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Физико-химическая и биологическая характеристика РНК вируса 
венесуэльского энцефаломиелита лошадей
(Представлено академиком К.Г. Карагезяном 2/IX 2004)

Данные, накопленные в результате исследований онтогенеза вирусов позвоночных, следовавших за изучением основных закономерностей репродукции фагов, позволяют выделить ряд последовательных этапов, из которых складывается взаимодействие вирусов с клетками. Процессы, связанные с репродукцией вирусов, в основном состоят из трех периодов: начального (адсорбция и проникновение вируса в клетку депротеинизация вирусной нуклеиновой кислоты), среднего (репликация вирусных нуклеиновых кислот, синтез структурных вирусных белков) и конечного (формирование вирионов и освобождение вируса). Синтез вирусных рибонуклеиновых кислот, как показано на модели ряда вирусов, проходит через стадию синтеза репликативной формы РНК и одного из возможных механизмов репликации - «консервативного» или «полуконсервативного» [1,2]. 
   Целью настоящей работы явились изучение репликации РНК вируса венесуэльского энцефаломиелита лошадей (ВЭЛ) и определение биологической активности вирионной и вновь синтезированных РНК. 
   Вирус ВЭЛ, принадлежащий к семейству альфа-вирусов, был получен из музея вирусных штаммов Института вирусологии АМН РФ и поддерживался периодическими пассажами на белых беспородных мышах. 
   Фибробласты куриного эмбриона (ФКЭ) готовили по общепринятой методике [3]. Культуру ФКЭ заражали вирусом ВЭЛ (5-10 БОЕ/клетка), обрабатывали актиномицином Д (2 мкг/мл) и вносили 3Н-уридин (5 мккюри/мл). Через 18 часов после инфицирования клетки из суспензии удаляли осаждением посредством центрифугирования при 3000 g в течение 15 мин, а надосадочную жидкость (вирус) подвергали дальнейшей очистке по описанному в [4] методу. Очищенный вирус содержал 10101011БОЕ/мл и 6400-12800 ед. гемагглютинирующей активности. Инфекционную активность вируса и вирусной РНК определяли по их способности формировать бляшки под агаровым покрытием. 
   РНК из очищенного и меченного по 3Н-уридину вируса выделяли трехкратной горячей фенольной депротеинизацией [5]. 
   Для фракционирования РНК и определения констант седиментации РНК подвергали центрифугированию в градиенте плотности сахарозы. Изучение плотностных характеристик вирионной РНК проводили центрифугированием последней в градиенте плотности сернокислого цезия. Методы центрифугирования в градиентах плотности сахарозы и сернокислого цезия изложены в [6]. 
   Электрофорез РНК проводили в 3.5% акриламидном геле и 0.5% агарозы. В качестве маркеров для определения седиментационных и плотностных характеристик вирусной РНК, а также для установления ее молекулярного веса использовали 28 и 18 S РНК, выделенных из незараженных клеток ФКЭ и меченных по 14С-уридину. Радиоактивность регистрировали в радиоактивном счетчике SL-20. 

	


Рис. 1. Седиментационный профиль РНК вируса ВЭЛ:  вирионная РНК; 
 маркерные РНК. 

   В наших исследованиях при изучении седиментационных и плотностных характеристик РНК вируса ВЭЛ установленно, что РНК, экстрагированная из очищенной вирусной суспензии после центрифугирования в 10/30% градиенте сахарозы и в градиенте плотности сернокислого цезия имеет коэффициент седиментации 38-40 S и распределяется в одной зоне с плавучей плотностью 1.66 г/см3, что отчетливо видно на рис. 1 и 2. 
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Рис. 2. Плотностная характеристика РНК вируса ВЭЛ. 

   Для изучения электрофоретического профиля вирионной РНК и определения ее молекулярного веса соответствующие РНК-содержащие фракции сахарозного градиента объединяли, повторно экстрагировали фенолом и исследовали путем электрофореза в 3.5% полиакриламидном геле (рис. 3). На представленной электрофореграмме отчетливо видно, что вирионная 40 S РНК гомогенна и свободна от каких-либо примесей. Молекулярный вес вирионной РНК рассчитывали в сравнении с электрофоретической подвижностью маркерных 28 и 18 S 14С-уридин РНК. Подсчитанный таким образом молекулярный вес вирионной РНК вируса ВЭЛ оказался равным 4.3 × 106 дальтон. Надо сказать, что при расчете молекулярного веса РНК по формуле МВ = 1550 × S2.1, где S - коэффициент седиментации, получали значения, близкие к таковым, определенным при помощи электрофореза РНК в полиакриламидном геле. В то же время седиментационный анализ РНК, выделенной из клеток ФКЭ, инфицированных вирусом ВЭЛ, обработанных актиномицином Д и инкубированных с 3Н-уридином, показал, что вирус ВЭЛ индуцирует в клетках куриных эмбрионов синтез трех основных типов РНК с коэффициентами седиментации 40, 26, и 20-22 S. Первая из них РНК с коэффициентом седиментации 40 S аналогична вирионной РНК и чувствительна к действию РНК-азы, вторая, вновь синтезированная РНК с коэффициентом седиментации 26 S, также чувствительна к РНК-азе и большинством исследователей рассматривается в качестве репликативной промежуточной формы РНК, хотя ее функция до настоящего времени окончательно не выяснена. И наконец последний вид РНК, выявленной нами при седиментационном анализе вирусиндуцированной РНК-РНК с коэффициентом седиментации 20-22 S, - резистентная к действию РНК-азы и обозначенная как репликативная форма РНК (рис. 4). Фракционирование вирусиндуцированной РНК в градиенте плотности сернокислого цезия показало, что РНК распределяется в двух зонах с плавучей плотностью 1.66 и 1.60 г/см3. 
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Рис. 3. Электрофоретическая характеристика РНК вируса ВЭЛ. 

