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3.1.1. ПРОФИЛАКТИКА ИНФЕКЦИОННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ.

                                    КИШЕЧНЫЕ ИНФЕКЦИИ

ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИЙ НАДЗОР, ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА И ПРОФИЛАКТИКА РОТАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ

Методические указания

МУ 3.1.1…… - 09

1. Область применения.

1.1. Настоящие методические указания определяют организацию и порядок  проведения эпидемиологического надзора и санитарно-противоэпидемических (профилактических) мероприятий в отношении ротавирусной инфекции. 

1.2. Настоящие методические указания предназначены для специалистов органов и учреждений, осуществляющих государственный санитарно-эпидемиологический надзор, независимо от ведомственной принадлежности, учреждений здравоохранения.

2. Термины и сокращения

РВ- ротавирусы

РВИ- ротавирусная инфекция

Рота-Аг – ротавирусный антинген

ДДУ – детские дошкольные учреждения

ЛПУ – лечебно-профилактические учреждения

ООС – объекты окружающей среды 

ИФА-иммуноферментный анализ

ПЦР-полимеразная цепная реакция

3. Общие сведения

Высокий уровень заболеваемости острыми кишечными инфекциями вирусной этиологии, включая ротавирусную инфекцию, принимающий нередко вспышечный характер, повсеместность их распространения при выраженном неблагополучии некоторых территорий, возможность заболевания детей и взрослых определяют высокую социально-экономическую и эпидемиологическую значимость ротавирусных гастроэнтеритов для здравоохранения. 
Ротавирусная инфекция является одной из основных причин возникновения диареи у детей. По некоторым оценкам ежегодно в мире ротавирусами заражается 125 миллионов человек. В среднем 6% случаев смерти среди детей в возрасте до 5 лет вызваны этой инфекцией. Она одинаково широко распространена как в развитых, так и в развивающихся странах, где инфекция проявляется  гораздо тяжелее. 
В Российской Федерации удельный вес  ротавирусной инфекции в структуре всех острых кишечных инфекций за последнее десятилетие вырос от 1,4% до 7,0%. Средний темп прироста составил около 17% ежегодно (от 4,28 на 100 тысяч населения в 1997 году до 49,25 – в 2008 г.). В структуре пострадавших дети до 14-ти лет составляют порядка 80%-90%. При этом удельный вес больных в возрастной группе до 1 года составляет 28%, от 1 года до 2-х лет – 19%, от 3-х до 6-ти лет – 20%, от 6-ти до 14-ти лет – 33%.  Ежегодно от ротавирусной инфекции в Российской Федерации погибает до 6-ти детей, преимущественно, у которых клиника кишечной инфекции развивается на фоне хронической соматической патологии.
Эпидемиологическая значимость ротавирусной инфекции определяется массивностью резервуара возбудителей, возможностью бессимптомного течения, высокой контагиозностью и возникновением эпидемических очагов инфекции. По данным некоторых авторов, носительство ротавирусов в популяции людей всех возрастных групп может достигать 25%, а в детских коллективах – до 42%.
Ротавирусы человека характеризу​ются изменчивостью генома, отражением которой служит существование множества генетических вариантов возбудителя, относящихся не менее, чем к 15-ти G-серотипам (G – гликопротеид наруж​ного капсида VP7), 9-ти Р-серотипам (Р – протеазочувствительный белок наружного капсида VP4) и 11-ти [P]-генотипам. Гены VP7 и VP4 перераспределяются  независимо, поэтому сочетания этих белков в ротавирионе увеличивает антигенное разнообразие природных штаммов ротавирусов. В различных регионах Российской Федерации преобладают различные серотипы ротавирусов, но наиболее часто встречаются G1P[8] и G4P[8].
3.1. Ротавирусы и их классификация

Ротавирусы человека были открыты в 1873 г. австралийской исследовательницей  Р. Бишоп. В  1978 г. ротавирусы человека и животных  выделены в отдельный род Rotavirus и отнесены к семейству Reoviridae.   Название "ротавирус" происходит от латинского rota –  колесо, которое вирусная частица напоминает в электронномикроскопических препаратах.

          Различают ротавирусы групп A, B, C, D, E, F, G и 4 подгруппы: I, II, I+II, ни I, ни II. От людей выделяют группы A, B, C. Внешний слой состоит из вирусных полипептидов VP7 и VP4. Известно 14 серотипов (G1 – G14), различающихся по VP7, VP4 является гемагглютинином, VP6 – белок внутреннего капсида. Неструктурированный белок НСП4 является энтеротоксином.
Ротавирусы человека и животных имеют одинаковые размеры, структуру вириона и общий групповой антиген, образуемый белком внутреннего капсида VP6. Ротавирусы животных хорошо размножаются в культуре ткани, поэтому были выделены и изучены раньше, чем ротавирус человека. Ротавирусы телят и обезьян, благодаря их антигенной близости к ротавирусу человека, были использованы для установления его этиологической роли при острых гастроэнтеритах и используются до настоящего времени в их серологической диагностике и для получения иммунореагентов.

            Для человека патогенны ротавирусы трех из семи известных антигенных групп – А, В, С. Более 90% заболеваемости вызывают ротавирусы группы А, широко распространенные и среди многих животных. Все серотипы вируса каждой группы имеют общий групповой антиген VP6 (основной структурный белок). Серотипы ротавирусов животных не патогенны для человека в связи с существованием межвидового барьера.

Геном ротавируса состоит из 11 фрагментов РНК, кодирующих синтез отдельных белков. При микст-инфекции разными штаммами ротавируса между ними происходит обмен фрагментами РНК – реассортация генома.  Штамм-реассортант получает новые свойства (генотип/серотип, вирулентность и др.) вместе с новым геном, кодирующим данный признак. Высокая частота ротавирусной микст-инфекции приводит к постоянному формированию новых штаммов-реассортантов. Как и вирус гриппа, ротавирус имеет два типоспецифических антигена VP4 и VP7 (в наружной оболочке), которые определяют Р- и G-серотип каждого штамма. Секреторные копроантитела IgA к этим антигенам имеют основное протективное значение. К настоящему времени известно не менее 13-ти Р и 11-ти G серотипов ротавируса, патогенных для человека, которые в циркулирующих штаммах встречаются в самых различных сочетаниях. Таким образом, популяция ротавируса чрезвычайно гетерогенна, каждый серотип существует в виде разных генетических вариантов и легко меняет антигенную структуру. Периодическая смена циркулирующих серотипов при отсутствии перекрестного иммунитета обусловливает высокую заболеваемость. Потенциально высокая эпидемическая опасность заключена и в существовании ротавирусов млекопитающих и птиц, способных к образованию патогенных внутри- и межгрупповых реассортантов с вирусом человека и тем самым к преодолению межвидового барьера. От больных детей неоднократно выделяли штаммы, содержащие гены ротавирусов крупного рогатого скота, свиней, обезьян, кошек. 

Ротавирус человека был обнаружен методом электронной микроскопии в клетках эпителия двенадцатиперстной кишки и в экстрактах фекалий типичных больных, где он нередко содержится в весьма значительных концентрациях (до 1011 частиц в 1,0 г фе​калий). При электронной микроскопии в копроматериале больных ротавирусной инфекцией выявляются несколько видов вирусных частиц: зрелые (“полные”) вирионы, обладающие ядром и полным набором оболочек; пустые или “неполные” вирионы - одно- или двухоболочечные, а также сердцевины без оболочек и тубулярные образования. Появление “неполных” вирусных частиц, вероятно, обусловлено  физико-химическими разрушениями зрелых вирионов  или является отражением этапов  созревания вирусных частиц. Один из них связан с появлением однокапсидных частиц, которые приобретают временную оболочку в ходе отпочковывания из цитоплазмы в просвет эндоплазматического  ретикулюма (ЭПР). Двухкапсидные частицы образуются путем самосборки наружного капсида на поверхности однокапсидной частицы в просвете ЭПР.  Наличие тубулярных образований в  ротавируссодержащих препаратах может быть связано с  белком внутреннего капсида ротавириона VP6, который обладает способностью к самосборке при низком значении рH.

