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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы. Бешенство - опасное инфекционное заболевание теплокровных животных и человека, характеризующееся поражением центральной нервной системы. Восприимчивы к бешенству домашние и дикие животные всех видов, а также человек. Болезнь зарегистрирована в различных странах мира. Не отмечалось случаев бешенства в Австралии, Великобритании и Японии. По данным ВОЗ в мире ежегодно регистрируется более 55 тыс. случаев гибели людей от бешенства, в основном в Азии и Африке, 40% из них – это дети в возрасте до 15 лет. 

Проблемами бешенства животных в Кыргызской Республике в различное время занимались д.в.н., профессор Рыскулов К.Р.; д.в.н., профессор Галиев Р.С.; д.в.н., член-корр. НАН КР Жунушев А.Т.; Абдымомунов И.А. – директор Ошского государственного зонального Центра ветеринарной диагностики (ОГЗЦВД) и др. 
Вспышки бешенства в республике не прекращаются среди диких плотоядных, сельскохозяйственных животных, собак и кошек, что  обуславливает заболеваемость бешенством людей. 

По материалам ВОЗ эндемичные очаги бешенства отмечаются на территории более 80 стран мира, где главными резервуарами рабической инфекции являются представители семейства собачьих. 
Вакцинопрофилактика бешенства занимает ведущее место в борьбе с этим заболеванием. Недостаточная вакцинация ведет к заражению восприимчивых животных бешенством. Так, в 2012 году по данным Государственного Департамента ветеринарии Кыргызской Республики (КР) вакцинировано против бешенства 263,0 тыс. голов животных или план был выполнен на 79,1%. Учитывая природную очаговость инфекции остаются не вакцинированными дикие животные. У ветеринарной службы отсутствует контроль за дикими животными, который является практически невыполнимым для нашей республики на сегодняшний день. 

Несмотря на то, что в мире против бешенства, ежегодно вакцинируется более 4 млн. человек, гибель от покусов бешенными животными остается еще высокой [М.Г. Таршис и др., 1990 г.].

При выборе вакцины, предназначенной для массовой иммунизации, особое внимание обращают на безопасность применения и длительность иммунитета у животных. Для получения безопасных инактивированных вакцин применяют различные инактиванты и подбирают оптимальные условия инактивации, при которых вирус должен полностью утрачивать свои инфекционные свойства и максимально сохранять антигенность.

Культивирование вируса бешенства для получения инактивированных вакцин осуществляется с применением различных технологий.  Для этих целей используют первичные культуры клеток, диплоидные клетки человека и  постоянные линии клеток «ВНК-21», «Mars»-145 и «Vero». Но для получения качественных вакцин вирус нужно концентрировать в 10-20 раз. Такой метод трудно  осуществлять в промышленных масштабах и при этом стоимость вакцин значительно возрастает. Благодаря успехам биотехнологии, как культивирование клеток в суспензии, появилась возможность производить антирабические вакцины в промышленных масштабах при снижении их стоимости. С технологической точки зрения при промышленном производстве антирабических вакцин важны эффективность выращивания клеток и максимальный выход вируса. Высокое накопление вируса бешенства обеспечивается при культивировании в суспензионной культуре клеток ВНК-21. Для получения качественных антирабических вакцин необходимо подобрать штамм вируса, обладающий высокой иммуногенной активностью, отработать метод очистки и концентрирования вируса, подобрать инактивант, обеспечивающий устранение инфекционности с сохранением иммуногенности, а также подобрать адъюванты, усиливающие иммуногенный ответ организма животных на введение вакцины.

Для инактивации вирусов широко применяются производные этиленимина, для использования этих инактивантов в промышленном производстве вакцин необходимо было изучить ряд вопросов.
Указанные выше проблемы являются актуальными и послужили основной предпосылкой для исследований по совершенствованию эпизоотологического и молекулярного мониторинга, диагностики бешенства на территории республики с учетом иммунобиологических особенностей местного штамма и природно-климатических условий, а также усовершенствования технологии изготовления антирабической вакцины на основе выделенного местного штамма.
Связь темы диссертации с крупными научными программами. Научные исследования, проведенные по теме диссертации, являются составной частью тематического плана научно-исследовательской работы лаборатории вирусологии и биотехнологии Кыргызского научно-исследовательского института ветеринарии им. А. Дуйшеева по теме «Эпизоотологический мониторинг бешенства животных и разработка мер предупреждения» (№ государственной регистрации 0005816).
Цель и задачи исследования. Провести молекулярно-эпизоотологическую диагностику бешенства животных, усовершенствовать технологию изготовления антирабической вакцины из местного штамма вируса, репродуцированного в суспензионной культуре клеток ВНК-21/13. 
В связи  с этим были поставлены следующие задачи:

1. Изучить эпизоотологическую ситуацию по бешенству (возникновение и распространение инфекции на территории республики) за 2002-2012 годы. 

2. На основании сравнительного анализа известных нуклеотидных последовательностей генома вируса бешенства подобрать оптимальные системы праймеров к различным консервативным областям генома вируса для проведения ПЦР.

3. Оптимизировать условия постановки ПЦР (температурный режим, количество ДНК матрицы и праймеров, концентрацию ионов магния и др.).

4. Выделить и изучить иммунобиологические свойства полевых изолятов вируса бешенства. 

5. Усовершенствовать метод культивирования вируса в суспензионной культуре клеток ВНК-21/13 из местного штамма “Сузак-2008”.
6. Оптимизировать режим инактивации вируса бешенства с применением димера этиленимина. 

7. Оптимизировать условия концентрирования антигена вируса бешенства с помощью различных методов.

8. Изучить иммунобиологические свойства инактивированной культуральной антирабической вакцины, изготовленной из вируса, выращенного в суспензионной культуре клеток ВНК-21/13 в лабораторных и производственных условиях.

9. Изучить продолжительность сохранности антирабических вакцин при различных температурах. 

10. Разработать стратегию по профилактике и контролю бешенства в Кыргызской Республике.

Научная новизна работы. Впервые в Кыргызской Республике получен местный штамм вируса бешенства «Сузак-2008», выделенный на территории Кыргызской Республики в 2008 году, изучены его иммунобиологические свойства. Усовершенствован метод культивирования вируса в суспензии культур клеток ВНК-21/13 в лабораторных и промышленных условиях; отработан режим инактивации вируса бешенства с помощью димера этиленимина. Разработаны праймеры для диагностики методом ПЦР. Изготовлена опытная серия инактивированной культуральной антирабической вакцины на культуре клеток ВНК-21/13 из штамма «Сузак-2008», изучены ее иммуногенные свойства, в лабораторных и производственных условиях. Впервые в Кыргызской республике предложена Программа оральной вакцинации диких животных для снижения циркуляции вируса бешенства.
Новизна полученных результатов подтверждена патентом на штамм «Сузак-2008» инактивированная культуральная вакцина против бешенства, № 1361 от 19.04.2011.
Практическая значимость полученных результатов. Разработаны и утверждены Ученым Советом института:

- технологический регламент производства культуральной антирабической вакцины из штамма «Сузак-2008»;

- временные наставления по применению культуральной антирабической вакцины; 

- монография «Бешенство животных и его специфическая профилактика»;

- получен патент на штамм «Сузак-2008» инактивированная культуральная вакцина против бешенства.
Экспериментальные материалы вошли в нормативно-технические документы по получению жидкой инактивированной культуральной вакцины против бешенства, утвержденные директором института и руководителем Департамента государственной ветеринарии Министерства сельского хозяйства и мелиорации Кыргызской Республики. 
Выделенный и адаптированный штамм вируса бешенства «Сузак-2008» может быть использован в конструировании отечественных профилактических препаратов (вакцин, диагностических тест-систем и др.). Изготовлены опытные серии отечественной антирабической инактивированной культуральной вакцины из местного штамма «Сузак-2008», соответствующие по иммунобиологическим параметрам требованиям вакцинных препаратов. 
Выпущены и распространены  среди фермеров и специалистов ветеринарных лабораторий четыре методические рекомендации: «Бешенство животных», «Биологическая безопасность при работе с патологическим материалом, исследуемым на бешенство», «Рекомендации  по профилактике бешенства животных в Кыргызской Республике и мерам борьбы с ним», «Бешенство животных (этиология, диагностика, биопрепараты для специфической профилактики)». Научные разработки по диагностике бешенства и его специфической профилактике используются в практической работе районных и областных ветеринарных лабораторий.
Экономическая значимость полученных результатов. Внедрение в ветеринарную практику республики комплекса научно-обоснованных мероприятий по общей и специфической профилактике бешенства позволит предотвратить заболеваемость и гибель восприимчивых к бешенству домашних и сельскохозяйственных животных и избежать значительных потерь продукции животноводства и затрат, направленных на убой больных животных. 