   Ранее было обнаружено, что олигорибонуклеотиды и олигодезоксирибонуклеотиды усиливают иммунный ответ у нормальных и облученных животных, активируют процессы пролиферации антителообразующих и других клеток. Биологическая активность ДНК и РНК была изучена при лечении таких заболеваний как центральная и периферическая тапето-ретинальная дистрофия, незаживающие трофические язвы различной локализации, при экспериментальном гепатите и аллоксановом диабете. Положительный эффект нуклеиновых кислот отмечался также при их воздействии на эспериментальные опухоли и др. [7-10]. 
   Сегодня инфекционные нуклеиновые кислоты выделены из многих ДНК- и РНК-содержащих вирусов. С целью выявления инфекционных свойств вируса ВЭЛ были изучены факторы, влияющие на инфекционные свойства РНК вируса: концентрация NaCl и время обработки клеток хлористым натрием для повышения проницаемости клеток для РНК, влияние ДЭАЭ-декстрана и протамин-сульфата на количество и размер бляшек, выявляемых под агаровым покрытием, время адсорбции РНК на клетках, чувствительность РНК к прогреванию и др. 
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Рис. 4. Седиментационные и инфекционные свойства вирусспецифических РНК, 
синтезированных de novo в клетках инфицированных вирусом ВЭЛ:  
вирусспецифические РНК; --- инфекционность;  РНК, 
обработанная РНК-азой. 

   Для выявления инфекционности РНК нами модифицирован метод титрования инфекционности вирусов. Монослой культуры клеток ФКЭ обрабатывали 1 М раствора NaCl в течение 15 мин при 18-20o С, в состав агарового покрытия добавляли 2-3 мг/мл ДЭАЭ-декстрана, а адсорбция РНК на клетках в отличие от вируса (30 мин) проходила в течение 3-5 мин при комнатной температуре или при 37o С. Было установленно, что РНК, выделенная из очищенного вируса ВЭЛ с титром инфекционности 1010 БОЕ/мл обладает инфекционными свойствами, т.е способна при введении в организм лабороторных животных или в монослой культуры клеток вызвать инфекционный процесс, причем титры инфекционности РНК были в несколько раз ниже титров вируса - 103104 БОЕ/мл. 
   В отличие от вируса обработка РНК-азой полностью инактивировала инфекционные свойства РНК, а обработка РНК иммунной сывороткой против вируса ВЭЛ не оказывала влияния на бляшкообразование, вызываемое препаратами РНК. Аналогичные результаты были получены при обработке препаратов вируса и РНК трипсином. Кроме того обнаружено, что прогревание инфекционной РНК при 56o не влияло на ее инфекционные свойства в отличие от вируса, который в этих условиях инактивировался уже через 2-3 мин. Инфекционная РНК, выделенная как из вируссодержащей суспензии, так и из инфицированных клеток, лучше сохраняет активность при хранении при - 20o С, хотя и при - 10o С она не теряет инфекционности в течение 7-10 дней. 
   Данные по определению чуствительности РНК к действию различных ферментов, иммунной сыворотки и прогреванию свидетельствуют в пользу того, что инфекционность препаратов, полученных в результате фенольной депротеинизации вирусных частиц, принадлежит именно вирусной РНК, а не остаточному вирусу, что позволяет рекомендовать метод выявления инфекционной активности РНК вируса ВЭЛ для титрования инфекционности РНК, выделенных из альфа-вирусов (таблица). 

Влияние различных факторов на инфекционные характеристики вируса ВЭЛ и 
препаратов вирусных РНК 

	Обработка 
	Титры инфекционности, в lg БОЕ/мл

	
	РНК 
	Вирус

	
	До обработки 
	После обработки
	До обработки 
	После обработки

	РНК-аза (5мкг/мл) 
	3.0 
	0 
	8.1 
	8.0

	Трипсин (5мг/мл) 
	3.0 
	3.0 
	8.1 
	7.8

	Иммунн. сыворотка 
	3.1 
	2.9 
	8.1 
	6.0

	1 М NaCl 
	0 
	3.5 
	8.8 
	7.1

	ДЭАЭ-декстран 
	0 
	3.5 
	8.8 
	9.0

	Протамин-сульфат 
	0 
	3.3 
	8.6 
	8.7


     Описанный способ выявления титрования инфекционности вирусной РНК был использован нами для определения инфекционных свойств вирусспецифических РНК, выделенных из инфицированных вирусом ВЭЛ клеток, и полученных в чистом виде после центрифугирования в градиенте плотности сахарозы. После раскапывания фракций градиента было установленно, что инфекционными свойствами обладают вирусспецифическая РНК с коэффициентом седиментации 40 S (аналогичная вирионной РНК) и РНК с коэффициентом седиментации 20-22 S (репликативная форма РНК) (рис. 4). 
   Таким образом РНК, выделенная из очищенной суспензии альфа-вируса ВЭЛ, имеет константу седиментации 40 S, плавучую плотность 1.66 г/см3 и обладает инфекционными свойствами, причем в отличие от вирусных частиц чувствительны к действию РНК-азы и резистентны к иммунной сыворотке. Из культуры клеток фибробластов эмбриона курицы, инфицированных вирусом ВЭЛ , выделены три типа вирусспецифических РНК с различными константами седиментации и разной плавучей плотностью, что указывает на их синтез de novo в процессе репликации депротеинизированной вирусной РНК. Инфекционными свойствами обладала РНК с константой седиментации 20-22 S, что вкупе с устойчивостью к разрушающему действию РНК-азы указывает на стабильный характер этой РНК. Полученные нами результаты в отношении инфекционных свойств 20-22 S репликативной формы РНК вируса ВЭЛ находятся в полном соответствии с данными, полученными в других работах при изучении физико-химических и инфекционных свойств репликативной формы РНК других вирусов [11-13]. Можно предположить, что репликация ПНК вируса ВЭЛ проходит по полуконсервативному механизму репликации. 

