
«Сейфуллин оқулары–11: Жастар және ғылым» атты Республикалықалық ғылыми-теориялық
конференциясының материалдары = Материалы Республиканской научно-теоретической
конференции «Сейфуллинские чтения–11: Молодежь и наука». – 2015. – Т.І, ч.1. – С. 282-283

ПОЛУЧЕНИЕ АНТИГЕНА ВИРУСА БЕШЕНСТВА
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Восприимчивость к заболеванию всех видов домашних и диких животных,
огромная опасность для человека определяют социальное и экономическое значение
бешенства, и привлекает к нему пристальное внимание ветеринарной, медицинской
науки и практики [1].

В большинстве регионов Казахстана эпизоотическая ситуация по бешенству
чрезвычайно сложна - резко активизировались природные очаги этой инфекции,
увеличилось число случаев заболеваний среди различных видов животных,
ежегодно регистрируются случаи заболеваний людей с летальным исходом
Несмотря на проводимые мероприятия, в Республике Казахстан ограничить
распространение рабической болезни и полностью ликвидировать бешенство
животных до сих пор не удается. [2].

Значимое место в борьбе с бешенством принадлежит экспресс диагностике,
которая служит основанием необходимости проведения лечебно-профилактических
и противоэпизоотических мероприятий. Для диагностики и выявления возбудителя
бешенства разработаны и предлагаются различные методы: морфологическое
исследование, реакция диффузионной преципитации в агаровом геле (РДП), метод
иммунофлуоресценции, биологическая проба на лабораторных животных [3]. Среди
тестов для ускоренной лабораторной диагностики бешенства животных интенсивно
развивается метод иммуноферментного анализа. Явными преимуществами этого
теста являются простота и быстрота выполнения, высокая чувствительность,
стабильность реагентов, возможность количественного учета реакции, обработки
большого количества проб, автоматизации процесса и объективность
инструментального учета результатов [4]. Специфичность и чувствительность
иммуноферментного теста для диагностики бешенства зависит от качества
используемых иммунореагентов, оптимизации постановки теста и подтверждается
способностью выявлять локальные предоминантные варианты вируса [5].

В настоящее время, эпизоотическая ситуация по бешенству в республике
остается напряженной. При этом проводимые противоэпизоотические
мероприятия, а также выделяемые средства имеющие тенденцию к ежегодному
увеличению не оправдывают себя. В связи, с чем необходимо пересмотреть
стратегию борьбы с данным заболеванием и анализировать эффективность
проводимых профилактических и противоэпизоотических мероприятий. С учетом
этого, для разработки тест-системы на основе непрямого иммуноферментного
анализа для количественного определения уровня антирабических антител,  которая
является актуальной задачей для практической ветеринарии, необходимо получение
очищенного специфичного антигена.

Цель исследования: Получение специфического антигена и изучение их
иммунохимических свойств.

Одним из основных требований при разработке диагностических тестов,
является получение высокоактивного антигена.



С целью получения вируссодержащей суспензии проведено
интрацеребральное заражение мышей весом 5-6 г., 10% суспензией штамма
«Овечий» в объеме 0,2-0,3 см3.

После введения антигена за лабораторными животными вели наблюдение с
целью выявления характерных клинических признаков болезни. Установлено, что
на 5-7 сутки, у лабораторных животных наблюдали характерные клинические
признаки бешенства (взъерошенность шерсти, тремор, нарушение координации
движения, параличи, прострацию атаксию, паралич конечностей и агония).

Для выделения и сбора вируссодержащего материала в асептических условиях
отбирали мозговую ткань. Собранный вируссодержащий материал 5 кратно
замораживали-размораживали при температуре -200С, с целью сбора вируса. В
дальнейшем вируссодержащую суспензию подвергали  гомогенизации в
физиологическом растворе в соотношении 1:10. Гомогенат мозговой ткани
осветляли 20 мин. при 5 тыс. об/мин.

Для предотвращения бактериального роста  добавляли 500 МЕ пенициллина и
1 мг стрептомицина на 1см3 суспензии далее выдерживали  при комнатной
температуре 30 минут.

Известно, что наиболее высокоактивные антигены получают на
свиб-животных. С этой целью полученная 10%-ная вируссодержащая суспензия
штамма «Овечий» введена 1-1,5 месячным осликам в дозе 0,3-0,5 мл для получения
вируссодержащего материала для дальнейшего получения антигена.
Высокоскоростное центрифугирование вирусной суспензии, полученной из
мозговой ткани,  проводилось в течение 60 мин при скорости 49 000 об/мин в
условиях +40С. Бляшку ресуспендировали 0,5–0,7 мл трис – буфером (рН 7,8).
Полученную суспензию центрифугировали в течение 20 мин при скорости 1000
об/мин для осаждения крупных агрегированных частиц.  Ультрацентрифугирование
проводилось в течение 20 мин при скорости 49000 об/мин с использованием от 5 до
25% сахарозы в трис– буфере (рН 7,8). Зона содержащая вирус, располагался на
границе верхней трети градиента.

Таким образом, очищенная вирусная суспензия содержала 2,4 см3 белка по
Бредфорду. Инфекционную активность  определяли титрованием
вируссодержащего материала  на белых мышах массой 5– 6 г. Титр вируса
рассчитывали по методу Рида и Менча и выражали в lg ЛД50/см3. По полученным
результатам инфекционная активность очищенной вирусной суспензии составляла
3,9 lg ЛД50/см3.

Проведенные нами электрофорез очищенного препарата вируса бешенства и
положительного контрольного антигена в 10% полиакриламидном геле показал
наличие в образцах  5 белков с молекулярными массами 25-130 кДа.

Известно, что в вирионах вируса бешенства содержится пять белков с
молекулярной массой от 21 до 200 кД.

В результате исследований получен специфический антиген вируса бешенства
с использованием штамма "Овечий" ГНКИ, активность которого в РДП  1:32,
концентрация белка-2,4 см3.
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