и пятнистые кровоизлияния под эпи- и эндокардом Желудок обычно наполнен кормовьми массами, слизистые его и толстого отдела кишечника складчатые, очагово гипере-мированы и покрыты густой прозрачной слизью. Мочевой пузырь всегда переполнен.

При микроскопическом исследовании ЦНС всегда определяют негнойный, лимфоцитарного типа полиэнцефаломиелит и менингит. При исследовании животных, павших в пер​вые дни болезни, в сером веществе головного и спинного мозга наблюдают разные по вели​чине очаговые и диффузные клеточные инфильтраты из глиальных элементов, гистиоцитов и лимфоцитов. Среди клеток инфильтрата иногда обнаруживают небольшие скопления эритроцитов. Полиморфноядерные и нейтрофильные лейкоциты встречаются редко и только у животных, павших (или убитых) в первые часы и дни клинического проявления болезни. Многие клетки инфильтоата находятся в состоянии пикноза и оексиса. В очагах поражения очень часто регистрируют дезинтеграцию нервной ткани, дистрофические и некробиотические изменения нервных элементов, распад и исчезновение фосфолипидов По периферии диффузных и крупнофокусных поражений паренхимы отмечают активизацию микроглии, местами - мелкоочаговые скопления мононуклеарных клеток.

При выздоровлении животных в очагах поражения ЦНС были выражены восстанови​тельные процессы, менялся состав инфильтрата, количество клеток в нем постепенно уменьшалось, появлялись макрофаги и зернистые шары Вокруг сосудов скапливалось мно​го плазматических клеток, в последующем и фибробластов В мягких мозговых оболочках изменения проявлялись циркуляторными нарушениями, разрыхлением и инфильтрацией оболочек круглоклеточными элементами (лимфо- и гистиоцитами, в последующем - плазма​тическими клетками и фибробластами) (2).

Патогенез. Первичная репродукция вируса отмечается в заглоточных лимфоузлах и кишечнике (11). Во время болезни отмечают лейкоцитоз, резко меняется количество клеток в ликворе, уже на 2-е сут оно возрастает до 44 (при норме 10-12), на 3-и до 247-395 в 109/л (р<0,001), причем преобладают полиморфные ядерные нейтрофильные лейкоциты и лим​фоциты. В 3-4 раза возрастает содержание общего белка спинномозговой жидкости, органи​ческого фосфора - в 2-3 раза, что свидетельствует об интенсивной воспалительной реакции в мозговом веществе и оболочках.

ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Впервые вирус болезни Тешена выделил Трефни (1930) в Чехословакии в округе Тешен.

Морфология и химический состав. Вирионы сферической формы, диаметр их 25-30 нм. Вирионы безоболочечные, с плавучей плотностью в CsCI 1,34 г/ см3, содержат ядро из 1-нитчатой РНК, окруженное кубическим капсидом. Липопротеины отсутству​ют и вирус устойчив к жирорастворителям.

Устойчивость. Вирус устойчив к эфиру, хлороформу и трипсину, не изменяется в ши​роком диапазоне рН (2,8-9,5). При рН 11,8 инфекционность его быстро снижается на 50%. Трипсин в концентрации 125-1250 мкг/мл повышает вирулентность вируса болезни Тешена в 10 раз и способствует его реактивации после тепловой (при 37 и 56°С) обработки. Вирус выдерживает нагревание при 60°С в течение 15 мин, но инактивируется за 20 мин. При на​гревании до 70°С теряет активность через 10 минут. При 37°С вирус может переживать до 17 дней, но быстро гибнет при развитии гнилостных процессов. Поэтому вируссодержащие ма​териалы следует сразу же консервировать глицерином или р-ром Хенкса с антибиотиками и ставить в термос со льдом. Вирус сохраняется при 4°С и при - 79°С, а также в 50%-ном глицерине при 0°С до 20 месяцев, в замороженном виде - годами Выдерживает высушивание на солнце до 3 нед. В соленых и копченых продуктах он сохраняется активным более 3 нед. Вирус нечувствителен к действию пенициллина, стрептомицина, нистатина и быстро инактивируется 0,15%-ным формальдегидом. Размножение и ЦПД его частично ингибируется 2- (α-гидрокси-бензил) - бензимидозалоном. Из 10 изученных дезинфектантов только гипохлорид натрия и 70%-ный этанол полностью инактивируют вирус Тальфана. Вирус бо​лезни Тешена выживает при 15°С более 168 дн. Оба вируса сохраняются длительный пери​од в жидких материалах (12), в которых быстрее инактивируются при активной аэрации; инактивация вирусов также быстро происходит под воздействием ионизирующей радиации (14) и в процессе пищеварения (5, 6).

Антигенная активность. В крови больных и переболевших животных появляются спе​цифические ВНА и КСА.

Антигенная вариабельность и родство. В РН и РСК показано антигенное родство между вирусами болезни Тешена и болезни Талфана. В иммунологическом отношении вирусы болезни Тешена являются единым типом, внутри которого различают два подтипа::: в первый входят шт. Bozen, Konratice, Repo-ryie, во второй - шт. Tyrol, Sweden Ug, Talfan.

ГА свойства не установлены

Локализация вируса, вирусоносительство и вирусовыделение. В крови и в органах вирус обнаруживается кратковременно и в небольшом количестве. Виремию в течение 48 ч отмечают между 4-6 днями после заражения, титры вируса в крови обычно бывают невысо​кими. В организме свиней вирус локализуется и размножается в тканях ЖКТ, в которых он появляется через 24-72 ч после заражения и обнаруживается в течение 5-7 нед Наивысшие титры вируса (106 ТЦД50/г) в пробах фекалий обнаруживают через 9 дн. после заражения. В миндалинах, мезентериальных и брыжеечных лимфоузлах вирус появляется через 48 ч по​сле заражения и выявляется в течение 6-8 дн. В головном и спинном мозге он выявляется после виремии. В максимальных титрах ( 105,5 - 10 6,6 ТЦД50/г) он содержится там еще до проявления признаков болезни и в течение первых дней паралитической стадии В наиболее высоких концентрациях вирус содержится в шейном и грудном отделах спинного мозга и в мозжечке, что делает эти ткани наиболее пригодным материалом для выделения вируса. К 5-му дню после появления симптомов болезни содержание вируса в тканях ЦНС снижается, и к моменту гибели животного можно наблюдать так называемую аутостерилизацию. Менее регулярно вирус обнаруживают в секретах и экскретах (носовые истечения), иногда - в кале. Вирус выделяется во внешнюю среду, главным образом, в продромальной стадии и в пер​вые 2 дня болезни.

Экспериментальная инфекция. К экспериментальному заражению восприимчивы по​росята до 1-2 мес. возраста Поросята 2-нед возраста, не получающие молозиво, переболе-вают тяжелее, чем поросята 3-нед возраста Иногда болезнь удается воспроизвести только у поросят-сосунов 3-5- дн возраста, не получающих молозива. Экспериментальная инфекция легче удается при интрацеребральном или субдуральном введении вируссодержащего мате​риала Менее эффективно интраназальное или оральное заражение Иногда практикуют интрацеребральное и интраназальное заражение Лабораторные животные к вирусу болезни Тешена - Талфана и возбудителям других полиэнцефаломиелитов свиней нечувствительны. 

Культивирование. Вирус размножается в культурах клеток почек, легкого, сердца, се​менников, яичников и др. поросят 3-8 нед возраста и эмбрионов свиньи. Размножение со​провождается образованием бляшек ЦПИ, не отличаются от изменений, вызываемых дру​гими энтеровирусами свиней. Они характеризуются скоплением округлившихся клеток с повышенной рефрактильностью, которые становятся заметными на 3-5-й день по​сле заражения. При использовании адаптированных "культуральных" штаммов вируса пер​вые признаки ЦПД появляются значительно раньше (иногда уже через 2-16 ч). Пораженные клетки отделяются от поверхности стекла, помимо очагов дегенерации, появляются участки, лишенные клеток. При исследовании окрашенных препаратов инфицированной культуры обнаруживают зернистость и ацидофилию протоплазмы, конденсацию хроматина и эксцен​тричное положение ядра. Размножение энтеровирусов свиней (вируса болезни Тешена - Тальфана) удается в пе​ревиваемых линиях клеток почек (IBRS-2) и других органов (SST) Некоторые штаммы ре​продуцируются в клетках HeLa, BHK-21. Различные штаммы вызывают 1 из 3 видов ЦПД в культуре клеток почек поросят и по характеристике ЦПД в клетках BHK-21, HeLa и Vero штаммы относят к одной из 4-х групп (9)

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источники и пути передачи инфекции Источником инфекции служат больные жи​вотные. Чаще заражение происходит при потреблении корма, воды, мясных отходов или боенских отбросов, загрязненных выделениями больных животных, а также помоев. Возмож​но и контактное заражение Инфекцию могут распространять свиньи-реконвалесценты или животные, переболевающие бессимптомно. Воротами инфекции служит, по-видимому, обо​нятельная область слизистой оболочки носовой полости.

Спектр патогенности в естественных условиях. Восприимчивы только свиньи Бо​лезнь встречается также в Европе у диких свиней, на Мадагаскаре у водяных свиней (Potamochoerus larvatus) Наиболее восприимчивы поросята-отъемыши и подсвинки.

              ДИАГНОСТИКА

Для выделения вируса из ЦНС необходимо отбирать пробы тканей от свиней с нервным синдромом на ранней стадии его проявления. У животных с признаками параличей уже че​рез несколько дней вирус не обнаруживается в ЦНС (13). Вирус может быть выделен в куль​турах клеток из спинного мозга, коры головного мозга или мозжечка. Идентификацию ви​руса проводят на основе физико-химических характеристик, ИФ или ИФА (15). Для выяв​ления AT широко используется ELISA (8).

При дифференциальной диагностике следует исключить БА, бешенство, КЧС, отравле​ния хлоридами и соланином. Диагноз на прошедшую инфекцию, а также латентное вирусоносительство ставят на основании определения титров AT в сыворотках крови реконвалесцентов в РН в культуре клеток почки свиньи с использованием лабораторных штаммов ви​русов болезни Тешена, Талфана и Т-80.

Для ускоренной диагностики болезни, а также выявления концентрации вируса в орга​нах и тканях используют ИФ (2). В первые 3 дня болезни наблюдают специфическое свече​ние цитоплазмы нейронов всех исследованных отделов ЦНС, клеток межпозвоночных уз​лов, отдельных клеточных элементов селезенки, мезентериальных лимфоузлов, слизистой толстого кишечника. Но начиная с 4 сут. свечение в нервных элементах и других тканях рез​ко снижается, а на 5-7-е сут. энтеровирусный АГ выявляют лишь в эпителии слизистой ки​шечника. Вот почему для диагностики энзоотического энцефаломиелита свиней кроме тка​ней ( мозжечок, продолговатый и спинной мозг), рекомендуемых инструкцией для ИФ, не​обходимо отбирать и кусочки слизистой ободочной кишки. При прижизненной диагностике и определения у животных вирусоносительства разработан и внедрен в производство пря​мой метод флюоресцирующих AT в мазках - отпечатках со слизистой прямой кишки и фе​калий. Положительную ИФ в мазках наблюдают в эпителиоцитах и их обломках в течение всей болезни, а у переболевших (вирусоносителей) - до 2 мес (2)

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

Для специфической профилактики болезни Тешена используют ГОА формолвакцину, приготовленную из головного и спинного мозга зараженных поросят, и живую вакцину из культурального мутанта «Тюбинген», представляющего собой шт. Konratice вируса болезни Тешена, аттенуированного серийным пассированном в культуре клеток почки свиньи (3,4).

Ветеринарно –санитарная оценка. Туши и продукты убоя от больных и подозрительных по заболеванию выпускать в сыром виде запрещается. При отсутствии паталогиеских изменений направляют  образцы на бактериологическое исследование на сальмонеллёз. В случае обнаружения сальмонелл  внутренние органы утилизируют, а тушу направляют на проварку. При отсутствие сальмонелл  разрешается перерабатывать на  варёные, варёно –копчёные колбасы , консервы или проварку.
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                            ВЕЗИКУЛЯРНАЯ БОЛЕЗНЬ СВИНЕЙ

Morbis vesicularis suum (Лaт.);Vesikulare Scshwinekrankheit, Blaschenkrankheit des   Schweines (Нем.); Swine vesicular disease (Англ.); Maladie vesiculeuse du pore (Франц.).

Везикулярная болезнь свиней (ВБС) - контагиозное заболевание, клинически прояв​ляющееся высокой температурой, везикулярным поражением венчика, эпителия области межкопытной щели, рыла, плюсны и пясти.

Впервые ВБС появилась в Ломбардии (Италия) в 1966 г. В 1972 г. подобную болезнь обнаружили в Гонконге. В этом же году три очага инфекции были зарегистрированы в Ита​лии. В 1973 г. в Англии было выявлено 83 очага болезни. В те же годы инфекцию обнару​жили в Австралии, Польше, Франции.

Клинические признаки и патологоанатомические изменения. По клиническим при​знакам ВБС трудно отличить от ящура. Протекает она доброкачественно и лишь иногда вы​зывает незначительную смертность среди поросят-сосунов.

Различают острое, подострое и субклиническое течение болезни. Везикулы, появляю​щиеся при остром течении болезни, трудно отличить от таковых при ящуре. Подострое те​чение сопровождается широкой диссиминацией вируса во внешней среде. Инкубационный период при остром течении продолжается 3-7 дн., иногда дольше. В это время у животных ухудшается аппетит, заметна вялость. С развитием везикул температура тела повышается до 40-41° и за 1-2 дня снижается до нормальной. Для болезни характерно появление везикул на ногах в области венчика копыт и реже на морде и языке. Чаше поражаются обе конечности, вследствие чего появляется хромота, которая через 3-4 дня исчезает. В это время может на​чаться отделяться копытный рог, а у отдельных животных - спадение рогового башмака.

Иногда болезнь протекает легко, охватывает большое число животных и характеризуется слабозаметной хромотой. На месте лопнувших везикул остаются неглубокие, с геморрагиче​ским дном язвы, содержащие экссудат соломенного цвета. Область межкопытной щели по​ражается редко. У 5-10% свиней везикулы появляются на пятачке и в ротовой полости.

Подострое течение болезни характеризуется медленным распространением. Заболевают несколько свиней, у них обнаруживают единичные везикулы. Все заболевшие довольно бы​стро выздоравливают.

Хроническое течение болезни слабо выражено. Можно наблюдать хромоту, обусловлен​ную развитием отдельных везикул, появлением трещин копытного рога и отслоением баш​мака. Имеются данные, что по мере распространения болезни усиливается тяжесть переболевания. Болезнь, казавшаяся в очагах появления безобидной, становится опасной.

В местах образования везикул и эрозий гистологически различают изменение двух ти​пов. Изменение первого типа характеризуется вакуолизацией клеток шиловидного слоя, пикнозом ядер, разобщением клетки формированием мелких везикул, которые, сливаясь, образуют крупные везикулы. Их края плотно соединены с непоражённьм эпителием. Базальный слой вначале сохраняется, а затем инфильтрируется нейтрофильными гранулоцитами, эозинофильньми и мононуклеарньгми клетками. Изменения второго типа состоят в дегенерации клеток шиловидного слоя. Распавшиеся участки эпителия сильно инфильтрованы нейтрофильными гранулоцитами с примесью большого количества остатков ядер и детритных масс. Везикулы не образуются. На основании морфологических изменений разли​чить везикулярную болезнь свиней и ящур не удаётся. При везикулярной болезни микроско​пические изменения обнаружены в ЦНС. Поражения головного мозга обнаруживались на 2-й день после инокуляции вируса; на 6-й день они были более тяжёлыми, а на 12-й имели резко выраженный характер и проявлялись образованием периваскулярных муфт, состоя​щих из лимфоцитов и фокусов нейроглиальных клеток.

Патогенез.Поражения развиваются через 3-11дн после поедания контаминированного корма (9) и через 2-4 дня после экспериментального заражения (8). Лихорадка продолжает​ся 5 дн. Пик виремии на 2-4 день после заражения. Гиперемия продолжается 6 дн. Вирус персистирует по крайней мере 10 дн. в тканях рыльца, языка, венчика копыт, заглоточных лимфоузлов, мышце сердца, в ЦНС.

ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Впервые принадлежность вируса везикулярной болезни свиней к энтеровирусам показа​ли Ньюман, Ровланде и Браун (1968) Позднее их данные подтвердили Моват, Дарбишер и Хантли (1972). Вирус был изучен Нардели и др. (1968) и Моватом с сотр (1972), на основа​нии чего было предложено назвать его энтеровирусом свиней Англия/72

Морфология и химический состав. Полипептидный состав изолятов, выделенных в Англии, Австралии и Италии в 1972 - 1973 гг., различен. Вирус содержит три белка VP1, VP2 и VP3 с мол.м. 33, 29 и 32 кД соответственно. Белки VP1 и VP2 ответственны за ин​дукцию ВНА (12). РНК вируса можно обнаружить с помощью ПЦР в зараженных первич​ных клетках почки свиней. 

Устойчивость. Во внешней среде вирус высокоустойчив в инфицированном навозе и мусоре сохраняет свою активность 8 недель, в искусственно инфицированном жидком наво​зе при 5°С - в течение 38 дн. Устойчив к эфиру и рН в широком диапазоне (от 2,0 до 12,5).

В навозе, находящемся в пластиковых мешках при 12-17°С, вирус оставался жизнеспо​собным в течение 138 дн. хранения, в образцах материала инфицированных туш, хранив​шихся при минус 20°С, выживал в течение 11 месяцев. Молочная кислота, образующаяся в мышцах павшего животного в результате трупного окоченения, на жизнеспособность вируса не влияет. Поэтому мясо больных животных может быть причиной вспышки болезни.

Вирус термолабилен, разрушается при 60°С в течение 30 мин. Гонконгский и итальян​ский штаммы более резистентны к термоинактивации, чем вирус ящура, оба стабилизиру​ются 1М MgCl2, тогда как последний способствует инактивации вируса ящура Из дезинфи​цирующих средств эффективны гипохлорид натрия (0,5 %) и йодозол (0,2%), NaOH и фор​малин не эффективны.

Антигенная структура. При ультрацентрифугировании в градиенте сахарозы выделено два типа комплементсвязывающих частиц с константой седиментации 150 S и 80 S. Плот​ность тяжелых частиц 1,34 г/см3, лёгких - 1,30 г/см3. Диаметр более лёгких частиц 30-32 нм.

Антигенная активность. У поросят появляются ВНА, которые выявляются в течение четырёх месяцев после переболевания. Ранние ВНА обнаруживаются на 4-й день Антисы​воротки к вирусу получают на морских свинках.
Антигенная вариабельность и родство. Вирус имеет подтиповые варианты, подобные таковым у вируса ящура (величина достигает 0,2-0,3). В РДП с сывороткой свиней-реконвалесцентов найдены антигенные различия между шт. Италия/72, Англия/72, Австралия/73 и Польша/73. Антигенная структура штаммов, выделенных в Италии в 1972-1973 гг., отличалась от таковой штамма, выделенного в 1966 г. Антисыворотка, приготовленная на штаммы, выделенные в 1972-1973 гг. , давала четкую РСК со штаммом, полученным в 1966 г, но не наоборот РН дала аналогичные результаты.

Между вирусом ВЕС и вирусом Коксаки типа В 5 (КВ5) существует тесное серологиче​ское родство Вирус ВЕС легко нейтрализуется антисывороткой к вирусу Коксаки В5, а сы​воротка свиней-реконвалесцентов нейтрализует шт. Коксаки В5, выделенные от человека Однако, в прямых опытах перекрестного иммунитета иммунологического родства между этими вирусами не установлено.

Известно, что вирус Коксаки А 16 вызывает ящуроподобное изменение у детей Возмож​но, энтеровирус свиней Англия/72 (возбудитель ВЕС) является вариантом штамма вируса, который не вызывает таких поражений у человека.

Локализация вируса, вирусоносительство и вирусовыделение. Из органов и тканей свиней-реконвалесцентов вирус везикулярной болезни выделить не удается. Однако он дол​го сохраняется на поверхности тела животных и в навозе. Даже в латентном периоде он на​капливается в коже, мышцах, лимфоузлах (титр до 4 lg/г ткани) и сохраняется в течение двух недель после убоя животного. В наивысшей концентрации вирус находят в секретах животных в первую неделю болезни. В течение 14-16 да после заражения его можно выде​лить из экскрементов. В высокой концентрации он содержится в эпителии пораженных уча​стков кожи, выявлен в лимфоузлах и костном мозге туш через 13 дн. после убоя больных животных. По другим данным, вирус постоянно в течение 45 сут. выявляется в фекалиях и нерегулярно обнаруживается до 110 сут. Из мочи, выделений носовой полости и глоточной жидкости его можно изолировать нерегулярно в течение 90, 80 и 65 сут. соответственно. Та​ким образом, пораженные животные могут контаминировать внешнюю среду и заражать интактных свиней в течение более трех месяцев.

Экспериментальная инфекция. Заболевание легко воспроизводится при оральном, подкожном, внутрикожном и контактном способах заражения Однако не все штаммы виру​са, выделенные в разных странах, обладают одинаковой способностью вызывать везикулы на месте введения (внутрикожно в мякиш). У свиньи, зараженной в пятачок, везикулярные поражения на месте введения вируса развиваются уже через 36 ч. Болезнь прогрессирует, охватывая кожу, суставы конечностей, морду и язык. При интрацеребральном заражении 10-дн поросят шт. UKG 27/72 симптомы болезни развивались на 7-8-й день и отмечались до 16 дня. Вирус вы​деляли из коры головного мозга на 2-4-й день после заражения, AT появлялись на 8-й день.

У подсаженных овец явных признаков болезни не обнаружено, однако через 4-7 дн в глотке обнаружили большое количество вируса, что указывало на размножение его в орга​низме овец, у шести из восьми овец были выявлены ВНА в значительном титре, у четырех животных они удерживались 6 недель Кроме поросят, экспериментально можно заразить однодневных мышат, которые заболевают через 24-30 ч с признаками поражения ЦНС (тремор, нарушение координации движений, к 7-у дню - параличи и смерть). Вирус активно размножается в головном мозге и поражает мозговую ткань (деструкция нейронов в ганглиозном слое аммонова рога, дегенерация и распад нервных клеток) Вирус удалось реизолировать из мозга инфицированных мышей. Максимален титр его на четвертые сутки. После заражения вирусом ящура у мышат также развиваются параличи, однако мозговая ткань не поражается. Метод биопробы на мышах рекомендуется для дифференциальной диагностики ВЕС от ящура.

Культивирование. Вирус ВЕС размножается без адаптации в первичной культуре кле​ток почки свиньи и перевиваемых линиях свиного происхождения РК-15 и IB-RS-2 Он вызывает ЦПИ и бляшки. Первые изменения в инфицированной вирусом культуре клеток поч​ки свиньи появляются через 3 ч после заражения и характеризуются вакуольной дистрофией цитоплазмы и интенсивной базофилией ядра. Через 8 ч в цитоплазме наблюдаются пикно-зированные диски или кариорексис. Полная дегенерация клеточного слоя обычно наступает через 24-36 ч после заражения. Наряду с ЦПИ изменяется энзиматическая активность кле​ток: увеличивается содержание сукциндегидрогеназы и уменьшается количество лактатдегидрогеназы. 

    ЭПИЗООТОЛОГИЯ

Источники и пути передачи инфекции. Свиньи с субклиническим течением болезни могут быть источником заражения здоровых животных. В отличие от возбудителя ящура, ВЕС не распространяется по воздуху на большие расстояния. Инфекция передается при кон​такте с больными животными или через инфицированные корма и субпродукты.

Спектр патогенности в естественных условиях. Вирус поражает только свиней. До​казана восприимчивость к нему кабанов. Лабораторные работники, имевшие контакт со свиньями, зараженными британским полевым штаммом вируса, имели специфические ВНА. Позднее было показано, что при работе с вирусом или уходе за больными животными воз​можно заражение людей. Предполагают, что возбудитель произошел от энтеровирусов, цир​кулировавших у людей, поскольку он может вызывать у человека болезнь, сходную с Коксаки-инфекцией. В сыворотках крови здоровых свиней AT к вирусу нет, но они появляются после заражения животных вирусом Коксаки В5.