Вакцина, изготовленная из местного штамма, имеет значительные преимущества перед экспортируемыми по иммуногенности, более раннему сроку наступления иммунитета и продолжительности иммунного фона. Местная вакцина более доступна по цене. Стоимость одной дозы вакцины при крупномасштабном производстве дешевле в несколько раз по сравнению с вакцинами, приобретенными за рубежом. Стоимость одной дозы российской вакцины, используемой в республике 50-60 сом, голландской 200 сом, а местной 15-25 сом.

Основные положения диссертации, выносимые на защиту:

1. Современная эпизоотическая ситуация по бешенству на территории республики, молекулярно-эпизоотологическая диагностика бешенства. 
2. Подбор системы праймеров к различным генам вируса для проведения ПЦР и оптимизация условий постановки реакции.

3. Установление пригодности линии культуры клеток ВНК-21/13 для выделения и адаптации эпизоотического штамма «Сузак-2008» вируса бешенства.
4. Усовершенствование метода культивирования вируса в суспензии клеток ВНК-21/13 для изготовления вакцинного препарата.
5. Разработка режима инактивации и концентрации вируса димером этиленимина.
6. Иммунобиологические свойства опытного образца антирабической инактивированной культуральной вакцины из штамма «Сузак-2008» (безвредность, иммуногенность). 

7. Активность антигена и вакцин против бешенства в процессе хранения.
8. Разработка стратегии по профилактике и контролю бешенства в Кыргызской Республике.
Личный вклад соискателя. Диссертантом самостоятельно проведен сбор первичного материала эпизоотической ситуации по бешенству в Кыргызской Республике, выделен возбудитель вируса бешенства из местного штамма. Самостоятельно проведена лабораторная диагностика бешенства с применением серологических реакций связывания комплемента, нейтрализации, ИФА и др., молекулярно-биологического метода (ПЦР), гистологического метода, РИФ, биопробы и др. Исследование иммунобиологических свойств разработанной вакцины, статистическая обработка экспериментальных материалов и мониторинговых исследований, изложенных в таблицах и диаграммах.

Изучение биологических свойств штамма «Сузак-2008» вируса бешенства, разработка инактивированной культуральной вакцины и выполнены с участием сотрудников лаборатории вирусологии и биотехнологии КыргНИИВ и ЗАО «Алтын-Тамыр» под научным руководством д.в.н., профессора, член-корреспондента НАН КР Нургазиева Р.З.

Апробация результатов исследований. Материалы диссертации доложены на научных конференциях в 2005-2012 годах в КНИИВ, Казахского НИИ ветеринарии, Казахского национального аграрного университета, Кыргызского национального аграрного университета и на заседаниях Ученого совета КНИИВ в 2011 и 2012 годах. Материалы диссертационной работы доложены на международных научно-практических конференциях: «Биотехнология в мире животных и растений» (Бишкек, 2005); «Современное состояние и актуальные проблемы развития ветеринарной науки и практики» (Алматы, 2005); «Мониторинг распространения и предотвращения особо опасных болезней животных» (Самарканд, 2006); «Современные аспекты ветеринарной медицины» (Бишкек, 2007); «Теория и практика борьбы  с болезнями животных в Республике Казахстан» (Алматы, 2009); «Научные исследования  в области ветеринарной медицины и их результаты» (Алматы, 2011); «Роль ветеринарной науки и практики в эффективном развитии животноводства» (Алматы, 2012);
Полнота отражения результатов диссертации в публикациях. По материалам диссертации опубликовано 33 научные работы, в том числе монография «Бешенство животных и его специфическая профилактика», патент на штамм «Сузак-2008» инактивированная культуральная вакцина против бешенства № 1361 от 19.04.2011, четыре методические рекомендации. 
Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 219 страницах компьютерного текста и включает перечень условных обозначений, символов и терминов, введение, обзор литературы, собственные исследования, обсуждение результатов исследований, выводы, практические предложения, список использованных источников литературы и приложения. Работа иллюстрирована 24 рисунками, 45 таблицами. Библиографический указатель включает 242 работы, из которых 131 зарубежных авторов. В приложении содержатся копии документов, подтверждающих результаты отдельных этапов работы, их научную новизну и практическую значимость. 
ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Во введении обоснована актуальность темы исследований, необходимость разработки отечественной антирабической вакцины на базе местного штамма вируса бешенства и подготовки для этого производственного штамма вируса.

В главе 1 «Обзор литературы» по материалам отечественных и зарубежных публикаций дается характеристика биологических свойств вируса бешенства и традиционных методов борьбы с бешенством домашних, сельскохозяйственных и диких животных. Дана характеристика применяемых на территории СНГ антирабических вакцин.
В главе 2 «Материалы и методы исследований» дана характеристика объектов исследования и методического подхода к выполнению исследований. Работа выполнялась в лаборатории вирусологии и биотехнологии КыргНИИВ им. А. Дуйшеева, на базе ЗАО «Алтын-Тамыр» в период с 2005-2012 гг. Опытные образцы вакцины проверялись на лабораторных и восприимчивых животных научно-экспериментальной базы Кырг. НИИ ветеринарии, частных хозяйствах Джалал-Абадской и Ошской областей. 
В работе использовались материалы государственной ветеринарной отчетности по заболеваемости животных бешенством, результаты серологических, вирусологических и биологических исследований республиканской и межрайонных центров ветеринарной диагностики.

Материалами для исследований были сыворотка крови и патологические материалы (кусочки мозга животных - ткани аммонова рога, продолговатого мозга, мозжечка; слюнных желез, спинномозговая жидкость, мазки-отпечатки роговицы и другой материал) от больных и подозрительных на бешенство животных, взятые в неблагополучных пунктах по бешенству.
Методы.
Гистологический метод - световая микроскопия на обнаружение телец Бабеша-Негри в мазках-отпечатках срезов мозга и слюнных желез. Препараты окрашивают по Селлеру, Гимзе и др.

Биологическая проба на животных - заражение мышей-сосунков или молодых мышей осуществляют введением материала от погибших или больных животных в мозг. Через 2-3 недели развивается паралич и наступает смерть. Мозг исследуют на наличие телец Бабеша-Негри и методом иммунофлуоресценции. Недостатками метода являются трудоемкость и длительность получения результата. 
Определение антител к вирусу бешенства в ИФА проводили диагностическим набором производства компании Synbiotics, Франция.
Обнаружение вируса в патологическом материале методом ПЦР.  Выделение РНК вируса проводили набором “Axygen”. Обратную транскрипцию РНК и полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили согласно разработанными нами протоколов. Результаты исследования учитывались путем анализа продуктов амплификации исследуемых образцов методом электрофореза в агарозном геле.

Статистическую обработку результатов исследований выполнили по методике, предложенной Кербером и модифицированной И.П. Ашмариным и А.А. Воробьевым (1962). 
результаты собственных исследований
В главе 3 «Эпизоотологический и эпидемиологический мониторинг» дана характеристика распространения  бешенства в мире и в Кыргызской Республике в период с 1995 по 2012 годы. 
По исследованиям и данным РЦКиООИ известно, что с 1995 по 2012 год по причине бешенства погибло 87 человек (рис. 1). 
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Рис. 1. Заболеваемость бешенством людей в КР, 1995-2012 гг.
Для проведения успешной борьбы с бешенством необходимо достаточное финансирование и реализация комплекса организационно-хозяйственных мероприятий при должном научном обеспечении проблемы. Не способствует снижению эпизоотической и эпидемической напряженности по бешенству нерешенность таких вопросов, как утилизация трупов животных, что особенно актуально для городских населенных пунктов, где высока плотность заселения мелких домашних животных и нет скотомогильников, наблюдается слабая организация работ по учету и паспортизации животных, недостаточен охват домашних животных профилактической иммунизацией. 
Обращаемость пострадавших от укуса животными за антирабической помощью в нашей республике растет особенно в Ошской, Баткенской и Жалал-Абадской областях, такая ситуация напрямую связана с эпизоотической обстановкой в регионах. 

Ежегодно, в среднем антирабическую помощь получают 11-12 тысяч пострадавших от укусов животных и грызунов. На закупку антирабических препаратов  ежегодно затрачивается более 15,0 млн. сомов. Не всегда пострадавшие после покусов обращаются за помощью, игнорируя небольшие царапины или укусы своих домашних питомцев.