Для серотипирования клинических изолятов разработана твердофазная иммуноэлектронная микроскопия с использованием гипериммунных сывороток к отдельным серотипам, а также иммуноферментный анализ на основе моноклональных антител.  G-серотип ротавируса, идентифицируемый в иммунологических реакциях, хорошо коррелирует с G-генотипом, определяемым с использованием полимеразной цепной реакции (ПЦР) с типовыми праймерами, расположенными в области серотиповых детерминант  гена VP7 (приложение 2).

3.2. Устойчивость ротавирусов к химическим и физическим агентам

        По устойчивости ротавирусы приближаются к энтеровирусам: не погибают при хлорировании воды в головных сооружениях водопроводов (водоочистные станции), выживают в водопроводной воде до 60 дней, на овощах, фруктах — 5-30 дней, на тканях из хлопка и шерсти — 12-45 дней, на пластике и крашеных по­верхностях - до 10 дней, в фекалиях — до 7 мес. при -20ОС - -80 ОС - вирулентность сохраняется несколько лет. 

Установлено, что ротавирусы достаточно устойчивы во внешней среде: выживают в водопроводной воде до 2-х месяцев и их дезактивация может быть достигнута только длительным гиперхлорированием, ультрафиолетовым облучением или озонированием воды; на овощах и фруктах ротавирусы сохраняют инфекционность в течение 5-30 дней; на различных поверхностях ротавирусы выживают от 10 до 45 дней, в зависимости от температуры и влажности воздуха; на поверхности тканей из хлопка и шерсти – до 10 дней; в фекалиях - от нескольких недель до семи месяцев. 

Белковая структура ротавирусов разрушается в растворах поверхностно-активных веществ, инфекционность теряется при ультрафиолетовом облучении.

3.3. Эпидемиология

3.3.1. Источником инфекции является больной человек или бессимптомный носитель вируса. При этом велика роль здоровых носителей как источников инфекции 

Инкубационный период ротавирусной инфекции длится от 10 часов до 7 дней, чаще - 1-3 дня. 

3.3.2. Механизм передачи ротавирусов - фекально-оральный.

3.3.3. Пути передачи - контактно-бытовой, водный и пищевой, в редких случаях может происходить реализация аэрозольного механизма передачи инфекции. Не исключено, что при рвоте происходит контаминация ротавирусами ротоглотки.
Многочисленные эпидемиологические данные позволили в 1980-х годах отнести ротавирусную инфекцию к группе ОКИ с исключительно высокой активностью контактно-бытовой передачи возбудителя. Низкая заражающая доза ротавируса (приблизительно 10-100 вирусных частиц), высокая вирулентность, массивная контаминация всего окружения больного и возможность очень быстрой реализации контактной передачи (в течение нескольких минут или часов после выделения вируса) обеспечивают высокую эффективность заражения всех контингентов населения, включая детей раннего возраста. Преобладает спорадическая заболеваемость с локальными очагами в семьях, детских коллективах и стационарах. 

Основная масса вируса, выделяемого больными, поступает через системы канализации в водоемы и естественно, что содержание вирусных маркеров в водных объектах и питьевой воде, может коррелировать с уровнем заболеваемости, создавая ложное впечатление о ведущем значении водного пути передачи. Сложность культивирования ротавируса крайне затрудняет изучение сроков его выживаемости в различных объектах окружающей среды, однако данные электронной микроскопии подтверждают одномоментное нахождение в фекалиях больных и элюатах воды  ротавирусных антигенов и полноценных ротавирусов. Но устойчивость вирусных маркеров выше, чем вируса, который на длительном пути от сточной до питьевой воды частично инактивируется под воздействием множества физических, химических и биологических факторов, легко теряя РНК и тонкую наружную оболочку – «ободок колеса». 
Для ротавирусной инфекции характерен сезонный подъем заболеваемости в холодный период года. В этот период в водных объектах окружающей среды создаются оптимальные условия для сохранения ротавирусов. Превышение текущих уровней интенсивности эпидемического процесса над верхним пределом круглогодичной заболевае​мости наблюдается с октября-ноября по май-июнь (в зависимости от территории). Максимальные показатели заболеваемости РВИ регистрируются в основном в зимнее-весенний период.
3.3.4. При изучении молекулярной эпидемиологии РВИ установлено, что инактивация вируса начинается уже в кишечнике больного – об этом свидетельствует структура выделяемых вирионов – большое количество неинфекционных частиц (однокапсидные и пустые - без геномной РНК), нередко выявляются только их фрагменты - характерные агрегаты капсомеров, состоящих из главного структурного белка - группового антигена VP6. В отличие от вируса, антиген VP6 очень устойчив, его специфическая активность не снижается при многократном замораживании-оттаивании (до 30 циклов), при нагревании до 37 оС  в течение 1 месяца, при  4 оС – до 1 года. 

3.3.5. Оценку значения путей передачи РВИ затрудняет и широкая циркуляция непатогенных для человека ротавирусов животных, загрязняющих водоемы, некоторые пищевые продукты и другие объекты окружающей среды. Методы индикации, основанные на общем группоспецифическом антигене ротавирусов группы А, не позволяют отличить эти возбудители от ротавируса человека. Нарушение технологии, сроков реализации пищевых продуктов и невысокая заражающая доза  вполне позволяет представить вероятность эпидемиологически значимой контаминации ротавирусом человека. Очевидно, что молоко, как фактор передачи РВИ во многих эпидемических очагах, может быть загрязнено ротавирусом крупного рогатого скота. 

3.3.6. Заболеваемость РВИ детей раннего возраста, неоднократные повторные случаи болезни у каждого ребенка вызваны периодической сменой эпидемических серотипов возбудителя при отсутствии перекрестного иммунитета. 

        3.3.7. Естественный поливалентный постинфекционный иммунитет формируется к 3-5-ти годам, что резко снижает заболеваемость более старших детей и взрослых - манифестность инфекции, но не риск инфицирования, который в этих группах населения многократно выше, чем у детей раннего возраста. Периодическое заражение взрослых и детей школьного возраста неизбежно при ежедневных контактов в транспорте, местах учебы, работы, торговли и т.д.  Что приводит к широкому  распространению неучитываемых стертых и бессимптомных форм инфекции. Соотношение манифестных и бессимптомных форм у детей до 2-х лет может составлять 1:1, от 3-х до 6-ти лет – 1:7, от 7 до 14 лет – 1:25. Частота кратковременного вирусоносительства у здоровых взрослых в зависимости от эпидемиологической ситуации колеблется в широких пределах, резко возрастая в эпидемический период до 30-49%. Очень неравномерна и заболеваемость – подъемы наблюдаются в разные месяцы эпидемического сезона с октября-ноября по апрель-май. За этот период регистрируется 1-2 пика заболеваемости, которые вероятно связаны со сменой доминирующих генотипов ротавируса. 

Таким образом, для эпидемического процесса РВИ характерны – цикличность, связанная со сменой генотипа вируса, и значительное преобладание бессимптомных форм инфекции среди большей части населения старше 5 лет. 

3.3.8. Иммунитет. При РВИ уровень популяционного иммунитета к доминирующему типу ротавируса, необходимый для смены эпидемических циклов, вероятно,  достигается преимущественно после бессимптомной или легкой инфекции. Широкое распространение этих форм быстро создает иммунную прослойку, затрудняющую дальнейшую активную циркуляцию эпидемического штамма. Происходит отбор другого генотипа вируса (иммунная селекция), популяционный иммунитет к которому снизился или отсутствует.

Не исключено, что населению старше 5-7 лет принадлежит ведущая роль в развитии эпидемического процесса РВИ. Эти контингенты являются основным резервуаром инфекции, сохраняют разнообразие генофонда вирусных популяций, участвуют в скрытых от наблюдения периодических процессах формирования, иммунной селекции и распространения эпидемических штаммов ротавируса. 

Таким образом, эпидемический процесс РВИ представляет собой чередование отдельных эпидемических циклов, которые развиваются во всей популяции при каждой смене доминирующих генотипов ротавируса, обусловленной меняющимся уровнем типоспецифического иммунитета населения. 