ДИАГНОСТИКА

Диагноз основан на использовании серологических реакций (РСК, РДСК, РДП, РН) и биопробы на свиньях. Для выделения вируса эпителий промывают, измельчают и центри​фугируют. Надосадочной жидкостью заражают перевиваемую линию клеток почек свиней (IB-RS-2) и клетки щитовидной железы теленка. Появление ЦПИ только в клетках теленка свидетельствует о ящурной инфекции. Для серологической дифференциации в РСК исполь​зуют специфическую сыворотку крови свиней и АГ из стенок везикул или везикулярную жидкость. Параллельно ставят реакцию непрямой ИФА (через 12, 24 и 48 ч после инокуля​ции клеточного монослоя 1 IB-RS-2). Чаще используют РН (микрометод) и ИФА. Применя​ют также двойную и радиальную ИД и РСК. Техника постановки ее предусматривает ис​пользование радиоактивного меченого АГ, который более чувствителен, чем АГ для РН. Предложена непрямая ИФ для выявления специфических AT к вирусам ящура, ВС, ВБС и ВЭС в сыворотке крови от разных видов животных (13). Однако, для дифференциации поствакцинальных и постин​фекционных AT в НИФ практически неприемлема. В то же время для выяснения эпизооти​ческой ситуации, особенно при подозрении на ящур, часто возникает необходимость опера​тивно вьывить наличие переболевших животных в стаде. Многолетнее использование НИФ показало, что она позволяет выявлять постинфекционные AT не только у явно переболев​ших животных, но и у тех, которые не имели клинических признаков болезни (13).

Для дифференциальной диагностики ВЕС от ящура необходимо учитывать следующие данные - вирусы, вызывающие везикулярную болезнь, растут в тканевых культурах только свиного происхождения (RS-клеточной линии почки свиньи); - вирусы везикулярной болез​ни устойчивы при рН 5,0 и стабилизируются MgCl2 при нагревании до 50°С; - наличие об​щего КСА или ВНА у вновь выделенных штаммов с референс-штаммами вируса ВЕС. До​полнительными критериями являются: невозможность экспериментально инфицировать КРС, меньшая плотность вирусных частиц везикулярной болезни (1,32-1,34) по сравнению с таковой у вируса ящура (1,43-1,44). Заражение однодневных мышат позволяет отличить ВЕС от вируса ВЭС, но не от ящура.

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

В Англии применяют культуральную инактивированную вакцину. Вирус (шт. ИК-27) выращивают в монослое или в суспензионных культурах клеток IB-RS-2, концентрируют, инактивируют ацетилэтиленимином, добавляют масляный адъювант. Во Франции приме​няют инактивированную масляную вакцину, которая сообщает иммунитет 73-100% живот​ным. Вирус накапливается в высоком титре (8,0-9,0 lg ТЦД50/ мл), что дает возможность получать эффективные вакцинные препараты без предварительного концентрирования ви​русного АГ. Технологии изготовления достаточно эффективных вакцин, разработанных в различных странах, во Франции (лаборатория Роне Ееллон) - эмульгированная формолвакцина, в Англии (Пирбрайт) - ацетилэтилениминовая ГОА вакцина; в Румынии -эмульгированная вакцина типа "масло в воде" с использованием суспензионной культуры клеток IBRS- 2 , в Германии (о. Римс) - формолвакцина с использованием первичной куль​туры клеток почки поросят и ГОА. Иммунизация свиней инактивированными препаратами создает достаточно высокий уровень защиты поголовья, обеспечивающий ограничение в распространении ВБС. Эмульгированная формолвакцина, которую применяют однократно внутримышечно в дозе 2 мл, обеспечивает иммунитет продолжительностью 8 мес. Вакцина сохраняет иммуногенность не менее года в условиях хранения при 2-6 °С (2,3).

Ветеринарно –санитарная оценка. Туши и продукты убоя от больных и подозрительных по заболеванию выпускать в сыром виде запрещается. При отсутствии паталогиеских изменений направляют  образцы на бактериологическое исследование на сальмонеллёз. В случае обнаружения сальмонелл  внутренние органы утилизируют, а тушу направляют на проварку. При отсутствие сальмонелл  разрешается перерабатывать на  варёные, варёно –копчёные колбасы , консервы или проварку.
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                                                 ЯЩУР
Food-and-mouth disease, Aphthous fever, Epizootic aphthae (англ. );

 Fievre aphthouse (Франц.); Maul-und Klauenseuche (Нгем.); Fiebre aphthosa (Нем.)

Ящур - остро протекающая высококонтагиозная болезнь парнокопытных, проявляющая​ся лихорадкой, везикулярным поражением слизистых оболочек рта, кожи венчика и выме​ни; у молодых животных - поражением миокарда и скелетных мышц.

Болезнь регистрируется во многих странах мира. Серотипы А, О, С распространены широко; тип Азия 1 выявлен только в азиатских странах; серотипы SAT I, SAT 2, SAT 3 ре​гистрировались в странах Африки, однако в 1961-1962 гг. SAT 1 появился в странах Сред​него Востока и Турции (77, 78, 82).

Клинические признаки заболевания. У КРС и свиней в естественных условиях бо​лезнь протекает остро и, как правило (  у взрослых животных), доброкачественно. У КРС ин​кубационный период длится 1-3 дня, но может быть до 7-10 дн. Вначале отмечается ухуд​шение аппетита, вялая жвачка, повышенная саливация Затем повышается температура тела (до 40,5-41,5°С), наступает угнетение, животное отказывается от корма, жвачка прекраща​ется. На 2-3 день на внутренней поверхности верхней и нижней губ, на беззубом крае ниж​ней челюсти, на языке и слизистой оболочке щек появляются афты. У некоторых животных афты образуются в области межкопытной щели и на вымени. Иногда поражаются все четыре конечности. Через 12-24 ч стенки афт разрываются и образуются свежие эрозии В это время температура-тела понижается до нормальной, наступает обильное слюнотече​ние В результате чмокающих движений в углах рта появляется пенистая масса. Через 2-3 нед эрозии заживают. При поражении конечностей животные хромают и часто ложатся, а при поражении вымени отмечается болезненность при доении, иногда возникает мастит На фоне острых респираторных инфекций, присущих многим комплексам по доращивайте мо​лодняка КРС, развитие ящура протекает медленно с недостаточно выраженными клиниче​скими признаками заболевания (61).

Необходимо отметить, что при массовом перезаражении коров при ручной дойке у жи​вотных наблюдается появление первичных афт сначала на сосках вымени, а затем в ротовой полости. При пастбищном содержании скота отмечено массовое поражение (афты и эрозии) венчика копыт, области межкопытной щели при единичных случаях поражения ротовой по​лости. Видимо, развитие клинического проявления болезни зависит от ворот инфекции На​блюдаемые у коров аборты, тяжелые роды, задержание последа и различные послеродовые осложнения являются следствием размножения вируса в плаценте.

У телят ящур протекает в безафтозной форме с явлениями острого гастроэнтерита При злокачественной форме ящур вначале протекает типично, но в стадии выздоровления, на 7-10-й день, внезапно наступает резкое ухудшение состояния животного, учащение пульса до 120-140 ударов/мин и 20-25% животных погибают от паралича сердца. 

У свиней болезнь проявляется лихорадкой, угнетением, ухудшением аппетита. На коже конечностей, в области межкопытной щели, венчика и мякишей появляются красные болез​ненные припухлости, затем афты, которые, разрываясь, образуют эрозии. Заболевание ко​нечностей сопровождается хромотой, иногда спадением копытец. Чаще афты появляются на пятачке, сосках и редко - на слизистой ротовой полости. У взрослых свиней ящур длится 8-25 дн. У поросят-сосунов протекает в септической форме и в первые 2-3 дня болезни вызы​вает гибель 60-80% животных. 

У овец инкубационный период продолжается 2-3 дня. Поражаются конечности в облас​ти венчика и межкопытной щели, реже - слизистая оболочка ротовой полости У больных отмечают лихорадку, отказ от корма, прекращение жвачки, хромоту, угнетение. Больные животные отстают от стада, ложатся. Болезнь длится около 2 нед. У ягнят болезнь чаще проявляется гастроэнтеритом и нередко обусловливает гибель животных.

У коз клинические признаки болезни такие же, как и у овец. Довольно часто у них по​ражается вымя. Выздоровление наступает через 10-14 дн.

При вскрытии обнаруживают изменения (афты и эрозии) в ротовой полости, иногда на слизистой оболочке пищевода и преджелудков. У телят, ягнят, поросят отмечают геморра​гический энтерит и дегенеративные изменения в мышце сердца ("тигровое сердце").

При злокачественном ящуре поражения находят в сердечной мышце. Она бледная и дряблая, на разрезе выступают серовато-красноватые пятна и казеозно перерожденные фокусы серо-белого цвета различной величины. Под эпикардом и эндокардом кровоизлияния Подобные изменения находят также в скелетных мышцах.

Патологоанатомические изменения. При доброкачественном течении ящура смер​тельные случаи среди больных животных крайне редки У КРС характерными признаками являются афтозно-эрозионные поражения на слизистых оболочках ротовой полости и рубца, безволосых местах кожи носового зеркальца, губ, сосков вымени, венчика и области межко​пытной щели Крайне редко афты и эрозии образуются на коже вокруг ануса.

При злокачественном течении болезни наряду с афтозно-эрозионньми поражениями изменения обнаруживают в сердечной и скелетной мускулатуре Поражение миокарда - главная причина летальных исходов. При внешнем осмотре сердца и на разрезе миокарда, особенно желудочков и межжелудочковой перегородки, находят множественные желто-серые очажки, пятна и полоски разной формы и величины. В скелетной мускулатуре спины, передних и задних конечностей (сгибатели и разгибатели пальцев, тазобедренная группа мышц), массетерах, мышцах языка, ножках диафрагмы и межреберных мышцах обнаружи​вают диффузные или очаговые дегенеративные поражения мышечных волокон, пропитан​ные студневидными желтоватыми инфильтратами.

Для тяжелого течения ящура характерно наличие геморрагического диатеза в виде кро​воизлияний, которые локализуются на слизистых оболочках пищеварительного тракта, се​розных оболочках, в паренхиме легких, почек, печени, головного и спинного мозга. В под​кожной клетчатке, особенно в области подгрудка, межмышечной соединительной ткани, подслизистом слое стенки кишечника, средостении, выявляются ограниченные или диффуз​ные серозные инфильтраты желтоватого цвета студневидного характера.

У других видов животных картина вскрытия, в основном, та же, что и у КРС, только у нее свои особенности в зависимости от места локализации инфекционного процесса (1,17).

Гистологические изменения. Афта на слизистых оболочках представляет собой пузы​рек различной формы и величины Гистогенез ее начинается с дегенеративных поражения клеток шиловидного слоя Клетки набухают, округляются, а ядра пикнотизируются. В сосочковом слое подлежащей соединительной ткани в ответ на дистрофию клеток происходит расширение капилляров, отек и клеточная инфильтрация. Проникновение в толщу поражен​ных клеток и возникновению мелких внугриэпителиальных пузырьков.

По мере продолжения репродукции вируса в клетках шиловидного слоя и накопления серозного экссудата отмечают более обширные разрушения клеток и их дискомплексацию, слияние мелких пузырьков в один крупный и формирование афты. В связи с нарастающими воспалительными явлениями в сосочковом слое афта. заполняется нейтрофильными лейко​цитами Экссудат становится серозно-гнойным, а затем гнойным. Из-за механических при​чин и воспалительных процессов стенки афты надрываются и обнаруживается эрозия.

Очищение дефекта эпителия от продуктов некротического распада происходит на 5-7-е сут, а эрозионная поверхность полностью покрывается эпителием на 12-е сут. Восстанавли​вается дефект за счет размножения клеток базального слоя.

При осложнении пролиферативных процессов в местах эрозии вторичной микрофлорой развивается гнойное воспаление подлежащих тканей с образованием язвенных поражении. Они заживают посредством натяжения с формированием соединительнотканного рубца.

Афтозно-эрозионные поражения на коже протекают по тому же типу, что и на слизи​стых оболочках Из-за более частых осложнений вторичной микрофлорой на конечностях в области межкопытной щели нередко развивается пододерматит с последующим отпадением рогового башмака, а в молочной железе - серозно-катаральный или гнойный мастит.

При злокачественном течении наряду с афтозно-эрозионньми поражениями обнаружи​вают тяжелые дегенеративные изменения в сердечной и скелетной мускулатуре. Они разви​ваются одновременно с появлением афтозно-эрозионных поражений на слизистых оболоч​ках В пораженных участках миокарда гистологически отмечают дистоофическо-некротические процессы в мышечных волокнах (белковая дистрофия, восковидный некроз, лизис, зернисто-глыбчатый распад), клеточно-пролиферативную реакцию со стороны интер-сгщиальной ткани и явления расстройства кровообращения. Часто наблюдают отложение солей извести в пораженных мышечных волокнах. В начале развития воспалительного про​цесса в миокарде более выражен альтернативный, а в дальнейшем - пролиферативный ком​понент. Очаги некроза мышечных волокон сочетаются с участками частичного или полного замещения пораженных волокон клеточным инфильтратом и грануляционной тканью.

В скелетной мускулатуре встречаются дистрофические и некротические изменения мы​шечных волокон с реактивно-клеточными процессами в интерстиции. Поражения носят обычно очаговый характер.

ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Вирус открыт Леффлером и др. в 1898 г (80). Он относится к семейству Picornaviridae, роду Aphtovirus. История изучения возбудителя подробно описана А.А.Бойко и соавт. (82).

Морфология и химический состав. ВЯ представляет собой небольшую частицу, со​стоящую из одноцепочной линейной молекулы РНК (мол.м. 2,8*108), заключенную в белко​вую оболочку, состоящую, главным образом, из четырех белков VP1, 2, 3 и 4. Вирионная РНК является инфекционной и имеет ту же полярность, что и РНК в инфицирован​ной клетке. По аналогии с другими пикорновирусами считается, что с нее транслируется один крупный белок. Этот полипротеин затем быстро расщепляется с образованием четырех полипептидов-предшественников, которые являются первичными полипептидами, обнару​живаемыми в инфицированных клетках. Предшественники, в свою очередь, расщепляются с образованием более стабильных структурных и неструктурных полипептидов вируса. В ви-русинфицированных клетках накапливается 6 неструктурных полипептидов Только для од​ного из них - VP56a - определена функция, а именно - он является РНК-зависимой РНК-полимеразой РНК реплицируется с помощью этой полимеразы, по-видимому, сначала син​тезируется комплементарная РНК, с которой затем копируется новая вирионная РНК. Вирионы представляют собой мелкие частицы икосаэдрической формы диаметром 23-25 нм, мол.м. 7*106 Д. Они состоят из внутренней части, представленной РНК, и белковой оболочки (капсида), которая состоит из 32 структурных компонентов (капсомеров), расположенных в кубической симметрии. В вирионе содержится приблизительно 31,5% РНК и 68,5% белка. Он обладает суммарным отрицательным зарядом различной величины.

ВЯ состоит из однонитевой (+1 РНК), заключенной в белковый капсид, который состоит из 4-х структурных белков VP1, VP2, VP3 и VP4 Основным антигенным белком является VP1 (51). Оптимизированы условия кристаллизации ВЯ типов А22, О и Азия1. Получены совершенные монокристаллы, пригодные для установления пространственной структуры вируса разрешением 3,5А (11).

Изменение вирулентности штаммов различных вспышек хорошо известно, но также со​общалось и о различиях между изолятами из одной и той же вспышки Легкость, с которой вирулентные вирусы могут быть аттенуированы путем пассажей на лабораторных животных (мыши, кролики, КЭ) или в культуре клеток или путем обработки in vitro также рассматри​вается как отражение изменчивости вируса (29).

Различают 7 AT типов вируса, которые раньше определяли путем теста перекрестной защиты, а сейчас с помощью серологических реакций АГ изменчивость происходит внутри типов, главным образом, в результате процесса ступенчатого "дрейфа", часто приводящего к непрерывному спектру без четкого разделения на отдельные подтипы. Вначале с помощью КС теста было идентифицировано 60 подтипов, но с проверкой новых штаммов проблема дифференциации изолятов стала настолько сложной, что от субтипирования новых изолятов фактически отказались. Показано, что миотропный №4 и аттенуированный №645 варианты ВЯ отличаются от исходного вакцинного штамма по первичной структуре капсидных бел​ков. Не исключена возможность того, что изменение биологических свойств вируса связано с этими структурными особенностями (62).

Вирионные полипептиды (VP1, 2, 3 и 4) изменяются с различной скоростью VP1 иЗ изменяются очень быстро, тогда как VP4 почти не изменяется В отобранных 70 изолятах, представляющих все 7 серотипов, 69 имели один и тот же VP4 Промежуточное положение занимает и является наиболее удобньм для получения эволюционных взаимосвязей - VP2.

Устойчивость. ВЯ устойчив к эфиру, хлороформу, 4-хлористому углероду, фреону, аце​тону, но быстро инактивируется при рН 6 и ниже. Вирус наиболее стабилен при рН 7-7,5. Сдвиги его, как в кислую, так и в щелочную стороны, ведут к изменению свойств вируса. Известь, хлорная известь, креолин, крезол, фенол, сулема убивают вирус лишь через не​сколько часов воздействия, р-ры щелочей (2%-ные) - за 10 мин, формальдегид в концен​трации 0,009% инактивирует 90% вируса при 4°С за 1 сут. Устойчивость вируса при раз​личных температурах зависит от штамма, субстрата, степени очистки и других факторов. Высокая температура губительно действует на вирус 90% вируса теряют активность при 64°С и рН 7,5 в течение 3 с, при 49°С - за 1 ч, при 37°С - за 21 ч. Он сравнительно устойчив к влиянию факторов внешней среды. В обрывках эпителиальных стенок афт сохраняет ви​рулентность 67 да Афтозная лимфа, содержащая ВЯ, инактивируется при 31°С за 24 ч. Полную инактивацию вируса типа О в молоке наблюдали при температуре от 66 до 78°С через 40 с. Некоторые штаммы вируса более терморезистентностны. Так, в Пакистане выделен полевой изолят, который даже при прогревании до 80°С в течение 30 мин сохранял инфекционность (18). ВЯ в определенных условиях обладает устойчивостью к многократному воздействию низких температур Устойчивость значительно возрастает при внесении в ви​русную суспензию компонентов защитной среды (12).

Низкие температуры консервируют вирус, при -70°С он сохраняет свои биологические свойства в течение нескольких лет, в навозной жиже - 39 дн, в сточных водах - до 103 дн. На поверхности стогов сена вирус выживает летом один день, в сентябре - 3-6, в октябре -10 дн. внутри стогов погибает через месяц, зимой же только через 7 мес. Лучшими дезинфицирующими средствами являются 2%-е или 3%-е горячие р-ры NaOH и 1%-й р-р фор​мальдегида. В 50%-м р-ре глицерина на фосфатном буфере (рН 7,2) при 4-8°С вируссодержащий материал сохраняет инфекционность 40 дн. Данный консервант широко используют при пересылке материала в лабораторию. Вирус хорошо сохраняется в лиофилизированном виде. В непроваренных изделиях, приготовленных из мяса свиней, убитых в период генера​лизации инфекции, вирус разрушался в окороках в течение 112-119 дн, в лопаточном жире - 155-169, в костном мозге - 169-179, в жире окорока - 176-183, в беконе - 183-190 дн. Вы​живание вируса в различных колбасах не превышает 56 дн Вирус сохранялся более дли​тельно в жире, чем в мясе. Некоторые штаммы вируса чувствительны к действию протеаз. К веществам, инактивирующим вирус с сохранением его АГ-свойств, относятся формальде​гид, этиленимин, глицилальдегид. Трипсин вызывает избирательное расщепление структуры полипептида VP1.

Устойчивость вируса зависит от сохранения его электрического заряда как базового свойства вируса. Разработан ком​плексный метод получения из суспензии нативного и инактивированного ВЯ концентрированных препаратов в обезвоженном порошкообразном состоянии, в составе которых вирус сохраняет свои биологические свойства несколько лет (12)

Антигенная структура. Капсид построен из 4 основных полипептидов (VP1, VP2, VP3 VP4). В зрелом вирионе содержится около 60 молекул каждого полипептида. Кроме 140S (полные вирионы), обнаружены 75S-капсиды по размеру и форме подобные вирионам, но не содержащие РНК; белковые субъединицы 12S-14S и Via-антиген (4S) (Virus infection associoted) - термолабильный КС антиген, образующийся в тканях инфици​рованного организма или культуре клеток, но не является составной частью вируса. Он представляет собой РНК-репликазу. Via-антиген пригоден для контроля сывороток КРС свиней. Он появляется в культуре ВНК-21 на 8-й день после заражения (5). Инфекционностью обладают лишь полные вирионы 140S.

Антигенная вариабельность и родство. В настоящее время известно 7 AT типов ВЯ: А, О, С, SAT I, SAT 2, SAT 3, и Азия 1. Внутри основных типов существуют варианты, или подтипы, отличающиеся друг от друга. Тип А имеет 32 варианта, тип 0-11, тип С - 5, тип SAT 1 - 7, тип SAT 2-3. тип SAT 3-4, тип Азия 1 - 2 варианта. Известны и другие штаммы вируса, отличающиеся от установленных вариантов. Вначале с помощью РСК было иденти​фицировано 60 подтипов, но с проверкой новых штаммов проблема дифференциации изолятов стала настолько сложной, что от субтипирования новых изолятов фактически отказались (29), хотя и предложен тест постановки РСК для типирования вируса (30).

Локализация вируса. В инкубационный период от КРС вирус можно выделять из мо​лока 7 дн. и из спермы 4 дня до появления симптомов болезни. В период, когда болезнь вы​ражена клинически, эпителий и жидкость везикул содержат большое количество вируса (более 108 ИД/г ткани или 1 мл афтозной жидкости). Аналогичные результаты получены и при исследовании больных свиней и овец. В слюне в слюне можно обнаружить еще до по​явления симптомов болезни в количестве 102-103,7 ЛД50/мл, а в период проявления их - 104,5-106 ЛД50/мл для мышат-сосунов. Большинство секретов и экскретов инфекционны 4-5 дн, а слюна - 11 дн. Независимо от способа экспериментального заражения (интраназально, внут​римышечно) овец ВЯ обнаруживали в органах дыхания и региональных лимфоузлах, при этом у больных животных наблюдали выделение вируса с пищеводно-глоточной и носовой слизью до 10 дн. (срок наблюдения). В неблагополучном стаде всегда могут быть животные без признаков болезни, но выделяющие вирус со слюной.

Особенно опасны в этом отношении овцы, у которых ящур может протекать без сим​птомов болезни. Около 50% выздоровевшего КРС выделяют вирус 8 мес., некоторые - до 2 лет. Среди клинически выздоровевших овец 50% животных могут быть носителями вируса в течение 7 мес. У свиней персистентного носительства вируса не установлено. В стадах буйволов инфекцию в течение многих лет поддерживают вирусоносители и животные со скрытым течением инфекции.

Удалось показать, что ВЯ в хронически инфицированных культурах клеток (ПТ, ПО, СПЭВ) может длительно персистировать, не вызывая ЦПД, причем культивирование клеток в течение ряда пассажей в присутствие гомологичной ящурной сыворотки не освобождает ее от персистенции Латентную инфекцию удавалось обострить с помощью вируса герпеса.

Антигенная активность. В организме естественно восприимчивых животных вирус индуцирует образование типоспецифических ВНА, КСА и ПА. Поверхностный структурный белок VP1 ответственен за образование ВНА, тогда как 3 других структурных белка (VP2, VP3, VP4) такой активностью не обладают. С помощью монАТ с различной эпитопной направленностью в конку​рентном ИФА определяется удаленность эпитопов относительно друг друга (2а).

В сыворотках естественно заболевших животных антитела можно обнаружить на 8-10-й день после появления клинических признаков с максимальным подъемом их титра на 16-21-н день. Затем титр КСА снижается, и к 3 мес. их присутствие не устанавливают, в то время как ВНА сохраняются в крови реконвалесцентов до 24 мес. Резистентность переболевших животных к повторному заражению связана (коррелирует) с титром ВНА.

ВЯ обладает свойствами преципитиногена, поэтому РДП можно использовать для опре​деления его типов и вариантов, изучения АГ структуры Сыворотки крови животных-реконвалесцентов не теряют свою преципитирующую активность в течение 3 лет при 4°С.