    Ереванский государственный медицинский колледж "Эребуни" 
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ТЕРРИТОРИЯ РИСКА
Словосочетание «птичий грипп» в последнее время у всех на слуху, но информация об этом заболевании крайне противоречива. 
То ли нам грозит катастрофа вселенского масштаба, то ли размеры беды просто панически раздуваются. 
Мы в тревоге, но вряд ли правильно понимаем, чего именно следует бояться.

Птичий грипп пытается преодолеть видовой барьер
Ученые утверждают: вирус, существующий в птице, не способен заразить человека. 
Но только до тех пор, пока он не подвергнется мутации в организме свиньи
Разновидностей вируса птичьего гриппа гораздо больше, чем человеческого. Но настоящий ажиотаж вызвал вирус H5N1. Впервые этот вирус обнаружили в 1961 году в Южной Африке и назвали так по двум белкам, усеивающим его поверхность, – гемагглютинину (буква Н в названии вируса) и ферменту нейраминидазе (соответственно буква N). Всего разных по строению гемагглютининов у вирусов птичьего гриппа выделяют 15, и самыми вирулентными считаются возбудители с 5-м и 7-м подтипами (Н5 и Н7). 
Вирус H5N1 достаточно устойчив во внешней среде, если защищен слизью или фекальными массами, но легко разрушается под действием дезинфицирующих веществ и ультрафиолетовых лучей. При комнатной температуре вирус сохраняется до 70 дней, на инфицированных перьях – 18–20 суток, в птичьем помете при 4оС – 82 дня. Солнечный свет убивает вирус через 50–55 часов, а формалин и раствор каустической соды уничтожают его за 1–6 часов. Не переносит вирус и нагревания при кулинарной обработке продуктов.
В распространении вируса повинны многие дикие и перелетные птицы, которые обычно являются носителями вируса, но сами при этом не болеют. Зато во время перелетов могут заражать местных птиц, не имеющих иммунитета к данному типу вируса.
Жертвами вируса, и часто со смертельным исходом, становятся домашние птицы – куры, утки, гуси, индюшки. В большинстве случаев домашние птицы заражаются после контакта с поверхностями, на которые вирус (вместе с пометом) занесли дикие птицы. В результате появляются новые штаммы, каких в дикой природе нет. 
Основные пути распространения возбудителя: воздушный или через пищеварительную систему. Наиболее опасны уже переболевшие птицы. Они еще почти два месяца продолжают быть вирусоносителями и выделяют вирус во внешнюю среду. 
В организме курицы вирус приживается повсюду: в легких, кишечнике, мозге, мышцах. У заболевших птиц проявляются симптомы респираторных заболеваний, понос, неврозы, мышечные судороги. У уток основными признаками гриппа становятся частое чихание, насморк, конъюнктивиты (у утят склеиваются веки). Нередки многочисленные кровоизлияния под кожей, в скелетных и сердечной мышцах, печени и других органах.
Пока вирус H5N1 не может легко передаваться от птиц к человеку и тем более от одного человека к другому, подобно менее опасным формам гриппа, вызванным разными вариантами вируса типа А, с которыми люди привыкли иметь дело каждый год. 
Обычный вирус H5N1, существующий в птице, не способен заразить человека, так как у него не получается проникнуть внутрь наших клеток и начать там размножаться. Чтобы вирус стал вирулентным для людей, необходима рекомбинация генов в молекулах РНК между вирусами птичьего и человеческого подтипов. (В молекуле РНК всех вирусов гриппа этого подтипа по восемь сегментов, хранящих наследственную информацию, и различные подтипы могут легко обмениваться генами друг с другом.) Но для такого обмена наследственной информацией нужно, чтобы эти вирусы инфицировали одно и то же животное. Ученые считают, что таким животным скорее всего станет свинья, поскольку в ее клетки могут проникать вирусы и человеческого, и птичьего гриппа. 
Подвергшийся мутации в организме свиньи, новый вирус – в случае худшего развития событий – приобретет способность заражать человеческие клетки, внося в них гены птичьего вируса. А иммунитета против такого вируса у человека нет, вот вирус и получит возможность размножаться бесконтрольно. 
О том, что такой сценарий может иметь место, нас убеждают две пандемии гриппа – 1957 и 1968 годов. Каждый из подтипов этих двух новых вирусов объединял в своем составе гены человеческого гриппа, вызывавшего отдельные вспышки заболевания в предыдущие годы, и гены вируса птичьего гриппа. Вирусы пронеслись тогда по всей планете и вызвали гибель почти пяти миллионов человек.
Несколько другая картина, по мнению ученых, отмечалась в 1918 году, когда настоящим бедствием стала пандемия «испанки» – гриппа, вирус которого был особо смертоносен. Больных приковывала к постели лихорадка, мучили острые головные боли и ломота в суставах – довольно типичные симптомы всем нам знакомого гриппа. Весной и в начале лета болезнь распространилась на всех фронтах Европы. Затем после небольшого спада атаковала военные лагеря и транспорты Европы и Америки. А к октябрю добралась до самых удаленных уголков планеты, поразив людей на огромной территории от юга Тихого океана до Арктики. От нее погибли более 50 миллионов человек.
Только сейчас ученым удалось расшифровать геном того опасного вируса, но выяснить, что же делало его столь устрашающим (по всем характеристикам это был обычный грипп, распространяющийся среди животных), пока не удалось. Однако сравнение последовательности генов у вируса 1918 года и у современного вируса гриппа подтвердило неутешительную гипотезу: вирус перешел к человеку от какого-то животного, приобретя возможность заражать людей, не прибегая к помощи человеческих штаммов.
Сейчас H5N1 делает как бы пробные шаги, чтобы преодолеть видовой барьер. Но врачи, которым довелось наблюдать действие вируса, буквально потрясены его смертоносной силой.
Если вы хотите более подробно познакомиться с материалами о биологии вируса птичьего гриппа, читайте их в январских номерах газеты «Биология».