3.3.9. Проблемы профилактики внутрибольничной ротавирусной инфекции включают комплекс вопросов организационного, гигиенического, эпидемиологического, и клинико-лабораторного характера. Занос ротавирусной инфекции в стационар нередко сопровождается ее распространением, в эпидемический процесс вовлекаются другие пациенты, ухаживающие за больными детьми родственники и персонал.  Высокая внутрибольничная заболеваемость ОКИ имела место в ургентных  отделениях, куда поступали дети с острой симптоматикой хирургического или соматического генеза. Более высокая заболеваемость ротавирусной инфекцией в ожоговых отделениях может быть частично связана с особенностями основного заболевания Распространению инфекции внутри отделения способствуют неудовлетворительные условия размещения больных в соматических стационарах.

4. Эпидемиологический надзор

4.1.  Эпидемиологический надзор за РВИ представляет собой непрерывное наблюдение за эпидемическим процессом с целью оценки ситуации, своевременного принятия управленческих решений, разработки и реализации санитарно-противоэпидемических (профилактических) мероприятий, обеспечивающих предупреждение возникновения и распространения ротавирусной инфекции.
          Следует выделить два направления эпидемиологического надзора за острыми кишечными инфекциями среди населения. Первое направление реализуется при проведении ретроспективного эпидемиологического анализа заболеваемости диареями неустановленной  этиологии.

Второе направление связано с активным выявлением источников ротавирусной инфекции, а также обнаружением ротавирусов (антигенов ротавирусов) в объектах окружающей среды (вода, почва и т.д.), в пищевых продуктах, особенно в тех, которые не подвергаются термической обработке, с помощью лабораторных методов исследования.

4.3.  Эпидемиологический надзор за РВИ включает:

               - мониторинг заболеваемости;

               - наблюдение за циркуляцией ротавирусов, включая результаты исследования проб из объектов окружающей среды и материала от больных;
               -оценку эффективности проводимых санитарно-противоэпидемических (профилактических) мероприятий;

               - прогнозирование.

4.4. Обработка полученной информации при осуществлении эпидемиологического надзора осуществляется с помощью методов эпидемиологической диагностики – ретроспективного и  оперативного эпидемиологического анализа.

 4.5. Задачами эпидемиологического надзора за РВИ являются:

· постоянная и объективная оценка масштабов, характера распространенности и социально-экономической значимости инфекции;

· выявление тенденций эпидемического процесса;

· выявление регионов, областей, населенных пунктов с высоким уровнем заболеваемости и риском инфицирования;

· выявление причин и условий, определяющих уровень и структуру заболеваемости  РВИ  на территории; 

· контроль и обоснованная оценка масштабов, качества и эффективности осуществляемых профилактических и противоэпидемических мероприятий для их оптимальной корректировки, планирование последовательности и сроков их реализации;

· разработка  прогнозов эпидемиологической ситуации.

4.6. Эпидемиологический надзор за РВИ проводится территориальными органами, осуществляющими государственный санитарно-эпидемиологический надзор, независимо от ведомственной принадлежности, в соответствии с нормативными правовыми документами.
                           5. Мониторинг заболеваемости

      5.1. Клиническая диагностика случаев заболевания РВИ

        С учетом полиморфизма клинической картины, диагностика РВИ  носит комплексный характер и предусматривает оценку клиники заболевания совместно с данными эпидемиологического анамнеза и результатами лабораторных исследований (Приложение 1,2).

     5.1.1. Диагноз ротавирусной инфекции при спорадической заболеваемости устанавливается на основании клинических, эпидемиологических данных и обязательного лабораторного подтверждения (обнаружение маркеров ротавирусов методом ИФА или ПЦР). 

      5.1.2. В случае  регистрации групповой заболеваемости ОКИ, проведение диагностических исследований на ротавирусную инфекцию в крупных очагах (от 100 случаев) проводится не менее, чем в 30% зарегистрированных случаев. В небольших (до 30-ти случаев) очагах должно быть обследовано не менее 10-ти человек, в средних  (30-100 случаев) – не менее 15-ти заболевших. Остальным пострадавшим диагноз «ротавирусная инфекция»  может  быть  установлен  на  основании клинико-эпидемиологического анамнеза.

       5.1.3. Окончательный диагноз должен включать: клиническую форму заболевания, тяжесть течения, осложнение и лабораторное  подтверждение ротавирусной инфекции (при спорадических случаях).
     5.1.4. При легких формах клинического течения ОКИ (РВИ), лечение может проводиться  амбулаторно, на основании решения  врача-инфекциониста с соблюдением требований по изоляции пострадавшего от организованного коллектива.

5.2. Лабораторная диагностика

5.2.1. Организация вирусологических исследований материалов от больных ротавирусной инфекцией

       Лабораторные исследования проводятся в соответствии с действующими нормативными  правовыми документами.

        Забор материалов от больных РВИ проводят в лечебно-профилактических учреждениях (далее - ЛПУ), забор материала в эпидемических очагах ротавирусной инфекции – специалисты учреждений и организаций, осуществляющие государственный санитарно-эпидемиологический надзор. 

        Лабораторные исследования материала от больных РВИ осуществляют лаборатории,   организации,   структурные   подразделения, имеющие санитарно-эпидемиологическое заключение и лицензию на выполнение работ с микроорганизмами  III-IV групп патогенности.

Исследования проводят: 

- материала  от больных при спорадической заболеваемости - в лабораториях ЛПУ; 
 - материала от больных, подозрительных на РВИ и лиц, подвергшихся заражению в эпидемических очагах - в ФГУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии» в субъекте Российской Федерации; 

- с объектов внешней среды -  в лабораториях ФГУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии» в субъекте Российской Федерации.

     В случае необходимости  (при сомнительных результатах, невозможности проведения исследований в эпидемических очагах из объектов внешней среды и  т.д.) материалы могут быть направлены в  референс-центр по мониторингу за возбудителями острых кишечных инфекций по согласованию.

Материалы от больных и с объектов внешней среды могут направляться в референс-центр по мониторингу за возбудителями острых кишечных инфекций в плановом режиме в соответствии с утвержденными программами.

5.2.2. Методы и оценка результатов лабораторных исследований

         Лабораторная диагностика РВИ в настоящее время не представляет трудности. Быстрое развитие клиники ротавирусной инфекции и краткосрочное пребывание больного в стационаре диктуют необходимость применения экспресс-методов установления этиологии заболевания. Большинство методов лабораторной диагностики позволяют выявить ротавирусы (или их антигены) в течение первых суток. Выбор метода в каждом случае определяется технической оснащенностью лаборатории, подготовленным персоналом, а также наличием соответствующих диагностикумов и других ингредиентов.

Объектом лабораторного исследования больного человека обычно служат фекалии. Наличие и распространение ротавирусов в окружающей среде определяют путем исследования проб воды, образцов   пищевых продуктов, смывов с упаковок, оборудования и инвентаря. Мониторинг за циркуляцией ротавирусов  осуществляют в соответствии с действующими нормативными методическими документами.

        5.3. Регистрация случаев ротавирусной инфекции

        5.3.1. Выявление больных ротавирусной инфекцией осуществляют специалисты лечебно-профилактических учреждений независимо от ведомственной принадлежности и форм собственности при всех видах оказания медицинской помощи. 

        5.3.2. Сведения из экстренных извещений вносятся в журнал учета инфекционных заболеваний в учреждениях, осуществляющих государственный санитарно-эпидемиологический надзор. На каждого больного с подозрением на это заболевание оформляется карта эпидемиологического расследования случая инфекционного заболевания в установленной форме.

         5.3.3. При возникновении групповых заболеваний  острыми кишечными инфекциями установленной (включая условно-патогенную микрофлору, инфекционные болезни вирусной этиологии) и неустановленной этиологии (10 и более случаев в ЛПУ, 15 и более  - в образовательных учреждениях, 30 и более случаев  - среди населения)  внеочередное донесение  в установленном порядке представляется в Федеральную службу по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека Управление Роспотребнадзора по субъекту Российской Федерации. 

           5.3.4. Случаи заболеваний ротавирусной инфекцией включаются в отчет по ф. №1, 2 федерального государственного статистического наблюдения «Сведения об инфекционных и паразитарных заболеваниях» (месячная, годовая)  в соответствии с инструкцией по их составлению.

6. Мониторинг за циркуляцией возбудителя

        6.1. Мониторинг за циркуляцией ротавирусов осуществляется в соответствии с действующими нормативно-методическими документами.

        6.2. Лабораторные исследования материала из объектов окружающей среды на ротавирусы проводят вирусологические лаборатории ФГУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии» в субъектах Российской Федерации, аккредитованные на данный вид деятельности в установленном порядке.