Экспериментальная инфекция. К экспериментальному заражению чувствительны как естественно восприимчивые, так и лабораторные животные' морские свинки, мышата-сосуны, новорожденные крольчата, котята и хомяки до 60-дн возраста. Адаптационные свойства эпизоотического ВЯ зависят от особенности штамма и системы культивирования Наиболее быстро он адаптируется к однослойной культуре клеток почек телят, организму мышат и крольчат и более медленно - к переживающей ткани эпителия языка КРС Культи​вирование вируса в развивающихся КЭ удается с большим трудом и лишь в отношении некоторых штаммов и после серии перемежающихся пассажей. 

Культивирование. ВЯ можно поддерживать серийными пассажами на естественно-восприимчивых животных (КРС, свиньях, овцах, козах), однако данный метод дорог и свя​зан с опасностью выноса вируса за пределы учреждения. Поэтому чаще в лабораторных ус​ловиях стандартные и полевые штаммы вируса поддерживают на морских свинках, белых мышатах-сосунах, крольчатах и культуре ткани. Наиболее чувствительны к вирусу культура клеток первично-трипсинизированной почки коровы, овцы, свиньи и перевиваемой линии ВНК-21 ЦПД проявляется через 6 ч и достигает максимума к 18-24 ч после заражения Из​менения клеток сопровождаются нарушением межклеточных связей, конденсацией субстра​та цитоплазмы, округлением клеток и распадом цитоплазмы. Вирус размножается в цито​плазме. В ядрах происходит укрупнение глыбок хроматина, расположение его вдоль ядер​ной мембраны, а затем пикноз или рексис ядра. ЦПД ВЯ развивается без образования включений и симпластов. ВЯ относится к вирусам с коротким циклом репродукции, поэтому клеточный монослой быстро разрушается и обычно через 24 ч клетки отторгаются от стекла.

Следует иметь в виду, что длительное пассирование ВЯ на лабораторных (естественно-восприимчивых) животных, а также в культуре ткани ведет к аттенуации вируса (при сохра​нении исходной типовой принадлежности) и непригодности такого вируса в качестве произ​водственного штамма при изготовлении инактивированной вакцины. 

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источники и пути передачи инфекции. Основным источником инфекции являются животные в острой стадии болезни, выделяющие в окружающую среду заразное начало со слюной, лимфой из лопнувших афт, молоком, мочой и каловыми массами. С момента зара​жения и до появления первых симптомов болезни обычно проходит от 1-го до 7, а иногда и до 14 дн. За это короткое время больное животное успевает контаминировать вокруг себя корм, подстилку, кормушки, воду, поилки, молочную посуду, инвентарь (лопаты, вилы, скребницы, метлы), стены и полы помещения, одежду и обувь обслуживающего персонала. Выделяется вирус и с выдыхаемым воздухом.

Наиболее часто заражение происходит вследствие непосредственного контакта больных животных со здоровыми в скотных дворах, на рынках, пастбищах, трассах перегона скота на пастбища и т.д. В распространении ящура серьезную роль играют продукты и сырье жи​вотного происхождения молоко, мясо, субпродукты, кровь, кости, кожа, шерсть, копыта и рога от убитого скота. Навоз, подстилочный материал, сено, солома, отруби, загрязненные выделениями больного скота, - источник ящурной инфекции. При несоблюдении правил са​нитарной и личной гигиены люди, ухаживающие за больными животными, могут перено​сить ящур на руках, одежде и обуви, а также на предметах ухода за скотом. Переносчиками инфекции могут быть и невосприимчивые к ящуру животные, например собаки, кошки, ло​шади, а иногда и куры, утки, гуси, воробьи и другие птицы (77, 78, 83).

Спектр патогенности в естественных условиях. К ВЯ восприимчивы КРС, свиньи, овцы, козы, верблюды, буйволы, яки, олени, косули, джейраны, сайгаки, туры, лоси, каба​ны, антилопы и другие парнокопытные В естественных условиях могут заражаться и бессимптомно переболевать собаки и кошки. Вирулентность полевых штаммов варьирует, одни из них чаще инфицируют свиней, чем рогатый скот другие – наоборот. Есть сведения, что ящуром болеют слоны, медведи и зебры. Человек поражается редко при употреблении не​обезвреженного молока от больных животных.

ДИАГНОСТИКА

Диагностика ящура основана на эпизоотологических данных, клинических признаках болезни, патологических изменениях и лабораторных исследованиях. Подозрение на ящур вызывает любое заболевание восприимчивых животных, характеризующееся появлением везикулярной сыпи в ротовой полости, на конечностях и вымени, повышенной саливацией, чмоканьем, затрудненным приемом и пережевыванием корма, а при осмотре ротовой полос​ти - обнаружением афт и эрозий. Кроме того, обращают внимание на продолжительную хромоту, афты на венчике и в области межкопытной щели, иногда спадение рогового баш​мака, афты на сосках и болезненность последних при доении и сосании с сильно выражен​ным защитным рефлексом.

Эпизоотологический диагноз - высокая контагиозность, избирательное поражение толь​ко парнокопытных. Методы лабораторной диагностики ящура варьируют в зависимости от того, необходимы ли раннее обнаружение и типовая (вариантная) идентификация вируса (ранняя диагностика) или обнаружение и идентификация специфических противоящурных AT у животных-реконвалесцентов (ретроспективная диагностика).

Выделение вируса. Эффективность выделения вируса из патологического материала повышается при использовании методов очистки и концентрирования вируссодержащих суспензий Благодаря удобству выполнения, экономичности, а главное, возможности быст​рого получения результатов, позволяющих одновременно определить типовую и вариантную принадлежность эпизоотического вируса, чаще всего применяют РСК или РДСК. Однако, когда доставленное количество вирусного материала недостаточно для исследования или РСК дает отрицательный результат или неспецифическую задержку гемолиза, то ставят биопробу на КРС (не менее 2 голов) в возрасте 18 мес, вводя 0,1 мл суспензии полученного материала в несколько точек слизистой оболочки языка и мякишей конечностей; общий объем испытуемого материала 2-3 мл. Появление афт на месте введения материала с после​дующим подтверждением в РСК свидетельствует о наличии ВЯ. Однако метод дорог и свя​зан с опасностью выноса вируса за пределы учреждения. Поэтому в диагностической прак​тике он применяется очень редко. Чаще для биопробы используют мышат-сосунков 4-6-дн возраста, морских свинок массой не менее 500 г и первичную культуру клеток почек телят, поросят, ягнят, щитовидной железы КРС и перевиваемые клетки - ВНК-21, IB-RS-2. Био​проба на мышах удобна и экономична. ИД5о испытуемого штамма на мышатах-сосунах и крупном рогатом скоте одинаковы. Мышата-сосуны более чувствительны к вирусу ящура, чем морские свинки. Однако необходимо иметь в виду, что оценка результатов титрования на мышатах-сосунках нередко затруднительна.

Морские свинки легко заражаются при интрадермальном введении вируссодержащего материала в плантарную поверхность задних лапок методом тунелирования в дозе 0,2-0,5 мл. Заражают не менее 5 голов. Первичные поражения обычно появляются через 2-5 дн. (по мере созревания). Вторичные поражения - везикулы в ротовой полости - обычно развивают​ся при заражении штаммами, адаптированными к морским свинкам.

Индикация и идентификация вируса

В качестве экспресс-метода в настоящее время широко применяется ПЦР. Это быстрый и чувствительный метод обнаружения ВЯ в тканях путем энзиматической амплификации РНК гена полимеразы (42, 64,79, 62).

РСК по 100%-ному гемолизу. Применяется для определения типов и подтипов (вариантов) ВЯ, вызвавших заболевание животных, а также для проверки производствен​ных штаммов ВЯ при изготовлении вакцин и лабораторных штаммов в научно-исследовательской работе (см."Методы лабораторной диагностики вирусных болезней жи​вотных" (М. Атропромиздат,1986 .250-258).

Антигенное родство (R) более 70% свидетельствует о том, что штаммы по антигенным свойствам идентичны друг другу и относятся к одному и тому же варианту, от 10 до 70% - к различным вариантам (подтипам) и менее 10%- к различным типам.

РСК по 50%-ному гемолизу. Успешно применяют в работе научно-исследовательских лабораторий и учреждений биологической промышленности. Разработан способ изучения иммунного статуса вакцинированных против ящура животных в РСК. Он позволяет спе​циалистам на уровне областных ветлабораторий проводить мониторинг за иммунным со​стоянием стад в простой и достоверной реакции (60).

РНГА. Это простой, ускоренный, чувствительный метод идентификации ВЯ. По чувст​вительности реакция превосходит общепринятый метод типирования ВЯ в РСК в 8-16 раз. Сущность ее заключается в том, что нагруженные AT эритроциты агглютинируются при контакте с ящурным АГ гомологичного типа.

Типирование ВЯ.

Определение типа ВЯ методом перекрестного иммунитета. Испытание перекрестно​го иммунитета на КРС с целью определения типовой принадлежности полевого штамма ВЯ проводится лишь в том случае, если по лабораторным тестам обнаруживается новый тип ВЯ, ранее не встречавшийся в стране Определение типа ВЯ методом перекрестного имму​нитета возможно и на морских свинках.

Штаммы считают идентичными, если вакцина предохраняет животных от развития генерализованного процесса при заражении используемыми штаммами. В случае иммунологического отличия штаммов вакцинированные животные, инфицированные гетерологичным штаммом, заболевают генерализованной формой ящура.

При определении в культуре леток типа ВЯ его относят к тому типу, сыворотка против которого предотвращает ЦПД. Разработан вариант универсальный эритроиммуноадсорбции (УЭИА), позволяющий определять АГ ВЯ в более высоких титрах, чем в РСК и РПГА.

ИФА. Высокоэффективен для выявления как 146S-, так и 12Б-компонентов ВЯ. Этот метод в 500 раз чувствительнее РСК при исследовании проб афтозного эпителия. Установ​лена высокая степень специфичности и чувствительности ELISA для идентификации и тапироврния ВЯ всех 7 серотипов в эпителиальных тканях. Установлена высокая чувстви​тельность сэндвич-варианта ИФА (на основе щелочной фосфатазы), который по эффектив​ности превосходит в 207-219 раз, а с хромогенными субстратами - в 4-64 раза (7).

ИФА может быть пригодной в системе лабораторной диагностики ящура при исследо​вании диагностических штаммов. Для выявления AT к ВЯ в ИФА можно использовать про​бы крови, высушенной на фильтровальной бумаге Первоначальный объем гепаринизированной крови равен 7,65 мкл. (25).

Серодиагностика и ретроспективная диагностика

Ретроспективная диагностика с целью определения типа и варианта ВЯ, вызвавшего в прошлом заболевание животных, основана на идентификации AT в РПСК, РДП и РРИД, НРИФ, реакции серозащиты на мышатах и РН в культуре клеток.

Для достоверного выявления AT и определения их типовой специфичности пробы сыво​ротки крови должны быть взяты не ранее 7 дн с момента появления у животных признаков везикулярного заболевания или проведения вакцинации. На исследование следует направлять 5-10 проб сыворотки от каждой возрастной группы На партию проб сыворотки, на правляемой для исследования, оформляют сопроводительный документ. 

Выявление, идентификация типовой специфичности и количественное определение AT ВЯ в РРИД, РПСК, РНСК и НИФ могут проводиться в условиях обычных ветеринарных диагностических лабораторий и не требует создания более строгого санитарного режима, поскольку проводятся с неинфекционньми материалами.

Для обнаружения ингибиторных (неполных) AT применяют РНСК (или РПСК). Эти АТ отличаются высокой авидностью. Они формируют комплекс АГ-АТ, не адсорбирующий комплемент. Связываясь с АГ быстрее полных AT, они блокируют его, но не связанный при этом комплемент в присутствии гемолитической сыворотки вызывает лизис эритроцитов. Ингибиторные AT обнаружены сейчас при многих инфекциях, в том числе при ящуре. Данная реакция применяется для определения типов ВЯ по сывороткам переболевших живот ных, а также для обнаружения постинфекционных и поствакцинальных AT.

Типирование ВЯ по сывороткам переболевших животных в РДП. В реакции используют АГ из очищенного и концентрированного лапинизированного ВЯ типов О, А, С и др., сыворотки от переболевших ящуром животных (не пригодны для исследования в РДГ сыворотки крови животных, дважды переболевших ВЯ различных типов), типоспецифические сыворотки, агаровая среда

Постановка реакции в центральные лунки 7-ми 6-угольных систем на агаровых пластинках помещают соответствующие АГ типов О, А, С и др. В периферические лунки помещают пробы испытуемых и контрольных сывороток. Затем пластинки выдерживают во влажной камере при 37°С. Реакцию учитывают через 16, 24, 48 и 72 ч после постановки. Положительная реакция характеризуется образованием одной или двух четких линий преципитации между лункой с АГ и сывороткой. ВЯ относят к тому типу, с АГ которого испытуемая сыворотка дает положительную реакцию В случае обнаружения в сыворотках преципитирующих AT к 2 и более типам вирус относят к тому типу, с АГ которого испытуемые сыворотки дают наибольший процент положительных реакций.

РИД. Сущность ее заключается в формировании зоны специфической преципитации вирусных антигенов антителами, включенными в состав агарового геля. Реакция является типоспецифичной, позволяет провести исследования по типированию и количественном; определению постинфекционных и поствакцинальных AT
Встречный ИЭФ. Может быть с успехом использован для серотипирования ВЯ Чувст​вительность его такая же, как и РДП, но учет результатов производится через 1,5 ч, тогда как реакция иммунодиффузии требует не менее 24 ч.

НИФ. При ящуре позволяет проводить дифференциацию AT переболевших животных от вакцинированных. В справочнике "Диагностика вирусных болезней животных", 1992 г. приводится подробная методика постановки данной реакции при ящуре. Выявление в НИФ специфического свечения свидетельствует о наличии в испытуемой сыворотке постинфекци​онных антител, т.е. о переболевании животного ящуром.

С помощью РНГА определяют напряженность поствакцинального иммунитета у КРС. Установлена корреляция результатов, полученных при РПГА и РН. С помощью монАТ в РН или ELISA определяют не нейтрализуемые варианты ВЯ. В зависимости от чувствительно​сти к монАТ все варианты ВЯ разделены на 3 группы Варианты 1-й группы имели мутации преимущественно в области 140-160 VP1, варианты 2-й и 3-й групп мутируют в области 204 VP1 и 70, 139, 195 VP3 соответственно. Определены две большие АГ зоны вируса: чувстви​тельная и нечувствительная к трипсину (VP1 140-160 и VP3 соответственно) (8,31).

Реакция серозащиты на мышатах-сосунах. Используется для определение типа ВЯ по сывороткам животных-реконвалесцентов Для постановки реакции используют эталонные (адаптированные к организму 4-7-дн мышат-сосунов) штаммы ВЯ различных типов. Штам​мы должны быть типоспецифическими и иметь титр на мышатах-сосунах не ниже 7 lg в 1 г.

ВЯ, вызвавший заболевание животных, относят к тому типу, при заражении которым привитые сывороткой мышата остались живы. Необходимым условием достоверной оценки реакции серозащиты является обязательная гибель контрольных мышат, которым введен вирус, в то время как контрольные мышата, которым вводили только испытуемую сыворот​ку, должны выжить.

РН в культуре клеток. Для постановки РН необходимо иметь 24 пробирки культур клеток Отсутствие ЦПД в пробирках, в которые внесена смесь вируса с сывороткой, при четко выраженном ЦПД в контрольных пробирках, указывает на наличие в исследуемой сыворотке AT против данного типа ВЯ. Специфичность ЦПД можно установить путем ис​следования в РСК культуральной жидкости, полученной из пробирок с выраженным ЦПД.

Дифференциальная диагностика. При дифференциальной диагностике ящура необхо​димо исключить ВС, ВЕС, ВЭС, катаральную лихорадку овец. Для дифференциальной ди​агностики в лабораториях используют диагностические наборы, выпускаемые биологиче​ской промышленностью, для ящура и ВБС.

Иногда в материале от людей, подозреваемых в заболевании ящуром, выделяли возбу​дителя энтеровирусной инфекции человека - вирус Коксаки серотипа В. Вирус вызывал ви​димое ЦПД в перевиваемых культурах клеток в течение 24 ч, имея икосаэдрическую форму, размером 20-30 нм и вызывал гибель мышат при интрацеребральном заражении (22).

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

Продолжительность иммунитета у животных, переболевших ящуром, составляет 8-12 мес, у свиней - 10-12, у овец - около 18 мес. Отдельные животные-реконвалесценты приоб​ретают некоторую устойчивость против гетерологических типов вируса. При ящуре возни​кает тканевый и гуморальный иммунитет. Местный иммунитет формируется раньше, чем гуморальный, но он короче. Поэтому при реинфекции через 4-7 мес. на месте введения виру​са образуются афты, но генерализации процесса не происходит. Установлено, что при ящуре комплекс защитных реакций организма начинает действовать с момента контакта возбуди​теля со слизистыми оболочками, обусловливая определенную закономерность в развитии специфического местного иммунитета. На белых мышах BALB/c и морских свинках, имму​низированных одинаковыми дозами антигена ВЯ нескольких штаммов типа SAT-1, проде​монстрирована связь показателей тестов бласттрансформации, ИФА и сероредукции, кото​рая определялась статистически значимыми коэффициентами корреляции. Эффективность первичной иммунной реакции организма на клеточном уровне может количественно детер​минировать развитие гуморального фактора иммунитета (14).

При парентеральной вакцинации КРС противоящурной вакциной уровень местного им​мунитета в большей степени, чем гуморального, зависит от концентрации иммунизирующе​го антигена вируса и количества адъюванта в прививной дозе. Ревакцинация животных да​же меньшим, чем прививаемая доза, объемом вакцины способствует усилению местного иммунитета, в то время как уровень ВНА остается неизменным. Это, видимо, указывает на относительную автономность местного иммунитета у КРС при профилактической вакцина​ции. К концу 1-й нед. вырабатываются ВНА, а спустя еще несколько дней - КСА и затем ПА ВНА сохраняются в течение нескольких месяцев, а КСА и ПА - 2-3 мес.

У животных-реконвалесцентов в отличие от привитых инактивированной вакциной от​сутствуют AT к вирусиндуцированной полимеразе.

Иммунитет обычно длится около года и даже дольше Он еще сохраняется после исчез​новения ВНА и зависит от свойств инфицирующего штамма вируса, а также от реактивно​сти животного и всегда направлен против гомологичного типа вируса.

Доказана возможность пассивной передачи поствакцинального клеточного иммунитета Показано участие цитотоксических лимфоцитов в ранние сроки формирования противоящурного иммунитета. Клеточный иммунитет связан с функционированием лимфоцитов, рецепторного аппарата и соединения их с антигеном. За клеточный иммунитет отвечают Т-клетки (50, 58, 73, 74).

В Российской Федерации и странах СНГ для специфической профилактики ящура при​меняют гидроокисьалюминиевую вакцину, которую готовят из инактивированного вируса, культивируемого в переживающей ткани слизистой оболочки языка не иммунного к ящуру КРС (метод Френкеля), а также из вируса, полученного в суспензионной культуре клеток ВНК-21/13. Вакцины содержат инактивированный формалином, вирус и сообщают иммуни​тет взрослым животным до 4 мес.

Вирус в производственных условиях концентрируют ультрафильтрацией, полиэтиленг-ликолем или полиэтиленоксидом, что дает возможность повысить концентрацию антигена в десятки и сотни раз (44).

Первая инактивированная вакцина была предложена Вальдманом и Кобе в 1938 г. В дальнейшем эта вакцина была модифицирована в различных вариантах (81). В настоящее время для крупного и мелкого рогатого скота, как правило, применяют сорбированные, а для свиней - эмульгированные вакцины Трехвалентная ГОА-формолвакцина из ВЯ типа А №550, О №1618 и С №564 авирулентна, безвредна, стерильна и отличается выраженной иммуногенной активностью (74, 75, 76).

Выраженный иммунитет у привитых животных наступает на 10-14-й день и достигает максимума через 3-4 нед. Иммунитет у взрослых животных длится 6-12 мес КРС обычно ревакцинируют 1 раз, свиней - 2 раза в год ВНА в сыворотке крови появляются уже к концу 1-й нед, достигают максимального титра в 3-5 нед, затем их концентрация постепенно сни​жается. При систематической иммунизации взрослых животных против ящура инактивированными моновакцинами у них поддерживается стабильный уровень AT не ниже 4,5 log; на протяжении 6 мес. В течение последующих 3 мес идет медленное снижение титров AT до 3,5-3,7 log; к концу 6-го мес, что может служить основанием для уточнения схемы вакцина​ции молодняка этого возраста (56).

Колостральный иммунитет хорошо выражен, однако телята, не получавшие молозиво, не имеют сывороточных AT, несмотря на то, что коровы были иммунизированы. После приема молозива титр AT в сыворотке телят больше, чем в сыворотке матерей. AT у телят сохраняются в течение 5 мес (39), хотя пассивная защита продолжается до 3-х мес. (16). Продолжительность колострального иммунитета также зависит от типа вируса. Материн​ские AT могут мешать образованию иммунитета у потомства. 

Механизм протективного иммунитета к ВЯ in vivo отличается от механизма нейтрали​зации вируса in vitro (38). Образование ВНА у животных-реконвалесцентов вызывают толь​ко полные вирионы, (1405-частицы), а не их компоненты. На этом основании об иммуногенности инактивированных вакцин можно судить по концентрации 140S антигена (32).

Для свиней применяют инактивированные вакцины. Естественный иммунодефицит у свиней удалось преодолеть благодаря применению масляных адъювантов. Напряженный и продолжительный иммунитет у свиней наступал после 2-кратной вакцинации. Свиней при​вивают начиная с 2-мес возраста и ревакцинируют спустя 4 мес. Колостральные AT подав​ляют вакцинальный иммунитет, особенно если поросят прививают в первые 30 дн. жизни. Вакцины с масляным адъювантом создавали и у телят более выраженный и продолжитель​ный иммунитет, чем ГОА-вакцина (46, 47, 47а). Оказалась возможной одновременная вак​цинация КРС против ящура и чумы. Если инактивированную поливалентную ГОА-вакцину против ящура и живую - против чумы вводить одновременно подкожно в область шеи с раз​ных сторон, то образуется такой же иммунитет, как и при раздельной вакцинации против каждого заболевания (36). Живые вакцины против ящура не разработаны. Многочисленные попытки в этой области не дали положительных результатов. Аттенуированные штаммы, как правило, оказывались или слабоиммуногенными или же реверсибельными.

Разработан метод оценки активности противоящурной вакцины по уровню ВНА. Уста​новлена зависимость от активности вакцины уровня ВНА которая выражена графически. На основании этой зависимости составлены вспомогательные таблицы, позволяющие по уста​новленному уровню ВНА определить иммуногенную активность вакцины (57,57а, 58).

Оценка поствакцинального иммунитета. Максимальные титры (в РН) поствакцинальных AT обычно отмечаются на 28-й день после вакцинации; их уровень не зависит от разведения вакцины (в диапазоне 1:1-1:16) и прямо коррелирует со специфическим протективным иммунитетом (35).

На модели морских свинок показано, что иммуногенность противоящурной вакцины может быть оценена в реакции сероредукции бляшек без контрольного заражения животных Эта оценка позволяет определить необходимую дозу испытуемой вакцины для обеспе​чения гарантированного иммунитета (3).

Показана коррелятивная связь между первичным иммунным ответом на клеточном уровне (тест бласттрансформации) и степенью развития гуморальной иммунной реакции (тесты иммуноферментной сероредукции) (13) Реакция гиперчувствительности замедленно​го типа позволяет изучить in vivo развитие противоящурного иммунитета в ранний период после вакцинации (68). Показано, что у взрослого КРС в зоне высокого радиоактивного за​ражения после иммунизации концентрированной противоящурной вакциной образуются специфические AT, однако иммунитет при этом менее напряженный и более короткий по сравнению с необлученными животными (4).

Ветеринарно –санитарная оценка. Туши и продукты убоя от больных и подозрительных по заболеванию выпускать в сыром виде запрещается. При наличие дегенеративных или других паталогических изменений в мускулатуре тушу с внутренними органами направляют на утилизацию. При отсутствии паталогиеских изменений  разрешается перерабатывать на  варёные, варёно –копчёные колбасы , консервы или проварку.
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Семейство: Herpesviridae

Таксономическая структура семейства:

Семейство: Herpesviridae
Подсемейство:
Alphaherpesvirinae


Род:
Simplexvirus, Varicellovirus
Подсемейство:
Betaherpesvirinae


Род:
Cytomegalovirus, Muromegalovirus, Roseolovirus

Подсемейство:
Gammaherpesvirus



Род:
Lymphocryptovirus, Rhadinovirus

Морфология:

Вирион квазисферический, оболочечный, с поверхностными выступами. Между капсидом и оболочкой находится вирусный тегумент. Капсид имеет размер 100-110 нм в диаметре, икосаэдр, 162 капсомера, из которых 150– гексамеры, а 12– пентамеры. Вирусная ДНК локализована в центре. d 102-200 нм , плав. пл в CsCl 1,20-1,29 г/см3,

Геном:

ДНК двуспиральная, линейная. Размер 124-235 kbp. G+C 32-75%.