В Базаркоргонском районе был зарегистрирован случай, где погибла женщина 68 лет, которая была укушена неизвестной собакой в область лица. Получила условный курс антирабических прививок, но из-за позднего обращения и опасной локализации укуса больная погибла от бешенства. Признаки заболевания появились  через 16 дней после укуса и через  5 дней больная умерла. Бешенство  было подтверждено паталого-анатомически и лабораторно.
Эпизоотологический мониторинг по бешенству в стране позволяет подтвердить факт закономерного чередования подъемов и спадов эпизоотии. В то же время очевидны новые особенности эпизоотической обстановки, связанные с ростом численности собак, кошек и синантропизацией диких плотоядных. Бродячие, безнадзорные собаки и кошки закономерно концентрируются в наиболее богатых легкодоступным кормом местах: на окраинах и в ближайших окрестностях населенных пунктов. К этим же местам приблизились места обитания диких плотоядных животных. Лисица, волк например, стали вполне обычным явлением в пригородных ландшафтах. В таких условиях растет число сообщений о выявлении случаев бешенства собак, кошек, лисиц, волков в городах и крупных населенных пунктах. Следовательно, повышается угроза формирования очагов бешенства в городах и смыкания эпизоотических цепей природного и городского типа бешенства (табл. 1).

Таблица 1 - Количество неблагополучных пунктов по бешенству 2006-2012

	Годы


	Количество неблагополучных пунктов

	2006
	60

	2007
	100

	2008
	208

	2009
	121

	2010
	87

	2011
	79

	2012
	80


По данным таблицы 1 видно как снижение заболеваемости сменяется его увеличением. Это объясняется разными причинами: недостаточным проведением санитарно-просветительской работы, вакцинации, увеличением количества безнадзорных животных, теплыми или холодными зимами, приближением диких животных к местам проживания людей и т.д.

Обострение эпизоотической ситуации в последние годы связано с очередным циклическим подъемом заболеваемости бешенством животных, из них на южные области приходится 94,2% и лишь 5,8% в северные регионы республики, что дало нам основание для продолжения изучения особенностей распространения этого заболевания в южных регионах республики. Заболевание характеризуется многолетним неблагополучием по бешенству, обусловленное наличием активных стационарных очагов природного бешенства, в которых постоянно циркулирует возбудитель инфекции. Наибольшее количество случаев заболеваемости бешенством за последние 10 лет зарегистрировано на территории одних и тех же районов и городов юга республики. В то же время, следует отметить появление новых очагов бешенства на территории других, ранее благополучных административных территорий, что свидетельствует о расширении количества неблагополучных пунктов в южных областях (табл. 2).  

Таблица 2 - Положительные случаи по бешенству за 1999-2012, подтвержденные лабораторно
	Годы
	Лошади ослы
	КРС
	МРС
	Собаки
	Кошки
	Дикие
животные
	ВСЕГО:

	1999
	5
	4
	2
	34
	2
	0
	47

	2000
	8
	12
	5
	19
	2
	3
	49

	2001
	0
	3
	1
	22
	0
	2
	28

	2002
	3
	2
	2
	12
	1
	2
	22

	2003
	3
	1
	1
	4
	0
	1
	10

	2004
	2
	5
	2
	19
	1
	0
	29

	2005
	0
	6
	0
	15
	0
	0
	21

	2006
	0
	4
	1
	18
	0
	0
	23

	2007
	1
	13
	3
	34
	1
	0
	52

	2008
	2
	15
	2
	32
	1
	2
	54

	2009
	0
	3
	0
	2
	0
	0
	5

	2010
	5
	14
	7
	43
	0
	1
	70

	2011
	3
	19
	4
	27
	0
	2
	55

	2012
	5
	15
	8
	36
	5
	11
	80

	ВСЕГО:
	37
	116
	38
	317
	13
	24
	545
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Рис . 2. - Очаги бешенства среди животных в 2012 году

По данным Департамента государственной ветеринарии известно, что очаги рабической инфекции регистрируются по всей республике. Бешенство регистрируется в ранее благополучных северных областях республики: Нарынской, Таласской, Чуйской, Иссык-Кульской, (рис. 2, 3).
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Рис. 3. Количество случаев заболевания животных по видам в 2012 году 

Эпизоотологические исследования заболеваемости бешенством среди животных в период с  2007 по 2012 гг.

Исследования проводили для различных видов животных при исследовании полученного патологического материала (патматериала) из разных областей республики (табл. 3).

По данным таблицы 3 из исследованных 196 проб, 164 были положительными.
В 2007 году была получена 41 проба для исследований по подозрению на бешенство из Ошской области (таб. 4, 5).
Таблица 3 - Исследования патматериалов павших животных методом микроскопии

	№ 

п/п
	Исследования патматериалов 

по годам
	Всего патматериалов
	Световая микроскопия
	Флуоресцентная микроскопия

	
	
	
	положит.
	отриц.
	положит.
	отриц.

	1
	2007
	41
	37
	4
	37
	4

	2
	2008
	67
	54
	13
	54
	13

	3
	2009
	36
	28
	8
	28
	8

	4
	2010
	20
	15
	5
	15
	5

	5
	2011
	23
	21
	2
	21
	2

	6
	2012
	9
	9
	0
	9
	0

	
	Итого:
	196
	164
	32
	164
	32


Таблица  4 - Положительные случаи заболеваемости бешенством по районам Ошской области в 2007 г.

	Район
	Вид животных
	Результаты исследования

	
	собаки
	кошки 
	КРС
	МРС
	положит.
	отрицат.

	Алайский 
	2
	
	
	1
	3
	

	Узгенский
	4
	
	3
	1
	8
	

	Кара-Суйский
	6
	1
	3
	
	10
	

	Араванский
	2
	
	
	
	2
	

	г. Ош
	6
	1
	1
	1
	5
	4

	Кадамжайский
	5
	
	1
	
	6
	

	Ноокатский
	1
	
	
	
	1
	

	Кара-Кульджинский
	1
	
	1
	
	2
	

	Итого:
	27
	2
	9
	3
	37
	4


Таблица 5 - Исследование проб сывороток крови и патологического материала, взятых от подозрительных на бешенство животных

	№
	Материал
	Метод исследования

	
	
	КК
	РИФ
	ИФА

	1
	мозг собаки
	+
	+
	+

	2
	мозг волка
	+
	+
	+

	3
	мозг коровы
	+
	+
	+

	4
	мозг собаки
	+
	+
	+

	5
	сыворотки крови КРС
	н.и
	н.и
	+

	6
	сывороток крови КРС
	н.и
	н.и
	+


Примечание: КК – культура клеток, РИФ – наличие телец Бабеша-Негри, (+) - положительный результат, (-) - отрицательный результат, н.и. – не исследовали.

В связи с подозрением на бешенство мы провели исследование патологического материала и крови, отобранных в Нарынской области  республики, в результате проведенных исследований в ИФА, ПЦР, РН, РИФ и биопробе был сделан вывод, что бешенство распространилось в ранее благополучный по бешенству регион (табл. 6, 7).
Таблица 6 - Результаты серологических исследований патологического материала и сывороток крови домашних животных

	№
	Результат
	РИФ

	
	ИФА
	ПЦР
	

	1
	положительный
	положительный
	положительный

	2
	положительный
	положительный
	положительный

	3
	положительный
	положительный
	положительный

	4
	отрицательный
	положительный
	положительный

	5
	отрицательный
	отрицательный
	н.и.

	6
	отрицательный
	положительный
	отрицательный

	7
	отрицательный
	отрицательный
	отрицательный


Примечание: н.и. – не исследовали

Таблица 7 - Титрование сывороток крови в РН и ИФА
	№
	Результат
	Биопроба

	
	РН
	ИФА
	

	1
	1:32
	1:128
	+

	2
	1:64
	1:128
	+

	3
	1:64
	1:64
	+


В 2008 году во время особенно сильной вспышки бешенства в Ноокатском районе Ошской области и в граничащем с ним Кадамжайском районе Баткенской области был случай нападения волка на людей (табл. 8).
Таблица 8 - Исследование патологического материала от больного волка
	№ п/п
	Исследуемый материал
	РИФ
	ИФА
	ПЦР

	1
	Головной мозг
	-
	-
	+

	2
	Спинномозговая жидкость
	-
	-
	+

	3
	Секреты слюнной железы
	-
	-
	+


Исследование патологического материала в лабораторных условиях свидетельствовало о наличии вируса бешенства. Методами РИФ и ИФА вирус не был найден в исследуемых образцах, а методом ПЦР выявили вирус во всех пробах. Это свидетельствует о высокой чувствительности ПЦР по сравнению с РИФ и ИФА. Данный факт также подтверждает, что спинномозговая жидкость и секреты слюнной железы также содержат вирус, либо его частицы, что является немаловажным при проведении диагностических и профилактических мероприятий.

