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Заведующий референтной лабораторией поАЧС ФГБУ «ВНИИЗЖ»:к.в.н. А.С. Иголкин

Аспекты усовершенствования мониторинговыхисследований на АЧС и возможности использованияальтернативных способов отбора проб для диагностики



Federal Service for Veterinary and Phytosanitary Surveillance(Rosselkhoznadzor), FGBI «ARRIAH» 2



Federal Service for Veterinary and Phytosanitary Surveillance(Rosselkhoznadzor), FGBI «ARRIAH» 3



Federal Service for Veterinary and Phytosanitary Surveillance(Rosselkhoznadzor), FGBI «ARRIAH» 4



Federal Service for Veterinary and Phytosanitary Surveillance(Rosselkhoznadzor), FGBI «ARRIAH»

Лабораторные исследования на АЧС, проводимые в РФ врамках государственного мониторинга (данные ГИС «Ассоль»)
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Лабораторные исследования на АЧС, проводимые в РФ врамках государственного мониторинга (данные ГИС «Ассоль»)
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Затраты: 83,3 млн. рубл/год



Federal Service for Veterinary and Phytosanitary Surveillance(Rosselkhoznadzor), FGBI «ARRIAH»

Сведения о лабораторных исследованиях в РФпо АЧС за 2018-2022 гг (данные ФГБУ ЦВ)
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Сведения о лабораторных исследованиях в РФпо АЧС за 2018-2022 гг (данные ФГБУ ЦВ)

Затраты: 1,14 млрд. рубл/год
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Какова цель такого мониторинга?
1. Раннее выявление инфекции;
2. Доказательство отсутствие инфекции на конкретнойтерритории / в хозяйстве;
3. Определение превалентности инфекции;
4. и др.
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Динамика развития инфекционного процесса при АЧС

Динамика развития инфекционного процесса при АЧС (по данным Centro de Investigación en Sanidad Animal. InstitutoNacional De Investigaciones Agrarias (CISA-INIA), Universidad Complutense de Madrid (UCM), Методические рекомендации попроведению эпизоотологического обследования при АЧС, ФГБУ «ВНИИЗЖ», 2022 г)
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5-20 km10-100 km2-я зона 1-я зона

«Ветеринарные правила осуществления профилактических, диагностических, ограничительных и иных мероприятий,установления и отмены карантина и иных ограничений, направленных на предотвращение распространения и ликвидацию очаговАЧС»приказ МСХ РФ №37 от 28.01.2021 г.
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- В п.12 Правил (от 28.01.2021 г. №37) регламентируется необходимостьдоказательства отсутствия циркуляции вируса АЧС на территориисубъекта РФ. При этом в подпункте а) представлены требования поисследованиям лишь дважды в год («…не менее, чем в 25% хозяйствсубъекта РФ…»). Но этого - не достаточно.
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-- учитывая инкубационный период АЧС – отбор проб и исследования должныпроводится в каждом хозяйстве не менее 2 раз в месяц среди целевойпопуляции (павшие или живые свиньи у которых наблюдают признаки болезниКАК ЛИБО схожие с АЧС (!!!метод первого выбора – ПЦР!!!)).-- для минимизации нагрузки на лабораторную сеть и снижения затратдопустимо пулирование проб (от 2-3 животных подозрительной группы).
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Проект схемы мониторинговых исследований наАЧС на свиноводческих предприятиях РФ III-IVкомпартмента.
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ЦЕЛЬ МОНИТОРИНГА – РАННЕЕ ОБНАРУЖЕНИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ .
I. Определение подозрительного случая для целей мониторинга по АЧС:В случае появления у свиней любого из признаков недомогания перечисленных в п 3. Правил (за исключением их травматизации),требуется проведение отбора и исследований от таких животных минимум 1 раз в две недели с площадки минимум от 2 групп, вкоторых будут отобраны по 2-3 пробы (пулируются в 1).

Для этой цели подходит только прямые методы диагностики, метод первого выбора – ПЦР.

Хозяйство(отдельно стоящей комплекс зданий/сооружений связанныхмежду собой тесными хозяйственными связями)Группа№1 Группа№2 Группа№3 Группа№4

Проба №1 Проба №2 Проба №3 Проба №4

2ра
зав

мес
яц

2. Также дополнительно - в случае появления у животных симптомокоплекса включающего несколько признаков (клиническихпатологоанатомических) и/или при подъеме ординарной заболеваемости/смертности исследования должны проводитсянемедленно с отбором не менее 3 проб от группы подозрительных животных, которые также допустимо пулировать.
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ЦЕЛЬ МОНИТОРИНГА – РАННЕЕ ОБНАРУЖЕНИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ .
I. Определение подозрительного случая для целей мониторинга по АЧС:В случае появления у свиней любого из признаков недомогания перечисленных в п 3. Правил (за исключением их травматизации),требуется проведение отбора и исследований от таких животных минимум 1 раз в две недели с площадки минимум от 2 групп, вкоторых будут отобраны по 2-3 пробы (пулируются в 1).