Нина ИВАНОВА,
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В этом документе изложены современные представления об инфекции (H5N1) у людей, включая клинические особенности, обследование и лечение, а также меры предосторожности и профилактика.

РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ

Заболеваемость птичьим гриппом у людей параллельна эпизоотиям среди птиц, хотя в сезон 2004-2005гг люди болели редко. Больше всего случаев было во Вьетнаме, первая смерть зарегистрирована в Индонезии. Истинная распространенность может быть определена только при исследовании серопревалентности, такие данные остро необходимы. Все большая доля населения планеты оказывается в зоне риска в связи с эпизоотиями в России, Казахстане, Монголии. На 5 августа 2005 (данные CDC - Centers for Disease Control) сообщалось о 112 случаев птичьего гриппа у людей во Вьетнаме, Таиланде, Камбодже и Индонезии, 57 смертей. К 29 сентября 2005 подтверждено еще 4 случая в Индонезии.

ПЕРЕДАЧА ИНФЕКЦИИ

Ингаляция капелек, прямой, а возможно и непрямой контакт с выделениями, с последующей самоинакуляцией через слизистые дыхательных путей и конъюнктиву. Относительная эффективность передачи инфекции не установлена. Установлена передача от птиц человеку, от внешней среды человеку, и — ненадежно — от человека человеку. 

От животных человеку. В 1997г. установлена связь между контактом с живой птицей и вспышкой гриппа у людей. Значимого риска контакт с больным человеком не представлял, равно как и употребление в пищу или приготовление куриного мяса. Работа с больной птицей ассоциировалась с серопозитивностью. В недавних вспышках контакт с больной птицей был связан с серопозитивностью, однако массовое ее уничтожение -- уже нет. Передача инфекции происходила при разделке больных птиц, при работе с бойцовыми петухами, при питье утиной крови. В 2003г. были случаи передачи болезни кошачьим в Таиланде, где тигров и леопардов кормили больной птицей. Котов заражали таким путем и в эксперименте, показана возможность передачи инфекции от одного домашнего кота другому. Инокуляция в глотку или желудочно-кишечный тракт также позволяла вызвать инфекцию.
От человека — человеку. Зарегистрировано несколько случаев передачи инфекции между людьми, в том числе от больного ребенка -- матери. Каждый раз это был тесный контакт без всяких предосторожностей; опасности аэрозоли не показано. Передачи инфекции от человека человеку в 1997г не выявлено, а обследование медработников показало невысокий риск такого заражения. По серологическим обследованиям в Тайланде и Вьетнаме бессимптомной инфекции среди контактов не было. Интенсификация массовых обследований благодаря обратно-транскриптазной ПЦР (ОТ-ПЦР) позволила обнаруживать не тяжелые случаи болезни, включая больше заболеваний у пожилых, большее число и дольшую длительность очагов во Вьетнаме. Это указывает на возможную адаптацию вируса к человеку. Нужно больше эпидемиологических и вирусологических данных. Риск заражения медработников пока невелик, даже в отсутствие особых предосторожностей. Только одна медсестра, ухаживавшая за больным во Вьетнаме, заболела тяжелой формой птичьего гриппа.
Окружающая среда. Учитывая стойкость вируса в окружающей среде, теоретически возможно заражение и другими путями. Например, при плавании в зараженной воде, или при употреблении ее внутрь, через руки, загрязненные выделениями птиц с последующей самоинакуляцией, при использовании куриных испражнений для удобрения полей.

КЛИНИКА

О клинике мы знаем по госпитализированным пациентам. Процент нетяжелых и атипических случаев, например гастроинтестинальных, или с энцефалопатией, остается неизвестным. Судя по единичным описанием такие случаи возможны. Большинство пациентов -- ранее здоровые дети и молодежь.
Инкубация при гриппе А (H5N1) может быть длиннее, чем при обычном гриппе. В 1997г. большинство случаев было в пределах 2-4 дней от контакта. В последних сообщениях размах уже до восьми дней. В домашних очагах от заболевания до заболевания проходило 2 - 5 дней, хотя описаны и интервалы в 8 - 17 дней, надо полагать из-за нерегистрированного контакта с домашними животными или факторами среды. 
Первые симптомы. Обычно t>38C и гриппо-подобные симптомы с признаками поражения нижних дыхательных путей. Симптомы со стороны верхних дыхательных путей бывают только иногда. В отличие от птичьего гриппа А (Н7) конъюнктивит бывает редко. У некоторых пациентов в раннем течении болезни описаны понос, рвота, боль в животе, боль в боку, кровотечения из носа и слизистых. Водянистый понос, без крови или других воспалительных примесей при птичьем гриппе бывает чаще, чем при человеческом и может начаться за неделю до респираторных проявлений. Описаны двое пациентов, у которых была клиника энцефалопатии и понос без всяких респираторных симптомов вообще.
Течение. Рано развиваются респираторные симптомы со стороны нижних дыхательных путей, обычно они уже присутствуют при обращении за помощью. В одной серии случаев медиана начала одышки была 5 дней после начала болезни (размах1-16 дней). Обычными признаками являются дыхательная недостаточность, тахипноэ, крепитация на вдохе. Мокрота бывает разная, иногда даже кровавая. Все пациенты имеют клинические признаки пневмонии, рентгенологические изменения включают диффузные, многоочаговые или пятнистые инфильтраты; интерстициальные инфильтраты; сегментарные или долевые сливные затемнения при воздушности бронхов. В одном исследовании медиана появления рентгенологических изменений составила 7 дней от начала лихорадки (от 3 до 17). В Хо-Ши-Мине (Вьетнам) многоочаговая консолидация с участием минимум двух зон была самой частой находкой на рентгене ко времени поступления пациента. Плевральный выпот бывает нечасто. По ограниченным данным это в основном вирусная пневмония, ко времени госпитализации обычно без признаков бактериальной суперинфекции.
Прогрессия дыхательной недостаточности всегда сопровождается диффузными двусторонними инфильтратами в виде матового стекла и проявлениями ОРДС (острого респираторного дистресс-синдрома). В Таиланде медиана времени развития ОРДС была 6 дней (от 4 до 13 дней). Часто встречается полиорганная недостаточность с поражением почек и иногда сердца, включая расширение сердца и наджелудочковые тахиаритмии. Другие осложнения это вентилятор-ассоциированная пневмония, легочные кровотечения, панцитопения, синдром Рейе, сепсис - без подтвержденной бактериемии. 
Летальность. Среди госпитализированных летальность высока, хотя общая летальность вероятно значительно ниже. В противоположность 1997г., когда большинство смертей были у лиц старше 13 лет, последние случаи птичьего гриппа (H5N1) вызывали смерти среди детей младшего возраста и до 1 года. Летальность среди лиц младше 15 лет в Таиланде составила 89%. Смерти происходили в среднем на 9-10 день от начала болезни (от 6 до 30 дней), большинство умирали от прогрессирующей дыхательной недостаточности.