          6.3. При обнаружении в исследуемом образце Рота-АГ в ИФА либо РНК ротавирусов методом обратной транскрипции и полимеразной цепной реакции (далее - ОТ-ПЦР), либо ПЦР - real time, желательно (по возможности) уточнить G[P] тип ротавируса. 

           Результаты исследования материалов  из ООС, передаются в учреждения, направившие их.

        6.4. Лабораторные исследования материала из объектов окружающей среды на ротавирусы проводят в плановом порядке, внепланово (по эпидемическим показаниям)  и в ходе производственного контроля. 

         6.4.1. Плановые лабораторные исследования материалов из ООС на наличие ротавирусов осуществляют в течение года в соответствии с действующими нормативными методическими документами и разработанной программой для каждой системы водоснабжения на конкретной территории. 

        Программа включает перечень объектов, периодичность проведения исследований, методы, план точек отбора воды, количество контролируемых проб. 

Обнаружение в воде антигена ротавирусов является косвенным показателем вирусного загрязнения (наряду с коли-фагами и антигеном вируса гепатита А).

        Программа утверждается Главным государственным врачом по субъекту Российской Федерации и согласовывается с заинтересованными организациями.

Объектом планового контроля является вода различных водных источников:

- сточная;

- сточная на этапах очистки и обеззараживания;

 -  пресных  и  морских поверхностных водоемов,  используемых  в

   рекреационных  целях,  а также в качестве источников  хозяйственно-

   питьевого водоснабжения;

  - плавательных бассейнов;

  - подземных водоисточников;

  -  питьевая  (водопроводная; вода, расфасованная  в  емкости  и

   др.);

   - из децентрализованных водоисточников.

6.4.2. Внеплановые вирусологические  исследования материалов из ООС на ротавирусы проводятся в случае: 

- подъёма заболеваемости населения кишечными инфекциями любой этиологии, превышающий среднемноголетние уровни; 

- возникновение эпидемического подъема среди населения или вспышки ротавирусной инфекции; 

- аварии или нарушения в системах водоснабжения или канализации;

-  получения результатов анализов питьевой воды, воды поверхностных водоемов, использующихся для купания, несоответствующих действующим гигиеническим нормативам по микробиологическим показателям.
                По эпидемическим показаниями (внепланово) проводится исследование сточных вод, воды поверхностных водоёмов, которые используются для целей рекреации и в качестве источников хозяйственно-питьевого водоснабжения, воды плавательных бассейнов, питьевой воды на различных этапах водоподготовки и др., пищевых продуктов (суточные пробы готовых блюд, пробы молочных продуктов  - смывы с упаковок),  смывы с оборудования и инвентаря.
         6.4.3. Производственный санитарно-вирусологический контроль воды ведется предприятиями водоснабжения и водоотведения, в соответствии с действующими нормативными методическими документами и программой производственного контроля, в аккредитованных для этих целей лабораториях.

                                 7. Эпидемиологическая диагностика

Основным рабочим инструментом обработки и анализа информации является эпидемиологический анализ –  ретроспективный и оперативный. 

       7.1. Ретроспективный эпидемиологический анализ проводится специалистами Управлений Роспотребнадзора по субъектам Российской Федерации. Он включает анализ многолетней заболеваемости РВИ, годовую динамику, анализ по факторам риска с определением причинно-следственных связей складывающейся ситуации и прогнозирование.

Ретроспективный анализ заболеваемости РВИ предусматривает характеристику:

· многолетней динамики заболеваемости с определением цикличности, тенденции (рост, снижение, стабилизация) и темпов роста или снижения;

· многолетних данных о циркуляции РВ (по результатам лабораторным исследований  материалов от людей и из ООС);

· годового, помесячных уровней заболеваемости РВИ;

· определение сезонного и вспышечного компонента в годовой динамике РВИ;

· заболеваемости по отдельным регионам, территориям, населенным пунктам;

·  характеристики возбудителя (серотипы, генотипы, их долевое соотношение);

· распределения заболеваемости по возрасту, полу, возрасту, профессии, месту жительства;

· распределения заболеваемости по характеру клинических проявлений и тяжести клинического течения;

·  исходов заболеваний, трудопотерь, инвалидности, смертности;

·   вспышечной заболеваемости (территориальное распространение, причинам, тяжести клинических проявлений, интенсивности);

· факторов риска.

     7.2. Оперативный (текущий) анализ заболеваемости РВИ,  основанный на данных ежедневной регистрации по первичным диагнозам, позволяет оценить благополучие или начинающееся осложнение в эпидемиологическом плане, соответствие проводимых мероприятий эпидемиологической ситуации или необходимость их изменений.  

     7.3.Одним из важных элементов оперативного анализа РВИ являются предэпидемическая диагностика (предпосылки и предвестники осложнения эпидемиологической ситуации) и эпидемиологическое обследование очага.

     7.4. Предэпидемическая диагностика – распознавание эпидемиологической ситуации, пограничной между нормальной для данного места и времени и неблагополучной. Она складывается из предпосылок и предвестников осложнения эпидемической ситуации.

Предпосылки  – факторы, проявление или активизация которых способны обусловить возникновение или активизацию эпидемического процесса:

· выявление антигена ротавирусов при плановом мониторинге из ООС;

· аварии на сетях водоснабжения и канализации, ухудшение качества питьевой воды;

· повышение заболеваемости ОКИ на соседних территориях (в первую очередь в холодный период года);

· другие  факторы, способные привести к резкому ухудшению коммунального обслуживания  и социально-бытового устройства населения.

          Предвестники - признаки начавшейся активизации эпидемического процесса РВИ:

· регистрация случаев заболеваний ОКИ, число которых превышает среднемноголетний уровень в холодный период года;

· регистрация небольших эпидемических очагов ОКИ (преимущественно легкого течения) с групповой заболеваемостью в детских организованных коллективах;

·  регистрация случаев ОКИ с тяжелым клиническим течением (водная диарея), в первую очередь среди детей до 1 года.

    7.5. В случае регистрации подтвержденного случая РВИ проводится эпидемиологическое обследование очага.

    7.5.1. Обследование очага РВ с единичным случаем включает:

- выяснение  даты заболевания;

- установление связи с  прибытием из других регионов,  контактом с больным (подозрительным на заболевание) человеком, пребыванием в организованном (в первую очередь в детском) коллективе;

- определение круга лиц, подвергшихся риску заражения;

- оценка факторов риска; 

-формирование рабочей гипотезы и разработка профилактических мероприятий.

      7.5.2. Обследование очага  РВ с групповыми заболеваниями включает:

-определение границ очага во времени и территории;

- определение возрастного, полового и социального состава пострадавших;
-определение круга лиц, подвергшихся риску заражения;

-выявление общих источников водопользования (в том числе бассейнов), питания, характера бытовых контактов;

-установление связи с  пребыванием в организованных коллективах, употреблением питьевой воды, авариями на коммунальных сетях, пребыванием в стационаре, употреблением в пищу определённых продуктов;

- выяснение наличия (предположения о наличии) контактов с больными (подозрительными на заболевание) лицами;

- оценку результатов лабораторных исследований;

- оценку данных ретроспективного и оперативного эпидемиологических анализов;

- формирование рабочей гипотезы (предварительный эпидемиологический диагноз) с указанием предположительной причинно-следственной связи и разработку адекватных противоэпидемических мероприятий.        
         7.6. В случае подъемов заболеваемости ОКИ на территории и подтверждения эпидемиологического диагноза об эпидемическом распространении ротавирусной инфекции (РВИ),  очаги с групповой заболеваемостью ОКИ (в том числе в организованных коллективах) обследуются в установленном порядке и квалифицируются как  «вовлеченные в эпидемический процесс». 
За заболеваемостью на территории организуется динамическое наблюдение с ведением графиков, еженедельно проводится оценка ситуации с определением тенденции и прогнозированием дальнейшего развития, формируются общие выводы с корректировкой при получении новых данных, разработка целенаправленных санитарно-противоэпидемических (профилактических) мероприятий, их корректировка и контроль. 

                              8.  Эпидемиологический прогноз

       8.1. Результаты оперативного и ретроспективного анализов заболеваемости РВИ позволяют произвести прогноз эпидемиологической ситуации на основе влияния ведущих факторов эпидемического процесса в конкретной ситуации. 