Для этой цели подходит только прямые методы диагностики, метод первого выбора – ПЦР.

Хозяйство(отдельно стоящей комплекс зданий/сооружений связанныхмежду собой тесными хозяйственными связями)Группа№1 Группа№2 Группа№3 Группа№4

Проба №1 Проба №2 Проба №3 Проба №4

2ра
зав

мес
яц

2. Также дополнительно - в случае появления у животных симптомокоплекса включающего несколько признаков (клиническихпатологоанатомических) и/или при подъеме ординарной заболеваемости/смертности исследования должны проводитсянемедленно с отбором не менее 3 проб от группы подозрительных животных, которые также допустимо пулировать.

Минимум Расширенный
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ЦЕЛЬ МОНИТОРИНГА – РАННЕЕ ОБНАРУЖЕНИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ .
Для этой цели подходит только прямые методы диагностики, метод первого выбора – ПЦР.

Партия(группа животных предназначенная для отгрузки на убой в )

от каждой партии, не ранее чем за 7 дней до отгрузки

Пуллированнаяпроба №1 Пуллированнаяпроба №2 Пуллированнаяпроба №3 Пуллированнаяпроба №3

II. Мониторинг партий животных направляемых на убой c предприятий III-IV компартмента:В случае если партией назначаются животные отгружаемые в течение определенного периода, то считаем, чтомаксимально допустимый «период» партии не должен превышать двухнедельные отгрузки
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ЦЕЛЬ МОНИТОРИНГА – РАННЕЕ ОБНАРУЖЕНИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ .
Для этой цели подходит только прямые методы диагностики, метод первого выбора – ПЦР.

Партия(группа животных предназначенная для отгрузки на убой в )

от каждой партии, не ранее чем за 7 дней до отгрузки

Пуллированнаяпроба №1 Пуллированнаяпроба №2 Пуллированнаяпроба №3 Пуллированнаяпроба №3

II. Мониторинг партий животных направляемых на убой c предприятий III-IV компартмента:В случае если партией назначаются животные отгружаемые в течение определенного периода, то считаем, чтомаксимально допустимый «период» партии не должен превышать двухнедельные отгрузки

Минимум Расширенный
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ЦЕЛЬ МОНИТОРИНГА – РАННЕЕ ОБНАРУЖЕНИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ .
II. Мониторинг партий животных направляемых на убой c предприятий III-IV компартмента:
Для этой цели подходит только прямые методы диагностики, метод первого выбора – ПЦР.
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Расчёт затрат
Кол-во хозяйств III-IV компартмента: 1182Средняя стоимость одного исследования методом ПЦР (2022 г.) – 1500 руб;I. Определение подозрительного случая для целей мониторинга:

1.1. Минимальный: 2х2х12х1182х1500 = 85 104 000 рубл;1.2. Расширенный: 4х2х12х1182х1500 = 170 208 000 рубл;
У животных с симптомокоплексом включающего несколько признаков (15% от п.1.):

170 208 000 х 15% = 25 531 200 рубл;
II. Мониторинг партий животных направляемых на убой:

2.1. Минимальный: 2х2х12х1182х1500 = 85 104 000 рубл;2.2. Расширенный: 4х2х12х1182х1500 = 170 208 000 рубл.
ИТОГО: Минимальный: 85 104 000 + 85 104 000 + 25 531 200 = 195 739 200 рубл;

Расширенный: 170 208 000 + 170 208 000 + 25 531 200 = 365 947 200 рубл;
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Отечественный производитель современных тест-систем на основе ПЦР-РВ длявыявления инфекционных заболеваний КРС, МРС, свиней и птиц (разработаны наоснове собственной коллекции полевых и референтных штаммов и изолятов, циркулирующихна территории РФ).
Преимущества:
-тест-системы разрабатываются и актуализируются с учетом генетических особенностей
циркулирующих на территории РФ изолятов и референтных штаммов;
- наличие собственной научно-исследовательской базы и доступ к генетическим технологиям
позволяют создавать тест-системы с высокими показателями чувствительности и
специфичности, которые не уступают отечественным и зарубежным аналогам.
- каждая тест-система снабжается протоколом валидации;
- тест-системы успешно проходят международные сличительные испытания в референтных
лабораториях МЭБ, что является гарантом надежности и достоверности результата;

Тест-системы ФГБУ «ВНИИЗЖ»
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Наборы для молекулярной диагностики производстваФГБУ «ВНИИЗЖ»
• «КАПРИПОКС» (выявляет геном оспы овец, оспы коз, ЗУД)
• «Заразный узелковый дерматит ПЦР РВ скрининг-тест»
• «Заразный узелковый дерматит ПЦР РВ» (полевой штамм)
• «Заразный узелковый дерматит ПЦР РВ вак» (вакц.штамм)
• «Оспа овец ПЦР РВ скрининг-тест»
• «Оспа коз ПЦР РВ скрининг-тест»
• «Чума мелких жвачных ПЦР РВ скрининг-тест»
• «Лейкоз ПЦР РВ»
• «ПЦР АЧС»
• «Грипп птиц тип А ОТ-ПЦР-РВ»
• «Грипп птиц H5/H7 ОТ-ПЦР-РВ»
• «Грипп птиц H9 ОТ-ПЦР-РВ»• Набор реагентов для выделения РНК/ДНКиз биологического материала «Про100сорб»

