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Қазақстанда 1995 жылдан бастап адамдардың эхинококкозға шалдығу
деңгейі жоғарылауда. Осы аралықта аурудың белен алуы 4,57 есеге өсті.
Әсіресе инвазияның қарқынды өсуі еліміздің үш оңтүстік аймағында
тіркелген. Эхинококкоз динамикасының жылдам өсуінің себебі Кеңес
Одағының ыдрауынан кейін ветеринариялық қызметінің деңгейінің
төмендеуіне және жануарларды көбейту технологиясының өзгеруіне
байланысты. Жеке кәсіпкерлік шаруашылықтардың құрылуына байланысты
қызметтік иттердің саны 8-12 есеге өсіп, адамдардың эхинококкозға шалдығу
комитетінің мәліметі бойынша 2010 және 2011 жылдары Оңтүстік-Қазақстан,
Жамбыл және Алматы облыстарында эхинококкозға шалдығу деңгейі 100
мың тұрғылықты халыққа шаққанда 7,03 тен 10,76 дейін адам басына сәйкес
болса, ал республика бойынша бұл жылдары орташа көрсеткіш сәйкесінше
4,9 және 5,8 құрап отыр. Диагностикалық сыналымдарды жетілдіруде нақты
антигенді таңдау маңызды әрекеттердің бірі болып есептеледі. Иттер мен
етқоректі жануарлардың эхинококкозын балау әдістерін жетілдіру және
әзірлеу мәселелері бойынша әдеби деректерге талдау жасайтын болсақ,
кейінгі 5-7 жыл ішінде жүргізіліп жатқан зерттеулер антиденелерді және
антигеннің өзін анықтауға бағытталуда. Серологиялық сыналымдар кей
жағдайларда айқыш реакцияларды көрсетуі мүмкін, алайда олардың
популяциялық зерттеулерде басым жақтары бар. Сонымен қатар паразитке
қарсы иммундық жауап өте баяу қалыптасады.

Жоғарыда аталған мәселелерді ескере отырып біз өз жұмысымызда
эхинококкоздың ЭС-АГ телімді моноклоналды антиденелерді жануарлардың
эхинококкозының серологиялық балауында қолдану мүмкіншіліктерін
тексеруді жөн көрдік. ИФТ жанама қойылымының параметрлерін жақсарту
мақсатында ларвальді эхинококкоздың серологиялық диагностикасында
ИФТ-дың сезімталдығына физикалық-химиялық факторлардың
(температура, реакция ортасының рН, әрекеттесу ұзақтығы,
концентрацияның қатынасы) әсер етуі анықталды.

Телімді антиденелердің детекциясы ИФТ сэндвич тәсілінде телімді
антигенмен таңдап әрекеттесетін моноклональді антиденелерге негізделген.
Полистиролды планшеттің ұяшығы "Қатты фаза" ретінде қолданылады.



Иммуносорбенттің бетіне құрамында антиденелері бар сынаманы
енгізгенде антигенге телімді антиденелер антидене-антиген-антидене
кешенің құрып, қатты фазада байланысады. Түзілген кешендіі анықтау үшін
антитүрлі иммуноферментті конъюгат қолданылады. Байланысқа түспеген
компоненттерді жуып-шайғаннан кейін хромоген ерітіндісін енгізіп, нәтижесі
есептелінеді. Буферлік ерітінділердің рН көрсеткіші 2,0-9,5 йондық күш
аралығында болғанда МКА қатты фазада адсорбциялануы жүзеге асады.
Буферлік жүйе ретінде рН 2,0 нартрий-ацетат буфері; рН 7,2-7,4 фосфатты
тұз буфері (ФТБ); рН 9,5 карбонат-бикарбонат буфері (КББ). Зерттеу
нәтижелері ИФТ реакциялық ерітіндінің боялу қанықтығы буферлік
ерітіндінің рН-на тікелей байланысты және рН 7,0-9,5 болғанда өзінің
максималды қанықтығына жетеді. рН көрсеткіші 2,0-4,0 болған жағдайда
МКА адсорбциясы минималды. рН 7,4 ФТБ және рН 9,5 КББ МКА қатты
фазаға адсорбциялануын жоғарылатты. Зерттеу жұмыстарына МКА қатты
фазада адсорбциялануына рН 9,5 КББ қолданылды. Планшеттің
ұяшықтарын жуып-шаюға 0,05% твин-20 детергенті бар фосфатты-тұз
буферін (ФТБ-Тв-20) қолдандық. МКА қатты фазаға бекіну сапасына
уақыттың, температура режимі мен концентрацияның әсерін зерттедік.
Антиденелердің 4°С температурада бекіну кинетикасын зерттеу
барысында МКА қатты фазасының толық қанығуы 10-12 сағаттан кейін
жүзеге асатының анықтадық. Ары қарай жалғастырған экспозиция
бекінген антиденелердің концентрациясын ұлғайтқан жоқ. Себебі
реакциялық ерітіндінің тығыздығы бірқалыпты. Антиденелердің
адсорбциялану уақытын ұлғайту реакцияның фондық сингалының
көрсеткішін 10-15% өсуіне себепші болды. Планшетті 37°С температурада
инкубациялау антиденелердің бекіну динамикасы жоғарыдағы тәрізді. Бірақ
жоғары температурада МКА компоненттерінің ыдырауымен аяқталуы
мүмкін. Кейін енгізілетін моноклоналды антиденелердің көп мөлшерде
антигенді компоненттермен байланысқа түсе алатын үйлесімді
концентрациясын анықтау жұмыстарын жүргіздік. Зерттеуге алынған
антиденелердің концентрациясы 5, 10, 20, 30 және 60 мкг/мл. Нәтижесінде
МКА үйлесімді концентрациясы 10 мкг/мл екендігі анықталды. Ұяшықтың
бос калған кеңістігін толтыру үшін түрлі аралық ақуыздарды қолдандық:
1% бұқа қан сарысу альбумині, 0,1% желатин ерітіндісі, 0,25% казеин
ерітіндісі.