       8.3. Причинным фактором при ротавирусной инфекции следует считать социальный, который обуславливает возможность активной реализации механизма передачи возбудителя, непременным условием – биологический (наличие вирулентного возбудителя и восприимчивых организмов).
     8.4. Таким образом, эпидемиологический прогноз при ротавирусной инфекции  будет зависеть  от  адекватности мероприятий, проводимых в отношении  разрыва путей передачи инфекции и  воздействия на восприимчивый организм.
                               9. Профилактические мероприятия

       9.1. Профилактика РВИ обеспечивается реализацией требований санитарного законодательства Российской Федерации.

       9.2. В целях профилактики ротавирусной инфекции необходимо выполнение санитарно-эпидемиологических требований  в отношении:

- обеспечения населения качественным водоснабжением;

- содержания открытых водоемов, использующихся для рекреации и хозяйственно-питьевого водопользования;

- обеспечения населения качественным продовольствием; 

-содержания объектов общественного питания и пищевой промышленности;
- содержания территории, её благоустройства, функционирования очистных сооружений;

- обеспечения социально-бытовых условий проживания населения;

- содержания, эксплуатации, соблюдения противоэпидемического режима  лечебно-профилактических, детских дошкольных, образовательных и других учреждений;

- условий воспитания и обучения.
       9.3.  В соответствии с нормативными правовым  документами проводятся  плановые лабораторные исследования воды из различных источников по обнаружению микробного загрязнения (или его косвенных признаков), в том числе ротавирусов в окружающей среде с целью определения предпосылок и предвестников эпидемического неблагополучия.

       9.4. В целях профилактики РВИ проводится гигиеническое обучение работников отдельных профессий, производств и организаций, связанных непосредственно с процессом производства, приготовления, хранения, транспортировки и реализации пищевых продуктов, водоподготовки, обучением и воспитанием детей и подростков с занесением в индивидуальные медицинские книжки.

      9.4. Осуществляется выявление больных РВИ (подозрительных на заболевание) в период формирования детских коллективов, при приеме в детские организованные коллективы, во время утренних приемов детей в ДДУ, а также раннее выявление, клиническая и лабораторная диагностика, изоляция, лечение, диспансеризация больных при всех видах медицинской помощи, эпидемиологическое расследование случаев.

            9.5. С целью повышения санитарной грамотности населения проводится гигиеническое образование населения с привлечением средств массовой информации.

10.  Противоэпидемические мероприятия

         Противоэпидемические мероприятия представляют собой комплекс мер, проводимых при потенциальной угрозе возникновения и распространения этих заболеваний (при наличии предпосылок и предвестников эпидемического неблагополучия) и при возникновении групповых заболеваний ротавирусной инфекцией (в эпидемических очагах).

10.1. Противоэпидемические мероприятия при выявлении предпосылок и предвестников эпидемического неблагополучия по ротавирусной инфекции
 10.1.1.При выявлении предпосылок эпидемического неблагополучия (выявление антигена ротавирусов при плановом мониторинге из ООС, аварий на сетях водоснабжения и канализации, ухудшение  качества питьевой воды, повышение заболеваемости ОКИ на соседних территориях (в первую очередь в холодный период года и т.д.)  проводят:

- внеплановый отбор проб питьевой воды;

- оценку санитарного состояния системы водоснабжения и канализования;

- оценку заболеваемости на территории по острым кишечным инфекциям;

- усиление надзора за системой водоснабжения, объектами пищевой промышленности, общественного питания и торговли, содержания территории, соблюдению режима детских организованных коллективов и лечебно-профилактических учреждений;

- организуют гигиеническое обучение работников детских учреждений в целях более раннего выявления больных;

- активизируют разъяснительную работу среди населения.

- разрабатывают план противоэпидемических мероприятий на случай эпидемического подъема заболеваемости;

- организуют взаимодействие с учреждениями здравоохранения на территории.
10.1.5. При выявлении предвестников эпидемического неблагополучия по РВИ (регистрация случаев заболеваний ОКИ, число которых превышает среднемноголетний уровень в холодный период года, регистрация небольших эпидемических очагов ОКИ (преимущественно легкого течения) с групповой заболеваемостью в детских организованных коллективах, регистрация случаев ОКИ с тяжелым клиническим течением (водная диарея), в первую очередь среди детей до 1 года) проводится: 
- оперативный анализ заболеваемости острыми кишечными инфекциями на территории с оценкой ситуации и прогнозом;

- внеплановый отбор проб с ООС (питьевой воды, в том числе водопроводной, расфасованной в емкости и др., пищевых продуктов, которые можно рассматривать в качестве факторов передачи инфекции, смывов с оборудования в помещениях организованных коллективов и т.д.);

- введение в действие плана санитарно-противоэпидемических (профилактических) мероприятий при РВИ.

- эпидемиологическое расследование в очагах ОКИ и организация адекватных противоэпидемических мероприятий.
10.2. Мероприятия в эпидемических очагах ротавирусной инфекции
      10.2.1. Эпидемиологическое расследование очагов инфекционных заболеваний проводят органы и учреждения, уполномоченные осуществлять государственный санитарно-эпидемиологический надзор, независимо от ведомственной принадлежности.

      10.2.2. По результатам эпидемиологического обследования очага  ротавирусной инфекции (РВИ) готовится план противоэпидемических мероприятий, который согласовывается с руководителем учреждения, органами исполнительной власти (при необходимости), здравоохранения, другими заинтересованными организациями и ведомствами.

         10.2.3. В целях локализации очага РВИ проводится комплекс санитарно-противоэпидемических (профилактических) мероприятий на основании результатов предварительного эпидемиологического расследования по 3-м направлениям – в отношении источника инфекции, в отношении путей передачи инфекции и в отношении восприимчивого организма.
В отношении источника инфекции:

 - проводится активное выявление больных методом опроса, осмотра врачом-инфекционистом, осмотра медицинским персоналом при утреннем приеме (для организованных детей), подворных (поквартирных) обходов;

- за лицами, подвергшимися риску заражения, устанавливается медицинское наблюдение сроком на 7 дней;

- в случае появления лиц, подозрительных на заболевание проводится их немедленная изоляция и госпитализация (по необходимости). Изоляция больных с легкими формами РВИ проводится сроком на 7 дней, после чего переболевший может быть допущен в  организованный коллектив (в том числе детский) на основании справки врача о выздоровлении без дополнительного вирусологического обследования;

- организуется отбор материала от больных и проб из объектов окружающей среды (питьевая вода, пищевые продукты, смывы с упаковок (например с упаковок молочной продукции) и т.д.) для вирусологического обследования в соответствии с существующими методиками. Объем и число проб определяется специалистом-эпидемиологом, отвечающим за организацию эпидемиологического обследования очага. Для  лабораторных исследований от больных отбираются пробы фекалий;
- из числа лиц, подвергшихся заражению в очаге,  на ротавирусы обследуются только лица с признаками острых кишечных инфекций;

- в целях установления причин и условий формирования эпидемического очага  ОКИ при подозрении на ротавирусную инфекцию в отдельно взятом учреждении, лабораторно обследуют на РВ декретированный персонал учреждения (сотрудники пищеблока и др.) по решению специалиста, отвечающего за проведение эпидемиологического расследования и организацию противоэпидемических мероприятий. В случае подтверждения наличия ротавируса в клиническом материале, контактные или декретированные лица направляются к врачу, который после проведенного осмотра и, при необходимости, дополнительных клинических исследований устанавливает диагноз. В случае установленного вирусоносительства (выделение вируса без клинический проявлений) лица из числа декретированных групп не допускаются к основной работе в течение 7 дней с момента отбора материала для исследования на ротавирусы.
В отношении путей передачи инфекции:

 - приостанавливается деятельность пищеблоков, предприятий общественного питания (в случае рабочей гипотезы о возможности реализации пищевого пути передачи инфекции), бассейнов и т.д. - в зависимости от ситуации и с учетом возможности реализации путей передачи инфекции;

- в учреждениях (организованных коллективах) вводится строгий питьевой режим, по возможности с бутилированной водой и одноразовой посудой, на пищеблоках учреждений временно запрещается приготовление  блюд без повторной термической обработки;

- проводятся заключительная и текущая дезинфекция помещений учреждения (пищеблока, групповых в детских учреждениях, санитарных узлов, выгребов и т.д.); 

- проводится ревизия коммунальных сетей, в случае неудовлетворительного санитарного состояния – ликвидация аварии (в случае порывов в сетях),  очистка и дезинфекция;

- вводится режим гиперхлорирования водопроводной воды (при распространении в населенных пунктах);

- из розничной продажи изымаются пищевые продукты, в пробах которых (в смывах с упаковок или поверхностей) обнаружен антиген ротавируса;
- устраняются нарушения требований санитарного законодательства, выявленные в ходе внеплановых мероприятий по надзору.