21

• рассчитана на 50 реакций (включая контроли)• срок годности 12 месяцев
Материал для исследования:• цельная кровь, плазма крови, сыворотка крови• мазки со слизистых оболочек животного• фрагменты тканей и органов• продукты биологического происхождения• корма
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ИФА (12):гриппа птицньюкаслской болезниинфекционного бронхита куринфекционной бурсальной болезниинфекционного ларинготрахеитапневмовируса птиц (А+В)Mycoplasma GallisepticumMycoplasma Synoviaeинфекционного энцефаломиелита птицсиндрома снижения яйценоскостиреовируса птицаденовируса птиц
За 2022 год изготовлено и реализованооколо 6000 диагностических наборов РТГА иИФА

РТГА (5):гриппа птиц (Н5, Н7, Н9)ньюкаслской болезнисиндрома снижения яйценоскости

Наборы для серологической диагностики производстваФГБУ «ВНИИЗЖ»
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Альтернативные методы отбора проб идиагностики
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Методы лабораторной диагностики АЧС

Методические рекомендации по проведению эпизоотологического обследования при АЧС, ФГБУ «ВНИИЗЖ», 2022 г)
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Образцы
Кровь Сыворотка крови

Фильтровальная бумага(Whatman® № 3) Зонд-тампон(кровь, нанесенная на зонд-тампон) Пробирки с активатором свертывания
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Пробоподготовка образцов крови
Образец на фильтровальной бумаге

2,0 см2 образца на ФБ + 2,0 см3 буферного раствора

Выдержка 5 минГомогенизируем 3 мин

Центрифугируем мин при 1000g

Вырезаем окружности с диаметром 3 мм

Помещаем в лунки с 0,1 см3 буфераДобавление 0,1 см3 элюата влунки планшета
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Сравнение чувствительности и специфичности ТФ-ИФА приисследовании сывороток и образцов крови, нанесенных на ФБ

Примечание: * – тест-система «INgezim PPA Compac» (Ingenasa, Испания); ** – Whatman® № 3
Использование ФБ приводит к появлению, как ложноположительных, так и ложноотрицательных результатов.При сравнении использования ФБ в методах иммуноблоттинга и ТФ-ИФА установили, одинложноположительный результат, полученный в ТФ-ИФА.
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Подготовка образцов
Образец, нанесенный на зонд-тампон

Помещение головки зонд-тампона в 1.0 см3 of фосфатно-буферного раствора

Выдержка в течение 5 мин для элюции

Добавление 0.1 см3 элюата в лунки микропланшета
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Сравнительная чувствительность и специфичностьпри использовании сывороток и образцов крови, нанесенных на зонд-тампон
Срок послезаражения, сут.

ИФА *(сыворотка крови) ИПМ(зонд-тампоны*) ИПМ(сыворотка крови)
10 + 1:20 1:320
10 + 1:5160 1:81920
10 – – 1:20
10 + 1:640 1:640
31 + 1:20 1:320
31 + 1:1280 1:20480
31 + 1:1280 1:10240
31 + 1:80 1:5160
31 + 1:160 1:40960
31 + 1:160 1:81920

Окрашивание цитоплазмы инфицированныхклеток при исследовании пробы крови, нанесеннойна зонд-тампон (увеличение ×400)Примечание: * – тест-система «INgezim PPA Compac» (Ingenasa, Испания)** – зонд-тампон с вискозным наконечником (Ningbo Greetmede MedicalInstruments CO., КНР)
Использование в эксперименте ИПМ с зонд-тампонами позволило обнаружить антитела к вирусу АЧС во всех образцахкрови, отобранной от инфицированных животных с положительной реакцией в ИФА. При этом использование ИПМпри исследовании сыворотки показало бóльшую чувствительность по отношению к ИФА.
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Достоинства✓ Ограничения✖ Отбор проб от павших животных
 Менее инвазивный метод
 Меньший риск контаминации
 Уменьшение объема образца прииспользовании ФБ Низкая цена
 Простота отбора
 Упрощенные условия хранения

× Сниженная чувствительность испецифичность
× Необходимо использоватьоптимальный адсорбирующийматериал
× Необходимо проведение калибровкикаждой тест-системы

Концепция использования зонд-тампонов и ИПМ является весьма перспективной, а вряде случаев и безальтернативной, что позволяет ее рекомендовать для изученияраспространения вируса АЧС в популяции дикого кабана и домашних свиней.
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ОБНАРУЖЕНИЕ АЧС В ПРОДУКЦИИСВИНОВОДСТВА

ФГБУ «ВНИИЗЖ»

600901 Россия, Владимир, ЮрьевецTel/Fax: (4922) 26-38-77, (4922) 26-06-14, (4922) 26-19-14, доб. 23-07E-mail: igolkin_as@arriah.ru


