Раздел 2 Диагностика, профилактика и меры борьбы

Практическое занятие 2. Отбор, упаковка и транспортировка паталогического материала для ПЦР, ИФА.

Это ключевая практическая процедура, от которой зависит достоверность лабораторных исследований (ПЦР, ИФА) и безопасность персонала. Ниже представлен алгоритм, основанный на действующих ветеринарных правилах (ВП 13.1-98 и приказах Минсельхоза).
1. Отбор проб (Правила асептики)
Требования к инструментам:
· Используются только стерильные инструменты (скальпели, ножницы, пинцеты, иглы).
· Для забора крови используется вакуумная система (вакутейнер) или одноразовый шприц.
· Пробирки и контейнеры должны быть химически чистыми (без консервантов, если не требуется иное).
Основные правила:
1. Отбор от трупа: Проводится не позднее 2-4 часов после гибели животного (до начала аутолиза). Берут паренхиматозные органы (печень, селезенка, лимфоузлы, кусочек легкого, почки).
2. Прижизненный отбор: Кровь (для ПЦР/ИФА — с антикоагулянтом или для получения сыворотки), смывы со слизистых (нос, прямая кишка), соскобы, фекалии.
3. Стерильность: Каждый образец берётся чистым инструментом, чтобы избежать перекрестного загрязнения (кросс-контаминации).
2. Система «Трёх слоёв» (Упаковка)
Эта система обязательна для предотвращения утечки биоматериала (соответствует правилам перевозки опасных грузов класса 6.2 — Биологическая опасность).
	Слой
	Компонент
	Требования

	1-й слой
	Первичная ёмкость
	Герметичная пробирка (Эппендорф, вакутейнер) или контейнер с завинчивающейся крышкой. Обернут ватно-марлевым тампоном для впитывания жидкости.

	2-й слой
	Вторичная упаковка
	Влагонепроницаемый герметичный контейнер (лоток, пакет Zip-lock), куда помещают этикетку с образцом (распечатка, не рукопись на скотче!).

	3-й слой
	Внешняя упаковка
	Термоконтейнер (пенопластовый бокс) или транспортный ящик с холодоаккумуляторами. Знак биологической опасности (🚫 ☣️).



Важно: Между вторым и третьим слоем помещают сорбент (пеленка, вата) на случай разгерметизации.
3. Холодовая цепь (Транспортировка)
Для ПЦР и ИФА критично сохранение РНК/ДНК и антигенов. Комнатная температура допустима только в течение 2 часов. Стандарт — +2°С…+8°С.
Алгоритм:
1. Замораживание: Если дорога дольше 24 часов — пробы замораживают (-20°С), но это снижает выживаемость бактерий для посева (для ПЦР допустимо).
2. Хладоэлементы: Замороженные аккумуляторы холода кладут на дно и сверху. Не кладите пробы прямо на лёд (гемолиз крови). Используйте прокладки.
3. Терморегистратор: При дальних перевозках (почтой, авиа) необходим регистратор температуры (логгер) для подтверждения соблюдения режима.
4. Биологическая безопасность (СИЗ и обработка)
При отборе материала от больного животного или трупа действуют правила зооантропонозной безопасности.
Индивидуальная защита:
· Медицинский халат + фартук (непромокаемый).
· Две пары перчаток (при разрыве внешней — внутренняя защищает).
· Респиратор (класс FFP2/FFP3) или маска + защитный экран (щиток) на лицо.
· Сменная обувь или бахилы.
Дезинфекция:
· Инструменты после отбора кипятят или замачивают в дезрастворе (3% хлорамин, «Белизна» разведенная).
· Место забора (кожу трупа, стол) обрабатывают дезраствором.
· Отходы (ватные тампоны, перчатки) сжигают или утилизируют в красный пакет (класс Б).
5. Маркировка и Документация
Маркировка образца:
· На первичной пробирке: этикетка с номером пробы (не имя животного для сохранения анонимности).
· В документах: вид животного, кличка/инв. номер, дата и время отбора, предполагаемый диагноз, ФИО ветврача.
Сопроводительный документ (Направление):
· Адресат: название ветлаборатории.
· Перечень проб: № образца, вид материала, цель (ПЦР на ... / ИФА на ...).
· Дата и подпись, печать ветучреждения.
Типичные ошибки при отборе
1. Перекрестное загрязнение: Один инструмент на несколько животных → ложноположительная ПЦР.
2. Замораживание для ПЦР: Если отослать замороженную пробу без аккумуляторов, циклы «оттайка-заморозка» разрушат РНК.
3. Один перчаточный слой: При укусах и проколах кожные покровы оголяются (риск бруцеллеза, бешенства).
4. Без «холодовой цепи»: Пробы в кармане куртки или машине без контейнера — непригодны для ИФА через 3-4 часа (гемолиз крови).