В 2008 году исследовали на бешенство 67 объектов. Исследования образцов патологического материала (головной мозг, аммоновы рога) проводились комплексно с использованием световой и люминесцентной микроскопии, постановка биологических проб на белых мышах-подростках, а также в ИФА и ПЦР (табл. 9).
Таблица 9 – Исследование патматериала на бешенство от разных видов животных
	№

п/п
	Наименование животных
	Кол-во поступившего материала
	Из них положительных

	
	
	
	гистология
	ИФА
	ПЦР

	1
	Лошади (ослы)
	2
	-
	1
	2

	2
	КРС
	16
	10
	12
	15

	3
	МРС
	2
	1
	1
	2

	4
	Собаки
	42
	24
	29
	31

	5
	Кошки
	3
	1
	2
	2

	6
	Дикие животные (волк, барсук)
	2
	-
	-
	2

	
	ИТОГО:
	67
	35
	45
	54


Таблица 10 – Случаи бешенства животных в южных регионах республики методом РИФ
	№
	Наименование района
	Вид животных
	Кол-во материала
	Из них положительных

	1
	Алайский 
	КРС
	1
	-


	2
	Араванский
	осел
	1
	1

	
	
	КРС
	2
	2

	
	
	собаки
	5
	3

	
	Итого по району
	
	9
	6

	3
	Кара-Суу 
	лошадь
	1
	1

	
	
	КРС
	3
	3

	
	
	собаки
	7
	5

	
	
	барсук
	1
	1

	
	Итого по району
	
	12
	10

	4
	Ноокатский 
	КРС
	4
	4

	
	
	МРС
	1
	1

	Продолжение таблицы

	
	
	собаки
	10
	9

	
	Итого по району
	
	15
	14

	5
	г. Ош
	КРС
	4
	4

	
	
	МРС
	1
	1

	
	
	собаки
	10
	6

	
	
	кошки
	3
	1

	
	Итого
	
	18
	12

	Продолжение таблицы

	6.
	Кадамжайский район Баткенской области
	КРС
	2
	2

	
	
	собаки
	10
	9

	
	
	волк
	1
	1

	
	Итого
	
	13
	12

	Всего исследований
	
	67
	54


По данным таблицы 10 следует, что в Кадамжайском районе Баткенской области и г. Ош наиболее высокие показатели заболеваемости бешенством собак. В г. Ош имеется большое количество безнадзорных и бродячих собак, которые являются основными переносчиками заболевания домашних и сельскохозяйственных животных. В Баткенской области сохраняется вероятность заноса инфекции от диких животных из сопредельного Таджикистана (табл. 10). 

В октябре 2008 года в с/у Жапалак Ошской области не привитая против бешенства собака. Она проявляла явные признаки агрессии, покусала трех человек, в том числе напала на хозяина, затем искусала теленка. Владельцы животного были вынуждены застрелить собаку, голова этой собаки была доставлена на исследование. Патолого-анатомическим вскрытием была проведена трепанация черепа. Установлена сильная гиперемия сосудов серого вещества мозга, мозжечок плотный, в виде резины, плохо растирается по стеклу. При вскрытии желудочка по виду аммоновы рога не изменены, но слегка розоватые и плотные на ощупь. Были взяты кусочки серого вещества, мозжечка и аммонова рога и из них сделаны мазки. После полного измельчения мозга сделано 6 общих мазков, 3 мазка окрашены по Муромцеву и 3 мазка обработаны флюоресцирующим глобулином для диагностики бешенства животных - ТУ 9388-003-00497963-97.

При микроскопическом исследовании мазков из кусочков серого вещества, окрашенных по Муромцеву не были обнаружены тельца Бабеша-Негри (табл. 11). 
При исследовании образцов методом ПЦР был обнаружен вирус бешенства во всех пробах. Это говорит о том, что ПЦР является наиболее эффективным методом диагностики, когда другими методами обнаружить вирус не удается. ПЦР (табл. 11) наиболее достоверный  метод  подтверждения диагноза на бешенство. 

Таблица 11 – Результаты исследования патматериала от собаки из с/у Жапалак

	№

п/п
	Исследуемый материал
	Гистология
	РИФ
	ИФА
	ПЦР

	1
	Кусочки серого вещества
	-
	-
	+
	+

	2
	Мозжечок
	-
	-
	-
	+

	3
	Аммоновы рога 
	-
	-
	-
	+
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Рис. 4. Световые включения, найденные в мозге собаки, с/у Жапалак, 
Ошская область
С этой же с/у Жапалак Ошской области была исследована голова забитого теленка. По словам хозяина теленка покусала собака, после чего он был привит против бешенства. По словам владельца животного теленок был болен со дня укуса его собакой. Клиника была не ярко выражена, животное отказывалось от корма, часто лежало в темных местах, не подавал голоса. Владельцы животного были вынуждены забить его. Инкубационный период продлился 24 дня. Животное было покусано в шею, поэтому вакцинация против бешенства не вызвала образования иммунитета. Патолого-анатомическая картина: головной мозг отечный, красно-багрового цвета, очень плотный, как резина, все ткани головного мозга плотные, багровые. Взятый патологический материал был протерт в ступке до гомогенной консистенции, затем были приготовлены 6 мазков, половина мазков были окрашены по Муромцеву, половина обработаны флюоресцирующим глобулином. В мазках по Муромцеву были обнаружены тельца Бабеша-Негри, а при люминесцентной микроскопии обнаружены светящиеся гранулы, от мелких до крупных, в поле зрения от 3 до 5 гранул. По совокупности анализов был дан положительный результат на бешенство.

В 2009 году было лабораторно зарегистрировано 28 положительных результатов на бешенство, в основном наблюдался так называемый тип «городского бешенства» в том числе: 12 собак, 12 голов КРС, 2 голов МРС,   1 осла и 1 волка (рис. 5). 
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Рис. 5. Световые включения, найденные в мозге волка, с. Тамаша, 
Кадамжайский район, Баткенская область
В 2009 году снижение количества случаев произошло на фоне мягкого климата зимой. Кроме того, ветеринарные специалисты районов более ответственно стали относиться к проведению профилактических мероприятий против бешенства. В результате принятых мер было сокращено поголовье бродячих и невакцинированных собак.

Заболеваемость бешенством в 2009 г. по сравнению с 2008 г. значительно снизилась (в 2008 году 67 исследований, из них 54 положительных; в 2009 г. 36 исследований, из них 28 положительных).

Самым неблагополучным южным регионом в 2010 г. была Джалал-Абадская область, где был сконцентрирован 21 неблагополучный пункт, в Баткенской - 8, Ошской и в г. Ош по 2 пункта (рис. 6).
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Рис. 6. Процентное соотношение неблагополучных пунктов
Всего из Ошской области в 2010 г. для исследования на бешенство поступило 6 проб патматериала из них было получено 5 положительных и 1 отрицательный  результат (табл. 12).
Таблица 12 – Результаты исследования патматериала из Ошской области 
	Наименование районов
	Наименование

хоз-ва, в/с.
	Вид животных
	Дата

исслед.
	Кол-во

полож.
	Кол-во

отриц.

	Алайский
	а/о Жошолу

с. Жаны Турмуш
	голова

собаки
	25.02.10
	1
	-

	Алайский
	а/о Алай

с. Аскалы
	голова

лошади
	26.02.10


	-
	1

	Араванский
	а/о Юсупова, в/с Нооруз, с. Нооруз
	голова

собаки
	15.03.10
	1
	-

	г. Ош
	в/с Кенеш
а/о Жапалак
с. Татар
	голова

собаки
	23.03.10
	1
	-

	г. Ош
	г. Ош

ул. Узгенская, 62 
	труп

кошки
	05.04.10
	1
	-

	г. Ош
	в/с Кенеш
а/о Жапалак
с. Татар
	голова   теленка 

возраст 1 год
	15.04.10
	1
	-

	В с е г о:
	
	
	
	5
	1


Из таблицы  видно,  что  в  Ошской  области  в    2010 г.  преобладает  городской  тип  бешенства.