В отношении восприимчивого организма:

- в эпидемических очагах ротавирусной инфекции целесообразно применение средств экстренной профилактики (например, препарата арбидол) по схеме в соответствии с инструкцией препарата;
- организуется и проводится санитарно-просветительная работа.   

                                  10.3.   Мероприятия в стационаре


При возникновении заболеваний ротавирусной инфекцией в стационаре  объем проводимых мероприятий зависит от количества случаев на отделениях и результатов эпидемиологической диагностики (границы очага, источник и путь распространения  инфекции). Для купирования очага ротавирусной инфекции, в дополнение к указанным выше мерам, рекомендуется проведение следующих  противоэпидемических мероприятий: 
-закрытие отделения на прием больных, 
-замена дезинфицирующих средств, 
-изменение последовательности текущей дезинфекции в палатах,
 -приобретение нового уборочного инвентаря, 
-обучение среднего и младшего медицинского персонала, а также работников пищеблока. 
Персоналу ЛПУ, находившемуся в контакте с больным, проводится однократное лабораторное обследование на ротавирусы.

11. Контроль и оценка эффективности проводимых мероприятий

Основные направления деятельности, по которым проводится оценка эффективности мероприятий при РВИ:

- динамика заболеваемости  ротавирусными инфекциями;

- оценка возможности реализации путей передачи инфекции с учетом санитарно-эпидемиологического состояния социально-бытового устройства, включая водопользование и организацию питания, а также условия размещения в организованных коллективах.

- анализ данных лабораторных исследований по состоянию объектов окружающей среды.
Приложение 1

Клиника ротавирусной инфекции

Клиническая картина ротавирусной инфекции (ротавирусного энтерита, гастроэнтерита) имеет много общего с клиническими проявлениями острых кишечных заболеваний другой этиологии, что затрудняет диагностику этого заболевания. Однако существует ряд характерных отличий, позволяющих своевременно заподозрить это заболевание и правильно проводить противоэпидемические и лечебные мероприятия.

Инкубационный период короткий и длится от 10 часов до 7 суток, но чаще всего - 1-3 дня. У большинства больных отмечается острое начало заболевания, когда весь симптомокомплекс развивается в первые сутки болезни. У детей раннего возраста возможно подострое начало, характеризующееся появлением в первые дни болезни 1-го или 2-х симптомов и присоединением остальных со 2-3 дня болезни. Наиболее патогномоничным для ротавирусной инфекции является поражение желудочно-кишечного тракта, которое у 60-70% больных сочетается с развитием симптомов поражения респираторного тракта. Иногда катаральные явления могут предшествовать на 3-4 дня дисфункции кишечника. Респираторный синдром характеризуется умеренной гиперемией и зернистостью зева, мягкого неба и небных дужек, заложенностью носа, покашливанием, которые в отличие от ОРВИ, менее выражены, не имеют тенденции к нарастанию и кратковременны (4-5 дней). Диарея отмечается у 95-97% больных. Для ротавирусной инфекции характерно развитие гастроэнтерита, реже энтерита. Стул обычно жидкий, водянистый, пенистый, слабо окрашенный, без примесей или с небольшой примесью слизи. У детей раннего возраста преобладает водянистая диарея, чем и объясняется более частое развитие эксикоза в этой возрастной группе. Частота стула в среднем не превышает 4-5 раз в сутки, но может достигать у детей младшего возраста 15-20 раз. Длительность диареи у взрослых и детей старшего возраста составляет 3-7 дней, у грудных детей нередко продолжается по 10-14 дней. Рвота является кардинальным симптомом и отмечается у 80% больных ротавирусной инфекцией. Чаще всего она возникает одновременно с диареей или предшествует ей. Рвота нередко повторная, но кратковременная (1-2 дня). Многократная и неукротимая рвота для данной инфекции не характерна и чаще свидетельствует о смешанной инфекции. Температура, как правило, не превышает 38,5-39°С и нормализуется к 3-4 дню болезни. Наиболее типичными признаками общей интоксикации являются слабость, вялость, адинамия, головная боль, головокружение. Тяжесть заболевания определяется развитием изотонического эксикоза I—II степени, реже III степени, который чаще встречается у детей грудного возраста. При этом потери электролитов (Na и К) невелики, что надо учитывать при проведении регидратационной терапии.

При объективном обследовании у больных отмечается вялость, гиперемия конъюнктив и инъекция сосудов склер. Язык умеренно обложен, суховат. Живот мягкий, умеренно болезненный при пальпации в области расположения тонкого кишечника. Печень и селезенка не увеличены. Слепая и сигмовидная кишки мягкие, безболезненные. Артериальное давление снижено. Пульс не учащен, а скорее имеется склонность к относительной брадикардии. Менингиальных явлений нет. В периферической крови в самом начале болезни может иметь место умеренный лейкоцитоз, со 2 - 3 дня болезни имеет место склонность к лейкопении со снижением числа палочкоядерных форм лейкоцитов и ростом числа лимфоцитов и моноцитов, СОЭ не ускорена.

При лабораторном анализе мочи отмечается небольшая альбуминурия, быстро проходящая микрогематурия, небольшое повышение числа лейкоцитов и возможно появление гиалиновых цилиндров. Изменения в моче находятся в соответствии со степенью тяжести течения болезни и обезвоживания.

При микроскопическом исследовании кала число лейкоцитов не превышает 10-15 в поле зрения, отмечается примесь слизи.

Ректороманоскопически можно выявить умеренную гиперемию слизистой оболочки прямой и сигмовидной кишок без очаговых изменений.

Ротавирусный гастроэнтерит подразделяют по степени тяжести, которая определяется интенсивностью диареи и обусловленного ею обезвоживания организма, а также выраженностью общей интоксикации. Различают три степени тяжести течения ротавирусного гастроэнтерита: легкую, среднетяжелую и реже тяжелую.

Дифференциальная клиническая диагностика ротавирусного гастроэнтерита

Дифференциальную диагностику проводят с сальмонеллёзом, холерой, дизентерией, пищевыми токсикоинфекциями, вызванными условно патогенными микроорганизмами, иерсиниозом, другими вирусными гастроэнтеритами.

Для гастроинтестинальной формы сальмонеллёза характерно одновременное заболевание лиц, употреблявших в пищу недоброкачественные продукты. Типично острое начало: гипертермия, сильный озноб, рвота, сильная боль в животе, понос со зловонным запахом, нейтрофильный лейкоцитоз со сдвигом лейкоцитарной формулы влево. При сальмонеллёзе отсутствуют изменения слизистой оболочки зева, печень обычно увеличена. Выделение возбудителя при бактериологическом исследовании испражнений, рвотных масс или промывных вод желудка решает вопрос о диагнозе.

По многим клинико-эпидемиологическим признакам, быстроте распространения заболеваний ротавирусный гастроэнтерит может напоминать холеру. Но ротавирусная инфекция отличается более легким течением, и в частности тем, что при ней не развивается состояние алгида, а также наличием типичных изменений слизистой оболочки ротоглотки.

Важнейшее значение приобретают результаты бактериологического исследования в случае обнаружения холерных вибрионов. Аналогичное положение имеет место и при НАГ- инфекции.

Бактериальная дизентерия отличается острой болью в животе, частыми иногда ложными позывами, стулом с примесью слизи и крови, выраженным сигмоидитом, постоянной лихорадочной реакцией, патологическими изменениями в дистальном отрезке толстой кишки по данным ректоскопии. Все эти признаки, а также результаты бактериологического исследования позволяют сравнительно легко провести дифференциальную диагностику при колитической форме дизентерии. При гастроэнтерической форме дизентерии значение результатов бактериологического исследования резко возрастает.

