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В Казахстане, начиная с 1995 года, наблюдается непрерывный рост
заболеваемости людей эхинококкозом. За это время заболеваемость выросла в 4,57
раза.Причиной резкого роста динамики эхинококкоза является снижение уровня
ветеринарного обслуживания и изменения технологии разведения животных. В
условиях формирования частных семейных хозяйств увеличилось количество
служебных собак в 8-12 раза, что способствовало повышению риска инфекции
людей эхинококкозом [1].

Статистические данные отчета лабораторно-диагностических исследований по
паразитологии за первое полугодие 2013 года в разрезе областных филиалов и
Центрального филиала РГП «Республиканская ветеринарная лаборатория»
показывают весьма высокую заболеваемость сельскохозяйственных животных
эхинококкозом. Так, например, за указанный период в Акмолинской области
эхинококкоз был выявлен у 3,1% крупного и 3,04% мелкого рогатого скота, в
Западно– Казахстанской и Восточно-Казахстанской областях эти показатели
составляли соответственно 3,68%-2,24% и 3,86% - 2,54%. Высокая заболеваемость
овец зарегистрирована и в Кустанайской области (3,34%).

Для прижизненной диагностики ларвального эхинококкоза
(цистногогидатидоза) предложен ряд высокочувствительных иммунологических
методов, такие как ИФА [2] и ИХА [3], основанные на обнаружении антител в
сыворотке крови животных. Однако, отсутствие стандартизированных и
специфичных для Echinococcusgranulosus антигенов являются главным
препятствием во внедрении иммунологических тестов в диагностическую практику.

Нами были выполнены исследования по разработке ИФА-теста на основе
моноклональных антител (МКА) для идентификации скота, инвазированного
цистным эхинококкозом. С целью отбора иммуногена для гибридомной техники
была испытана антигенность оболочки цист (ОЦ), жидкости эхинококкового пузыря
(ЖП) и экскреторно-секреторного продукта (ЭП)E. granulosus. Результаты
электрофореза ОЦ, ЖП и ЭП в СДН-ПААГ показали наличие 9, 11 и 5 белковых
полос с молекулярной массой в пределах 8-205 кД, 12-38 кДи 19-63 кД,
соответственно. По данным иммуноблоттинга, наибольшей антигенной
активностью обладали белковые фракций ЭП.В этой связи, данный антиген был
выбран для иммунизации мышей линии Balb/cс целью получения иммунных
лимфоцитов – клеток партнеров миеломы X63-Ag8.653.

МКА гибридомы с авторским названием 3B1G10, имеющие специфичность к
белку ЭП E. granulosusс молекулярной массой 21 кД,были отобраны для
дальнейших исследований.Активность антител вкультуральной и асцитной
жидкости гибридомы наблюдалась до титров 1:1024 и 1:25600, соответственно.
МКА относились к изотипу IgMне вступали в реакцию с аналогичными



препаратами, приготовленными из других гельминтов: Cysticercustenuicollis,
Opisthorchisfelineus и Metorchisbilis.

Принцип определения специфических антител в исследуемой сыворотке крови
был основан на сэндвич варианте ИФА, т.е. селективной сенсибилизации твердой
фазы со специфичным для эхинококка метаболитом из состава ЭП посредством
МКА. Образцы сывороток крови для сравнительных исследований в сэндвич и
прямом-ИФА были взяты от 108 коров эндемичного региона перед убоем в
мясокомбинате. В результате аутопсиицистный эхинококкоз (цисты с
жизнеспособными протосколексами в легких и печени, кальцинированные очаги и
ацефалоцисты) был диагностирован у 21 (19,4%) головы.Оба варианта ИФА
обнаруживали присутствие антител в сыворотке крови 9-и коров с протосколексами,
что составляет 42,9% от общего количества инвазированных животных.
Специфические антитела не были найдены по данным обоих вариантов
иммуноанализа у 2-х голов с кальцинированными очагами (9,5%) и у 5-и с
ацефалоцистами (23,8%). Коровы с ацефалоцистами и кальцинированными очагами
показали положительные результаты в непрямом-ИФА в 4-х случаях (19,0%), тогда
как антитела в сэндвич-иммуноанализе были выявлены только в сыворотке одной
головы с ацефалоцистами(4,7%). Кроме того, непрямой-ИФА показал
ложно-положительный результат при серологическом анализе 2-х коров, одна из
которых была здоровой (без видимых изменений во внутренних органах), а у другой
был установлен легочной туберкулез.Таким образом, сэндвич-ИФА с
МКА,«захватывающими» белок с молекулярной массой 21 кДиз состава
ЭПE.granulosus, оказался более специфичным, чем его непрямой вариант при
серодиагностикецистного эхинококкоза, иможет быть использован для мониторинга
болезни среди скота эндемичных регионов.