Биологические особенности.

Наблюдается хозяинная специфичность. Но может быть и межвидовая передача. Распространение вирусов связано с распространением хозяев.

Герпесвирусы вызывают, как правило, латентную инфекцию.

Тропизм вирусов зависит от их ворот проникновения (слизистые рта, генитальных органов HHV-1, HHV-2, глотка HHV-4). Затем вирус распространяется системно или невральным путем.

Подсемейство: Alphaherpesvirinae

Наблюдается различный спектр хозяев. Относительно быстрый цикл репродукции, быстро распространяется в культуре с деструкцией клеток. Латентно сохраняется в чувствительных ганглиях. Названия вирусов соответствуют хронологии их выделения.

Род: Simplex-

Типовой вид: герпесвирус человека 1.

Виды: герпесвирус человека 1 (вирус простого герпеса человека 1), герпесвирус человека 2 (вирус простого герпеса человека 2),герпесвирус В, герпесвирус КРС 2.

Род: Varicello-

Типовой вид: герпесвирус человека 3.

Виды: герпесвирус человека 3 (varicella-zoster virus 1 (вирус ветряной оспы)).

Предполагаемые виды (4): вирус псевдобешенства (б. Ауески),герпесвирус КРС 1 (вирус ИРТ КРС), герпесвирус лошадей 1 (герпесвирус аборта лошадей), герпесвирус лошадей 4 (вирус ринопневмонии лошадей).

Неклассифицированные вирусы подсемейства (19):


anatid herpes virus (вирус чумы уток) , gallid herpesvirus 1 (вирус ИЛТ) и др.

Подсемейство: Betaherpesvirinae

Хозяинная специфичность. Длительный цикл репродукции, низкая скорость инфицирования соседних клеток в культуре. Пораженные клетки увеличиваются (цитомегалия). Вирусы могут поддерживаться в латентной форме в лимфоретикулярных клетках и, возможно, в секреторных железах, почках и др. тканях.

Род: Cytomegalo-

Типовой вид: герпесвирус человека 5.

Род включает только 1 вирус, отличающийся от других структурой генома.

Вид: герпесвирус человека 5 (цитомегаловирус человека).

Род: Muromegalo-

Типовой вид: цитомегаловирус мышей 1.

Род включает только 1 вирус, отличающийся от других структурой генома.

Вид: цитомегаловирус мышей 1 (герпесвирус мышей).

Род: Roseolo-

Типовой вид: герпесвирус человека 6.

Род включает только 1 вирус, отличающийся от других структурой генома. Выделен из лимфоцитов.

Вид: герпесвирус человека 6.

Неклассифицированные вирусы подсемейства (17)

Подсемейство: Gammaherpesvirus

Все члены репродуцируются in vitro в лимфобластоидных клетках, некоторые вызывают литическую инфекцию эпителиоидных и фибробластных клеток. Вирусы этой группы склонны к специфичности относительно Т– или В-лимфоцитов, но могут быть и исключения. Инфекция лимфоцитов часто сопровождается отсутствием инфекционного потомства. Латентный вирус часто обнаруживается в лимфоидной ткани.

Род: Lymphocrypto-

Типовой вид: герпесвирус человека 4.

Вирусы имеют отличающуюся структуру генома и продуцируют латентную инфекцию в В-лимфоцитах.

Виды (7): герпесвирус человека 4 (вирус Эпштейна-Барра) и др.

Род: Rhadino-

Типовой вид: ateline herpesvirus 2.

Вид: ateline herpesvirus 2 (herpes ateles 2).

Неклассифицированные виды подсемейства (10):

alcelaphine herpesvirus 1 (вирус ЗКГ Европейского КРС)

ovine herpesvirus 2 (ЗКГ КРС, ассоциированная с овцами) и др.

Неклассифицированные вирусы семейства (49)

gallid herpesvirus 2 (герпесвирус 1 болезни Марека), gallid herpesvirus 3 (герпесвирус 2 болезни Марека), ovine herpesvirus 1 (герпесвирус, ассоциированный с аденоматозом легких овец) и др.

                                                   БОЛЕЗНЬ АУЕСКИ

                Pseudorabies, Aujeszky's Disease (англ.), Aujeskysche Krankheit, 

                 Morbus Aujeszkyi, Herpesvirus-suis-Infektion, 

                Pseudowut, Infektiose Bulbarparalyse (нем.), Pseudorage (франц.)

Болезнь Ауески (БА), - псевдобешенство, инфекционный бульбарный паралич, зудящая чума, бешеная чесотка) - остро протекающая болезнь сельскохозяйственных животных всех видов, пушных зверей и грызунов Характеризуется признаками поражения головного и спинного мозга, сильным зудом и расчесами (у всех животных, кроме свиней).

Информация об истории БА обобщена в обзорах (31,107). БА впервые описана в США в 1813 г среди телят, страдающих экстремальным зудом и в итоге погибших, соответственнo заболевание было названо "Maditch " - бешеная чесотка. Термин "псевдобешенство" был впервые использован в 1849 г в Швейцарии, так как клинические признаки у телят были подобны таковым при бешенстве.

В 1902 г А. Ауески установил этиологический агент как небактериальный и в последст​вии Шмайдхоффер подтвердил экспериментальной фильтрацией, что агент был вирусом. В 1934 г Sabin и Wright идентифицировали его как герпесвирус, который был иммунологически связан с ВГП и герпесом В (69b). Болезнь встречается во всех европейских странах, Южной и Северной Америке, Африке и Азии в виде энзоотий и наносит большой экономи​ческий ущерб. Несмотря на единую этиологию, патогенез болезни и ее клиническое прояв​ление зависят от вида, возраста и способа заражения. Наиболее высокий экономический ущерб болезнь, наряду со свиноводством, приносит пушному звероводству. У пушных зве​рей БА - острая кормовая инфекция. Основным источником ее являются боенские отходы и субпродукты, полученные от больных свиней или животных-вирусоносителей (4)

Клинические признаки. Инкубационный период от 1,5 сут до 15-20 дн. и зависит от метода заражения, вирулентности вируса и устойчивости животного.

У свиней БА протекает без признаков зуда. Особенно тяжело болеют поросята-сосуны и отъемыши. У поросят, зараженных внутриутробно или в первые 10 дн. после рождения, бо​лезнь носит септический характер, такие поросята нежизнеспособны, не могут сосать, по​стоянно лежат, у них наблюдаются спазмы глотки, икота, слюнотечение. Через 4-12 ч, а иногда через сутки после появления признаков болезни такие поросята обычно погибают. У новорожденных поросят бывает и аполексическая форма болезни: внешне здоровый поро​сенок падает и в припадке судорог погибает. У поросят от 10 дн до 3-х мес. первые признаки болезни - лихорадка (до 40-42° С), угнетение, слизистое истечение из носа. Затем появляют​ся признаки поражения ЦНС беспокойство, манежные движения. Больные поросята стремятся вперед, натыкаются на препятствия, упираются головой в стену или кормушку. По​являются судороги шейных и жевательных мышц, мышц позвоночника - прогибается спина. Нередко возникают припадки судорог. Поросенок падает и, лежа на боку, судорожно двига​ет конечностями; голова запрокинута, саливация усилена. У некоторых более выражено уг​нетение. Далее развиваются параличи глотки, гортани, конечностей. Наступает афония, из ротовой полости течет пенистая слюна, появляется одышка - следствие отека легких. Бо​лезнь длится от нескольких часов до 3-х сут. Погибают 70-100% заболевших.

Болезнь у свиноматок и подсвинков старше 5-мес возраста проявляется в форме добро​качественного гриппоподобного синдрома, сопровождающегося обильным слюнотечением. Иногда выделяют вирус от свиней, страдающих различными формами пневмонии (кашель, признаки ринита и конъюнктивита) Через 3-4 дн. животные выздоравливают. Признаки по​ражения ЦНС проявляются редко. Супоросные матки могут абортировать (61). В Китае опи​саны поражения плаценты у супоросных свиней, естественно зараженных вирусом БА (89, 90, 91). В природе циркулируют слабовирулентные штаммы, обладающие относительно низким нейротропизмом. В таких случаях свиньи могут быть вирусоносителями до 12 мес. и более. Острое течение БА проявляется лишь в случае циркуляции возбудителя на поросятах до 5 мес и особенно новорожденных от интактных свиноматок. ВБА патогенен для плодов в период иммунологической ареактивности, и в период иммунокомпетентности (21 а).

У крупного рогатого скота повышается температура тела до 41,9°С, прекращается жвачка, появляется сильный зуд в области ноздрей, губ, щек или глаз, реже - в других уча​стках тела. Животные вялые, отказываются от корма, беспокоятся, непрерывно лижут зудя​щие места, трутся об окружающие предметы, а если это не удается, грызут кожу. Возбуж​дение нарастает, глаза выражают испуг, животное мычит, стонет, рвется с привязи, но аг​рессивности не проявляет, пульс и дыхание учащены. Иногда больные животные падают на землю. Расчесанные до крови зудящие места отекают. Нередко наблюдаются судорожные сокращения жевательных и шейных мышц Частые позывы к мочеиспусканию, сильное слюнотечение, потливость, нервная дрожь. Через 1-2 сут. с момента появления первых при​знаков болезни наступает смерть Случаи выздоровления исключительно редки. Иногда зуда и расчесов не бывает, в таких случаях наблюдаются усиленное отделение пота, слюны, ато​ния рубца, жажда. Приступы беспокойства чередуются с периодами оцепенения, сонливо​сти. Описывается болезнь среди КРС, находящегося в прямом контакте со свиньями, проте​кающая остро и характеризующаяся тимпанией. Смерть обычно наступает при явлении на​растающей слабости.

У овец и коз БА проявляется такими же клиническими признаками, что и у КРС, однако возбуждение бывает редко Тяжело болеют и часто погибают в 1-е сут ягнята (24, 25 ).

У плотоядных животных (пушные звери, кошки, собаки) наблюдается отказ от кор​ма, они становятся пугливыми, беспокойными. Характерный признак - сильный зуд. Он от​мечается у большинства больных собак, у кошек зуд бывает реже. У больных собак и кошек иногда появляется возбуждение, напоминающее бешенство: животные грызут палки и раз​личные предметы, нападают на других животных, но агрессивности к людям не проявляют. Вскоре парализуется глотка, в связи с чем повышается саливация. Животные обычно погибают в течение первых 2-3-х сут (24, 25) Патогенез болезни у плотоядных, проявляется локализацией и распространением вируса невральным путем по аналогии с бе​шенством; животные не выделяют вирус во внешнюю среду, не являются источником ин​фекции и служат его экологическим тупиком.

У лошадей болезнь может протекать доброкачественно. У больных незначительно по​вышается температура тела, снижается аппетит и отмечается некоторое угнетение. Через 2-4 дня эти признаки исчезают (24,25).

Разнообразие клинического проявления БА объясняется видовой и возрастной чувстви​тельностью, уровнем иммунореактивности животных, а также пантропностью возбудителя, его способностью поражать клетки иммунной системы, вызывать в организме состояние иммунодефицита (12).

Патологоанатомические изменения. При внешнем осмотре трупов крупного и мелко​го рогатого скота, пушных зверей, собак и кошек обращают на себя внимание расчесы и ра​ны кожи в области морды, головы или других частей тела. Шерсть на этих участках отсут​ствует, кожа покрасневшая, покрыта трещинами, ссадинами, разорвана. Подкожная клет​чатка отечна, красного или темно-красного цвета. Слизистая оболочка носовой полости, гортани, глотки застойно гиперемирована. В бронхах пенистая, красного цвета жидкость Легкие темно-вишневого цвета, тестоватые, с поверхности разреза стекает пенистая красно​ватая жидкость. Иногда обнаруживают очаговое или разлитое воспаление. Слизистая ЖКТ покрасневшая, набухшая, по складкам покрыта кровоизлияниями и дифтерическими плен​ками Под серозными покровами паренхиматозных органов видны мелкие точечные крово​излияния. Кровеносные сосуды мозга и его оболочек расширены, полнокровны, мозговое вещество отечно. В мозговых желудочках находят большое количество красноватой жидко​сти (53,73).

У свиней, поросят-отъемышей и сосунов расчесы и другие повреждения кожи, как пра​вило, отсутствуют В миндалинах, на слизистой оболочке надгортанника, глотки часто обнаруживают крупозные дифтерические пленки, некротические фокусы, язвы и эрозии Резко выражен отек легких. Слизистая ЖКТ диффузно воспалена, отечна, с кровоизлияниями и докрыта дифтерическими пленками. Брыжеечные лимфоузлы увеличены, отечны. У поросят-отъемышей и сосунов в печени, селезенке, почках обнаруживают множественные мел​кие некротические очажки. Головной мозг и его оболочки застойно гиперемированы, отеч​ны, иногда покрыты кровоизлияниями В мозговых желудочках содержится большое коли​чество желтоватой жидкости (2). У молодых поросят встречается некротический энтерит. Основные видимые изменения обнаруживаются в грудной полости. Сердечная мышца дряб​лая, с сильными дистрофическими изменениями под эпи-, эндокардом и в миокарде. Легкие застойно гиперемированы и отечны с обильным выделением транссудата. В печени крово​излияния, лимфоузлы грудной и брюшной полостей вишневого цвета, сочные на разрезе. Сосуды головного мозга кровенаполнены (11).

Гистологические изменения. При гистологическом исследовании в миндалинах, глот​ке, печени, селезенке обнаруживают очаговый некроз клеток с выраженным кариорексисом, при этом реакция со стороны окружающей ткани отсутствует (90, 91). В легких альвеолы расширены, просветы их заполнены серозной, иногда с примесью фибрина, лейкоцитов и  эритроцитов и десквамированного эпителия жидкостью. В головном и спинном мозге раз​вивается картина негнойного менингоэнцефалита. 

Патогенез. При попадании на слизистую глотки, гортани, трахеи, легких или через по​врежденную кожу вирус проникает в периферическую нервную систему и достигает голов​ного мозга, легких, где размножается. Через 24 ч после заражения вирус обнаруживается в легких; здесь он поражает клетки эпителия, фибробласты, лимфоциты, макрофаги. Позднее в ядрах и цитоплазме этих клеток выявляют капсиды вируса, а в межклеточном пространстве - вирусные частицы. Через 48 ч вирус находят в головном, а затем в спинном мозге, селезенке, печени, в лимфоузлах, мышцах и коже. Во вторичной фазе болезни вирус pacпространяется лейкоцитами через кровеносную и лимфатическую системы по всему организму. Генерализация длится примерно 7 дн. У некоторых свиноматок ВБА по кровяному руслу проникает в матку и плод. Проявление БА у свиней сильно различается в зависимости от возраста и вирулентности вируса. В течение последних 30 лет в Европе отмечают выражен​ный пневмотропизм болезни (20, 21, 22)

Вирусемия способствует развитию лихорадки сосудистых нарушений. У больных жи​вотных в месте внедрения вируса нарушается содержание ацетилхолина, гистамина и дру​гих веществ, что способствует развитию зуда, расчесов и различных повреждений кожи. В ЦНС и внутренних органах вирус вызывает тяжелые патологические изменения, приводя​щие к гибели животного (43, 45). 

ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Морфология и химический состав. Впервые установил и описал болезнь в Европе венгерский ученый А Ауески в 1902 г. Вирионы содержат 2-спиральную линейную ДНК. ВБА состоит из одетого нуклеокапсида, который окружает линейный геном из ДНК . Размер вириона 150-180 нм в диаметре, нуклеокапсида 105-110 нм. Нуклеокапсид состоит по крайней мере из 8 белков от 22,5 до 142 кД. Белки с мол.м. 142, 34 и 32 кД являются преобладающими (103а). Вирусная оболочка имеет из 9 структурных белков с мол.м. от 50 до 130 кД (54, 107). Восемь из них имеют сахар, прикрепленный к ним, и относятся к гликопротеинам. 

Устойчивость. Вирус чувствителен к эфиру, хлороформу, быстро инактивируется жел​чью, устойчив к широким колебаниям рН (5-9), 1-2%-ный раствор формальдегида инактивирует вирус в течение 15-20 мин. Он устойчив к прогреванию, сохраняет активность при 60°С 40-50 мин, инактивируется через 3 мин при 80°С. Однако замораживание при -20°С способствует его инактивации. Прямые солнечные лучи обезвреживают его в течение 6 ч, рассеянные солнечные лучи - за 12-48 ч, ультрафиолетовые - за 1 мин. Холод консервирует вирус, при 1-4°С он активен от 130 дн до 4 лет. В 40%-ном растворе глицерина и глицерин-фосфатном буфере с нейтральным рН сохраняется в течение 2-3 лет, в насыщенном раство​ре NaCI - не менее 3 мес. В тканях высохших трупов грызунов вирус сохраняется до 6 мес., в гниющих трупах - до 1 мес. В моче летом вирус сохраняет активность 3 нед. и 8-15 нед в зимнее время, в навозной жиже - летом в течение 1 мес,. зимой - около 3 мес. При биотер​мическом обеззараживании навоза инактивируется в течение 8-15 дн. Горячий 3%-ный рас​твор NaOH, 20%-ная взвесь свежегашеной извести, 1%-ный раствор формальдегида убива​ют вирус за 5-20 мин, однако растворы креолина и карболовой кислоты слабоэффективны..

Антигенная структура. В оболочке ВБА различают 3 основных гликопротеина Д1, Д2, ДЗ, кодируемых U-сегментом вирусного генома. При инъекции свиньям AT формиру​ются ко всем гликопротеинам. Гликопротеин Д1 состоит из 2 субъединиц с мол. м. около 80 кД - концевой фрагмент Д1 содержит высокоантигенный домен, способный вызывать обра​зование ВНА и защитный эффект Гликопротеины Д2 и ДЗ имеют соответственно мол м 110 и 60 кД (22). Эпитопное картирование вирусных АГ и изучение роли отдельных эпитопов в индукции иммунного ответа имеет важное значение при разработке маркированной вакцины и дискриминирующей диагностической тест-системы. Гликопротеин gI ВБА слу​жит маркерным белком в вакцинах и соответствующих тест-системах. 

АГ активность. Вирус продуцирует образование ВНА, КСА и ПА, которые можно обнаружить с помощью РН, РСК и РДП. Специфические КСА появляются в сыворотке кров через 3 дн. после заражения, и титр их не снижается в течение 30-40 да. ВНА появляются в 5-7 дн, достигают максимума через 3-4 нед и титр их сохраняется от 1 г. до 1,5 лет.  Вирусные гликопротеины Д1, ДЗ и gp50 индуцируют развитие ВН активности сывороточных AT. Вакцинированные свиньи и животные-рековалесценты, с титром ВНА 1-801 выше, противостоят экспериментальному заражению. Динамика AT в период с 5-го по 21 день после заражения 6-нед поросят характеризовалась следующими показателями. На 5-7-е сут после заражения появлялись преимущественно AT класса М, которые обнаруживали только в РНГА. ВНА начинали появляться только с 12-го дня. Таким образом, РНГА -более чувствительный метод диагностики инфекции, особенно на ранних сроках при наличии AT класса М (56). ТК вируса и его гликопротеины важны для персистенции вируса в макрофагах и клетках нервной системы.

АГ вариабельность и родство. АГ вариантов у ВБА не установлено. Методом перекре​стной ИФ установлено АГ родство ВБА и простого герпеса. Предложен метод дифференциации разных штаммов ВБА, основанный на разделении рестриктазных фрагментов ДНК. Полученные фрагменты разделяют электрофорезом. Данный метод позволяет достаточно четко идентифицировать штаммы ВБА по подвижности полученных фрагментов (47, 62, 95). 

Локализация и выделение вируса. Вирус пантропен и может быть обнаружен у есте​ственно восприимчивых животных в верхних дыхательных путях, легких и через 48 ч в го​ловном мозге, селезенке, печени, почках, слюнных железах, миндалинах, коже, лимфоуз​лах. У свиней его можно обнаружить на 1-6-й день болезни в носовой слизи. На 8-й день вирус исчезает из ЦНС, в это время в крови появляются ВНА. Первично вирус попадает в носоглотку, откуда его можно выделять в течение 2-х нед, а затем распространяется прямым нейролимфогенным путем по обонятельному, тройничному и языкоглоточному нервам, дос​тигая ЦНС. При проникновении через кожу вирус быстро размножается в месте внедрения в жировой, соединительной, мышечной тканях и затем лимфогенным и гематогенньм путями распространяется по всему организму, обнаруживаясь во всех внутренних органах. Из орга​низма вирус экскретируется с носовыми истечениями и слюной, но может присутствовать и в эякуляте. В крови его обычно можно обнаружить лишь в начале болезни, вирусемия кратковременна. В миндалинах естественно переболевших и экспериментально зараженных подсвинков вирус находится 120 дн, выделение его продолжается не менее 60 дн (до 18 мес)после инфицирования (24, 25). Вакцинация не прекращает репродукцию вирулентного вируса, который обнаружен в миндалинах всех животных, убитых на 3-б-й день, и в мозге большинства свиней. При подкожной вакцинации свиней шт. БУК он регулярно в течение 2-8 дн. выявляется в подкожной клетчатке на месте введения, в региональных лимфоузлах и в 18% случаев в ЦНС.

Кроме указанных органов его часто обнаруживают в надпочечниках. Доказана возмож​ность проникновения в плоды вирулентного и вакцинного штаммов вируса через плаценту. У павших поросят наивысшая концентрация вируса обнаружена в миндалинах, лимфоузлах области головы и легких. Описано невральное распространение вируса у телят, после смер​ти которых его обнаруживали в ЦНС. У кроликов и свиней он распространяется по крове​носным сосудам (24, 25). Инфицированные свиньи выделяют ВБА на 24 ч раньше проявле​ния клинических признаков. Свиньи с титром ВНА 3,0-4,5 log;, вакцинированные интраназально, также выделяют во внешнюю среду возбудитель, но в значительно меньших количе​ствах. От инфицированных свиней с титром поствакцинальных ВНА 6,8-8,5 log2ВБА выде​лить не удалось (16, 18). Вирус выделялся от клинически больных или инаппарантно боль​ных в период 2-5 дн. после инкубационного периода ВБА может выделяться из носового экссудата в титрах 107-108 ТЦД5о в течение 1-2 нед. и в меньшем количестве из глоточных соскобов, вагинального секрета, препуция, молока и, иногда, мочи (68, 69,107,108).

Персистенция вируса. Доказана реактивация in vivo и in vitro латентного вируса у по​росят от вакцинированных свиноматок. В первичной культуре клеток почки свиньи, зара​женной шт БУК и АБ, удавалось получить латентную инфекцию, шт. АБ персистировал в инфицированной культуре клеток в течение 193 дн. Переболевшие бессимптомно серые  крысы и мыши остаются вирусоносителями 130-140 дн. Длительность вирусоносительства у  свиней колеблется в зависимости от возраста переболевших животных, у свиноматок и хряков - свыше 180 дн, у подсвинков моложе 6 мес - более 130 дн, и даже считают, что у вы​здоровевших свиней БА переходит в латентную форму, при которой вирус может пожиз​ненно персистировать в ЦНС, миндалинах и лимфоузлах, и животные также могут быть ис​точником инфекции. Поэтому трудности искоренения болезни связаны с тем, что выздоро​вевшие животные остаются носителями вируса и могут его выделять после стрессовых воз​действий. Поскольку вирусоносительство при БА широко распространено, то для исключе​ния его необходимо обязательно исследовать сыворотки крови в РН от всех вновь посту​пающих в хозяйство животных (21,25).

