
Секція №  2. Лабораторна діагностика хвороб тварин

Матеріали і методи. Був проведений аналіз літературних джерел висвітлених на 

інформаційному порталі h ttp s:// pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ та матеріалів лекції ветеринарного лікаря - 

кардіолога, учасниці конференцій E C V IM  та A C V IM  Марії Назаровой

Результати і висновки. Закупорення судини за артеріальної тромбоемболії супроводжується 

важкими наслідками через гостре порушення руху крові в зоні тромбованої судини. Дефіцит кисню 

призводить до вмикання анаеробних шляхів синтезу А Т Ф , гліколізу. Через це в тканинах 

накопичується молочна кислота, виникає ацидоз, порушується робота іонного насосу і, як наслідок, 

транспорт речовин через мембрану. Іони К +  виходять з клітин в судинне русло, їх місце займають С а2+ 

та N a+ . Через перерозподіл і підвищений онкотичний тиск клітини набрякають, порушується їх 

цілісність.

Гіршим може бути лише, як не парадоксально, відновлення руху крові після тривалої ішемії, 

адже відновлення доставки кисню призводить до реперфузійних пошкоджень. Виникнення синдрому 

ішемії-реперфузії має серйозні наслідки для всього організму. До кровотоку потрапляють продукти 

анаеробного метаболізму, вільний міоглобін, біологічно активні речовини та медіатори запалення. 

Особливо небезпечними для організму є вільні форми кисню.

Дуже вразливим місцем у тварин за застійної серцевої недостатності є нирки. Патологічна 

взаємодія між системами цих органів отримала назву «кардіоренальний синдром». В результаті 

розвитку артеріальної тромбоемболії (біль, стрес та загострення серцевої недостатності, вивільнення 

великої кількості токсичних для нирок речовин) можуть загостритись проблеми з нирками. Крім того 

артеріальна тромбоемболія може призвести до розвитку інфаркту нирки.

Отже, діагностичні дослідження свійського кота за артеріальної тромбоемболії мають включати 

моніторинг рівня рН крові та Калію двічі на добу упродовж 5-14 днів. Біохімічний аналіз крові (вміст 

креатиніну, альбуміну, глюкози, білірубіну, сечовини, Калію, Фосфору, Кальцію), загальний аналіз 

крові та загальний аналіз сечі під час надходження в клініку, після стабілізації стану та через 2 тижні 

після випадку артеріальної тромбоемболії.

Р А З Р А Б О Т К А  Т Е С Т -С И С Т Е М Ы  Д Л Я  С К Р И Н И Н Г А  С Е Р О Л О Г И Ч Е С К О Г О  
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Актуальность. Вирусный гепатит Е  (В Г Е ) признан зоонозной инфекцией с резервуарами у 

домашних свиней, диких кабанов и других видов животных. Помимо очевидных последствий
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повсеместное наличие В Г Е  у животных, имеющих отношение к производству пищевых продуктов, 

также вызывает озабоченность со стороны здравоохранения прямое контактирование человека с 

инфицированными животными, а также загрязнение окружающей среды, в частности, поверхностных 

вод фекалиями животных, а также рекреационных и профессиональных рисков в сельской местности. 

После того, как была установлена зоонозная возможность передачи ВГЕ , стало очевидно, что чем выше 

уровень распространенности В Г Е  у животных, тем больше риск передачи инфекции человеку, что 

представляет серьезные причины для беспокойства по поводу здоровья населения.

Цель. Разработать экспериментальный вариант диагностической тест-системы для мониторинга 

выявления IgG -антител к В Г Е  методом иммуноферментного анализа (И Ф А ) в сыворотке крови 

животных.

Материалы и методы. В качестве биологического материала использовали сыворотки крови 

больных вирусным гепатитом Е  свиней (n =30), положительных в отношении Р Н К  ВГЕ, 

подтвержденного методом обратно-транскрипционной П Ц Р  (О Т -П Ц Р ) в режиме реального времени 

с использованием диагностических тест-систем RealStar® H E V  R T -P C R  Kit 2.0 (Altona, Германия); 

во всех исследуемых образцах методом И Ф А  с использованием диагностических тест-систем «IgG anti- 

H E V  E L ISA  kit» (Genelabs Diagnostics, Сингапур) были выявлены антитела класса G к ВГЕ. В 

качестве отрицательного контроля использовали сыворотки крови 30 здоровых свиней; при этом в 

данных образцах биологического материала Р Н К  В Г Е  и IgG -антитела к В Г Е  выявлены не были.

Результаты и выводы. Для изготовления тест-системы использовали генно-инженерные 

полипептиды с антигенной последовательностью В Г Е  1, конъюгированные с бета-галактозидазой 

(«Н И И  вакцин и сывороток им. И .И . Мечникова Р А М Н », Р Ф ).