В 2011 г. были зарегистрированы случаи заболеваемости бешенством среди различных видов животных (бычок, теленок, коровы, собаки, козематка, шакал, ишак).
В результате проведенных исследований были обнаружены тельца Бабеша-Негри и яркие светящиеся гранулы более 10 штук в каждом поле зрения при проведении световой и люминисцентной микроскопии. При постановке  биопробы результаты тоже были положительными.

В 2012 г. было исследовано 28 патматериалов, из них 6 были отрицательными и 22 положительными:

- г. Ош (лошади - 1, КРС – 1, собаки – 3);

- Баткенская область, Кадамжайский район (собака – 1, КРС – 1);

- Баткенская область, г. Кызыл-Кия (МРС – 1);

- Алайский район Ошской области (лошадь – 1, волк – 1, КРС - 1);

- Араванский район Ошской области (КРС - 1);

- Карасуйский район Ошской области (лошадь - 1, КРС – 1, собаки – 1, МРС – 1, лиса - 1);

- Каракульджинский район Ошской области (собака – 1);

- Ноокатский район Ошской области (собака – 1);

- Узгенский район Ошской области (собака – 2, КРС - 1).
В главе 4 «Молекулярно-биологические исследования (пцр)» изложено определение пороговой чувствительности метода ПЦР при выявлении вируса бешенства.

Существуют различные модификации ОТ-ПЦР для диагностической амплификации специфического фрагмента кДНК генома лиссавирусов. Праймеры для ПЦР, в основном, выбирают из консервативных участков генома. Большинство из праймеров амплифицируют нуклеопротеид (НП). ПЦР используется для прижизненного исследования слюны, биопсии мозга и после гибели культуры мозга. Данные праймеры можно использовать для характеристики вирусов, включая анализ последовательностей или рестрикции фрагмента длины полиморфизма. Нами был проведен поиск возможных праймеров для проведения ПЦР (таблица 5). Некоторые праймеры были представлены Susan A. Nadin-Davis, другие были взяты из литературных источников. Кроме того нами подбирались системы праймеров собственной конструкции.

Выделение нуклеиновой кислоты (РНК) проводили по методу Chomczynski и на стекловолокнистых фильтрах с использованием аэросила.

Непрерывную реакцию обратной транскрипции и ПЦР  проводили в одной пробирке (ОТ-ПЦР) в объёме 25 мкл в смеси следующего состава: 2,5 мкл 10х буферного раствора для ПЦР, 5 мкл 25 мМ раствора MgCl2, 1 мкл 10 мМ dNTP, 0,8-1ед Taq-полимеразы, 2,5 ед AMV-ревертазы, по 1 мкл каждого из праймеров с концентрацией 5 пмоль/мкл, 5 мкл РНК. Проводили 35 циклов амплификации в следующем режиме: 420С – 20 мин, 940С – 1 мин 30 с, 940С – 30 с, 480С – 30 с, 720С -1 мин, 720С – 5 мин. Пробу вносили под масло в объёме 5 мкл. Амплификацию проводили в амплификаторе «Терцик». Регистрацию результатов проводили методом электрофореза в 1,5-2% геля агарозы в присутствии бромистого этидия, который образует с фрагментами ДНК устойчивый комплекс.
Таблица 13 – Системы праймеров для обнаружения специфического фрагмента генома бешенства
	ПЦР
	Праймер
	Направ-ление
	Последовательность
	Приме-чание
	Пози-ция
	Длина фраг-мента

	Nested

(Susan  Nadin-Davis)
	Rab N1
	F
	GCTCTAGAACACCTCTACAATGGATGCCGACAA
	1-ая реакция
	59–84
	1477

	
	Rab N5
	R
	GGATTGAC(AG)AAGATCTTGCTCAT
	
	1514–1536
	

	
	Rab NF
	F
	TTGT(AG)GA(TC)CAATATGAGTACAA
	2-ая реакция
	135–156
	762

	
	Rab NR
	R
	CCGGCTCAAACATTCTTCTTA
	
	876–896
	

	Продолжение таблицы

	3 прай-мера
	P 510
	F
	ATA GAG CAG ATTTTC GAG ACA GC
	1-ая реакция
	510-531
	455

	
	P 942
	R
	CCC ATA TAA CAT CCA ACA AAG TG
	
	965-942
	

	
	P 784
	R
	CCT CAA AGT TCT TGT GGAAGA
	2-ая реакция
	805-784
	295

	
	N 1161
	F
	AAG AAC TTC AAG AAT ACG AGG C
	
	1161-1182
	418

	
	N 1579
	R
	TTC AGC CAT CTC AAG ATC GG
	
	1579–1560
	

	
	113
	F
	GTAGGATGATATATGGG
	ОТ
	
	377

	
	509
	F
	GAGAAAGAACTTCAAGA
	
	
	

	
	304
	R
	GAGTCACTCGAATATGTC
	
	
	

	
	Primer 1
	F
	GAAGCCTGAGATTATCGTGG
	
	63–82
	

	
	Primer 2
	R
	CCCTTCTACATCAGTACG
	1-ая 

реакция
	349–367
	304

	
	Primer 3
	F
	TGAGTACAAGTACCCTGC
	2-ая 

реакция
	90–107
	139

	
	Primer 4
	R
	GGAACATACATCGTCAGG
	
	229-211
	

	
	N 1
	F
	TAGGGAGAAGGATCGTGGAGCACCATACTCTCA
	
	611-632
	179

	
	N 2
	R
	GATGCAAGGTCGC ATATGAGTACCAG CCCTGAACAGTCTTCA
	
	790-769
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Рис. 7 - Результаты обнаружения генома вируса бешенства в образцах мозга животного в ОТ-ПЦР
Примечание: Линия 01-C1 - молекулярный маркер, 100 пар оснований, С2 - положительный контроль для ОТ-ПЦР с 455 п.н., C3 - отрицательный контроль, C4-C5 - положительные образцы, C6-C7-C8 - отрицательные образцы.

Линия 02-C1 - молекулярный маркер, 100 пар оснований, С2 - положительный контроль для hnRT-ПЦР с 299 п.н., C3 - отрицательный контроль, C4 - отрицательный образец, C5 - положительный образец, C6-С7-C8 - отрицательные образцы

При постановке реакции ПЦР осуществляли соответствующий контроль: положительный — препарат кДНК бешенства; отрицательный — деионизированная вода, для проверки реакционной смеси на наличие контаминации продуктами амплификации. Оптимизацию проводили по параметрам, представленным в таблице 14.
Таблица 14 - Параметры ПЦР
	Параметр
	Диапазон вариаций
	Градиент вариаций

	Концентрация Mg2+
	1,5-3,0 мM
	0,25 мM

	Количество Taq-полиме​разы в пробирке
	0,5-3,0 ед.
	0,5 ед./100 мкл

	Концентрация каждого праймера
	0,2-2,0 мкМ
	0,5 мкМ

	Температура отжига
	45-64° С
	2-3° С


Из исходного неочищенного вирусного материала было приготовлено 7 десятикратных разведений (от 10-1 до 10-7). Были использованы следующие системы праймеров: внешние 2s-4f, 2f-4f, 2s-4s-4f; внутренние 1f-5f, 1s-5f, 1f-5f-3s, 1s-5f-3s. Полученные данные показали, что чувствительность метода зависит от системы праймеров и их специфичности и не зависит от способа проведения реакции (табл. 15).
Таблица 15 - Сравнение чувствительности ПЦР со специфическими и универсальными системами праймеров для фиксированного штамма бешенства при разных способах выделения РНК. Исходный титр вируса 7,0 lg ТЦД50/мл

	Система праймеров
	Чувствительность ПЦР при выделении РНК по Сhomcrynski 

(-lg разведения)
	Чувствительность ПЦР при выделении РНК на фильтрах 

(-lg разведения) 

	
	ПЦР-1
	ПЦР-2
	ПЦР-1
	ПЦР-2

	2s-4s, 1s-3s
	2
	8
	3
	4

	2s-4s, 1su-3s
	-
	-
	-
	-


	2s-4s-4f
	2
	-
	2
	-

	2sg-4s-4f, 1s-3s
	1
	4
	1
	-

	2sg-4s-4f, 1su-3s
	-
	4
	-
	-

	2sg-4s
	2
	-
	2
	-


Таблица 16 - Зависимость чувствительности ПЦР от способа выделения РНК  

при диагностике бешенства. Исходный титр вируса 7,5 lg ТЦД50/мл

	Способ выделения РНК
	Чувствительность в ПЦР-1, 
Праймеры LR-LD
	Чувствительность в ПЦР-2 