Экспериментальная инфекция. При интраназальном заражении гибель молодых супоросных свиноматок составляет около 40% . Кроме свиней, кроликов, норок, кошек болезнь можно легко воспроизвести на крысах при заражении их подкожно или интраназально. Лабораторные крысы более чувствительны, чем дикие. Заболевшие животные погибают, у крыс-реконвалесцентов AT не обнаруживают. Здоровые крысы, находившиеся в одни клетке с больными крысами или свиньями, как правило, не заболевают, и AT у них нет. Это наблюдение дало основание отрицать возможную роль крыс в переносе и резервации инфекции. Мыши в 1 мес. возрасте чувствительны к ВБА при внутримозговом и подкожном заражениях. Кортизон повышает их чувствительность. Цыплята 1 сут возраста восприимчивы к вирусу при различных способах заражения. Однако с возрастом смертность зараженных снижается. У больных кроликов с яркой клинической картиной расчесов через 41-75 после заражения установлено размножение вируса в ядрах ганглиозных, оболочечных, реже шванновских и эндотелиальных клеток капилляров (24).

Заражение всех чувствительных животных смертельно, хотя имеется одно сообщение, которое подтверждает выздоровление зараженной коровы. Некоторые дикие животные также чувствительны к ВБА со смертельным исходом - это опоссумы, еноты, крысы, мыши; практически все животные, окружающие свиноферму. Из приматов чувствительны обезьяны - резусы и мармозетки, устойчивы шимпанзе и Вагbагу. Сообщения о заражении людей ограничены и недостаточно документированы - не основывались на выделении вируса. В 1987 г. сообщалось о трех больных в Дании и Франции, у которых развивалась низкого уровня сероконверсия к ВБА после заболевания, которое возможно было передано от кошек. Возможно, что в данном случае имела место перекрестная реакция с AT, индуцированными другими герпесвирусами (69а).

Заражение вирулентным ВБА вакцинированных серонегативных свиноматок приводит к снижению их репродуктивности, трансплацентарной передаче вируса плодам и персистенции вируса у полученных от них поросят (22).

Культивирование. ВБА пассируется на кроликах, белых мышах (предварительно обра​ботанных гидрокортизоном), в первичных культурах клеток КЭ, почек КРС, обезьян, ягнят, свиней, перевиваемых клетках , вызывая образование некротических фокусов - бляшек, число которых пропорционально титру вируса (6а). Клетки КЭМ-Ла неодинаково чувстви​тельны к различным шт. ВБА, а фибробласты КЭ более чуствительны, чем первичная культypa клеток мышиного эмбриона. В культуре ФКЭ вирус образует бляшки с агаровым покрытием через 48 ч. после заражения. Помимо культур клеток, вирус удается культивировать в КЭ при инокуляции на ХАО после некоторого периода адаптации альтернативными пас​сажами. На ХАО наблюдаются специфические фокусы поражения и генерализованная ин​фекция Эмбрионы гибнут через 24-96 ч (в зависимости от степени адаптации).

ГА свойства. Показано, что гемагглютинин ВБА легко сорбируется на мышиных эрит​роцитах при температуре 4, 22 и 37°С. Но не сорбируется на эритроцитах КРС. При этом связавшийся с эритроцитами ГА не элюируется с них в присутствии нейраминидазы. Спе​цифичные для ГА рецепторы мышиных эритроцитов инактивируются трипсином, α-амилазой, пепсином, КIO4>4 и ЭДТА, но не папаином, β-глюкозидазой, фосфолипазой С, нейраминидазой, этиловым эфиром, хлороформом и др., что указывает на гликопротеидную природу активного компонента ГА.. ГА стабилен при 37°С, разрушается при 60°С. При зо​нальном центрифугировании вирусных препаратов в градиенте плотности сахарозы пик ГА активности совпадает с пиком инфекционности (67). 

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источник и пути передачи инфекции. Источник инфекции - больные животные. Для БА характерна и горизонтальная передача инфекции от бессимптомного носителя к здоровому животному. Взрослые свиньи, переболевшие легко, являются опасными носителями вируса не только для свиней, но и для животных других видов Вирусный геном персистирует в латентном состоянии пожизненно и может реактивироваться при стрессах с последующей экскрецией вируса. В США (штат Северная Каролина) из миндалин, носового секрета и слюны выделены изоляты ВБА от серопозитивных свиноматок, вакцинированных живыми или инактивированными вакцинами. Изоляты принадлежали к 4-м субтипам, что указывай на множественность типов вируса. Авторы пришли к выводу о том, что вакцинация не предотвращает инфекции и установление латентного состояния (41).

В естественных условиях заражение животных происходит респираторным путем, а также через корм, воду, загрязненные выделениями больных животных или вирусоносителей. Распространение ВБА в стаде может происходить прямым путем при контакте нос-в-​нос, в процессе осеменения через инфицированные вагинальную слизь или сперму или при трансплацентарной передаче. Более общим путем передачи возбудителя является вдыхание аэрозольного ВБА или выпойка воды, содержащей ВБА. Инфицирующий уровень его может сохраняться до 7 ч в воздухе с влажностью 55% и выше (104). Инфекционность ВБА также сохраняется в необработанной хлорированием воде и закрытых водных лагунах в период до 7 ч и до 2-х дн соответственно (33). Инвентарь, контаминированый ВБА, является потенци​альным источником ВБА для орального заражения чувствительных свиней, однако в усло​виях ферм пути распространения вируса обычно трудно проследить ВБА обычно имеет низкую выживаемость в окружающей среде. Опасны необезвреженные боенские отходы.

Из организма вирус выделяется с секретами носовой и ротовой полостей, у подсосных маток - с молоком. В таких случаях поросята-сосуны заражаются через инфицированное молоко. Возможно внутриутробное заражение плода. При прямом контакте больного со здоровым животным может произойти заражение через поврежденную кожу, слизистые оболочки носовой полости, глаз, половых органов. Факторами распространения возбудителя могут быть инфицированные корма, подстилка, помещения, территория лагерей, трупы, в особенности грызунов. Мыши и крысы также играют определенную роль в заносе и распро​странении инфекции, являясь одним из резервуаров вируса в природе. Возможна передача инфекции по воздуху на большие расстояния (38). Так, описана вспышка БА в Южной Да​нии зимой 1990-1991 гг. Заболевание распространялось в направлении ветра. Авторы счи​тают, что БА распространяется воздушным путем, а не является результатом реактивации вируса у латентно инфицированных свиней (88). Основной источник заноса инфекции в хо​зяйство - свиньи-вирусоносители из неблагополучных хозяйств КРС, овцы, козы заражают​ся при контакте с больными свиньями Инфицированные свиньи выделяют ВБА на 24 ч раньше проявления клинических признаков болезни .

Вирус стабилен при рН 6-8 при низкой неизменяющейся температуре. Он инактивируется через 1-7 дн. при рН 4-3 или 9-7, при температуре между 37 и 4°С (42а). Инактивация его почти мгновенна при высушивании вируса под прямыми солнечными лучами. В таблице XVI.1 представлено время, необходимое, чтобы инактивировать ВБА при 25°С, если вирус суспендировали в свиной слюне, носовых смывах или глюкозо-солевом растворе и наноси​ли на инвентарь (33).

Собаки, кошки, еноты, кроты, мыши чувствительны и могут играть роль в распростра​нении БА в стадах. Заражение у этих животных происходит при прямом или непрямом кон​такте с зараженными свиньями. Заболевание обычно скоротечно - гибель большинства за​раженных животных наступает на 2-3-й дн. болезни. Клинические признаки появляются че​рез 2-3 дн. после заражения. Передача животными этими видов ВБА свиньям обычно огра​ничено единичной фермой.

Нет достоверных данных, подтверждающих, что птицы играют роль в эпизоотологии. Некоторые виды птиц заражаются ВБА парентерально                      

Таблица .               Сохранение ВБА на контаминированных материалах

	Инсоляция при 25°С
	Срок сохранения инфек-цион​ности вируса (дни) 
	Инсоляция при 25°С
	Срок сохранения инфекцион-ности вируса (дни) 

	
	В р-ре Глюкозы
	В слюне
	В нос смывах
	
	В р-ре Глюкозы
	В слюне
	В нос смывах

	Контроль
	58
	4
	2
	Сталь
	18
	4
	2

	Бетон
	<1
	4
	<1
	Пластик
	8
	3
	3

	Резина
	7
	2
	2
	Ткань
	<1
	<1
	<1

	Глин. почва
	4
	7
	2
	Зел. трава
	<1
	2
	<1

	Ракушечник
	36
	4
	2
	Комбикорм
	3
	3
	3

	М/кост. мука
	5
	2
	2
	Люцерна
	<1
	<1
	<1

	Солома (подстилка)
	3
	4
	4
	Опилки

(подстилка)
	<1
	2
	<1

	Кал свиней
	2
	2
	2
	Скелетные мышцы св. при 4°С
	19
	НД
	НД


Попытки заражения оральным путем оказались безуспешными. Было подтверждено, что птицы могут транспортировать вирус на перьях или с кормом, однако ВБА быстро теряет свою инфекционность при внесе​нии его на корм для птиц (103). Роль насекомых в передаче ВБА не определена. Домашние мухи, получавшие ВБА с сахарным раствором в течение 5 дней, не обнаруживали заражен​ности. Однако "период полужизни" вируса в кишечнике варьирует от 13 ч при 10°С до 3 ч при 30°С. Попытки экспериментальной передачи ВБА мухами через роговую оболочку гла​за, слизистые оболочки, или поврежденную кожу чувствительных свиней дали различные результаты (113). Очевидно, что распространение ВБА по воздуху составляет более 2 км Наибольшее количество вируса у зараженных норок накапливается в печени, почках, лим​фоузлах и головном мозге (lg ТЦД50 2,2, 1,83, 1,8, 1,9 соответственно) Для диагностики целесообразно отбирать головной мозг, печень и лимфоузлы грудной полости (4,8а)

Спектр патогенности в естественных условиях. Он широкий: восприимчивы все сельскохозяйственные животные, пушные звери, дикие плотоядные и грызуны. Рогатый скот н пушные звери болеют реже, чем свиньи, собаки, кошки, лошади - еще реже. Из млекопи​тающих устойчивы приматы Молодые животные восприимчивее взрослых. Птицы не чувствительны. Во Франции считают плотоядных и, в частности котят, настоящими "часовыми" БА, так как по количеству случаев заболевания среди кошек можно судить об истинном распространения вируса в природе. Имеются данные о распространении инфекции среди енотов. Все вспышки болезни у енотов ассоциировали с аналогичными заболеваниями среди свиней. Показано, что еноты - естественный резервуар ВБА в природе.

Описан случай заражения ВБА маленьких цыплят в хозяйстве, где применялась живая вакцина из вируса, аттенуированного на КЭ (42). Изоляты ВБА характеризуются гетерологичностью популяции. 

ДИАГНОСТИКА                                           

Диагноз ставят на основании эпизоотологических данных, симптомов болезни, патологоанатомических изменений и результатов лабораторных исследований. Основными методами лабораторной диагностики являются, выделение вируса, прямая и непрямая ИФ, РДП, радиоиммунологический метод, кожная проба, РН, РСК, ELISA и биопроба. Для БА нужна  крупномасштабная диагностика в виде серологического обследования свинопоголовья хозяйств - поставщиков (племенных и репродуктивных ферм) на уровне области или респуб​лики по аналогии с исследованиями на бруцеллез и туберкулез. Указанные категории хо​зяйств должны иметь характеристику эпизоотологического статуса по данной инфекции. Современные методы позволяют это осуществлять исследуя пробы почек, селезенки, печи ни и лимфоузлов на наличие антигена ВБА с помощью РИД, РСК, ИФ, ИФА (11,13,15).

Вирус БА выделяется в культуре клеток ВНК-21 и ПСГК-30 и идентифицируется в РСК, ИФ и РРИД Предложен метод получения высокоактивной специфической сыворотки дм диагностики БА (17,19). Создан полноразмерный ДНК-зонд ВБА, характеризующийся вы​сокой чувствительностью Зонд использовали как при проведении реакции молекулярной. гибридизации, так и для повышения чувствительности рестрикционного анализа (74). Разработан диагностический тест, позволяющий дифференцировать инфицированных и вакци​нированных gl-вакциной животных. Эта тест-система в совокупности с высокоэффективной; маркированной gl-вакциной может быть использована для разработки программы искоре​нения БА в хозяйствах и регионах (20). МонАТ можно использовать для обнаружения ВБА в различных материалах.

Работы последних лет (20, 21, 70, 74, 76, 105а, 114) свидетельствуют о возможности разработки и внедрения высокоэффективных экспресс-методов диагностики БА, оцени эпизоотической ситуации в хозяйстве, регионе, прогнозирования эпизоотического и эколо​гического состояния В стаде, в котором взрослые свиньи заражались, ВБА мог длительно циркулировать на свиньях старше 3-4-х мес. Он может быть выделен даже при использова​нии системы (технологии свиноводства) пусто-полно (100).

Экспресс-диагностика. Методика получения высокоочищенной ДНК ВБА для диагно​стики с использованием методов рестрикционного картирования, ПЦР и секвенирования разработана во ВНИИЗЖ (1а1). Можно проводить детекцию ВБА при помощи ПЦР и твердофазной гибридизации в плашках для микротитрования по методу детекции простого герпеса ВПГ-1 и ВПГ-2, поскольку разработан вариант ПЦР, позволяющий проводить одно​временную детекцию и генотипирование ВПГ из клинических образцов при использования меченных флюоресцирующих праймеров, способных амплифицировать полимеразные гены ВПГ-1 и ВПГ-2. При сопоставлении разработанного метода со стандартным культуральным методом индикации вируса показана его 100%-ная чувствительность и 94,2%-ная специ​фичность (41 а).

Выделение вируса. Взятие и подготовка материала. Для выделения ВБА используют головной мозг, ку​сочки легких, селезенки, печени, лимфоузлов, миндалин, полученные при вскрытии трупов Миндалины - наилучший материал для выделения вируса (41). При жизни от больных сви​ней вирус можно выделить из носовых секретов, в которых он появляется на 4-6-й день по​сле болезни и сохраняется в течение 5 -11 дн после выздоровления. Показана возможность выделения ВБА из ганглиев тройничного нерва латентно инфицированных свиней (52). Oт абортировавших животных используют плоды и плаценту.

При сборе материалов для вирусологического исследования следует помнить о неравно​мерном распределении вируса в разных участках мозга, поэтому, чтобы избежать ошибок при постановке диагноза, следует брать минимум 2-3 пробы из разных участков мозга, рас​положенных на некотором расстоянии друг от друга. Обычно при вскрытии отбирают ку​сочки мозжечка, продолговатого мозга, больших полушарий головного мозга. В лаборато​рии материалы обрабатывают обычными методами. Для большей вероятности выделении вируса и уменьшения количества исследуемых образцов кусочки из различных отделов моз​га от одного животного объединяют в общую пробу, которую затем измельчают и обрабатывают антибиотиками.

Выделение вируса на лабораторных животных. В качестве лабораторной модели для выделения ВБА обычно используют кроликов массой 2-2,5 кг, которым внутримышечно или подкожно вводят по 1 мл 10%-ной суспензии исследуемого материала. Инкубационный пе​риод в этом случае продолжается 36-48 ч, иногда он может длиться 4-6 дн., а в некоторых случаях - даже до 12 дн. Различают энцефалитическую, менингиальную, паралитическую, зудневую и стертую формы болезни. Течение экспериментальной инфекции во многом зави​сит от способа заражения. Биопробу считают положительной, если кролики погибают с кли​ническими признаками БА ( нервная форма, зуд, расчесы) через 2-10 дн после инокуляции суспензии из патологического материала. Если кролики погибают без признаков БА, био​пробу повторяют, используя патологический материал первого пассажа. Считают, что ино​куляция материала в переднюю камеру глаза кролика приводит к характерной зудневой форме болезни. Материалом для выделения вируса от погибших кроликов служат ткани го​ловного и спинного мозга, а также паренхиматозные органы ( легкие, печень). Гибель кро​ликов после введения материала от свиней или пушных зверей без признаков зуда и расче​тов может свидетельствовать о выделении вакцинных штаммов ВБА.

Выделение вируса в культурах клеток. Показано, что культуры клеток так же чувст​вительны к ВБА, как и кролики, к тому же они могут быть использованы для лабораторной диагностики атипичного течения болезни, при котором опыты по выявлению вируса в мозге свиней путем заражения кроликов дают отрицательные или нетипичные результаты (25). Обычно используют первичнотрипсинизированные культуры клеток почек и щитовидной железы свиней, семенников телят, фибробластов КЗ, перевиваемые клетки РК-15, ВНК-21. К вирусу высокочувствительны субкультуры первого пассажа клеток почки поросенка и КРС. При первичном выделении вируса признаки ЦПД появляются на 4-5-й день после инокуляции культуры. В последующих пассажах сроки появления ЦПД сокращаются до 15-20 ч, причем оно становится более выраженным. Характер ЦПИ в различных культурах может быть неодинаковым, что обусловлено различным действием вируса на клетки эпителиального и фибробластического типов. В культуре клеток почки поросенка, эмбриона свиньи или крольчонка ЦПД вируса выражается в образовании синцития. Сначала в культуре  появляются очаги круглых клеток, границы между которыми исчезают, а ядра перемещаются к центру и образуют конгломераты, окруженные общей оболочкой. Через несколько часов группы этих клеток принимают шарообразную форму, в цитоплазме их появляется зерни​стость. Затем происходит обильное отслаивание клеток с поверхности стекла (25). В культу​ре фибробластов КЭ цитопатогенное действие вируса проявляется в округлении клеток, по​явлении зернистости и вакуолизации цитоплазмы с последующим отслоением клеток от по​верхности стекла. 

Серологическая идентификация. Для идентификации ВБА используют в, основном, РН в культуре клеток или на кроли​ках, ИФ, РДП и др. Кроме того, для этой цели можно использовать РСК, однако из-за нестандартности АГ и непостоянства результатов самой реакции она не нашла широкого применения. 

PH. Удобный и надежный метод индентификации выделенного вируса. Используют культуру клеток того же вида, на которой был изолирован вирус. Реакцию ставят по обще​принятой методике, чаще используют вариант: различные разведения вируса (10-1 – 10-7) и постоянную дозу сыворотки. Результаты РН учитывают по ЦПД через 2-5 сут. Вирус счита​ют идентифицированным, если индекс нейтрализации составляет 2 и выше (25).

ИФ. Используют для быстрой индикации и идентификации АГ ВБА в клеточных куль​турах, инфицированных материалом, содержащим вирус, а также в замороженных срезах ткани мозга кроликов, зараженных суспензией патологического материала, или поросят, за​болевших в естественных условиях. Препараты готовят и окрашивают по общепринятой ме​тодике. В положительных случаях в срезах мозга обнаруживают специфическую флюоресценцию. В головном мозге поражаются, главным образом, нейроны коры. При малом уве​личении можно видеть широкие полоски флюоресцирующих нейронов, в которых заметны только отдельные флюоресцирующие клетки. В срезах мозжечка пораженные клетки рас​пределены более беспорядочно. Часто они видны как флюоресцирующие фокусы в зерни​стом слое. Иногда в них оказываются вовлеченными единичные клетки Пуркинье, но особо​го аффинитета вируса к этим клеткам обычно не наблюдают.

Распределение флюоресценции внутри клеток может варьировать в широких пределах. Иногда вирусный АГ обнаруживают как в цитоплазме, так и в ядре, но обычно свечение ядра выражено сильнее. Часто флюоресцирующие массы имеют вид светящейся пыли или мелких гранул. В отдельных случаях удается обнаружить внутриядерные включения типа А Коудри, однако более неправильной формы, чем в препаратах, фиксированных и окрашен​ных обычными методами. Иногда светится только цитоплазма, причем степень свечения и характер распределения также варьируют. Часто обнаруживают скопление светящихся гра​нул вокруг ядер. В некоторых районах можно заметить мелкие светящиеся частицы вдоль аксонов. Для выделения вируса инфекционный материал, полученный из мозговой ткани, миндалин и селезенки животных, наносят непосредственно на монослой чувствительных к вирусу клеток и центрифугируют 40-60 мин при 1500g. Затем инокулят заменяют питатель​ной средой, а инфицированные клетки инкубируют в термостате в течение 12-14 ч. После фиксации препараты обрабатывают конъюгатом монАТ с ФИТЦ и исследуют в люминес​центном микроскопе. Результаты ИФ хорошо согласуются с данными биопробы на кроликах и результатами выделения вируса в культуре клеток.

Предложен метод диагностики БА посредством обнаружения вируса в срезах головного и спинного мозга, миндалин, легких, селезенки и бронхиальных лимфоузлов. Точный диаг​ноз удается поставить в 75-81% случаев. Специфическую ИФ в мазках-отпечатках слизи​стой глотки поросят наблюдают с 1-го по 12-й дн после экспериментального заражения ви​рулентным шт., а в препаратах из мозга на 4-й дн. При отсутствии клинических признаков АГ обнаруживают в мазках из глотки и мозга соответственно на 2-10-й и 2-6-й день.

Вирусный АГ в ИФ выявляют в первичных культурах клеток и КЭ через 18-24 ч после заражения. При исследовании в ИФ отпечатков головного, спинного мозга, легких и селе​зенки больных животных АГ обнаруживают с 3-4-го дн после заражения. С помощью ИФ специфический АГ в культуре клеток тестикул бычка выявляется в оптимальные сроки по​сле заражения (24-40 ч) в титре 5-10 lg ТЦД50/0,2 мл.

РНГА. Антиген ВБА с помощью иммуноглобулинового варианта РНГА и РТНГА мож​но выявлять за 1-3 дн до появления клинических признаков болезни, в период болезни и по​сле переболевания. При приготовлении эритроцитарного иммуноглобулинового диагностикума используют гипериммунную сыворотку свиней и крыс с титром ВНА 11,5 и 11,0 log2 соответственно. Данные реакции имеют преимущества перед РН (25).

РДП. Реакцию с успехом применяют для идентификации вируса, репродуцированного в культуре клеток. Получены обнадеживающие результаты при исследовании полевого мате​риала микрометодом РДП.

РИЭФ. Это ускоренный метод распознования АГ. Антиген ВБА в электрополе движется к аноду, AT - к катоду, и на месте их встречи образуется линия преципитации. Время появленя полос зависит от напряжения тока. РИЭФ значительно чувствительнее и протекает в 15 раз быстрее, чем обычная РДП.

РСК. Данная реакция не нашла широкого применения, так как положительные результаты получаются при использовании специального метода изготовления АГ. Однако РСК рекомендуется как диагностический метод при индикации ВБА в инфицированных культурах клеток и патологическом материале в условиях биопредприятий, производящих вакцину против этой болезни, и для практических ветеринарных лабораторий (11).  

ИФА. Можно быстро идентифицировать вирус прямым ИФА. Антисыворотку к вирусу для мечения ферментом получают на поросятах 6-мес возраста. ИФА по чувствительности равен ИФ и превосходит метод выделения вируса в культуре клеток (25).

При окрашивании прямым иммунопероксидазным методом в мазках-отпечатках обнаруживали клетки, содержащие АГ вируса в виде красно-коричневых гранул в цитоплазме и  ядре нейронов мозга и в эпителии слизистой оболочки фаренгиальной области.

 Метод рестрикционного анализа и гибридизации. С помощью специфических гибридизационных зондов разработана экспресс-диагностика БА у свиней. Предложен метод точечной гибридизации (ДНК-зонда) для выявления вируса в материалах из органов свиней. Чувствительность зондов    р ТМ 11 для выявления ДНК ВБА составляла 20 пг вирусной ДНК. Метод дот-блот гибридизации коррелирует с методами выделения вируса из тканей животных, павших при остром течении болезни. Он позволит выявлять геном вируса при латентной инфекции. Гибридизационные зонды, основанные на применении рекомбинантной ДНК, позволяют обнаруживать вирусный геном в костном мозге (50%), макрофагах, лимфоцитах и тимусе (20%) зараженных поросят. Предложен метод быстрой диагностики с мощью усовершенствованной гибридизации с использованием биотинилированных ДНК-зондов на фиксированных формалином парафинированных срезах тканей (27, 28). 