Проведен подбор концентраций и буфера для сорбции полипептидов открытой рамки 

считывания (О Р Ф ) 2 и 3 В Г Е  на полистироловые планшеты после предварительная обработки его 

ультрафиолетовым излучением с целью повышения адгезивности для сорбции рекомбинантного 

антигена. Установлена оптимальная концентрация полипептидов для сорбции О Р Ф -2  и О Р Ф -3  на 

полистироловые планшеты — 8 мкг/мл в 0,005 М карбонатном буфере Ph 9,5. Подобрано оптимальное 

разведение универсального коньюгата — белка А  стафилококка с пероксидазой хрена для проявления 

тестируемых сывороток.

Интерпретацию результатов, основанную на расчете коэффициента связывания антител (К св), 

проводили по формуле:

К св =  (А 450О П ср — А 450К  ср) /  (А 450К  ср +  А 450К  ср) х 100% , где

А 45оО П ср — оптическая плотность пробы сыворотки крови

А 450К + ср — средняя оптическая плотность положительного контроля

А 450К ' ср — средняя оптическая плотность отрицательного контроля

Результат считался положительным при получении значении коэффициента > 2 0 % .

Отдельное внимание нами было уделено подбору оптимальной концентрации конъюгата для 

оптимизации критериев «положительности» образцов (исключение ложноположительных результатов)
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при пограничных значениях К св. Для этого были протестированы следующие концентрации: 0,01 

мкг/мл, 0,1 мкг/мл и 0,3 мкг/мл.

В ходе проведенных исследований было показано, что увеличение концентрации конъюгата (0,3 

мкг/мл) приводило к значительному повышению оптической плотности отрицательного контроля, т.е. к 

снижению диагностической чувствительности тест-системы, при которой слабо положительные пробы 

(n=5, (16 ,67±3 ,98% )) были детектированы как отрицательные. Диагностическая чувствительность 

разрабатываемой тест-системы с указанной концентрацией конъюгата составила 83,33%.

Снижение концентрации коньюгата до 0,01 мкг/мл приводило у существенному снижению 

чувствительности разрабатываемой тест-системы: 8 (26 ,67±4 ,95% ) изначально положительных 

образца (с применением коммерческой тест-системы) с низким содержанием антител были 

детектированы как отрицательные. Диагностическая чувствительность разрабатываемой тест-системы с 

данной концентрацией конъюгата составила 73,33%.

При использовании концентрации конъюгата 0,1 мкг/мл было установлено практически полное 

согласование результатов (совпадение результатов составило 90,00±8,11% ), полученных с 

применением разрабатываемой тест-системы (IgG -серопозитивными были определены 27 образцов), по 

сравнению с коммерческой. Таким образом, диагностическая чувствительность составила 90,00% .

Высокая диагностическая чувствительность тест-систем является главным критерием при ее 

использовании для скрининговых исследований, в частности при пулировании образцов. На эту 

возможность влияет афинность антител конъюгата — чем более афинны антитела в конъюгате, тем 

меньшая концентрация их требуется для получения должного уровня оптической плотности, 

превышающего фоновый уровень. Такой подход позволяет сократить время и материальные ресурсы 

для скрининга большого количества образцов, при этом по своей чувствительности практически не 

уступает индивидуальному исследованию сывороток крови. В связи с этим фактом, нами была 

проверена возможность выявления антител свиньи в пуле с использованием конъюгата в концентрации 

0,1 мкг/мл. Для этого использовали положительные сыворотки с разным содержанием антител и 

объединяли их с отрицательными. Использовали 2 варианта объединения: 1 положительная и 4 

отрицательных, и 1 положительная и 9 отрицательных. Количество пулированных образцов составило 

60 ( по 30 для каждого варианта объединения).

При пулировании 1 положительной и 4 отрицательных проб количество серопозитивных 

образцов составило 28 (93 ,33±8 ,20% ), тогда как при втором варианте (пулирование 1 положительной 

и 9 отрицательных проб) количество серопозитивных образцов составило 21 (70 ,00±7 ,44% ), что 

существенно снижает качество диагностических мероприятий, направленных на выявление IgG -антител 

в сыворотке крови свиней.

Таким образом, разработанная диагностическая тест-система с использованием конъюгата в 

концентрации 0,1 мкг/мл, обладающая высокими показателями диагностической чувствительности 

(90 ,00% ) и специфичности (100% ) может быть использована при проведении скрининговых 

исследований по выявлению серопозитивности поголовья свиней, в том числе и при пулировании 

образцов биологического материла, без потери эффективности.
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