ЛАБОРАТОРНЫЕ ДАННЫЕ.

Обычно это лейкопения, особенно лимфопения, нетяжелая тромбоцитопения, несколько повышенный уровень трансаминаз. Встречаются также выраженная гипергликэмия, вероятно вследствие применения кортикостероидов, повышенный уровень креатинина. В Таиланде лейкопения, тромбоцитопения и особенно лимфопения во время поступления ассоциировались с высоким риском смерти .
Вирусологический диагноз.

Для прижизненной диагностики гриппа (H5N1) применялись изоляция вируса в культуре, определения Н5- специфической РНК, или и то, и другое вместе. В отличие от человеческого гриппа А, при птичьем гриппе А (H5N1) частота определения вируса выше, выше уровень РНК в мазках из ротоглотки, по сравнению с мазками из носа. Во Вьетнаме промежуток от начала болезни до выявления вирусной РНК составлял от 2 до 15 дней (медиана 5.5 дней), вирусная нагрузка в мазках из глотки на 4-8 день от начала болезни была минимум в 10 раз выше, чем при гриппе А H3N2 или H1N1. Первые данные из Гонконга тоже указывали на низкую концентрацию вируса в носоглоточных мазках. Коммерческие тесты для быстрого определения антигена менее чувствительны по сравнению с ОТ-ПЦР. В Таиланде результаты быстрого определения антигена были положительны только у 4 из 11 пациентов, с положительной культурой гриппа А ((H5N1)) - 36%, на 4 - 18 день от начала болезни.

ЛЕЧЕНИЕ

Большинству госпитализированных в пределах 48 часов от поступления потребуется механическая вентиляция, интенсивная терапия полиорганной недостаточности, иногда включая и гипотензию. Помимо эмпирического лечения антибиотиками широкого спектра действия, большинству пациентов назначались антивирусные средства, вместе с гормонами или без, хотя польза от такого лечения серьезным образом не исследовалась. Все эти вмешательства в поздние сроки болезни не сопровождались явным снижением общей летальности, хотя раннее назначение противовирусных препаратов выглядит благотворным. Вирус прекращает изолироваться в течение первых двух - трех дней от начала оселтамивира (у выживших), однако у умерших описано прогрессирование болезни несмотря на раннее назначение оселтамивира и сохранение вирусной нагрузки по мазкам из ротоглотки.

ПАТОГЕНЕЗ.

Характеристики вируса.Исследования изолятов птичьего гриппа А (H5N1) у пациентов 1997г. обнаружили, что среди факторов вирулентности был легко расщепляемый гемагглютинин, который может быть активирован клеточными протеазами, со специфической заменой в основном полимеразном протеине 2 (Глю627Лиз), которая усиливает репликацию, и с заменой в неструктуральном протеине 1 (Асп92Глю), которая in vitro переносит резистентность к интерферонам и фактору некрозу опухоли (TNF-alpha) и продлевает репликацию в опытах на свиньях, равно как и повышенную выработку цитокинов, в том числе TNF-alpha в макрофагах человека, контактировавших с вирусом. С 1997г. исследования гриппа А (H5N1) показывают, что этот вирус эволюционирует, меняет свою антигенность и внутреннее расположение генов, распространяется на новые виды птиц, стал заражать кошачьих; усиливает свою патогенность у инфицированных в эксперименте мышей и хорьков - у них он вызывает системную инфекцию. Вирус становится более стабильным в окружающей среде.
Филогенетический анализ указывает, что доминирующим стал генотип Z, вирус эволюционировал в две различные группы (клады), одна включает изоляты из Камбоджи, Лаоса, Малайзии, Таиланда и Вьетнама, другая - из Китая, Индонезии, Японии и Южной Кореи. Недавно отдельный кластер изолятов появился в северном Вьетнаме и Таиланде, с изменениями возле мест связывания с рецепторами, на один аргининовый остаток меньше в многоосновном месте расщепления гемагглютинина. Однако важность этих генетических и биологических изменений в отношении человеческой эпидемиологии или вирулентности неясна.