Серодиагностика и ретроспективная диагностика. При диагностике ВБА к серологическим данным необходимо относиться осторожно, поскольку не исключено, что часть положительных результатов может быть обусловлена другими ГВ КРС или другими штаммами ВБА с низкой вирулентностью (92). Диагноз на прошедшую инфекцию ставят обычно при помощи РН в культуре клеток, определяя титры ВНА к ВБА в сыворотках крови реконвалесцентов. Для более точной диагностики лучше исследовать парные сыворотки, взятые с интервалом в 3-4 нед. Титры AT у переболевших животных могут колебаться в широких пределах - от 1-32 до 1:256. У поросят и подсвинков, зараженных ВБА, специфические ВНА появляются к 6-8-му дню после заражения, достигая максимума через 3-4 нед. Через 100 дн. после заражения титры ВНА начинают снижаться, а через 135 дн. AT уже обычно не находят. У естественно больных и переболевших подсвинков ВНА удается установить примерно в те же сроки, хотя в сыворотках переболевших свиней их иногда удается обнаружить в течение 4,5 лет. AT также находят и у свиней, перенесших бессимптомную инфекцию. Динамика ВНА у животных других видов недостаточно изучена. Характерным является увеличение титра AT у свиноматок непосредственно перед опоросом: новорожденные поросята получают AT от матерей. Для обнаружения и титрования AT, кроме РН, применяют РНГА, РДП, РСК, ELISA и ряд других реакций.                                         

РН. ставят с постоянной дозой вируса (1000 ТЦД50/0,1мл) и разными разведениями сыворотки (от 1:2 до 1:16) по общепринятой методике. Для выявления животных, инфицированных ВБА в естественных условиях, РН более надежна, чем вирусологическое исследование смывов полости рта и глотки. Наибольшей чувствительностью обладает метод постановки РН в культуре клеток Vero.                                   

РНГА. Сообщалось об успешном применении РНГА для выявления специфических антител в молозиве, молоке и сыворотках крови животных. Пробы молока и молозива берут течение недели после опороса свиноматок и консервируют их 1% р-ром борной кислоты. Сыворотку молока и молозива перед реакцией инактивируют при 56°С 30 мин. Для изготовления эритроцитарного диагностикума наиболее пригоден концентрированный культуральный вирус с титром 8,5 ТЦД50/мл. Некоторые авторы считают, что РН менее чувствительная, чем РНГА, с помощью РН AT на ранней стадии болезни не выявлялись, их обнаруживали лишь с 12-го дн, тогда как РНГА - на 5-й дн (24).                        

ВИЭФ. Рекомендуют для выявления AT к данному вирусу. АГ для ВИЭФ готовят, выращивая вирус на первичной культуре клеток почек свиней Результаты ВИЭФ полностью коррелировали с данными РН. Для проведения ВИЭФ были пригодны как нативные, так и инактивированные АГ ВБА в 1%-ной агарозе при напряжении 10 В/см в течение 60 минут. В сыворотках всех больных животных с 7-10-го дня выявляли AT.                    

РДП. Для ориентировочных диагностических исследований РДП оказалась вполне пригодной в программе борьбы с БА. Для получения АГ после концентрации и очистки вируса применяют химические детергенты (20%-ный дезоксихалат натрия, 20%-ный тритон X, 1%-ный β-меркаптоэтанол) и добиваются АГ фракции такой чувствительности, которая в РДП с сывороткой титра 1:4 дает в 100 и 85-90% случаев четкую положительную реакцию (81, 82). Разработан метод концентрирования вируса БА с помощью ПЭГ (1а).                

ELISA. Он в 60-100 раз более чувствителен, чем PH. AT в ELISA обнаруживают на 5-6й дн после заражения, в РН - на 9-10-й. Иммуноглобулины классов IgG и IgM определяют в ELISA с 5-го дня после инокуляции вируса, причем максимум титров IgM приходился на 9-10-е сут, а IgG - на 10-15 сут. ELISA вполне может быть использован вместо РН для диагностики болезни при условии наличия соответствующего оборудования и высококачественных диагностических наборов. 

РРИД. AT к ВБА могут быть определены в течение одной ночи в реакции радиальной иммунодиффузии. Титры AT определяют визуально по окрашенным круговым зонам, диа​метр которых (в мм) пересчитывается на соответствующие значения титров Описана тех​ника исполнения теста (46).

Латексагглютинация. Для ускоренной серологической диагностики предложен метод агглютинации частиц латекса, покрытых антигеном ВБА. Наличие в исследуемой сыворотке специфических AT вызывает агглютинацию частиц, регистрируемую визуально. Реакция с латексом отличается высокой чувствительностью. Ее применение особенно эффективно в ранних фазах инфекции, когда в сыворотке больных животных содержится значительное количество IgM с высокой агглютинирующей активностью.

РИА. Для определения специфичных сывороточных AT превосходит по чувствительно​сти РН и широко применяется в виде непрямого твердофазного микрорадиоиммунологического теста Обладая высокой чувствительностью, он не зависит от культуры клеток и явля​ется быстрым, точным и пригодным для массовых анализов. С использованием монАТ раз​работаны модифицированные реакции радиальной иммунодиффузии ферментного и микро-иммуноферментного определения AT к данному вирусу. Оба вируса пригодны для проведе​ния сероэпизоотологического обследования на БА в полевых условиях. Предложен новый метод определения AT к ВБА в сыворотках свиней с помощью непрямого иммунопероксидазного окрашивания бляшек. По чувствительности, специфичности он превышает ИФА.

Аллергическая проба. Разработан кожный аллергический метод диагностики БА. Он позволяет в короткий срок ставить диагноз непосредственно в хозяйствах. Метод основан на феномене гиперчувствительности замедленного типа у латентно больных животных. При введении убитого нагреванием АГ в нижнее веко, внутреннюю и дорсолатеральную часть грудной клетки, а у поросят в медиальную поверхность бедра, реакция наблюдается через 24-48 ч и выражается образованием отечной припухлости тестоватой консистенции от 2 до 4 см в диаметре с покраснением в центре (место введения АГ). Чувствительность реакции достаточно высокая 72% переболевших животных реагируют положительно. Из числа пе​реболевших без клинических признаков реагируют положительно 47% животных. Реакция проявляется в более поздней стадии болезни, которая сохраняется после прекращения эпи​зоотии. Ее можно использовать для выявления стационарных очагов инфекции. Высокий титр ВНА и процент положительных кожноаллергических реакций обнаруживали у перебо​левших животных через 14 и 30 да после заражения. Аллергическая проба позволяет выяв​лять инфицированных животных с 7-го по 20-й да болезни.

Дифференциальная диагностика. БА следует дифференцировать у свиней от болезни Тешена, чумы, бешенства, гриппа, сальмонеллеза, отечной болезни, листериоза, дипло, стрептококкоза, гипогликемии, солево​го отравления, аскаридоза, авитаминоза; у крупного и мелкого рогатого скота - от бешенст​ва, листериоза, кормового отравления, ценуроза; у лошадей - от менингоэнцефалита, бешен​ства, отравления; у пушных зверей - от чумы и энцефаломиелита лисиц, у собак - от бешен​ства, чумы плотоядных, у кошек - от бешенства.

Для дифференциации от бешенства проводят биопробу на мышатах и ИФ, а также мик​роскопию для выявления телец Бабеша – Негри. Для исключения чумы, болезни Тешена ставят биопробу на кроликах, гриппа свиней - проводят биопробу и исследуют выделенный вирус в РГА, РТГА Листериоз, сальмонеллез, отечную болезнь и другие бактериальные ин​фекции исключают бактериологическим исследованием, отравления - по данным лабораторного химического анализа и биопробы .Существует схема дифференциальной диагности​ки БА по Петте и Манелю с использованием культуры клеток.

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

За гуморальный и клеточный иммунитет ответственны гликопротеины оболочки gl и особенно gIV Максимальную защиту телят в экспериментальных условиях обеспечивает gIV, а также безвирусный лизат инфицированных клеток. Гуморальный и клеточный имму​нитет проявляется на 7-10-й дн после инфицирования или вакцинации, достигает пика через 30 дн и сохраняется в течение 5-6 мес (22). Переболевшие свиньи приобретают напряжен​ный иммунитет, сыворотки их содержат ВНА в титре 1:32 – 1:256, начиная с 3-го мес, кото​рые иногда сохраняются до 4,5 лет. AT иммунных свиноматок не проникают через плаценту в плод, поэтому у поросят AT к ВБА нет. У поросят, родившихся от иммунных свиноматок, в течение 24 ч после сосания молозива формируется колостральный иммунитет с наличием в сыворотке крови высокого титра ВНА.. При оптимальном потреблении молозива через су​тки после опороса устанавливается прямая пропорциональность между титром ВНА в сыво​ротке и молозиве свиноматок, а также крови поросят-сосунов. Затем концентрация антитела молозиве и в молоке быстро снижается и к 7-10-му дн составляет 50% от первоначального уровня. Выраженный колостральный иммунитет продолжается, как правило, не менее 3-х нед после рождения (22). У животных, имевших на момент прививок колостральный AT, выработка активного иммунитета подавляется. Активная иммунизация свиноматок за 2 нед до опороса способствует защите подсосных поросят от заражения ВБА.

Живые вакцины. Для приготовления живых вакцин используют аттенуированные штаммы вируса различного происхождения. Их получали серийньм пассированном в пер​вичных и перевиваемых культурах при различных температурах (37 и 28°С) или в присут​ствии мутагенов. Полученные аттенуированные штаммы различаются между собой многими признаками и в том числе патогенностью для лабораторных животных. 

В России и странах СНГ применяют живую вирусвакцину ВГНКИ из штамма, аттенуированного в фибробластах КЭ, а также вакцину из штамма БУК628. Препарат из производ​ственного шт. УНИИЭВ-18 вс оказался универсальным и рекомендован для иммунизации животных многих видов (свиней, КРС, овец, верблюдов и пушных зверей - норка, кролик). Последний является высокоиммуногенным для КРС, овец, верблюдов (14,16,18,19).

Молозивные AT препятствуют приживлению вакцинного вируса и снижают эффективность живой вакциньы у поросят. Интерференцию между пассивньми материнскими AT и вакцинным вирусом в значительной мере можно преодолеть интраназальным введением живой вакцины. У поросят с низким уровнем материнских AT интраназальная вакцинация живой вакциной оказалась более эффективной, чем парентеральное введение инактивированной вакцины. Живая вакцина не предотвращала проникновение патогенного штамма ви​руса в мозг поросят при интраназальном заражении. Не установлено корреляции между уровнем AT и устойчивостью вакцинированных животных к заражению. Все используемые вакцинные штаммы авирулентны для свиней различного возраста, КРС и овец. Мутантный шт. М-25 не патогенен для кроликов и мышей. Аттенуация вируса связана с делецией в ко​роткой уникальной области генома. У таких штаммов не синтезируется один из основных вирионных гликопротеинов gl. При применении вирус-вакцины ВГНКИ искоренение БА в неблагополучных хозяйствах часто не удается и они остаются стационарно неблагополуч​ными. Основной причиной этого является невозможность дифференциации постинфекционной и поствакцинальной серопозитивности, вызванной многократной иммунизацией свиней вирус-вакциной, что практикуется в наших хозяйствах, и наличие в неблагополучных стадах свиней-вирусоносителей, как основного резервуара ВБА (8).

Инактивированные вакцины. С 1980 г. в Российской Федерации и странах СНГ при​меняется инактивированная культуральная вакцина против БА пушных зверей, свиней, овец. Вакцина безвредна, сообщает иммунитет с 8-10-го дн после прививки, у пушных зве​рей он сохраняется не менее 6 мес., у свиней и овец - 10 мес. Разработана новая высокоиммуногенная инактивированная культуральная вакцина против БА поросят, овец и пушных зверей из вируса, репродуцированного на перевиваемых клетках СПЭВ (26ав). Вакцина не содержит живого вируса, экологически безопасна, не уступает по профилактической актив​ности вирус вакцине и не искажает эпизоотический фон в хозяйствах. Технология изготов​ления вакцины заключается в использовании высоковирулентного культурального ВБА (шт. 18-Е), выращенного в монослое перевиваемых клеток СПЭВ, адсорбированного на ГОА, инактивированного с помощью формалина и тепла. Вакцина предохраняет до 84% по​росят 2-4-мес возраста, иммунизированных в дозе 2,5-5 мл, до 95% овец. Иммунитет у вакцинированных животных наступает через 7 дн и продолжается до 9 мес (срок испытания). Препарат сохраняет высокие иммуногенные свойства в течение 1 б мес со дня изготовления. Автором разработана система серологического контроля иммунологического и эпизоотологического состояния свиноводческих хозяйств на основе дифференциации поствакцинальной  и постинфекционной серопозитивности (8).

Инактивированные вакцины обеспечивают создание в крови высоких концентраций антител. Эти антитела через молозиво передаются потомству. Однако клеточный иммунитет от инактивированных вакцин активируется в меньшей степени, чем от живых. Напротив, живые вакцины обеспечивают напряженный клеточный иммунитет и относительно слабый гуморальный иммунитет. Таким образом, иммунизация супоросных свиноматок инактивированные вакцинами обеспечивает защиту поросят раннего возраста, а для поросят- отъемышей и откормочных свиней лучшая защита обеспечивается живыми вакцинами (30).

Оценка поствакцинального иммунитета. Сроки обнаружения поствакцинальных антител. Выявлена четкая зависимость меж​ду клиническими проявлениями заболевания у свиноматки и титром AT в сыворотке крови и молозиве ее (63, 64). У поросят 7-дн возраста, вакцинированных аттенуированным штам​мом вируса, ВНА появляются на 14-й день, повышение титра их наблюдается на 21-28-й день после прививки ВНА после прививок живыми вакцинами и ревакцинации появляются на 7-е сут, накапливаются в достаточно высоких титрах и уже к 14-м сут достигают опти​мального уровня. Показано, что только при 2-х этапной вакцинации, вначале инактивированной, а затем живой вакцинами, происходит резкое возрастание титра ВНА с 1,5-2 до 11,3-12 log2 После однократной иммунизации свиней инактивированной вакциной через 3 нед титры ВНА достигали 11 log2 Уровень титров поствакцинальных антител не коррелиро​вал с защитой от инфекции. При БА необходимо больше внимания уделять определению местного иммунного ответа, в частности слизистых оболочек респираторного тракта. ИФА можно выявить AT против гликопротеина I (gl) ВБА (gI-ELISA) и дифференциро​вать зараженных псевдобешенством свиней от животных, иммунизированных маркерной вакциной (gl) Полагают, что регулярное (и повсеместное) применение ИФА может способ​ствовать эффективности программы по искоренению БА на свинофермах (86) РН и НИФА можно использовать для определения иммунного и эпизоотического статуса по БА и ретро​спективного подтверждения циркуляции среди свиней вирулентного вируса. При обнаруже​нии в крови свиней AT в титрах 3 log; и более по данным РН (или непрямой ИФА) хозяйст​во считают неблагополучным по БА и проводят комплекс мероприятий по ликвидации этой болезни (7). Специфические КСА и ПА против БА обнаруживаются у вакцинированных вирусвакциной из шт. ВГНКИ животных (свиней) на 7-10-й день после иммунизации. Наи​большие титры КСА - 1 16-1 32 были на 21-30-е сут. У поросят-сосунов, полученных от им​мунизированных свиноматок, AT в РСК и РДП обнаруживаются на 5-7-й день их жизни в титре 12-14. Результаты выявления AT в РДП коррелируют с таковыми в РСК, однако титры их ниже. Таким образом, показана возможность использования РСК и РДП для на​лаживания системы иммунологического мониторинга при БА свиней (26).

Длительность циркуляции поствакцинальных антител. Однократная иммунизация поросят инактивированной эмульгированной масляной вакциной вызывала напряженный гуморальный иммунитет (титр до 1 512 в РН) продолжительностью 29 нед. и более. Наличие остаточных колостральных AT у 8-нед поросят не снижало уровень поствакцинального им​мунитета. В сыворотке крови поросят, родившихся от свиноматок, привитых живой вакци​ной, колостральные AT не выявляли после 5 нед., в то же время в сыворотке поросят от сви​номаток, вакцинированных инактивированной вакциной, их обнаруживали после 10 нед.  Наиболее существенные различия гуморального иммунитета у вакцинированных и зараженных животных отмечали на 18-й день после введения вируса; у инфицированных свиней как в сыворотке крови, так и в мазках выявляли специфические иммуноглобулины всех классов,  в то время как у вакцинированных животных только IgG. Различия в выработке AT классов IgG, IgM, IgA к ВБА установлены с помощью 4-слойного ИФА. Колостральный иммунитет. Колостральный иммунитет при БА имеет огромное зна​чение. У вакцинированных свиней титр молозивных AT в день опороса составлял 1 128 -1:256, хотя в сыворотке крови их титр (в РН) не превышал 1:64. У их потомков на 2-й день после рождения титр AT в сыворотке крови достигал уровня 1:16 – 1:128.

Связь титров антител с резистентностью. Между напряженностью иммунитета и вы​сотой титров ВНА корреляции не установлено. Экспериментально определено, что титр ВНА не коррелирует с устойчивостью к вирулентному вирусу. Устойчивость может быть у животных, не имеющих AT. Все поросята с титром материнских AT 1:387 и выше оказались устойчивы к интраназальному заражению большой дозой вируса, тогда как AT в титре 1:264 -1:344 предохраняли лишь 2/3 потомства. Однократная иммунизация серонегативных поросят вызывала напряженный гуморальный иммунный ответ (титр AT до 1 5120 в ELISA) продолжительностью 29 нед. и более. Через 18 нед 80% иммунизированных поросят были устойчивы к контрольному внутримозговому заражению вирулентным штаммом вируса, а  устойчивость к контрольному интраназальному заражению сохранялась свыше 20 нед.
Связь титров антител с вирусоносительством и вирусовыделением. Вирулентный вирус может персистировать у клинически здоровых свиней даже после вакцинации и при наличии специфических AT до 10 мес. После контрольного заражения у вакцинированных подсвинков с максимальными титрами AT выделяли вирус в титре до 2,5 lg ТЦД50/мл AT не препятствуют длительному сохранению вируса в ганглиях тройничного нерва при отсут​ствии клиники. Следует иметь в виду, что устойчивость вакцинированных свиней вовсе не означает отсутствие вирусоносительства и приживляемости дикого вируса - это обстоятель​ство является важнейшей эпизоотологической особенностью БА.

Клеточный иммунитет. При БА, помимо гуморального, имеет место и клеточный им​мунитет. Факторы его развиваются на несколько дней раньше гуморальных, стимуляция лимфоцитов и появление ингибиции миграции макрофагов отмечены уже на 4-е сут. Вирусспецифический клеточный иммунитет наблюдается на 4-й день после заражения, а гумо​ральные AT обнаруживаются только на 7-й день. Инактивированные вакцины в отличие от живых индуцируют слабый клеточный иммунитет. Положительную кожноаллергическую реакцию у вакцинированных животных обнаруживали в течение 3 мес при содержании в сыворотке крови AT в титре 3-8 log2

Ветеринарно –санитарная оценка. Туши и продукты убоя от больных и подозрительных по заболеванию выпускать в сыром виде запрещается. При наличие дегенеративных или других паталогических изменений в мускулатуре тушу с внутренними органами направляют на утилизацию. При отсутствии паталогиеских изменений направляют  образцы на бактериологическое исследование на сальмонеллёз. В случае обнаружения сальмонелл  внутренние органы утилизируют, а тушу направляют на проварку. При отсутствие сальмонелл  разрешается перерабатывать на  варёные, варёно –копчёные колбасы , консервы или проварку.
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Семейство: Poxviridae

Таксономическая структура семейства:

Семейство:
Poxviridae
Подсемейство:
Chordopoxvirinae
Род:  Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus
       Molluscipoxvirus, Yatapoxvirus
Подсемейство:
Entomopoxvirinae
Род:
Entomopoxvirus A, Entomopoxvirus B, Entomopoxvirus C.

    Антигенные особенности:

ВН-антитела родоспецифичны. В пределах рода дают перекрест и защиту.

Ортопоксвирусы обладают ГА-активностью.

    Морфология:

Форма: вирион плеоморфен, чаще формы параллелепипеда формы: 250-450 нм (длина) (   140-260 нм (ширина) ( 140-260 нм (толщина). Липопротеидная поверхностная мембрана с тубулярными или глобулярными единицами (10-40 нм); или овоидной формы: 250-300 нм (длина) ( 160-190 нм (диаметр) со спиральными филаментами (10-20 нм в диаметре). Поверхностная мембрана скрывает вогнутое или цилиндрическое ядро, состоящее из ДНК и белков (нуклеопротеиновый комплекс). Между поверхностной и коровой мембранами в вогнутостях присутствуют 1-2 латеральных тела. Плав. пл. в сахарозе 1,25 г/см3, плав. пл. в CsCl и тартрате калия 1,30 г/см3, S20w 5000.
Геном:

ДНК. Одна линейная молекула. Ковалентно закрытая, двуспиральная. Длина: 130-275 kbp.

Биологические особенности:

Пути распространения инфекции: аэрозольно, контактно. В природе спектр патогенности узок, хотя влабораторных условиях число восприимчивых биологических систем значительно выше. Многие поксвирусы позвоночных вызывают макуло-папуллезную, везикулярную сыпь после системной или локальной инфекции. Резервуарами в природе поксвирусов, инфицирующих людей, являются различные виды позвоночных, кроме вируса контагиозного моллюска и ортопоксвируса вариола (small pox, искоренен).

Подсемейство: Chordopoxvirinae

Включает поксвирусы позвоночных, имеющие форму параллелепипеда или овоидной формы, с низким содержанием G+C (30-40%), за исключением парапоксвирусов (64%). Широкие перекрестные реакции и перекрестная защита наблюдается в пределах рода. Эта особенность менее заметна среди авипоксвирусов. Некоторые вирусы образуют оспины на ХАО куриных эмбрионов.

Род: Orthopox-

Типовой вид: вирус вакцины.

Вирирон: имеет форму параллелепипеда, 200(200(250 нм. Наблюдается широкая перекрестная реактивность между вирусами. Инфицированные клетки синтезируют ГА, который способен к гемадсорбции и гемагглютинации некоторых птичьих эритроцитов и разрушению оболочки внеклеточных оболочечных вирусов.

ДНК 170-250 kbp, G+C– 36%.

                                         Виды (11 видов):

	Название вируса
	Хозяин

	Buffalopox virus
	Буйволы, КРС, человек

	Сamelpox virus
	Верблюды

	сowpox virus
	Грызуны, кошки, быки, грызуны

	Ectromelia virus
	Мышы, резервуар не известен

	Monkeypox virus
	Грызуны, приматы, человек

	Rabbitpox virus
	Колонизационные крлолики, резервуар не известен

	Raccoonpox virus
	Cевероамериканский енот

	Taterapox virus
	Африканская песчанка

	vaccinia virus
	нет естественных резервуаров

	variola virus
	Человек, в природе искоренен

	volepox virus
	Калифорнийская мышь и полевка


Предполагаемые виды (2).

Род: Parapox-

Типовой вид: orf virus.

Вирион: овоидный, 200-300 нм ( 140-170 нм, поверхностные филаменты упорядоченно пересекаются. ДНК 130-150 kbp, G+C 64%. Перекрестно реагируют между собой.

Виды (4): 

	Вирус
	Хозяин

	вирус папуллезного стоматита КРС
	КРС, человек

	orf virus (вирус контагиозного пустулезного дерматита, вирус контагиозной эктимы).
	овцы, козы, олени, человек

	парапоксвирус красных оленей Новой Зеландии
	красные олени

	pseudocowpox virus (Milker`s nodule virus, вирус паравакцины).
	человек, КРС


Предполагаемые виды (3): Auzduk disease virus (вирус контагиозной эктимы верблюдов)

вирус контагиозной эктимы серны, вирус оспы тюленей.

Род: Avipox-

Типовой вид: fowlpox virus (вирус оспы кур).

Вирион: форма праллелепипеда, 330(280(200 нм. ДНК 300 kbp. В состав рода входят вирусы птиц, способствующие возникновению пролиферативных кожных поражений (кожная форма) и/или поражений желудочно-кишечного тракта (дифтеритическая форма). Перекрестная защита различна. Значительные перекрестные реакции. Вирусы продуцируют тельца-включения А-типа, со значительным количеством липидов. В основном, вирусы продуцируются в культурах клеток птиц.

Виды (10):fowlpox virus (оспа кур),pigeonpox virus (оспа голубей), canarypox virus (оспа канареек) и др.                       Предполагаемые виды (2).

Род: Capripox-

Типовой вид: вирус оспы овец.

Вирион: форма параллелепипеда, 300(270(200 нм. ДНК 145 kbp. Род включает вирусы овец, коз и КРС. Вирус переносится членистоногими и непосредственным контактом. Наблюдается значительная перекрестная защита и реактивность.

Виды (3):вирус оспы овец, вирус оспы коз, lumpy skin disease virus («узелковая болезнь кожи»).