Источником заражения эхинококкозом человека и животных, как правило,
являются собаки, прежде всего безпризорные, приотарные и поселковые, которые
вместе с экскрементами выделяют во внешнюю среду зрелые членики, наполненные
яйцами. Поэтому, в профилактике цистногогидатидоза важную роль играют
своевременное выявление собак, инвазированных E.granulosus, а также
обследование окружающей среды на предмет присутствия возбудителя болезни.
Прижизненный диагноз на эхинококкозставят исследованием фекалий собак по
методу Фюллеборна, обнаруживая яйца тениидного типа.

Для дифференциальной диагностики проводят гельминтоскопию и по
строению зрелых члеников устанавливают вид гельминта. В практике широко
используется и дегельминтизация собак ареколином для установления
зараженности эхинококкозом. Однако, микроскопическое обнаружение яиц в
фекальном материале не доказательно, поскольку яйца эхинококков
морфологически не отличаются от яиц других видов тениид, а дегельминтизация
характеризуется низкой диагностической ценностью.

Анализ литературных источников по проблемам разработки и
совершенствования методов диагностики эхинококкоза собак и плотоядных
животных за последние 5-7 лет показывает, что научные исследования в данной
сфере развиваются в направлении детекциине антител, а непосредственно самого
антигена в феакалиях, т.е. копроантигенапаразита в организме дефинитивных
хозяев [4]. A.Benitoand D.Carmena(2006) получили обнадеживающие результаты при
определении копроантигена E.granulosus с помощью сэндвич-ИФА, в котором в
качестве первых антител была использована очищенная IgGфракция кроликов
против ЭПпротосколексов[5]. Эта же фракция была конъюгирована с биотином и
использовалась авторами как вторые антитела. C.Casaravilla(2005) в этом же



варианте ИФА для «захвата» копроантигена использовали поликлональные
антитела кролика против ЭП паразита, а образовавшийся иммунокомплекс
выявляли с помощью МКА[6]. N.Nonakaetal.(2008) сообщили о положительных
результатах по использованию МКА влатекс агглютинации для
детекциикопроантигенаE. multilocularis у лисиц [7]. Как справедливо отмечают
D.Сarmena и G.Cardona (2013), современная диагностика эхинококкоза собак,
главным образом, основана на определении копроантигенов эхинококка в ИФА.
Метод, по мнению авторов, являясь простым и относительно чувствительным,
позволяет определять паразита как в трупах, так и в организме живых
дефинитивных хозяев, а также в образцах фекалия, собранных с мест обитания
животных, поскольку копроантиген весьма устойчив к факторам внешней среды [8].
К основным привлекательным чертам копро-ИФА следует отнести его простоту,
возможность обнаружения компонентов паразитов даже в предпотентном периоде,
и тот факт, что копроантигены весьма стабильные. Образцы могут храниться в
1%-ом растворе 40%-ногоформальдегида при комнатной температуре в течение
длительного периода времени, что облегчает логистику крупномасштабных
исследований в удаленных районах [9]. К сожалению, до сих пор в ветеринарной
практике отсутствует стандартизированный диагностический тест для мониторинга
эхинококковой инвазии у собак. Наличие нестандартизированных коммерческих
или самодельных тестов является основным препятствием на пути осуществления и
оценки программы борьбы с эхинококкозом. В этом контексте для эффективной
борьбы с эхинококкозом нужны высокочувствительные и специфичные тесты,
которые будет обладать надежностью, стандартизированностью,
воспроизводимостью от партии к партии, длительным сроком хранения и
представлены в виде наборов, пригодных для использования в региональных
программах по борьбе с этой болезнью. В этой связи, создание отечественных
штаммов гибридных гибридом, продуцирующие МКА против уникальных эпитопов
белка, специфичного для взрослой формы (имаго)E. granulosus, и разработка набора
реагентов для копродиагностики эхинококкоза являются одной из актуальных задач
ветеринарной науки и практики. Своевременное выявление основного источника
болезни, а именно собак, разрывает цикл развития паразита, защищая
промежуточных хозяев – человека и сельскохозяйственных животных от инвазии,
тем самым будет способствовать снижению заболеваемости людей эхинококкозом и
повышению продуктивности поголовья скота.
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