Дифференциальная диагностика ротавирусного гастроэнтерита и пищевых токсикоинфекций, вызываемых условно патогенными возбудителями, особенно сложна, если учесть недостаточную изученность клинической картины этих заболеваний. По диагностической значимости, из лабораторных исследований следует отдавать предпочтение положительным результатам вирусологических и иммунологических исследований, подтверждающих ротавирусную природу заболевания, а не обнаружению условно патогенных бактерий в испражнениях больного.

Для гастроинтестинальной формы иерсиниоза характерно более постепенное начало, наличие, наряду с гастроэнтеритом, болей в мышцах, суставах; печень, как правило, увеличена; стул вязкий из-за значительной примеси слизи, а иногда возможна примесь крови. В крови отмечается лейкоцитоз; СОЭ повышена.

Синдром гастроэнтерита может занимать видное место при некоторых вирусных заболеваниях. К их числу относится аденовирусная инфекция, для которой, помимо поражения кишечника, характерным является конъюнктивит, ринит, фарингит, тонзиллит, бронхит, пневмония, увеличение шейных лимфатических узлов, печени, селезенки, длительная лихорадка.

От энтеритов и гастроэнтеритов, вызванных энтеровирусами Коксаки А, Коксаки В и ECHO, ротавирусный гастроэнтерит отличается моносиндромной клинической картиной, в которой ведущее место занимает поражение кишечника. В противоположность этому при эпидемических вспышках энтеровирусной природы отмечается наличие различных клинических форм болезни, "многоформность" клинической картины, в которой существенное место могут занимать симптомы поражения оболочек головного мозга, кожи, верхних дыхательных путей.

Дифференциальная диагностика ротавирусной инфекции с эшерихиозами у больных может основываться на следующих критериях:

-большая острота начала ротавирусной инфекции по сравнению с эшерихиозами, особенно обусловленными энтеропатогенными эшерихиями;

-более быстрое выздоровление при ротавирусной инфекции;

-большая частота респираторного синдрома при ротавирусной инфекции, но его меньшая выраженность и продолжительность.

Наибольшие сложности представляет диагностика смешанных ротавирусно - бактериальных инфекций, удельный вес которых в зимнее время года довольно велик (7-10% и более от всех ОКИ). Особенностью клиники смешанных инфекций является наличие симптомокомплексов, свойственных обеим сочетающимся инфекциям: нарастание симптомов интоксикации, появление признаков воспалительных изменений слизистой тонкой и толстой кишки, замедление сроков выздоровления.

Патогенез

Патогенез ротавирусной инфекции характеризуется проникновением вируса в эпителиоциты слизистой оболочки желудочно-кишечного тракта, преимущественно тонкой кишки, что приводит к их повреждению и отторжению от ворсинок. Ротавирусы вызывают гибель зрелых клеток тонкого кишечника, они замещаются незрелыми всасывающими клетками, не способными адекватно абсорбировать углеводы и другие питательные вещества, что приводит к осмотической диарее. 

При гистологическом исследовании слизистой оболочки тонкой кишки отмечается картина острого воспаления. На ее поверхности обнаруживаются участки со сглаженной поверхностью в результате атрофии или укорочения ворсинок. Вследствие этого на ворсинках тонкой кишки появляются функционально и структурно незрелые энтероциты с низкой способностью синтезировать пищеварительные ферменты, в результате чего нарушается пристеночное гликокаликсное пищеварение.  При ротавирусном гастроэнтерите наблюдается снижение уровня дисахаридаз, развивается вторичная дисахаридазная недостаточность. В просвете тонкой кишки накапливаются нерасщепленные дисахариды, что создает повышенное осмотическое давление и приводит к выводу в просвет кишечника воды и электролитов из тканей организма. 

Патогенез ротавирусной диареи – мультифакторный процесс. Способность ротавируса стимулировать кишечную секрецию связана с вирусоспецифическим неструктурным белком NSP4, который является продуктом 10-го сегмента РНК. NSP4 –  первый охарактеризованный  вирусный белок, обладающий свойствами энтеротоксина.  NSP4 – секреторный антагонист, который стимулирует доза и возраст-зависимую диарею. Основной молекулярный механизм энтеротоксического действия NSP4 связан с его способностью увеличивать концентрацию внутриклеточного кальция, стимулируя его выход из депо ЭПР и приток внеклеточного Ca2+. Кроме этого, NSP4 вносит вклад в патогенез, изменяя трансэпителиальный электрохимический градиент,  ингибируя симпорт Na+D-глюкозы и оказывая на энтероциты мембранодестабилизирующее действие. 

Иммунология

 К ротавирусам восприимчивы люди всех возрастных групп. При этом наибольшая восприимчивость отмечается у детей в возрасте от 6 мес. до 2-х лет. Антитела к ротавирусам выявляются у 50-60% детей первого года жизни, в возрасте старше 3-х лет - уже более чем у 90% и практически у 100% взрослых. 

Ротавирусная инфекция вызывает развитие как гуморального, так и местного кишечного иммунитета.  Гуморальный иммунный ответ развивается по классическому образцу с ранним повышением специфических IgM-антител,  обнаруживаемых в сыворотке с третьего дня болезни и до пятой недели,  с наибольшим уровнем антител на 2-3-й неделе.  Специфические IgG-антитела обнаруживаются после 10-го дня болезни и сохраняются в течение нескольких лет.  Однако, решающее значение в защите против РВГЭ, как и при других кишечных инфекциях, имеет местный иммунитет кишечника. Более высокая невосприимчивость к инфекции, возникающая ко второму году жизни ребенка, в основном создается секреторными IgA-антителами. Указанные антитела содержатся также в молоке кормящей матери и, видимо, служат фактором пассивной иммунизации новорожденных детей, которые при отсутствии клинических проявлений болезни могут выделять с фекалиями значительные количества ротавирусов в окружающую среду.

Данные о специфичности развивающегося иммунитета противоречивы.  Отмечается появление как гомологичных,  так и гетерологичных антител  после заболевания, вызванного одним из серотипов ротавируса. Наличие множества серотипов возбудителя приводит к тому, что, после перенесенного заболевания ротавирусным гастроэнтеритом возможны повторные инфицирования ротавирусом другого серотипа, сопровождающиеся клиническими проявлениями. 

 Лечение  ротавирусного гастроэнтерита

Лечение больных с ротавирусным гастроэнтеритом, с учетом существующих представлений о патогенезе этого заболевания, включает в себя щадящий режим и компенсацию нарушений функционального состояния кишечника, восстановление гидроэлектролитного баланса и детоксикацию организма. На время острого периода болезни назначается диета 4-Б, при которой имеет место резкое ограничение углеводов (до 200 г) и увеличение количества белка (до 150 г) с некоторым снижением калорийности (2400 кал). Ограничивается количество сахара до 40 г в день, овощей и фруктов. Исключается молоко. Соль не ограничивается. Применение щадящего режима питания обусловлено снижением содержания в пищеварительных секретах  при РВГЭ таких ферментов, как лактаза и мальтаза. В связи с этим показано назначение пищеварительных полиферментных препаратов (панзинорм, фестал, мезим-форте и прочие).

Обязательно оценивается степень дегидратации организма и проводится терапия, направленная на восполнение избыточных потерь воды и солей. При обезвоживании I-II степени по В.И Покровскому назначаются глюкозо - электролитные растворы орально (регидрон, глюкосолан) с учетом потерь жидкостей и электролитов, а при обезвоживании Ш степени необходимо начинать лечение с внутривенного введения водно-солевых растворов (трисоль, квартесоль, хлосоль, ацесоль) и др. Тактика введения растворов проводится в соответствии с принципами регидратационной терапии. С целью стабилизации нормальных показателей кровообращения и дезинтоксикации можно вводить коллоидные растворы (гемодез, полиглюкин, реополиглюкин).

Необходимо подчеркнуть, что назначение антибактериальных препаратов, если нет сопутствующей бактериальной инфекции, не обосновано. Целесообразно применение адсорбирующих и вяжущих препаратов. Несомненным положительным эффектом при РВГЭ обладают биопрепараты, содержащие  бифидо- и лактобактерии, применение которых способствует ранней нормализации стула.