Праймеры LR2-LD2

	
	разведение, 

(-lg)
	ТЦД50/мл
	разведение, 

(-lg)
	ТЦД50/мл

	По Сhomcrynski and Sacchi с добавлением т-РНК (10 мкг) после фенольной экстракции 
	1
	0,01
	8
	0,01

	- ” -  “-  с добавлением т-РНК (10 мкг) непосредственно к вирусному образцу
	2
	0,01
	8
	0,01

	- ” -  “- разведения вируса готовили на нормальных клетках ВНК с добавлением 

т-РНК (10 мкг) после фенольной экстрации
	3
	0,1
	8
	0,01

	10-ти кратные разведения РНК, выделенной из цельного вируса
	2
	0,1
	8
	0,001


При проведении экспериментов со специфичной системой праймеров 2f-4f, 1f-5f были получены следующие результаты. Чувствительность с внешними праймерами 2f-4f была равна 102 ТЦД50, что соответствует 10-3разведению как при раздельном, так и при непрерывном проведении обратной транскрипции и ПЦР. После реамплификации с праймерами 1f-5f чувствительность реакции составила 10-2 ТЦД50 (10-7развед.) в обоих случаях (табл. 17).
Таблица 17 - Сравнение чувствительности ПЦР со специфическими и универсальными праймерами при разных способах выделения РНК для полевого штамма. Исходный титр вируса 7,0 lg ТЦД50/мл

	Система праймеров
	Чувствительность ПЦР при выделении РНК по Сhomcrynski 

(-lg разведения)
	Чувствительность ПЦР при выделении РНК на фильтрах 

(-lg разведения) 

	
	ПЦР-1
	ПЦР-2
	ПЦР-1
	ПЦР-2

	2f-4f, 1f-5f
	2
	8
	3
	9

	2f-4f, 1su-5f
	
	
	
	9

	2f-4f-4s, 1f-5f-3s
	2
	7
	3
	7

	2sg-4f-4s, 1f-5f-3s
	2
	6
	3
	7

	2sg-4f, 1f-5f
	2
	6
	4
	7


В связи с тем, что праймер 2f на 2s. Праймер 2s специфичен к вирусу бешенства, но по своей структуре схож с 2f, поэтому мы предложили его в качестве универсального праймера для дифференциальной диагностики бешенства в одной пробирке. Чувствительность ПЦР с системой 2s-4f оказалась значительно ниже, чем со специфической системой.

В первом ПЦР нами выявлен возбудителя лишь в неразведенном материале - чувствительность 105 ТЦД50 (о разведении) при раздельном проведении обратной транскрипции и ПЦР и в разведении 10-1 (104 ТЦД50) в ОТ-ПЦР. После реамплификации с внутренними праймерами 1f-5f чувствительность удалось повысить на 4 порядка. Она составила 10 ТЦД50 (10-4 разведение) после раздельного проведения обратной транскрипции и ПЦР и 1 ТЦД50 (10-5разведении) после проведения ОТ-ПЦР, соответственно.

Таким образом, установлено, что при замене специфического праймера 2f на 2s в системе чувствительность реакции снижается на 2-3 порядка в первом ПЦР и на 2-3 порядка при реамплификации.

Далее нами произведена замена в системе внутренних праймеров 1f на 1s и проведена реамплификация с фрагментами первой ПЦР. Чувствительность была равна 103ТЦД50 (10-2 разведение). Это на 2 порядка ниже, чем при реамплификации с системой 1f-5f и на 5 порядков ниже, чем при использовании полностью специфической системы 2f-4f, 1f-5f.

Таким образом, замена специфических праймеров на неполностью комплементарные снижает чувствительность реакции.

Затем нами была проверена система из трех праймеров 2s-4s-4f. Для этого  к специфическим праймерам 2f-4f  добавили в систему третий праймер неспецифический 4s. Установлено, что введение третьего праймера в систему не повлияло на чувствительность реакции. Она осталась такой же, как с праймерами 2s-4f, т.е. 105-104 ТЦД50 (0-10-1 разведение) в первом ПЦР и 1 ТЦД50 (10-5 разведение) после реамплификации с праймерами 1f-5f-3s. Замена же праймера 1f на 1s в системе из трех праймеров 1f- 5f-3s дает точно такой же результат, как в системе из двух праймеров 1f-5f (чувствительность снижается), (табл. 18).

Таблица 18 - Сравнение чувствительности ПЦР в диагностике бешенства при использовании специфических и универсальных систем праймеров
	
	Система праймеров
	Чувствительность ПЦР для фиксированного штамма  (исходный титр 6,55 lg ТЦД50/мл
	Чувствительность ПЦР для полевого штамма (исходный титр 7,0 lg ТЦД50/мл)

	
	
	разведе-ние (-lg)
	ТЦД50/мл
	разведе-ние (-lg)
	ТЦД50/мл

	
	2f-4s-4f
	4
	10
	
	

	ПЦР-1
	2s-4s-4f
	
	
	4
	103

	
	2sg-4s-4f
	3
	102
	3
	104

	
	1f-5f-3s
	6
	0,1
	
	

	ПЦР-1
	1s-5f-3s
	
	
	7
	1

	
	1fs-5f-3s
	6
	0,1
	6
	10


На основании полученных результатов вытекают следующие выводы: чувствительность ПЦР при выявлении вируса бешенства зависит от специфичности используемых праймеров и не зависит от способа проведения реакции, а также от присутствия в системе из двух праймеров третьего. Самой чувствительной системой оказались специфические праймеры 2f-4f, 1f-5f. Их пороговая чувствительность составляет 102 ТЦД50 (10-3 разведение) после первой ПЦР и 10-2 ТЦД50 (10-7 разведение) после реамплификации, как при раздельном проведении ОТ и ПЦР, так и при ОТ-ПЦР.

Чувствительность систем праймеров 2s-4f и 2s-4f-4s, 1f-5f и 1f-5f-3s, 1s-5f и 1s-5f-3s практически одинаковая. Она составляет 105-104 ТЦД50 (10-1-0 разведения), 1-10 ТЦД50 (10-5-10-4 разведения) и 103 ТЦД50 (10-2развед.) соответственно, что в любом случае значительно ниже, чем чувствительность специфических систем 2f-4f, 1f-5f на 2-5 порядков.
   Как показали лабораторные исследования, введение в систему из двух праймеров 2s-4f и 1f-5f третьего 4s и 3s соответственно также не влияет на чувствительность реакции.

Для выявления вируса бешенства самой чувствительной оказалась специфическая система праймеров 2f-4f, 1f-5f. Она позволяет выявлять вирус в количестве 10-2 ТЦД50 (7-е разведение при титре вируса 5 lg ТЦД50), (табл. 19).
Оптимизация условий ПЦР по количеству праймеров

Таблица 19 - Оптимизация условий ПЦР по количеству праймеров

	Матрица праймеры
	Кол-во взятой РНК (мкл)
	Кол-во праймеров для ОТ, пмоль
	Кол-во праймеров для ПЦР, пмоль
	Результат ПЦР

	
	10
	10
	10
	- н/п

	
	10
	10
	2
	+ слабо

	2sg-4s-4f
	10
	2
	10
	+ слабо,         

н/п

	
	10
	2
	2
	+ кор.

	
	10
	10
	10
	+ н/п

	
	10
	10
	2
	+ хор.

	2sg-4s-4f
	10
	2
	10
	- н/п

	
	2
	2
	2
	+


Примечание: ( + ) - положительный результат ПЦР

             ( - ) - отрицательный результат

             н/п - неспецифические продукты амплификации
Исходя из полученных данных нами обнаружено, что способ проведения реакции (раздельное или непрерывное проведение обратной транскрипции и ПЦР) не оказывает существенного влияния на чувствительность реакции.

Замена специфических для бешенства праймеров 2f и 1f на неполностью комплементарные 2s и 1s резко снижает чувствительность реакции, на 2-5 порядков.
Таблица 20 - Сравнение чувствительности ПЦР при бешенстве и разных способах проведения реакции с разными системами праймеров. Исходный титр вируса 5,55 lg ТЦД50/мл

	
	Система
	Раздельное проведение ОТ и ПЦР
	Непрерывное проведение ОТ и ПЦР

	
	праймеров
	разведение

(- lg)
	ТЦД50
	разведение

(- lg)
	ТЦД50

	ПЦР-1
	2f - 4f
	3
	102
	3
	2

	ПЦР-2
	1f - 5f
	7
	0,01
	7
	0,01

	ПЦР-1
	2s - 4f
	цельный
	105
	1
	104

	ПЦР-2
	1f - 5f
	4
	10
	5
	1

	ПЦР-2
	1s - 5f
	2
	103
	-
	-

	ПЦР-1
	2s - 4s - 4f
	1
	104
	цельный
	105

	ПЦР-2
	1f - 5f - 3s
	5
	1
	5
	1

	ПЦР-2
	1s - 5f - 3s
	2
	103
	-
	-


Было исследовано 9 проб головного мозга животных из Ошской области, направленных в КНИИВ для исследования на бешенство. Результаты исследований представлены в таблице 21. 