Репликация вируса. Охарактеризована не полностью, однако данные от госпитализированных пациентов указывают, что эта репликация продленная. В 1997г. вирус можно было определять в изолятах из носоглотки с медианой в 6.5 дней (от 1 до 16 дней), в Таиланде интервал от начала болезни до первой положительной культуры был от 3 до 16 дней. Репликация в носоглотке меньше по сравнению с человеческим гриппом; нужны исследования по нижним дыхательным путям. Вирусная РНК обнаруживается в большинстве исследованных проб фекалий (7 из 9), а пробы мочи отрицательные. Высокая частота поноса среди пациентов и определения РНК в фекалиях, даже заразный вирус в одном случае, предполагает, что вирус размножается в желудочно-кишечном тракте. Это подтверждают данные одного вскрытия. Многоосновная последовательность в месте расщепления гемагглютинина у высокопатогенного вируса птичьего гриппа ассоциирована с висцеральной диссеминацией у птиц. Инвазивная инфекция подтверждена у млекопитающих и у людей, шесть проб сыворотки из шести были положительны по ДНК вируса на 4 - 9 день от начала болезни. Вирус, способный вызвать заболевание, и его РНК определялись в крови, СМЖ, фекалиях одного из пациентов. Передают ли инфекцию кровь и фекалии, пока неизвестно.

Иммунный ответ хозяина. Относительно низкая частота инфекции (H5N1) у людей несмотря на интенсивный контакт с заразной птицей указывает, что видовой барьер против этой инфекции значителен. Очаги случаев среди членов семьи могут быть связаны с общим контактом, хотя генетические факторы тоже могут влиять на подверженность хозяина заболеванию, необходимы исследования.
Иммунный ответ на грипп А (H5N1) может вносить свой вклад в патогенез. Во время вспышки 1997г. у отдельных пациентов наблюдались повышенный в крови уровень интерлейкина 6, TNF-alpha, интерферона-гамма и растворимых рецепторов к интерлейкину-2. У пациентов 2003 года через три - восемь дней от начала болезни наблюдались повышенные уровни хемокинов - индуцируемого интерфероном протеина 10, хемоаттрактанта моноцитов протеина 1, монокина, индуцируемого интерфероном гамма. Недавно у умерших пациентов обнаружены повышенные, по сравнению с выжившими, уровни воспалительных медиаторов: интерлейкина-6, интерлейкина-8, интерлейкина 1-бетта, хемоаттрактанта моноцитов протеина 1. Средний уровень плазменного интерферона альфа был втрое выше среди умерших пациентов с гриппом А (H5N1) по сравнению со здоровыми контролями. Такой иммунный ответ может частично отвечать за септический синдром, ОРДС и полиорганную недостаточность, наблюдаемую у многих пациентов. 
Среди выживших специфический гуморальный иммунный ответ на грипп А (H5N1) определялся по реакции микронейтрализации через 10 -14 дней после начала болезни. Использование кортикостероидов может задержать или притупить этот ответ. 

ПАТОЛОГИЧЕСКАЯ АНАТОМИЯ

Имеющиеся ограниченные данные показывают тяжелое поражение легких с гистопатологическими изменениями в виде диффузных альвеолярных поражений, соответствующих с таковыми при пневмонии, вызванной вирусом человеческого гриппа. Изменения включают заполнение полостей альвеол фибринозным экссудатом и эритроцитами, образование гиалиновых мембран, застой в сосудах, инфильтрацию лимфоцитами интерстиция и пролиферацию реактивных фибробластов. Происходит инфекция пневмоцитов второго типа. Прижизненное исследование проб костного мозга показало реактивный гистиоцитоз с гемофагоцитозом у некоторых пациентов, сокращение лимфоидной ткани, атипические лимфоциты в селезенке и лимфоидной ткани на вскрытии. В некоторых случаях описаны центрально долевой некроз в печени, острый тубулярный некроз почек. 

ВЫЯВЛЕНИЕ И ВЕДЕНИЕ ПАЦИЕНТОВ

В странах и на территориях с гриппом А (H5N1) у животных, возможность гриппа А (H5N1) должна предполагаться у всех пациентов с острым респираторным заболеванием, в особенности если был контакт с домашней птицей. Однако некоторые вспышки болезни у птиц были распознаны только после появлении заболевания у людей. Раннее распознавание затруднено неспецифичностью первоначальных клинических проявлений, большой частотой обычных ОРЗ, вызванных другими причинами. Кроме того возможность развития гриппа А (H5N1) должна учитываться при тяжелых необъяснимых заболеваниях (например, понос, энцефалопатия) в зонах с известными случаями гриппа А у животных или людей.
Диагностическая ценность отдельных вирусологических реакций и проб для них определена недостаточно. В противоположность инфекции вирусом человеческого гриппа, мазки из ротоглотки дают лучший результат по сравнению с мазками из носа. Быстрые методы определения антигена могут помочь диагностировать грипп А, но у них низкая отрицательная предсказательная ценность и недостаточная специфичность для гриппа А (H5N1). Определение вирусной РНК в пробах из дыхательных путей имеет большую чувствительность в ранние сроки, однако сильно зависит от праймеров и применяемых методик. Для лабораторного подтверждения гриппа А необходимо минимум одно из следующего: положительная вирусная культура, положительная ПЦР на грипп А (H5N1), положительная реакция иммунофлюоресценции с использованием моноклональных антител против Н5 и минимум четырех кратное повышение титра Н5-специфических антител в парных сыворотках.

Госпитализация. Обязательна, с изоляцией и клиническим мониторингом, соответствующей диагностикой и противовирусной терапией. Если пациент выписывается рано, то и пациент, и его семья должны быть обучены правилам личной гигиены и мерам санэпидрежима. Поддерживающее лечение с кислородом и вентиляцией являются основой ведения таких больных. Небулизаторы и маски с высоким потоком кислородом способствовали внутрибольничному распространению SARS и должны использоваться только в условиях строгой воздушной изоляции. 