Наиболее эффективным специфическим средством для лечения ротавирусной инфекции является арбидол, который высокоэффективен на ранних стадиях вирусной репродукции. Лечение проводится в соответствии с прилагаемой к препарату инструкцией. В качестве этиотропного противовирусного препарата может быть рекомендован комплексный иммунопрепрепарат для перорального применения.

 
Выписка реконвалесцентов проводится после стабильной (в течение 2-3 дней) нормализации стула и исчезновения всех других клинических симптомов основного заболевания при отсутствии осложнений.

                                                                            Приложение 2

Методы лабораторных исследований

1. Обнаружение ротавирусов (антигенов ротавирусов) в клиническом материале и в объектах окружающей среды

Отбор проб. Подготовка образцов для исследования. При отборе проб для исследования соблюдают некоторые общие требования, принимая меры предохранения материала от контаминации микробной флорой. Пробы отбирают только в стерильную посуду с плотной резиновой пробкой, укрепленной лейкопластырем. Транспортируют пробы в контейнерах со льдом или хладагентом.

Приготовление суспензий, осветление, очистка образцов, удаление бактериальной флоры. Подготовка образцов фекалий к исследованию на ротавирус включает приготовление 10% суспензии, гомогенизацию, центрифугирование при 3000 об/мин в течение 30 минут для удаления бактериальной флоры. При обследовании объектов внешней среды и пищевых продуктов проводят предварительное концентрирование исследуемого материала (в соответствии с МУК 4.2.2029-05).

Концентрирование вирусных частиц в образцах воды. Концентрирование ротавирусов - важное условие повышения эффективности их обнаружения в водных объектах окружающей среды. Метод концентрирования ротавирусов с помощью адсорбционной хроматографии на пористом кремнеземе - макропористом стекле (МПС) прост и удобен, при использовании объемов воды от 3,0 до 10,0 л. При пропускании образца через слой МПС вирус сорбируется на поверхности стекла. Для элюции вируса используют растворы, обладающие способностью вызывать десорбцию вируса. Вирус снимается со стекла небольшим объемом раствора, что приводит к концентрированию в десятки-сотни раз по сравнению с исходной пробой.

Для повышения адсорбционных свойств отечественные препараты стекла марки МПС -1000 ВГХ обрабатывают следующим образом: готовят смесь (1:1) 3% Н2О2 и 6 М НС1. Стекло заливают приготовленной смесью из расчета 1 объем стекла на 2 объема смеси. Кипятят в вытяжном шкафу (без пробки) в течение 1 часа, соблюдая меры предосторожности. Отмывают дистиллированной водой до нейтральных значений рН. Высушивают при температуре 100°С.

Стеклянную колонку, предварительно обработанную силиконовой жидкостью, заполняют стеклом (2-3 см3), замоченным в дистиллированной воде. К исследуемой пробе (3,0 л) добавляют 1М раствор MgCl2, до конечной концентрации 0,05 М. Воду пропускают через колонку со скоростью 150-500 мл/час, регулируя скорость протекания с помощью зажимов. Пропускают через колонку 10 мл элюирующего раствора: мясной экстракт 3%, рН 9,0; или триптозофосфатный бульон рН 9,0; или трис НС1 0,1М, содержащий 2М NaCl, рН 11,0 (растворы перечислены в порядке снижения их элюирущих свойств). Сорбируют фракции объемом 1 мл, рН во фракциях доводят до нейтрального значения.

2. Обнаружение вирусных частиц с помощью электронной  и иммуноэлектронной микроскопии

Возможно применение этих методов при наличии специального оснащения лабораторий. Высокоэффективными методами обнаружения ротавирусов являются электронная (ЭМ) и иммуноэлектронная микроскопия (ИЭМ), с помощью которых был открыт возбудитель, изучена его морфология.

В пробах фекалий, взятых в первые дни болезни, содержание вируса, как правило, достигает очень высоких уровней (десятки и сотни млн. частиц на 1 г.). При таких концентрациях ротавирус может быть обнаружен при ЭМ в 10-20% суспензии фекалий без дополнительной обработки. Очистка и концентрация вируса в препаратах фекальных суспензий позволяет выявлять ротавирусные частицы даже при сравнительно невысоком их содержании в фекалиях, а дополнительная обработка препаратов иммунной сывороткой дает возможность идентифицировать вирус. 

В препаратах фекалий обнаруживаются все известные виды частиц ротавирусов, соотношение которых в различных образцах варьирует: двухкапсидные частицы (диаметром 70-75 нм) и однокапсидные (лишенные наружного капсида - 60-65 нм), полные и неполные (лишенные РНК). Однако    необходимость    в    дорогостоящем    оборудовании, высококвалифицированном персонале и специальных условиях для проведения анализа ограничивает применение ЭМ и ИЭМ методов.

3.Выявление антигенов ротавирусов в исследуемом

 материале методом ИФА

Метод иммуноферментного анализа. Метод иммуноферментного анализа (ИФА), основанный на применении антител, меченных молекулой фермента (пероксидазой), является одним из наиболее распространенных, эффективных и специфических методов детекции вирусного антигена.

Для обнаружения антигенов ротавируса человека используется иммуноферментная тест - система. Иммуноферментная тест - система представляет собой комплект, в который входят: иммуноглобулин G антиротавирусный (AT); иммуноглобулин G антиротавирусный, меченный пероксидазой (Конъюгат); положительный контроль, содержащий ротавирусный антиген (ПК); отрицательный контроль (НК); концентрат фосфатно - солевого буферного раствора с детергентном (ФСР - Т); субстрат- ортофенилендиамин (ОФД); цитратный буферный раствор (ЦБ); таблетка гидроперита; раствор серной кислоты (Серная кислота); полистироловые планшеты.Комплект рассчитан на проведение 192 анализов, включая контроли.

Тест - система предназначена для выявления антигенов ротавирусов человека в фекалиях больных острыми гастроэнтеритами в первые 5 суток от начала заболевания, контактных и здоровых носителей. Тест - система может быть использована для лабораторной диагностики заболеваний ротавирусной этиологии и осуществления эпидемиологического надзора за инфекцией (обнаружение ротавирусного антигена в объектах окружающей среды и др.).

Инструментальный учет результатов необходимо проводить не позднее 10-15 мин после добавления серной кислоты. 

4. Метод электрофореза РНК в ПААГ (РНК-ПААГ)

При электрофорезе в полиакриламидном геле 11 сегментов  двунитевой РНК ротавирусов распределяются с образованием характерного профиля, состоящего из 4-х классов генов. Общая картина распределения сегментов внутри классов позволяет дифференцировать ротавирусы разных антигенных групп. Так ротавирусы группы А имеют распределение сегментов РНК в классах 4-2-3-2, а ротавирусы группы С – 4-3-2-2. Обнаружение специфического профиля миграции сегментов РНК является прямым указанием на наличие ротавирусов в исследуемом материале  и позволяет использовать электрофорез геномной РНК в качестве метода специфической индикации ротавирусов, не дающего ложноположительных результатов и не уступающего по чувствительности электронной микроскопии и ИФА.  Кроме этого, каждый генетический вариант ротавируса  имеет различную электрофоретическую подвижность сегментов внутри классов генов, что создает уникальную картину, которая  является   стабильными  штаммовым признаком  и   определяет      его     электрофоретип (ЭФ-тип РНК). 
5. Метод полимеразной цепной реакции (ПЦР)
Метод ПЦР – метод специфической амплификации фрагмента ДНК с использованием термостабильной ДНК-полимеразы в условиях in vitro. Геном ротавирусов представлен сегметами двунитевой РНК. В связи с этим на первом этапе на матрице РНК осуществляют синтез комплементарной ДНК (кДНК) с использованием статистических гексануклеотидов и фермента обратной транскриптазы. После этого проводят ПЦР на основе универсальных праймеров, соответствующих консервативным  участкам генома ротавирусов различных G[P] типов. 

Метод ОТ-ПЦР обладает высокой аналитической чувствительностью и позволяет повысить выявляемость ротавирусов по сравнению с РНК-ПААГ на 18,9%, по сравнению с ИФА на основе гетерологичных антител – на 24,5%.

В настоящее время существуют коммерческие ПЦР-тест-системы для обнаружения ротавирусов в клиническом материале и объектах внешней среды.
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