Таблица 21 - Результаты исследования мозговой ткани на бешенство животных
	Диагноз
	Вид животного
	РИФ
	ПЦР
	Биопроба

	
	
	
	1F-1S
	N1-N2
	1
	2

	Положительные
	волк
	+
	+
	+
	+
	+

	
	собака
	+
	+
	+
	+
	+

	
	собака
	+
	+
	+
	+
	+

	
	кошка
	+
	+
	-
	-
	+

	
	КРС
	+
	+
	+
	+
	+

	
	лисица
	+
	+
	+
	+
	+

	
	КРС
	+
	+
	+
	+
	+

	
	собака
	+
	+
	+
	+
	+

	
	собака
	+
	+
	+
	+
	+

	Всего
	9
	9
	9


Из таблицы 21 видно, что результаты исследований в РИФ, ПЦР и биопробе 2  полностью совпали, за исключением применения системы праймеров N1-N2. 
Оптимизация условий ПЦР по концентрации MgCl2, количеству циклов и количеству праймеров
Таблица 22 - Оптимизация условий ПЦР по концентрации MgCl2  и количеству циклов праймеров LR2-1

	Количество
	Концентрация MgCl2 (мM)

	циклов
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	15
	
	
	
	
	н/п
	н/п
	н/п

	
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+

	20
	
	
	
	
	н/п
	н/п
	н/п

	
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+

	25
	
	
	
	н/п
	н/п
	н/п
	н/п

	
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+

	30
	
	
	
	н/п
	н/п
	н/п
	н/п

	
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-


Примечание: ( - ) - отрицательный результат

            ( + ) - положительный результат

             н/п -  неспецифика
В главе 5 «Технологический процесс получения антирабической вакцины из штамма «Сузак-2008»» представлена разработка способа получения антирабической вирусвакцины.
Выделение вируса. Исходный вирус для получения штамма «Сузак-2008» был выделен из патологического материала от больных собак в Сузакском районе, Джалабадской области в 2008 году. Вакцинный штамм «Сузак-2008» был получен путем многократных последовательных пассажей на культуре клеток ВНК-21. В ходе исследований экспериментально подтверждены его возможность использования для приготовления диагностических препаратов и вакцин.

В процессе изготовления вакцин и диагностикумов необходимо получать большие количества вируса с заданными свойствами. Вирус бешенства культивируют в различных системах, но для промышленного производства вакцин против бешенства наиболее часто используют перевиваемые культуры клеток ВНК-21. 

Целью данного этапа исследований являлось определение оптимальных условий культивирования вакцинного штамма бешенства. Изучали влияние сроков культивирования штамма на величину накопления вируса в культуральной суспензии и в инфицированных клетках. Учитывали площадь распространения цитопатического действия вируса на монослое.

Для заражения использовали вируссодержащую суспензию с инфекционным титром от 5,5 до 6,0 lg ТЦД50/мл. Цитопатическое действие вируса выражалось в характерном изменении морфологии клеток. При наличии ЦПД на площади не менее 90% монослоя инкубирование заканчивали.
Увеличение титра вируса в культуральной жидкости в течение первых 7 суток происходило постепенно. Максимальный средний титр составил 5,42+0,14 lg ТЦД50/мл. Дальнейшее увеличение сроков культивирования не приводило к повышению титра вируса. После 8 суток происходило его снижение, который на 12 сутки составил 1,67+0,14 lg ТЦД50/мл.

Динамика накопления вируса в концентрате была подобна таковой в культуральной жидкости. Максимальный средний титр достигал значения 7,33+0,29 lg ТЦД50/мл на 6-е сутки, после чего происходило его снижение до 5,41+0,14 lg ТЦД50/мл на 12-й день.

Все экспериментальные оценки инфекционного титра вируса, как в культуральной жидкости, так и в концентрате, были хорошо воспроизводимы и имели коэффициенты вариации от 3 до 8%.

Таким образом, в результате проведенных исследований нами установлена возможность выращивания вакцинного штамма вируса бешенства при заражении монослоя культур клеток ВНК-21/13 и определены оптимальные сроки получения вируссодержащего материала. Полученные результаты позволили сделать ряд предварительных заключений, имеющих возможное отношение к технологии производства профилактических и диагностических препаратов. Максимальное накопление вируса вируссодержащего материала происходило на 5-7 сутки. Очевидно, что этот период культивирования являлся оптимальным. При этом ЦПД составляло от 70 до 90% площади инфицированного монослоя.
Технологический процесс изготовления вакцины против бешенства из штамма «Сузак-2008». Описаны все стадии изготовления вакцины, проводили ее  исследование на стерильность, иммуногенность, безвредность. 
Вируссодержащую культуральную жидкость, прошедшую контроль на стерильность и имеющую инфекционную активность не ниже 6,5 lg ЛД50/мл, размораживали при +370С до температуры +1 - +40С и сливали (соблюдая стерильность) в реактор или другую емкость для инактивации.

Инактивацию инфекционности вируса проводили димером этиленимина и добавляли к вируссодержащей жидкости в конечной концентрации 0,025% (например, к 20 литрам вируссодержащей жидкости добавляли 5 мл бэта-пропиолактона. Смесь тщательно перемешивали. Инактивацию проводили при +40С в течение 2 часов. 
После инактивации к вируссодержащей жидкости добавляли 20% (по объему) гидроокиси алюминия ТУ 46-21-36-80, предварительно простерилизованной при 1170С 45 минут и охлажденной +40С, тщательно перемешивали и, не прекращая перемешивания, расфасовывали в стерильные флаконы по 50 мл (в зависимости от потребности потребителя), закрывали стерильными резиновыми пробками и обкатывали алюминиевыми колпачками.

На флаконы с вакциной наклеивали этикетки с обозначениями в соответствии с ТУ на данную вакцину.

Изготовленная вакцина из штамма «Сузак-2008» проходила контроль и для этого определяли наличие вакуума во флаконах (перекрывание флаконов проводили под вакуумом), специфичность, биологическую активность, безвредность и иммуногенную активность (рис. 8).

	Приготовление

первичной культуры клеток
	
	Приготовление банка матричной расплодки вируса
	→
	Образец на:

- стерильность

- инфекционность

- идентификация

	↓
	
	↓
	
	

	Пассирование

первичной культуры клеток
	
	Приготовление банка рабочей расплодки вируса
	→
	Образец на:

- стерильность

- инфекционность

- идентификация

	↓
	
	↓
	
	

	Тест на стерильность
	
	Приготовления матрицы вируса для заражения
	→
	Образец на:

- стерильность

- инфекционность

	↓
	
	↓
	
	

	Пересев культуры клеток
	
	Приготовление вируса для заражения
	→
	Образец на:

- стерильность

- инфекционность

	↓
	
	↓
	
	Продолжение 

	Приготовление культуры клеток для заражения
	→
	Проведения заражения вирусом культуры клеток
	→
	Образец на:

- стерильность

- инфекционность

	
	
	↓
	
	

	
	
	Инактивация,  концентрация
	→
	Образец на:

- стерильность

- инфекционность

	
	
	↓
	
	

	Закатка, упаковка этикетирование
	←
	Получение готового продукта
	→
	Проводятся все тесты контроля


Рис. 8. Схема производственного цикла вакцины против бешенства
Биологическую активность штаммов вируса бешенства в 5-ти сериях вакцины определяли методом титрования в культуре клеток почки хомячка (ПХ). Для этого из каждой серии содержимое трех флаконов объединяли. Из полученной смеси общепринятым методом готовили десятикратные разведения от 10-1 до 10-8 поддерживающей средой. Суспензией каждого разведения вируса, начиная с наибольшего, заражали по 4 пробирки с культурой клеток, внося в них по 1 мл. В качестве контроля брали 4 пробирки с культурой клеток, в которые вносили поддерживающую среду без вируса. Зараженные и контрольные пробирки с культурой клеток инкубировали в стационарном положении при температуре 37(1(С. Учет результатов титрования проводили ежедневно в течение 4-5 сут. по наличию цитопатических изменений в зараженных пробирках и их отсутствию в контрольных пробирках. Титр вируса рассчитывали по методу Рида и Менча (табл. 23).
Таблица 23 - Биологическая активность пяти серий вирусвакцины против бешенства из штамма «Сузак-2008» в культуре клеток ВНК-21/13