Род: Leporipox-

Типовой вид: вирус миксомы.

Вирион: форма параллелепипеда, 300(250(200. ДНК 160 kbp, G+C 40%. Вирус переносится механически членистоногими, непосредственным контактом и т.п. Вирусы миксомы и фибромы способствуют образованию локальных опухолей у хозяев. Вирус миксомы вызывает тяжелопротекающую болезнь у Европейских кроликов. Перекрестное родство и защита хорошо выражены.

Виды (4):вирус миксомы,вирус фибромы зайцев, вирус фибромы кроликов (ф. Шоупа)


   вирус фибромы белок.

Род: Suipox-

Типовой вид: вирус оспы свиней.

Вирион: форма параллелепипеда, 300(250(200 нм, ДНК 175 kbp, с инвертированными концевыми последовательностями в 5 kbp. Вирус вызывает бессимптомную генерализованную болезнь кожи у свиней, локализованную в эпителии и лимфоузлах. Обычно вируснейтрализующие антитела не обнаруживаются. Вирусы распространены повсеместно.

Виды:
вирус оспы свиней.

Род: Molluscipox-

Типовой вид: вирус контагиозного моллюска.

Вирион: форма параллелепипеда, 320(250(200 нм, плавучая плотность в CsCl 1,288 г/см3, ДНК 188 kbp, G+C 60%. Вирус распространяется контактно среди детей и подростков, и, чаще, половым путем.

Виды: вирус контагиозного моллюска.

Предполагаемые вирусы: не имеющие названия вирусы лошадей, ослов, шимпанзе.

Род: Yatapox-

Типовой вид: Yaba monkey tumor virus.

Вирион: кирпичеобразный, 300(250(200 нм, ДНК 146 kbp, G+C 33%. Вирус Yaba monkey tumor вызывает у приматов гистиоцитомы и опухолеподобные массы мононуклеарных клеток. Сообщалось о лабораторном заражении людей.

Виды:
Yaba monkey tumor virus, tanapox virus.

Подсемейство: Entomopoxvirinae

Особенности

Вирусы насекомых. Различные морфологические формы. Размер 70-250(300 нм. Некоторые вирусы имеют 1, некоторые – 2 латеральных тела. ДНК G+C 20%. Серологического родства с хордопоксвирусами нет. Подразделение на роды основано на морфологии вириона, спектре хозяев, размере генома.

Род:
Entomopoxvirus A (7 видов), Entomopoxvirus B (12 видов), Entomopoxvirus C (5 видов).

Неклассифицированные вирусы семейства (15)

Естественные хозяева: тюлени, дельфины, кенгуру, игрунки, нильские крокодилы, очковые кайманы, мулы, полевки и др.

Род: «African swine fever-like viruses»

Типовой вид: вирус АЧС.

Морфология:

Вирион состоит из нуклеопротеиновой коровой структуры, 70-100 нм в диаметре, окруженной икосаэдральным капсидом, 172-191 нм в диаметре, и липидосодержащей оболочкой. Икосаэдральный капсид состоит из 1892-2172 капсомеров, каждый из которых 13 нм в диаметре, имеющий форму гексагональной призмы с центральным отверстием. Расстояние между капсомерами 7,4-8,1 нм.

d 175-215 нм. Плав. пл. в Перколле 1,095 г/см3, плав. пл. в CsCl 1,19-1,24 г/см3, S20w 3500.

Геном:

ДНК. Одна молекула, двуспиральная, линейная, заканчивающаяся ковалентными концами.

Длина 170-190 kbp.

Концевые последовательности инвертированы, комплементарны, тандемно повторяющиеся.

Гены кодируются на обоих цепях ДНК. Геном может кодировать 150-200 протеинов.

Антигенные особенности.

Инфицирование свиней слабовирулентным вирусом способствует появлению антител, которые снижают инфекционность, но не нейтрализуют вирус. Антигенная мимикрия главным образом обеспечиваются структурными протеинами р150, р14 и р12. Обычные иммунологические тесты не дают возможности дифференцировать изоляты вирусов. Но рестрикционным анализом изоляты можно подразделить на разные генотипы. Антитела могит ингибировать гемадсорбцию, и ингибиция может быть использована для дифференциации изолятов, при использовании эритроцитов свиньи и клеток костного мозга свиньи или лейкоцитов.

Биологические особенности.

В природе инфицируются только свиньи (домашние и дикие виды) и мягкие клещи рода Ornithdoros (O. moubata – на юге Сахары в Африке, O. erraticus – в Португалии и Испании). Вирус передается среди клещей трансстадийно, трансовариально и половым путем. Свиньи инфицируются при укусах инфицированными клещами. Болезнь проявляется у домашних и диких Европейских свиней. У них не наблюдается ни горизонтальной, ни вертикальной передачи вируса. Однако среди домашних животных наблюдается передача вируса при контакте (прямом и непрямом) или механически при укусах мухами. Бородавочники и O. moubata являются резервуаром вируса в природе.

Наблюдается различная вирулентность штаммов вируса. Вясоковирулентные изоляты приводят к 100% смертности в течение 7-10 дней. Менее вирулентные изоляты приводят к длительному носительству вирусов. Вирус реплицируется в мононуклеарных фагоцитах и клетках ретикуло-эндотелиальной системы лимфоидных тканей и органов. Основные гистологические изменения при острой форме течения болезни видны на антиген-процессирующих клетках лимфоретикулярной системы. Широко распространенный некроз лимфоидной ткани и нарушение эндотелиальных клеток в артериолах и капиллярах приводят к поражениям, видимым при острой форме течения болезни.

                Вид:
вирус АЧС.

Сходство с другими таксонами:

Морфологически сходен с иридовирусами. По структуре и стратегии генома – с поксвирусами.

                                                        ОСПА ОВЕЦ

           Variola ovina (лат.); Scheep pox (англ.); Clavelee (франц.); Schafpocken(HeM.)

              Оспа овец - острая контагиозная болезнь, протекающая с характерными папулезно-пустулезньми поражениями кожи морды и других мест со слабым волосяным покровом (экзантема) и слизистых оболочек.

В 1964 г на XII сессии Генерального Комитета МЭБ оспу овец внесли в список наибо​лее опасных (конвенционных) болезней животных. Она широко распространена в Турции, Иране, Пакистане, Афганистане, Индии, Марокко, Алжире, Тунисе, Ливии, Кувейте и многих других странах Азии, Африки и Ближнего Востока. В бывшем Советском Союзе её эпизодически регистрировали в Читинской, Саратовской, Амурской областях и Хабаровском крае (1983), Дагестане (1986), Грузии (1983), Киргизии (1985-1986), Казахстане (1983-1987), Таджикистане (1986) и Армении (1987). Эпизодически в результате заноса из неблагополучных соседних стран бывают вспышки этой инфекции в южных регионах РФ. Она наносит овцеводству огромный экономический ущерб, слагающийся из гибели и вынужденного убоя больных животных, снижения продуктивности, затрат на проведение ветеринарно-санитарных и охранно-карантинных мероприятий.  

Клинические признаки и патологоанатомические изменения. Первые симптомы болезни характеризуются кратковременным повышением температуры тела на 1-2°С, вялостью и снижением аппетита. Часто эти признаки сопровождаются катаральным конъюнктивитом, ринитом и отеками подкожной клетчатки. Эта, так называемая предвестниковая стадия болезни длится обычно 1-2 дня и нередко просматривается. Затем опухают веки и появляются истечения из глаз и носа. Оспенная экзантема чаще и более четко выступает на малошерстных участках головы, внутренних поверхностях конечностей, хвоста и вымени, а у баранов - на мошонке. Сначала появляются розеолы, которые затем превращаются в тем​но-красные, быстро некротизирующиеся папулы. Последние имеют вид серо-белых и желтоватых плотных припухлостей с красноватыми ободками. Покрывающий их тонкий слой эпидермиса некротизируется и легко снимается. Обнажается влажная воспаленная поверх​ность кожи. Иногда папулы сливаются и, когда подсыхают, образуются корочки, после отпадения которых остаются белые или розовые пятна. Если некротизируются глубокие слои кожи, образуются толстые струпья, которые отпадают через 5-6 дн или позже. Края рано некротизировавшихся папул слегка приподняты, а центр немного запавший Такие папулы  называются сплюснутыми. Иногда развиваются везикулезные папулы размером 4-6 мм. Они представляют собой многокамерные пузырьки с натянутым серо-белым некротизированньм эпидермисом с запавшей серединой

Иногда у овец образуются виррукоидные (бородавкоподобные) папулы Это плотные, сухие, цвета кофе образования, которые сверху покрыты чешуйками, при этом эпидермис кожи может быть сильно утолщен и перерожден. Особенно тяжело протекают сливная и ге​моррагическая формы оспы.

Вирус оспы овец (ВОО) вызывает ряд типичных изменений в коже гиперплазию эпите​лия и пролиферацию клеток эндотелия, выстилающего капилляры, формирование микросо​судов эпидермы, образование элементарных телец, возникновение цитоплазматических включений на месте размножения Многочисленные овальные цитоплазматические включе​ния располагаются рядом с ядром и сходны с тельцами Гварниери. Они служат местом репликации вируса и окружены его зрелыми частицами.Болезнь продолжается 20-28 дн, у истощенных и слабых животных – дольше. Погибают 50-80% заболевших особей (молодняк), чаще от сепсиса. При доброкачественной форме те​чения и у взрослых животных смертность достигает 5-10%. Особенно тяжело болеют овцы тонкорунных пород. Очень восприимчивы романовские овцы, менее восприимчивы тушин​ские и овцы некоторых других пород (13)

                  ХАРАКТЕРИСТИКА ВОЗБУДИТЕЛЯ

Этиологию болезни установил в 1903 г французский исследователь А Боррель.

Устойчивость. В лимфе при температуре 2-4°С вирус выживает не менее 2 лет. Он бы​стро погибает при высокой температуре (при 55°С за 20 мин) и в гниющем материале. Дол​го выживает в сухих оспенных корочках, в лимфе при -5-10°С - в течение 4-5 лет, чувстви​телен к хлороформу и диэтиловому эфиру Остается активным в кошарах до 6 мес., на паст​бищах и в шерсти переболевших овец до 2 мес. В 1%-ном р-ре карболовой кислоты погиба​ет через несколько мин. Вируссодержащий лиофилизированный материал, сохраняемый при температуре -15-20°С, остается активным до 20 лет. Культуральньш вирус следует хранить при -40°С (5-6 мес).

АГ структура. В РСК, РН и РДП в структуре вируса выявлено несколько АГ.

АГ вариабельность и родство. Все выделенные в разных странах штаммы вируса оспы овец (ВОО) в АГ отношении идентичны. Иммунологические варианты не описаны. Выявле​на тесная АГ связь между вирусами оспы овец и коз.

Локализация вируса. Вирус, попадающий в организм с вдыхаемым воздухом, раз​множается в клетках эпителия дыхательных путей, вызывая типичные изменения. Отсюда он током крови заносится в кожу и слизистые оболочки, в которых вызывает характерные изменения. У суягных овец вирус вызывает аборт или рождение больных нежизнеспособ​ных ягнят. В период вирусемии, когда наблюдается лихорадка, возбудитель обнаруживается в крови, легких и почках. По окончании лихорадки и при появлении кожной сыпи из крови и органов больного животного он, как правило, не выделяется.

АГ активность. КС антиген в оспенных корочках выявляется через 8 да после зараже​ния Преципитируюшая активность вирусного АГ отмечалась в 63% исследованных образ​цов У переболевших и гипериммунных животных выявлялись ВНА, специфический титр которых можно определить в культуре клеток со шт., адаптированным к этой системе (11)

Экспериментальная инфекция. Болезнь воспроизводится на молодых неиммунных к оспе овцах путем внутрикожного и подкожного заражения. Внутрикожное введение вируса с внутренней поверхности хвоста (лучше непигментированного) практикуется при биопробе.

Культивирование. Удается на овцах по методу Борреля. Некоторые шт., адаптируясь в ХАО КЭ, утрачивали патогенные и иммуногенные свойства. Вирус культивируется в пер​вичной и субкультуре клеток почек и тестикул ягнят, козлят и телят, вызывая ЦПИ через 48-96 ч (в зависимости от числа пассажей) и накапливаясь в титре до 106 ТЦД50/0,2мл. Румын​ский шт. LK после 49 пассажей в культуре клеток почки ягненка через 96-120 ч после зара​жения образовывал бляшки. Шт. Perego адаптирован к гетерологичной ткани - культуре клеток почки новорожденных телят. Вирус не размножается в клетках ВНК-21 и Vero (12) Шт. НИСХИ ВОО успешно культивировался в клетках гонад козленка и эта линия клеток рекомендована в качестве производственной для его репродукции. Получен культуральный АГ, активность которого в РДСК соответствовала 1.250-1-300, а в РДП - 1 4-1:16 (1)

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источники и пути передачи инфекции. Источник инфекции - больные животные, особенно в период генерализации процесса. Вирус передается при контакте больных живот​ных со здоровыми, а от овец, с поражениями трахеи и легких, - воздушно-капельным путем.

Спектр патогенности в естественных условиях. Вирус поражает только овец. Наибо​лее восприимчивы овцы породы меринос и менее - животные грубошерстных пород. Неко​торыми шт. вируса удавалось вызывать местные поражения у коз, газелей и КРС К оспе овец восприимчивыдомашние козы и дикие животные - сайгаки и козероги. Последние мо​гут служить источником инфекции и переносчиком возбудителя (9).

ДИАГНОСТИКА

Диагноз ставят с учетом эпизоотологических данных, результатов клинического обсле​дования, биопробы и вирусоскопии мазков из свежеразвившихся первичных оча​гов поражения или мест инокуляции вируса при постановке биопробы. В этих случаях необ​ходимо найти животных с характерными оспинами гнездно-сетчатого строения с кратерообразньши углублениями, чего при других экземах, как правило, не бывает.

При типичном течении диагностировать оспу не трудно При тщательном обследовании овец пораженной отары всегда можно найти отдельных животных с типичными оспинами на разных стадиях формирования. У одного и того же животного оспины образуются не од​новременно, одни находятся в стадии розеол, другие - в стадии папул.

Выделение вируса. Для исследования берут содержимое везикул или пустул, поверхность которых предварительно очищают ватным тампоном, смоченным эфиром или спиртом. Для гистологического исследования вырезают измененные участки кожи на границе с неизмененными. Патологический материал для вирусологических исследований следует пересылать в замороженном или охлажденном (до 4-6°С) виде. Обычно при абортивном и не​ясном течении болезни ставят биопробу на неиммунных молодых овцах. Испытуемую сус​пензию, приготовленную общепринятым методом в разведениях 1:20 и 1:200, инокулируют внутрикожно в бесшерстную поверхность хвоста в дозе 0,1 -0,15 мл. Наблюдение ведут в те​чение 10 дн. В положительных случаях на месте инъекции развивается местный оспенный процесс (розеола, папула, везикула, пустула, некроз), специфичность которого подтверждают методом вирусоскопии мазков, приготовленных из срезанного эпителия розеолы, на при​сутствие элементарных частиц.

При положительной биопробе и вирусоскопии необходимость в других методах лабора​торной диагностики (РИФ, РДП и т п ) отпадает.

Серологическая идентификация

ИФ. Исследование (прямой метод) проводят общепринятым методом. При наличии ВОО в клетках инфицированной культуры с 6-8-го ч после заражения в отдельных участках цитоплазмы появляются светящиеся очаги. Позже начинают светиться обширные участки.

РДП. Для получения сыворотки, годной для использования в РДП, иммунизируют кро​ликов овиной, делают 2-4 внутривенные инъекции в объеме 2; 1; 0,5 и 0,25 мл с интервалом в 5 дн. Через 7 дн после последней инъекции у кроликов берут кровь для получения сыво​ротки. Полученные кроличьи сыворотки необходимо истощить культурой фибробластов эм​бриона овцы. РДП ставят общепринятым методом.

Дифференциальная диагностика. Оспу овец и коз в стадии образования пустул и ко​рок следует дифференцировать от парши, чесотки, пустулезной экземы и контагиозного пус​тулезного дерматита (эктимы) овец и коз.

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

Естественно переболевшие животные приобретают иммунитет не менее чем на 2 г. В течение 8-10 мес в сыворотке крови обнаруживают ВНА в титрах 1:20 - 1.40. Угасание тит​ра AT не сопровождается одновременным снижением постинфекционного иммунитета. Ди специфической профилактики оспы овец в бывшем СССР на протяжении многих лет при​меняли инактивированную ГОА формолвакцину, предложенную Н.В. Лихачевым и др еще в 1943 г. Она сыграла большую положительную роль в борьбе с инфекцией, однако из-за ряда существенных недостатков (сложность и неэкономичность технологии, длительносп формирования нестойкого и непродолжительного иммунитета, а также нестабильность пря хранении и громоздкость при транспортировке) с 1989 г. была снята с производства.

За рубежом широко используют вирусвакцину из аттенуированного шт. RM/65, однако она малоэффективна против некоторых местных полевых изолятов ВОО в Индии и Мароки (17, 19, 20). Поэтому была разработана вирусвакцина на основе аттенуированных вариантов местных эпизоотических шт. возбудителя (16,18,19). Сотрудники ВГНКИ ветпрепаратов (3, 10) создали живую культуральную вакцину из вируса, адаптированного к культуре клеток почек крольчат, но из-за низкой иммуногеиности она не нашла практического применения. В 1991 г. НИСХИ получил новый аттенуированный шт НИСХИ путем серийных пассажей вирулентного ВОО в культуре клеток пота ягнят и последующего клонирования его методом бляшек (4, 5, 6, 7). Изготовленная на ос​нове этого шт. культуральная вирусвакцина характеризовалась меньшей реактогенностыо и более выраженной иммуногенностью (6) Вакцина производится с 1983 г. Шт. НИСХИ  передается от вакцинированных овец к не привитым, не реверсибелен, стабильно сохранят основные биологические свойства при пассажах в культуре клеток ПЯ, устойчив при хранении в нативном виде и в модифицированном состоянии при различных температурах (2). Полная защита привитых овец наступает через 11 сут, длительность иммунитета до 12 мес Родившиеся от привитых овец ягнята приобретают с молозивом иммунитет продолжитель​ностью до 3 мес. С 1985 г. сухая культуральная вирус-вакцина из шт.НИСХИ против оспы овец внедрена в ветеринарную практику (8).

Вакцинный шт. "Ставропольский" при всех методах введения - внутримышечно, внутрикожно, проколом ушной раковины, интраназально, аппликацией на ограниченную диссиминацию в организме. Он создает напряженный иммунитет через 5 сут после внутримышечной инокуляции (1000-1500 ИД50/мл) сроком на 12 мес и через 11 сут после внутрикожной при​вивки (100 ИД50 /0,15мл) - в течение 2-х лет (14).

В настоящее время для получения вакцины против оспы овец широко используется пер​вичная культура клеток почки ягнят. Оказалось, что вакцина, полученная методом культи​вирования вируса в линии клеток гонад козленка, безвредна и высокоиммуногенна (1а).

Сухая культуральная вакцина из шт. НИСХИ против оспы овец обладает выраженной противоэпизоотической эффективностью при применении в очаге инфекции и угрожаемых зонах. Ее использование обеспечивает устойчивое благополучие по этой болезни (4).

ВЕТЕРИНАРНО _ САНИТАРНАЯ ОЦЕНКА  - в нашей стране не разработана. Наиболее вероятный вариант - больных и подозрительных по данному заболеванию на убой на пищевые цели не допускается.
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Семейство: Adenoviridae

Таксономическая структура семейства:

Семейство:
Adenoviridae.


Род:

Mastadenovirus, Aviadenovirus.

Биологические особенности:

Естественные хозяева вирусов представлены, в основном, одним видом животного или близкородственными видами. Некоторые аденовирусы человека вызывают продуктивную инфекцию в клетках грызунов грызунов, но с низкой эффективностью. Ряд вирусов вызывает образование опухолей у новорожденных хозяев гетерологичных видов. Субклиническая инфекция часто встречается в разных системах вирус-хозяин. Прямая и непрямая передача случается взависимости от серотипа. Аденовирусные инфекции человека обычно бессимптомны, но иногда сопровождаются поражением дыхательной, пищеварительной или зрительной систем. Аденовирусы человека 1,2,3,4,5,6,7 вызывают респираторные инфекции у детей. Некоторые серотипы доминируют в поражении ж-к-т. Аденовирус человека 11 ассоциируется с геморрагическим циститом. Аденовирусы собак связан как с гепатитом, так и с респираторными расстройствами. Аденовирус собак вызывает эпизоотии среди лис, волков, медведей, скунсов и др. Аденовирусы птиц ассоциируются с разнообразными болезнями, сопровождающимися признаками геморрагического энтерита, «мраморной селезенки», поражением легких и отеками. В культуре клеток вызывают округление последних и агрегацию хроматина, что приводит к характерным базофильным ядерным включениям.

Морфология:

Вирион безоболочечный, икосаэдральной симметрии. 240 капсомеров-гексонов, 8-10 нм в диаметре и 12 капсомеров-пентонов с фибрами, длиной 10-30 нм, проходящими через поверхность вириона.  d 80-110 нм , Mr 150-180 х 106, плав. пл. в CsCl 1,32-1,35 см3.

Геном:

ДНК. 1 молекула, линейная, двуспиральная.

Mr 20-25 х 106 (мастаденовирусы), 30 х 106 (авиаденовирусы).

G+C 48-61% (мастаденовирусы), 54-55% (авиаденовирусы).

Размер 35937 bp.

Антигенные особенности:

На основе титров нейтрализации выделяют серотипы аденовирусов. В один серотип относят изоляты не дающие перекрестных реакций с дркгими или проявляющие соотношение титра гомология:гетерология более чем 16. Для соотношения титра гомология:гетерология в пределах 8-16, обозначение серотипа проводится если гемагглютинины вирусов не родственны (нет перекрестов в тесте ингибиции гемагглютинации) или при наличии биофизических или биохимических различий. Антигены на поверхности вириона, в основном, типоспецифичны. Родоспецифичные антигены расположены на базальной поверхности гексонов, тогда как серотипспецифические антигены гексонов расположены, в основном, на вершинах гексонов.

Род: Mastadeno-

Типовой вид: аденовирус человека 2.

Аденовирусы млекопитающих серологически отличны от аденовирусов,инфицирующих птиц.

Выделено 10 групп аденовирусов млекопитающих.

Виды (12).

Естественные хозяева: КРС, лошади, козы, овцы, свиньи, собаки, обезьяны, мыши, землеройки.

Род: Aviadeno-

Типовой вид: аденовирус кур 1.

Выделено 5 групп аденовирусов птиц. Серологически отличны от аденовирусов млекопитающих.

Виды (6).

Естественные хозяева: утки, куры, гуси, фазаны, индюки.

                          СИНДРОМ СНИЖЕНИЯ ЯЙЦЕНОСКОСТИ (ССЯ-76) 

                     Egg drop Syndrome-76, EDS-76

Синдром снижения яйценоскости 76 (литье яиц, аденовирусная болезнь птиц) - вирусная болезнь кур-несушек, характеризующаяся размягчением, отсутствием или депигментацией скорлупы яиц и сопровождающаяся значительным снижением яйценоскости. Болезнь, полу​чившая названия "синдром снижения яйценоскости-76", впервые описана голландскими учеными в 1976 г.

Продукция яиц при таком синдроме коррелировала с появлением у несушек преципитинов к аденовирусу В этих случаях они также были инфицированы Mycoplasma synoviae. Лишь в 1976 г. был открыт новый патологический агент, названный "Egg drop syndrome-76" (EDS-76), быстро распространяющийся среди многих птицеводческих хозяйств Западной Европы

EDS-76 не принадлежит ни к одному из 12-ти серотипов птичьих АВ, отличаясь от них в серологических реакциях, а также гемагглютинацией куриных, утиных и гусиных эритро​цитов. Роль АВ в возникновении синдрома снижения яйценоскости-76 подтверждена много​численными исследователями. McFerran впервые выделил вирус в Северной Ирландии из слизистой оболочки носовой полости и гортани кур, у которых отмечалось снижение яйце​кладки Изолированный им шт. вируса EDS-76 в настоящее время известен как штамм 127. В 1978 г Baxendale из лейкоцитов кур изолировал вирус, серологически идентичный шт. 127. Он был назван ВС-14. McCacken и др. при экспериментальном заражении кур на конъюнктиву и per os штаммом 127 воспроизвели болезнь и подтвердили этиологическую роль его. В последующие годы во время вспышек подобной болезни у кур в Англии, Фран​ции, Италии, Венгрии, ФРГ и других странах подтверждена ведущая роль вируса EDS-76.