Антивирусные агенты. Немедленно должен быть назначен ингибитор нейраминидазы, еще до результатов лабораторных исследований. Оптимальная доза и длительность лечения ингибиторами нейраминидазы неясны, одобренные ныне схемы лечения представляют вероятно необходимый минимум. Эти вирусы чувствительны in vitro к оселтамивиру и занамивиру. Оральный оселтамивир и местный занамивир активны в животных моделях гриппа А (H5N1). Недавние опыты на мышах указывают, что по сравнению со штаммами гриппа А из 1997г., штаммы, изолированные в 2004г., требуют больших доз оселтамивира и длительного его назначения (восемь дней) для достижения такого же противовирусного эффекта и выживания. Ингаляционный препарат, занамивир, при гриппе А (H5N1) у людей не изучен.
Раннее лечение дает наилучшие результаты, хотя при продолжении репликации вируса назначение противовирусных резонно и в поздние сроки. Плацебо-контролируемые клинические испытания орального оселтамивира и ингаляционного занамивира, сравнивавшие одобренные ныне дозы против доз вдвое высших, показали, что переносимость одинаковая, при отсутствии различий по клиническому или вирусологическому эффекту у взрослых с неосложненным человеческим гриппом. Хотя одобренные дозы оселтамивира (75мг два раза в день на протяжении 5 дней) и у пятидневные дозы у детей старше года (два раза в день 30мг при весе до 15кг, 45мг при 15-23кг и 60мг при 23-40кг, 75мг если более 40кг) вполне разумны для лечения нетяжелых ранних случаев гриппа А (H5N1); а повышенная доза (150мг два раза в день у взрослых) на 7 - 10 дней возможна при лечении тяжелой инфекции. Нужны проспективные испытания.
Вследствие замены одной аминокислоты в нейраминидазе N1 (Гис274Тир) возникает высокая резистентность к оселтамивиру. Такие варианты определены у до 16% детей с человеческим гриппом А H1N1. Не удивительно, что такая резистентность недавно обнаружена и у нескольких пациентов с гриппом А (H5N1), леченных оселтамивиром. Хотя менее инфекционный в клеточной культуре и у животных, чем чувствительный вирус-родитель, резистентный к оселтамивиру H1N1 может передаваться среди хорьков. Такие штаммы сохраняли полную чувствительность к занамивиру и частичную - к экспериментальному ингибитору нейраминидазы перамивиру in vitro. 
В отличие от изолятов от вспышки 1997г., недавние изоляты гриппа А (H5N1) высоко устойчивы к ингибиторам М2 амантадину и римантадину, следовательно, эти лекарства не имеют терапевтической роли. Перспективными препаратами являются занамивир, перамивир, длительно действующие местные ингибитор нейраминидазы, рибавирин и возможно интерферон альфа.

Иммуномодуляторы. Кортикостероиды в лечении испоьзовались часто, но эффект был неопределенный. Среди пяти пациентов, что получили кортикостероиды в 1997г., двое, которых позже лечили от фибропролиферативной фазы ОРДС, выжили. В рандомизированном испытании во Вьетнаме, все четверо, кто получал дексаметазон, умерли. Интерферон альфа обладает и иммуномодулирующей и противовирусной активностью, однако до соответствующих контролируемых испытаний рекомендовать его для повседневного использования нельзя.

ПРОФИЛАКТИКА

Коммерческих вакцин для птичьего гриппа А (H5N1) еще нет. Ранние вакцины против H5 имели невысокую иммуногенность, для выработки нейтрализующих антител требовалось две дозы с высоким содержанием гемагглютинина, или адьюванта MF59. Третья инъекция вакцины H5 1997г. с адьювантом вызывала вариабельную выработку антител к изолятам 2004г. Для получения невирулентной вакцины от последних изолятов H5 2004г. применяют обратную генетику, несколько таких вакцин испытываются. Одна такая инактивированная вакцина с использованием изолята гриппа А (H5N1) от 2004г. иммуногенна при высокой дозе гемагглютинина. Срочно нужны исследования с одобренными адьювантами, например алюминиевыми квасцами. Они защищают от человеческого гриппа у маленьких детей уже после одной инъекции. 

Меры инфекционного контроля. Грипп давно известен как возбудитель внутрибольничных инфекций. Текущие рекомендации основаны на усилиях по сокращению передачи инфекции среди медработников и других пациентов в условиях отсутствия пандемии и на вмешательствах по ограничению распространения SARS. Эффективность хирургических масок, даже если одевать несколько штук, меньше, чем маски N95, однако если последней не достать, сгодятся и хирургические. 
Химиопрофилактика: 75мг оселтамивира раз в день в течение 7-10 дней оправдана для лиц с незащищенным контактом. Использование до-контактной профилактики оправдано, если есть данные об эффективном распространении вируса гриппа А (H5N1) от человека к человеку или при контакте высокого риска (медицинские процедуры с большим образованием аэрозоля). 

Домашние и другие тесные контакты. Такие люди, при контакте с подтвержденным случаем гриппа А (H5N1), должны получить профилактику как описан6о выше. Контакты с пациентом с доказанным или подозреваемым вирусом должны измерять себе температуру и следить за появлением симптомов. Хотя риск вторичной передачи инфекции пока невелик, само-карантин на неделю после последнего контакта с инфицированным человеком вполне уместен. Если есть данные о передаче от человека к человеку, тогда такой карантин установить обязательно. Для остальных, имевших незащищенный контакт с инфицированным человеком или источником из окружающей среды (домашняя птица, например), показана химиопрофилактика, как описано выше.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ.