Зерттеу барысында фондық сигналдың ең көп көрсеткіші бекітетін
агент ретінде 1% БСА ерітіндісін қолданғанда көрсететіні анықталды.
Бұның себебі қолданылған ақуыз зерттелген қан сарысуымен ұқсас
болғандықтан болуы мүмкін. Телімді емес байланыстың төмен
көрсеткіштері 0,25% казеин ерітіндісін қолданғанда алынды.

МКА бірінші фазасы қанықтыратын минималды ЭС-АГ концентрациясы
ФТБ 5 мкг/мл. Альтернативті антиген ретінде цисталы сұйықтықты
қолдандық (соматикалық антиген). Ол үшін эхинококкоздың циста
сұйықтығын төмен жылдамдықта центирфугалап, супернатантты 1:10
қатынасында ФТБ-мен сұйылтамыз және реакцияда қолданамыз. Циста
сұйықтығының құрамындағы ЭС-АГ моноклоналды антиденелермен телімді



байланыс құрып, байланыспаған компоненттер шаю барысында жойылады.
Антигендердің қатты фаза бетіндегі адсорбцияланған МКА-мен байланысу
кинетикасын бағалау 30 минут, 1, 2, 3, және 4 сағат 37°С температурада
жүргізілді.  ИФТ үшін үйлесімді уақыт 1 сағат, себебі 30 минутта оптикалық
тығыздық төмен көрсеткіш көрсетті, ал 1 сағаттан артық инкубациялау
оптикалық тығыздық көрсеткішін өзгертпеді.

Реакция қою барысында жалған нәтиже алу мүмкіндігін жоққа
шығаруда зерттеуге алынған қансарысуының сұйылтымы үлкен рөл
атқарады. Қан сарысуының жұмыс істейтін сұйылтымын 1:20, 1:50, 1:100,
1:200 аралығында анқтадық. Инкубациялық уақыт 1 сағат 37°С
температурада. Нәтижесінде қан сарысуының үйлесімді сұйылтымы 1:100
екені анықталды. Себебі аз сұйылтымына қарамастан теріс нәтиженің
фондық реакциясы байқалған жоқ.  Қан сарысуын сұйылтатын буфер ретінде
твин қосылған трис-буферлі ерітінді (рН 7,2-7,4) және твин-20 қосылған ФТБ
(рН 7,2-7,4) сыналды.  Екі буфердің айтарлықтай айырмашылығы
болмағандықтан, жұмысты жалғастыруға ФТБ-Тв-20 қолдантын болдық.
Антитүрлі конъюгат пен иммунды комплекстың байланысын салыстыру
барысында екі жүйе арасындағы тепе-теңдік инкубация уақыты 1 сағат 37°С
тепмература болған жағдайда жүзеге асады. Инкубация уақытты ұзарту
оптикалық тығыздықты 25-30% өсіріп, нәтижені спектрофотометрде санау
барысында реакциялық ортаның фондық боялуынна әкеліп соқты.

Зерттеудің нәтижесінде физикалық-химиялық факторлардың әсерін
анықтау барысында ларвалды эхинококкозды серологиялық анықтау үшін
МКА-дің ЭС-АГ антигендік детерминантына қарсы бағытталу негізінде
құрылған иммунды ферментті талдаудық сэндвич тәсілінің схемасы мен
үйлесімді шарттарын анықтадық.


