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ПОЛУЧЕНИЕ АНТИГЕНА ВИРУСА БЕШЕНСТВА

Есенеева С.С., Батанова Ж.М,
Кушубаев Д.Б.

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.

С целью 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.
Полученный вируссодержащий материал очищали ультрацентрифуги -рованием
согласно методу, описанному в работе Turner and Kaplan (1967).
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). Таким
образом, очищенная вирусная суспензия содержала 2,4 см3 белка по Бредфорду.
Инфекционную активность  определяли титрованием  вируссодержащего
материала  на белых мышах массой 10– 12 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.