Главным источником гриппа А (H5N1) у людей в Азии была инфицированная птица. Передача от человека к человеку очень ограничена пока, однако требуется постоянный мониторинг для идентификации любого повышения адаптации вируса к людям. Птичий грипп А (H5N1) имеет многообразные отличия от гриппа человеческого, в том числе по путям передачи, тяжести болезни, патогенеза и возможно, по ответу на лечение. Диагностика затруднена неспецифичностью первичных проявлений, так что нужно собирать детальный анамнез по контактам и путешествиям, нужно знать вирусную активность среди домашних птиц. Коммерческие тесты с быстрым определением антигена нечувствительны, нужен подтверждающий диагноз с использованием сложных лабораторных методов. В отличие от человеческого гриппа при птичьем гриппе большие вирусные титры могут быть в ротоглотке, а не в носу, следовательно анализ глоточных мазков и проб из нижних дыхательных путей может быть более чувствительным методом диагностики. Последние изоляты у людей полностью резистентны к ингибиторам М2, может потребоваться повышенная доза орального оселтамивира для лечения тяжелой болезни. Несмотря на последний прогресс, знания в области эпидемиологии, патогенеза и лечения гриппа А (H5N1) у людей неполны. Нужна дальнейшая координация клинических и эпидемиологических исследований в как в странах со случаями гриппа А (H5N1), так и по всему миру.



ПРОФИЛАКТИКА ГРИППА А (H5N1) ВНЕ ПАНДЕМИИ

Изоляционные предосторожности в ЛПУ (лечебно-профилактических учреждениях). Соблюдать комбинированные меры предосторожности против контактных, капельных и воздушных инфекций (минимум до 7го дня, а возможно до 21 дня после окончания лихорадки у пациента).
Пациентов следует госпитализировать отдельно в боксах с отрицательным давлением, если такое возможно, или в отдельных палатах за закрытыми дверями. 

Если отдельной палаты нет, тогда в специально выделенной многокоечной палате. Койки должны быть минимум 1м друг от друга, предпочтительно разделены барьерами.

Следует пользоваться высокоэффективной маской N95 или равнозначной, надеть халат с длинными рукавами с манжетами, пользоваться щитком на лице, очками-консервами и перчатками.

По возможности ограничивать число персонала в прямом контакте с пациентом и ограничивать доступ к пациенту. Если возможно, этот персонал не должен работать с другими пациентами.

Ограничивать посещения до минимума, обеспечивать посетителей мерами предосторожностями, инструктировать по применению последних.

Контакт персонала ЛПУ. Те, кто работает с инфицированными, должны два раза в день измерять себе температуру тела, сообщать о ее повышении. Если работник нездоров, независимо от причины, он отстраняется от непосредственной работы с пациентом. Персонал с повышенной температурой (выше 38С), контактировавшие с пациентом, должен быть подвергнут соответствующим анализам. Если другой причины лихорадки не обнаружено, немедленно назначается оселтамивир исходя из вероятного диагноза гриппа.

Те, у кого был возможный контакт с инфекционной аэрозолью, выделениями больного при недостаточной асептике, должны получить послеконтактную профилактику оселтамивиром 75мг раз в день, 7-10 дней.

Для персонала ЛПУ, который будет участвовать в манипуляциях высокого риска (с образованием аэрозоли) возможно назначение до-контактной профилактики.



Домашние и тесные контакты.
Домашние контакты должны придерживаться правил гигиены, не пользоваться общими приборами, избегать прямого контакта лицом к лицу, возможно, пользоваться высоко-эффективными масками и защитой для глаз.

Контакты типа домашних, семейных, больничных или других учреждений (казармы итд) с пациентом с доказанным или с подозрением на грипп А (H5N1) должны измерять себе температуру два раза в день и следить за появлением симптомов на протяжении 7 дней от последнего контакта.

Таким лицам следует назначить послеконтактную профилактику оселтамивиром в дозе 75мг раз в день на 7-10 дней.

Домашние или тесные контакты должны получить противовирусное лечение и подвергнуться диагностическим исследованиями если появятся температура выше 38С и кашель, одышка, понос или иные системные проявления.

Для путешественников.

Перед поездкой в зону с высокой активностью птичьего гриппа должна быть проведена иммунизация доступной трехвалентной человеческой вакциной, предпочтительно минимум за две недели до поездки.

Путешественники должны избегать прямых контактов с птицей, в том числе курицами, утками, гусями, а также ферм и рынков живых животных, не должны прикасаться к поверхностям, контаминированных выделениями птиц.

Путешественники должны придерживаться гигиены с частым мытьем рук, применением алкоголь-содержащих гелей и не употреблять недоваренных яиц или продуктов птиц.

Мытье рук особенно важно при разделке живой птицы для варки (например, при занятиях по кулинарии).

Немедленно обратиться за медпомощью если появятся лихорадка и респираторные симптомы в пределах 10 дней после возвращения.



КОГДА ЧЕЛОВЕК РИСКУЕТ ЗАРАЗИТЬСЯ ГРИППОМ А (H5N1)
Страны и территории где грипп А (H5N1) идентифицирован у животных или людей с 1 октября 2003г.
В течение 7-14 дней до начала симптомов, одно из следующего:
-контакт в пределах 1м с живой или мертвой домашней или дикой птицей.
- контакт с местами, где содержалась домашняя птица в последние 6 недель.
- незащищенный контакт (на расстоянии разговора или вытянутой руки) с человеком у которого предполагается или доказан грипп А (H5N1).
- незащищенный контакт (до 1м) с человеком с необъясненной ОРЗ, который потом умер или заболел тяжелой пневмонией.
- Профессиональный контакт.

Страны и территории, где с 1 октября 2003г. птичьего гриппа не было.
От 7 до 14 дней до начала симптомов тесный контакт с приехавшим из мест с известной активностью птичьего гриппа или где были случаи гибели домашней птицы плюс одно из следующего:
- контакт в пределах 1м с живой или мертвой птицей.
- контакт с местами, где последние 6 недель эта птица содержалась
- незащищенный контакт (на расстоянии разговора или вытянутой руки) с человеком у которого предполагается или доказан грипп А (H5N1).
- незащищенный контакт (до 1м) с человеком с необъясненной ОРЗ, который потом умер или заболел тяжелой пневмонией.
- Профессиональный контакт.