Поскольку McFerran впервые предположил, что вирус 127 произошел от уток, Baxendale исследовал сыворотки 24 уток и у 20 из них обнаружил преципитирующие, нейтрализующие AT и анти-ГА против вируса ВС-14. В дальнейшем Baxendale и др. предположили, что ви​рус EDS-76 первоначально был изолирован от уток, не проявляя патогенности для птиц это​го вида. Основанием для такого предположения являлся факт выявления его в Голландии - стране, которая интенсивно занимается разведением уток. По мнению авторов, инфицирование куриных стад в этой стране произошло в результате широкого применения живой вакцины против болезни Марека из шт. "Риспенс", продуцированного в культуре клеток утиных фибробластов

Со времени подробного описания болезни синдрома снижения яйценоскости (EDS), сде​ланного Eck и др., и открытия самого вируса появились многочисленные сообщения о вспышках этой болезни во многих странах мира в Нидерландах, Северной Ирландии, Япо​нии, Англии, Франции, Бельгии, Италии, США, Ираке и нашей стране AT к вирусу EDS-76 были выявлены у 51 % обследованных уток, 66 % гусей, 1 % кур.

Японские исследователи сообщали, что с 1978 по 1980 гг. в 14-ти бройлерных стадах кур страны отмечалось снижение яйценоскости, а из клоачных смывов больных птиц было выделено 11 изолятов и доказана их этиологическая роль. У кур-несушек в возрасте 8-9 мес. яйценоскость в течение 3-7 нед. снижалась на 6-25 %, а яйца были размягчены и деформи​рованы. Авторы считали, что возбудитель был завезен в Японию из европейских стран с импортируемой птицей.

Было также показано широкое естественное распространение вируса 127 среди уток причем куры, находившиеся в контакте с инфицированными утками, не становились инфицированными. По мнению McFerran, птицы в Северной Ирландии лишь недавно стали чув​ствительны к вирусу 127, поскольку ранее 1976 г специфических AT в сыворотках кур не выявляли.

Lohr и др в 1981 г провели серологическое исследование стад кур, уток, гусей и чаек в Англии и Нидерландах. В птицехозяйствах Дании эту болезнь и экономический ущерб, на​носимый ею, изучали Badstue, в Англии – Baxendale. По данным последнего, у 80 % кур с пониженной яйценоскостью постоянно обнаруживали AT к EDS-76. Позднее было много​кратно подтверждено широкое распространение вируса у взрослых уток и молодняка раз​личных пород. У утят до 2-нед возраста в 40-90 % случаев выявляли пассивные AT, но в 3-нед возрасте их уже не обнаруживали. Более позднее возрастание уровня AT свидетельство​вало о персистенции вируса (35). В Израиле в 1980 г обследовали стада домашних и диких птиц (индеек, кур, гусей, уток, цапель) и установили наличие AT у пекинских и мускусных уток, а также высокие уровни антигемагглютининов у египетских цапель (28). Серологиче​ское исследование диких птиц показало наличие анти-ГА в крови сов, аистов, лебедей и ди​ких гусей Яйца, снесенные положительно реагирующими дикими птицами (совы, аисты), имели плохо сформированную скорлупу (19, 20). Подобная болезнь кур обнаружена во мно​гих птицеводческих хозяйствах Венгрии (15) В Англии проведен анализ снижения продук​тивности птицепоголовья (6) У 80% обследованных кур с пониженной яйценоскостью вы​явлены антитела к EDS-76. В результате серологического обследования 16 стад кур породы белый леггорн и уток породы хаки Кембпел специфические антигемагглютины вьивили в 27 и 37,6% случаев соответственно. В нашей стране в 1980-1982 гг. в ряде птицефабрик бы​ли выявлены антигемагглютины к вирусу EDS-76.

Еще в 1975 г во Франции отмечали, что средние потери от этой болезни составляли 15 яиц на несушку. Больная птица давала до 15% деформированных, совершенно без скорлупы или с очень слабой скорлупой яиц. У племенных несушек, яйцо которых используют для ин​кубации, выбраковка достигала 50 яиц на голову (16). Указанный синдром вызывал сниже​ние яйценоскости на 15-25%, по другим данным - на 15%. Потери продуктивности при этой болезни составляли в среднем 12 яиц на курицу. В Англии ущерб этой инфекции достигал 2,4 млн. фунтов в год. В 1979 г. в 6 штатах США экономический ущерб от снижения яичной продуктивности и качества яиц достигал 5 млн долларов. Аналогичные данные приводили и другие ученые (10, 16). На птицефермах Японии восстановление продуктивности у перебо​левшей птицы продолжалось 3-7 нед., при напольном содержании ее яйценоскость так и не восстанавливалась до первоначального уровня на 6-12% (42). Количество яиц с дефектами скорлупы может достигать 38-40% (13) Отмечено также снижение выводимости, а также жизнеспособности цыплят в первые дни жизни. Клинические признаки болезни у кур, как правило, не проявляются. Лишь некоторые авторы (24) отмечали отдельные случаи про​страции, взъерошенности перьев, анемии, диареи, анорексии и угнетения во время яйце​кладки. У 10-70% больных птиц наблюдалась также синюшность сережек и гребня. Основ​ной характерный клинический признак инфекции в стаде - снижение яйценоскости до 15% и более. По данным Е Gough (16), этот процент достигал 30, а по данным I Brugere-Picoux (10) – 50. Пик яйцекладки может задерживаться до 4-5 нед, восстанавливаться через 4-6 нед, но первоначального уровня уже не достигает. Указанные признаки в неблагополучном стаде сохраняются 2-12 нед (42). Кроме того, для кур яичных пород характерно изменение внут​реннего качества яиц белок их становится водянистым и мутным с беловатыми хлопьями.

Симптомы EDS-7 6 также наблюдали и среди молодых мускусных уток, находившихся среди пекинских уток. В начале болезни заметно увеличение числа бесцветных яиц с тонкой и шероховатой скорлупой или яиц с трещинами. Затем следовала продукция яиц вообще без скорлупы ("литье яиц"). Это чаще проявлялось у несушек в 25-35-нед возрасте, хотя птица всех возрастов была подвержена этому синдрому. Нарушение яичной продуктивности про​являлось двояко: либо невозможностью достичь ожидаемого пика продуктивности, либо па​дением яйценоскости сразу после достижения пика. Снижение продуктивности может коле​баться в пределах 3-55%, наиболее резкое падение ее происходит в том случае, если птица достигла пика продуктивности или инфекция в стаде быстро распространяется. При медлен​ном распространении инфекции обычно отмечается небольшое снижение яйценоскости, но продолжающееся более продолжительное время.

Птица, пораженная EDS-76, обычно внешне выглядит здоровой и лишь в некоторых случаях разбитые и водянистые яйца, временное снижение аппетита или сонливость птицы наводят на подозрение в хозяйстве инфекции EDS-76.

Интересно, что в группах птиц, где выявляются антигемагглютины, нет признаков бо​лезни, свойственных синдрому EDS-76, но в тех группах птиц, где их нет или они выявля​ются в малых титрах, яйценоскость снижается Признаки болезни обычно проявляются на 30-й нед. при наступлении пика яйценоскости Это указывает на то, что вирус в латентной фазе находился в организме и ранее, но резко и активно начал проявляться на фоне физиоло​гического стресса - возрастания яйценоскости и увеличения гормонов.

Патологоанатомические изменения характеризуются отеком и инфильтрацией тканей матки и яйцевода, незначительным катаральным энтеритом, однако в ряде случаев при вскрытии трупов выраженные изменения отсутствуют При гистологическом исследовании установлена дегенерация кальцифирующих желез, их мононуклеарная инфильтрация, лимфоидная гиперплазия различной степени в печени, селезенке и других органах (15), атрофия маточных желез, инфильтрация гетерофилов, лимфоцитов и плазмоцитов, сопровождаю​щаяся обширным отеком (2, 39) Заражение кур 110-135-дневного возраста внутремышечно и интратрахеально вирусом EDS-76 (шт. В8/78) ведет к поражениям различных отделов яй​цевода и кишечника При внутримышечном введении вируса патологические изменения от​мечались в мышечной ткани.

Что касается механизма повреждения яичной скорлупы, то он до сих пор не ясен. Гисто​логические исследования яйцевода не показали глубоких изменений, при исследовании сы​воротки обнаружено только уменьшение щелочной фосфатазы - энзима, который входит в комплекс механизмов формирования скорлупы.

Вирус EDS-76 в эмбрионах уток вызывает повышение содержания некоторых-ферментов (альделазы и холинэстеразы), что коррелирует с размножением вируса. Далее иссле​дователи проследили за поведением некоторых трансфераз и обнаружили повышение их ак​тивности, особенно аминотрасферазы и пироватоксидазы. На примере вируса EDS-76 были (19, 20). По мнению A.Bartha и др. (5), инфицирование куриных стад вирусом произошло в результате применения вакцины против болезни Марека из шт. "Респенс", репродуцируемого в культуре клеток утиных фибробластов.

Локализация вируса, вирусемия, вирусоносительство и вирусовыделение. Вирус в организме инфицированной птицы может находиться в латентном состоянии до её половой зрелости или начала яйцекладки. В органах и тканях экспериментально зараженных цыплят он сохранялся до 5 нед. и выделялся с фекалиями в течение 2-х нед. после заражения (13, 17). В.И.Бурцев и др. (1, 2) показали, что при заражении цыплят в конъюнктиву, клоаку и per os возбудитель удавалось реализовать на 7-е сут из кишечника, селезенки, трахеи, матки, прямой кишки.

Экспериментальная инфекция. По данному вопросу в литературе имеются однозначные результаты. Экспериментальное заражение цыплят различных возрастных групп и кур до момента яйцекладки показало отсутствие у них клинических признаков болезни. В их органах и тканях вирус сохранялся до 5 нед и выделялся с фекалиями в течение 2 нед. после заражения (17). При заражении 1-дневных SPF-цыплят в глаз или клоаку через 7 дней вирус реизолировали из их кишечника и бурсы Фабрициуса. Цыплята, вылупившиеся из яиц, снесенных несушками в острой фазе заболевания EDS-76, не образовывали AT, и от них удавалось изолировать вирус (3, 6, 8, 12). Последний постоянно выделяли из яиц, снесенных в первые 8-9 да после заражения, когда их скорлупа была нормальной, но вирус уже присутствовал в яйцеводе несушки. Вирус (шт. ВС-14) удавалось выделить и из лейкоцитов крови эспериментально зараженных цыплят в течение 15-ти да после заражения, но безуспешно - из полевых проб в более поздние сроки.

У цыплят, инфицированных в 19-нед возрасте, начало яйцекладки по сравнению с контрольными птицами задерживалось на 9 дн. В начале опыта она на 15-20% была ниже, чем у контрольных птиц, при этом процент выбракованных яиц нарастал, достигая максимума к 15-16-ному да после заражения. При экспериментальном заражении кур-несушек перед яйцекладкой шт. Д-61 происходила задержка её и снижение яичной продуктивности приблизительно на 20%. Как уже указывалось, экспериментальное заражение цыплят и кур различных возрастных групп не сопровождается появлением клинических признаков болезни до момента яйцекладки. Симптомы болезни проявляются лишь у взрослых кур в период яйцекладки. Из белка и желтка яиц, снесенных без скорлупы, выделить вирус не удавалось. Это свидетельствует о том, что вертикальная передача инфекции (через яйцо) имеет место лишь короткое время, вероятно, в первые 7 дн после инфицирования.

Патология при EDS-76 проявляется однотипно у кур-несушек разных линий и пород. Так, например, при заражении коричневых кур линий ВС, НС и кур породы белый леггорн линии WL штаммом Н-162 уже через 7 да после заражения у птицы обнаруживались антитела, снижение яйценоскости и в течение 3-х да наблюдали нарушение скорлупы. Яйца, особенно с ненормальной скорлупой, прошедшие через пораженный яйцевод, могут нести в себе вирус. Инфицированные яйца могут иметь важное значение в распространении вируса EDS-76 во внешней среде (37). Инфекция EDS-76 подавляла образование группоспецифических AT к АВИ, вызываемой АВ группы CELO (FAV). Относительно чувствительности других видов птиц к экспериментальной инфекции опубликовано сравнительно мало данных. В опытах 8, 19, 29-дн гусята, а также гусыни в период яйцекладки весьма восприимчивы к заражению вирусом EDS-76. У всех инфицированных в течение 3 нед после заражения в фекалиях установлено наличие вируса и анти-ГА. При экспериментальном заражении этим вирусом у чижей не отмечалось видимых симптомов болезни в течение всего периода наблюдения, но вирус выделяли из фекалий, и у всех птиц находили AT в титре 1:64-1:256. AT также были выявлены у воробьев, обитающих вблизи птицефабрик Предполагают, что в естественных условиях происходит перекрестное инфицирование дикой и домашней птицы, а выделение вируса с фекалиями делает возможным его распространение на разные расстояния (33)

Культивирование. Вирус EDS-76 размножается m vitro в клетках утиных эмбрионов более интенсивно, чем в эмбрионах птиц других видов (34, 35, 36), поэтому утиные эмбрионы и однослойные клеточные культуры утиного происхождения - оптимальная система для культивирования этого вируса J.B.Ferran (31) адаптировал штамм 127 в культуре клеток печени эмбрионов кур и успешно культивировал его на утиных эмбрионах.

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ

Источник инфекции - инфицированная птица, выделяющая вирус с фекалиями или передающая его потомству с яйцом, т. е. наблюдается вертикальная или трансовариальная передача. К настоящему времени мнения относительно источников и путей передачи данной инфекции мнения не всегда однозначны. Анализ таких сообщений позволяет составить следующее представление об эпизоотических особенностях EDS-76. Во-первых, в естественных условиях резервуар возбудителя болезни домашние и дикие утки всех пород (43). При исследовании стада уток в 85% случаев выявляли ПА, ВНА и анти-ГА к шт. ВС-14, а из клоаки 10 клинически здоровых утят белой пекинской породы выделил изоляты, не отличающиеся от шт ВС-14. Это свидетельствует о широком распространении вируса EDS-76 среди уток, причем в естественных условиях он всегда передается от утки к утке, но нет прямых доказательств передачи его посредством контакта от уток курам, хотя в хозяйствах у кур антигемагглютинины обнаруживались лишь после того, как их выявляли у уток. У кур в этих случаях AT обнаруживались очень редко и в низких титрах (максимально 1:20). В коммерческих утиных стадах США обнаруживали анти-ГА к шт. 127 Вопрос о естественном носительстве этого вируса утками, курами, гусями и птицами других видов подтверждается большим числом однозначных по существу примеров. В естественных условиях куры-реконвалесценты продолжительное время остаются вирусоносигелями, и активизация персистирующего вируса - следствие стрессового воздействия на организм, обусловленного началом яйцекладки. Слабая горизонтальная передача вируса EDS-76 показана как в экспериментальных, так и полевых условиях (31). Это подтверждается тем, что иногда EDS-76 долго регистрируется в одной части помещения, тогда как другие части свободны от инфекции. Поэтому перегородки между группами птицы могут быть препятствием для распространения инфекции EDS-76. При напольном содержании болезнь распространяется в течение 1-15 дн. В этих условиях возбудитель передается контактным путем через обслуживающий персонал, предметы ухода, транспорт и т.д. (16). При скармливании зараженных яиц здоровым птицам, последние заболевают. Когда вирус EDS-76 есть в хозяйстве и наблюдается литье яиц, большинство, если не все птицы неблагополучной фермы серопозитивны, что также доказывает горизонтальную передачу вируса. Птица может инфицироваться при транспортировке в плохо дезинфицированных грузовиках, при использовании корма из инфицированных мест, а также через предметы ухода, особенно через контаминированные подложки для яиц. Основной путь передачи инфекции не только горизонтальный, но и вертикальный - через яйца, снесенные инфицированными птицами. Отмечают случаи распространения возбудителя болезни со спермой петухов (28,43). Подтверждена вертикальная передача вируса выделением шт. В61 из печени вылупившихся цыплят (13). Экспериментально доказана вертикальная передача вируса потомству в первую неделю после заражения.

ДИАГНОСТИКА

Диагноз ставят на оновании лабораторных исследований с учетом эпизоотологических данных, клинических признаков и патологических изменений Для выяснения причины болезни используют методы ранней и ретроспективной диагностики

Метод ранней диагностики

Выделение вируса. Из патологического материала (клоаки печени, селезенки, яйцевода, лейкоцитов, крови, фекалий) более успешно вирус выделяют в первые 10 дн инфицирования (29, 30). Используют для этого утиные эмбрионы или культуру клеток почек, печени эмбрионов уток и гусей, утиных и гусиных фибробластах, а также клетки гепатоцитов КЭ. Однако ФЭК и сами эмбрионы для этой цели не пригодны (4). Для выделения вируса необходимо не менее 3-х последовательных пассажей. Материалом, взятым с помощью тампона из клоаки, глотки, яйцевода, кусочками печени и селезенки, а также лейкоцитами заражают чувствительную культуру клеток. Проводят не менее 3-х последовательных пассажей с 7-10 дн интервалом. Присутствие в среде вируса EDS-76 устанавливают с помощью РГА. Обычно в сыворотке у всех экспериментально зараженных птиц в РЗГА выявлялись антигемагглютинины. В опытах, где имелась одна зараженная птица среди группы здоровых контактных птиц, последние, как правило, становились серопозитивньми, однако выделить вирус от них не удавалось, и инфекция далее не передавалась следующей партии контактно подсаженных птиц.

Индикация выделенного вируса. Вирус EDS-76, как правило, типируют в РЗГА и РН на утиных эмбрионах или в культуре клеток утиного происхождения. Учитывая, что между шт. вируса EDS-76, выделенными в различных странах, отсутствует антигенное различие, в качестве специфических сывороток для типирования вновь выделенного вируса используют антисыворотки к штаммам 127, ВС-14, Е-7, В8/78, 3877 и JPA-1.

Антисыворотку к штаммам готовят на SPF-курах-несушках и кроликах и используют для непрямого метода иммунофлюоресценции с меченой кроличьей или козьей антикуриной сывороткой конъюгированной ФИТЦ.

Первые изменения в инфицированной культуре клеток утиньк фибробластов отмечают уже через 48 ч после заражения, когда в пограничных районах, зонах клеточного монослоя, появляются отчетливые и частые уплотнения. Через 72 ч после заражения появляется множество округлившихся клеток и мертвых клеток, плавающих в среде; монослой начинает сжиматься и в нем появляются большие дыры. К 96-му часу монослой зараженных клеток, содержащих соединившиеся гранулы, формирует длинные тяжи. Таким изменениям подвергаются эпителиальные клетки. Однако фибробласты между эпителиальными островками не поражены. Часто в среде культивирования присутствует большое число округлых, свободно плавающих клеток. В этом, собственно, и состоит цитопатический эффект, индуцируемый шт. 127.

Окраска  зараженного  монослоя  гематоксилин-эозином   позволяет  выявлять внутриядерные включения.

ЭМ. Через 24 ч после заражения культуры клеток утиных фибробластов вирионы и несколько типов включений выявляются в ядрах клеток. Размер частиц составлял 70-75 нм в диаметре. Отмечали 2 основных типа их. Некоторые из них имели электронноплотную сердцевину (нуклеотид) 50 нм в диаметре, отделенную от внешнего капсида светлым пространством. Другие частицы имели электронно-светящийся (яркий, прозрачный) центр, содержащийся в мембране, соединенной с капсидом. Эта внутренняя структура (40 нм в диаметре) была также отделена светлым пространством от внешнего капсида.

Серодиагностика. Помимо выделения и идентификации вируса с помощью РГА-РЗГА и ИФ у птиц подозрительного стада исследуют сыворотки на присутствие специфических антител. Это делается в 3-х случаях: когда изучают динамику AT в результате экспериментального заражения птицы:  при широких  полевых  серологических обследованиях птицы с целью установления наличия инфекции в стаде, используя принцип парных сывороток; и в случаях установления иммунологического статуса птицы после применения вакцины. Во всех случаях применяют серологические исследования (РЗГА, РДП, РН и ИФА), для чего врачу-диагносту необходимо в качестве контроля иметь под рукой заведомо положительные сыворотки.

Тест ингибиции ГА (РЗГА) с желтком яиц. Предложен в 1985 г. Он имеет ряд преимуществ перед аналогичной РЗГА с испытуемой сывороткой крови.

РН. Её ставят в утиных эмбрионах и в культурах клеток печени и почки эмбрионов уток и утиных фибробластов и имеет важное значение для типирования вируса в сомнительных случаях. Для этого монослойную культуру, выращенную в пробирках на среде Игла, инокулируют смесью вирус-сыворотка, которую предварительно выдерживают (30 мин) при комнатной температуре (22°С ) и инокулируют по 0,2 мл в 5 пробирок с культурой клеток. Данная реакция может быть использована для определения различий между типичными аденовирусами птиц, поскольку этот метод недостаточно чувствителен для обнаружения сходных антигенов. С помощью РДП проводят серологическое исследование стада кур на EDS-76 (42), но она менее чувствительна, чем РЗГА, и в РДП невозможно обнаружить низкий уровень AT. РДП удобно ставить и с экстрактом желтка.

На основании сравнительных исследований по обнаружению AT к вирусу ССЯ-76 в РЗГА и ИФА была установлена более высокая чувствительность последнего (32). Он выявлял положительных сывороток на 7% больше, чем РЗГА.

ИММУНИТЕТ И СПЕЦИФИЧЕСКАЯ ПРОФИЛАКТИКА

Переболевшие куры приобретают напряженный продолжительный иммунитет В литературных источниках отсутствуют сведения о повторном заболевании птиц Отдельные птицы могут быть поражены в течение 3-16 дн, далее они выздоравливают и восстанавливают свою яйценоскость. У небольшого числа птиц вообще никогда не развивается болезнь Обычно в неблагополучном стаде птицы процесс выздоровления длится от 4 до 14 нед Для специфической профилактики EDS-76 в различных стадах разработаны и успешно применяются, главным образом, инактивированные вакцины. Так, еще в 1978 г была показана возможность вакцинопрофилактики этой инфекции с помощью инактивированной масляной вакцины, содержащей вирус ВС-14. В 1980 г. (43) разработана и успешно испытана бивалентная вакцину против EDS-76 и НБ, причем первый вирус был представлен двумя шт. Е-77 и 127, которые вначале репродуцировались в культуре гепатоцитов КЭ, а далее в культуре фибробластов утиных эмбрионов. Четыре высокоиммуногенных шт. ВНЕ размножались в КЭ Вирусы инактивировали (3-пропилактоном, в качестве адъюванта использовали высокий уровень анти-ГА (27-210) к EDS-76 и НБ Вакцинация обеспечивала полную защиту несушек при повторном заражении их патогенным вирусом EDS-76 как спустя 10 дн. после вакцинации, так и в более поздние сроки - до года, а также высокий уровень материнских AT у потомства. По рекомендации авторов птицу вакцинируют внутримышечно в 16-20-нед возрасте по 0,5 мл. Помимо горизонтальной передачи этот препарат надежно предотвращает и вертикальную передачу вируса и ограничивает распространение инфекции не только в пределах одной фермы, но и по всему региону, от фермы к ферме.

В 1982 г. предложена комбинированная инактивированная эмульгированная вакцина против НБ, ССЯ-76 и ИББ, которую вводили подкожно в дозе 0,75 мл. У привитых несушек наблюдался высокий титр анти-ГА и ВНА. При контрольном заражении они были иммунными и сохраняли высокую яйценоскость. Подобные результаты применения инактивированной вакцины получили многие авторы (3, 5, 9, 11, 22, 23 ,25, 26, 27, 34). Максимальный уровень поствакцинальных антител отмечали к 30-му дн.

Ветеринарно –санитарная оценка. Туши и продукты убоя от больных и подозрительных по заболеванию выпускать в сыром виде запрещается. При наличие дегенеративных или других паталогических изменений в мускулатуре тушу с внутренними органами направляют на утилизацию. При отсутствии паталогиеских изменений направляют  образцы на бактериологическое исследование на сальмонеллёз. В случае обнаружения сальмонелл  внутренние органы утилизируют, а тушу направляют на проварку. При отсутствие сальмонелл  разрешается перерабатывать на  варёные, варёно –копчёные колбасы , консервы или проварку.
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