	№ серии вакцины
	Титр вируса (Ig ТЦД50/мл)

	1
	6,83±0,11

	2
	               6,66±0,33

	3
	                        6,6±0,46

	4
	 7,66±0,17

	5
	7,0±0,09

	Среднее значение
	 6,95±0,45


Биологическая активность препарата в перевиваемой  культуре клеток ВНК-21 была в пределах от 6,60 до 7,66 lg ТЦД50/мл для вируса бешенства. В одном флаконе содержится 50 прививных доз вакцины, и эта расфасовка продиктована рыночной конъюнктурой. Указанная расфасовка удобна для практического применения хозяйствах с небольшой численностью животных.
Определение иммуногенной активности вирусвакцины каждой серии вакцины проводили на 4-х овцах, которым вводили вакцину по 1 мл в разведении 1:25 подкожно в бесшерстный участок подмышечной области. Контролем служили 2 неиммунизированные овцы. Через 21 день всех вакцинированных и двух контрольных овец заражали подкожно в области внутренней поверхности бедра вирулентным вирусом бешенства в дозе 103 ИД50 в объеме 1 мл.

В течение 21 дня до заражения и 21 дня после инокуляции вирулентного вируса за животными вели клиническое наблюдение.

Установлено, что после введения вакцины общее физиологическое состояние животных было в норме. Не выявлено местной реакции на инъекцию вакцины. Температура тела животных во время наблюдения была в пределах нормы.

Аналогичные результаты были получены при осмотре вакцинированных животных после заражения. Все животные были клинически здоровы.

У контрольных животных на 4-6-е сутки после контрольного заражения отмечали угнетение, отказ от корма, слабость, зуд на месте введения вируса, повышение температуры тела до 41,2(С. На 6 и 7 сутки после заражения контрольные животные пали. У павших животных на месте введения вируса в связи с расчесами участок кожи размером около 4-7 см был лишен шерстного покрова.

Для определения иммуногенной активности в течение 2011-2012 гг. в частных хозяйствах Джалал-Абадской и Ошской областей проводилась профилактическая иммунизация овец различного возраста отечественной вирусвакциной против бешенства из штамма «Сузак-2008». 
Всего в течение указанного срока вакциной против бешенства овец из штамма «Сузак-2008» было привито по 10 овец различного возраста из различных хозяйств, из которых 7 взрослых животных и 3 головы молодняка. Осложнений после прививки и вспышки заболевания бешенством не отмечено. 

Таким образом, полученные результаты при контроле 5 серий вирусвакцины против бешенства в лабораторных и хозяйственных условиях показали, что вакцина иммуногенна и безвредна, и она может применяться в хозяйствах.
Следовательно, все выпущенные серии вирусвакцины из штамма «Сузак-2008» соответствовали по иммуногенности требованиям временного ТУ. 
Из представленных в таблице 24 данных видно, что изготовленные серии вакцин соответствовали нормативным требованиям, предъявляемым к препарату. Так, по внешнему виду все серии вакцины представляли собой жидкость беловато-розового или розового цвета, без наличия посторонних примесей, в посевах проб вакцины на питательных средах не обнаружено роста грибов и бактерий.
Таблица 24 - Соответствие требованиям производственных серий вакцин

	№
	Тест
	Требования
	Спецификация

	1
	Внешний вид
	соответствует требованиям
	беловато-розового или розового цвета

	2
	Стерильность
	соответствует требованиям
	должна быть стерильной без признаков бактериологического и микологического роста

	3
	Безвредность
	соответствует требованиям
	не должно быть каких-либо анормальных местных или систематических реакций у 4 овец при введении им 10 кратной дозы при наблюдении в течение 14 дней


	4
	Иммуногенность
	соответствует требованиям
	должна быть иммуногенной

	5
	Титр вируса
	соответствует требованиям
	вакцина должна содержать минимальный титр 106,0 ТЦД50 в дозе при титрации в культуре клеток


Разработка стратегии борьбы с бешенством животных
В настоящее время для иммунизации против бешенства широко применяют вакцины, полученные при использовании клеточных культур. Установлено, что эти вакцины одновременно характеризуются безопасностью и высокой иммуногенностью. Благодаря успехам биотехнологий, таких, как культивирование непрерывных клеточных линий на микроносителях в ферментерах, появилась возможность производить такие антирабические вакцины в промышленных масштабах при снижении их стоимости. Однако и сегодня остаются актуальными вопросы тщательного отбора штаммов вируса, предназначенных для производства антирабических вакцин, проверки антигенной идентичности этих штаммов, идентичности и чистоты используемых клеточных линий. Необходимо постоянно контролировать способность штаммов, используемых для производства вакцин, обеспечивать защитный иммунитет в отношении инфекций, вызываемых местными вирусами бешенства [Селимов М.А., 1987; Медуницын Н.В., 1999].
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Рис. 9. Меры борьбы бешенством

Стратегия по борьбе с бешенством «Профилактика и ликвидация заболевания бешенства в Кыргызской Республике на 2011-2015 годы» разрабатывалась сотрудниками лаборатории вирусологии и биотехнологии в рамках научно-исследовательской работы (НИР) как части тематического плана НИР лаборатории вирусологии и биотехнологии Кыргызского научно-исследовательского института ветеринарии им. А. Дуйшеева по теме «Эпизоотологический мониторинг бешенства животных и разработка мер предупреждения» (№ государственной регистрации 0005816), которая была предложена Департаменту государственной ветеринарии.
Департаментом государственной ветеринарии при МСХиМ КР в 2011 году совместно с сотрудниками Кыргызского НИИ ветеринарии (КНИИВ), Республиканского Центра ветеринарной диагностики (РЦВД), Республиканского Центра карантинных и особо опасных инфекций (РЦКиООИ) была разработана и внедрена «Стратегия по профилактике и контролю бешенства в Кыргызской Республике». В которой отражены эпидемиологическая и эпизоотологическая ситуации по бешенству; мероприятия по контролю бешенства в Кыргызстане; организационные мероприятия; цели, задачи, компоненты стратегического плана; схема проведения вакцинации и проведение электронной идентификации собак. 

Стратегия включает в себя решение следующих задач:

	Основные задачи

программы
	· обеспечение комплексного межведомственного взаимодействия для решения вопросов совершенствования проводимой работы по профилактике бешенства;

· совершенствование системы эпизоотологического, эпидемиологического надзора за бешенством;

· рационализация и упорядочение средств и методов профилактики бешенства;

· совершенствование мероприятий по борьбе и профилактике бешенства среди животных;

· обеспечение регулирования численности хищных животных, содержащихся в домашних и полувольных условиях;

· оральная вакцинация диких плотоядных животных на территории Кыргызской Республики;

· совершенствование методов лабораторной диагностики бешенства;

· пропаганда знаний по вопросам профилактики бешенства среди населения.

	Ожидаемые результаты реализации программы
	· обеспечение и сохранение стойкого эпизоотического благополучия по бешенству животных на территории Кыргызской Республики;

· предупреждение возникновения случаев бешенства среди населения;
· подавление городских и природных очагов бешенства среди животных;

· снижение связанного с данной проблемой экономического ущерба;

· расширение охвата профилактической вакцинацией домашних животных;

· качественное улучшение проведения диагностических, мониторинговых исследований на предмет выявления и циркуляции полевого штамма вируса бешенства среди популяции диких и домашних плотоядных животных;

· своевременное обеспечение биопрепаратами для осуществления диагностических исследований и профилактической вакцинации диких плотоядных животных;

· обеспечение государственных учреждений ветеринарии Кыргызской  Республики специальным автотранспортом и современным лабораторным диагностическим оборудованием.


Основные меры борьбы с бешенством диких животных в различных странах мира

Одним из основных методов борьбы с рабической инфекцией во многих странах используется оральная вакцинация диких животных. Учитывая территорию нашей страны, потребность в оральной вакцине против бешенства будет исчисляться десятками тысяч доз ежегодно. По мнению многих учёных такая программа по оральной вакцинации диких плотоядных животных против бешенства, должна быть рассчитана на 5-7 лет. Только при регулярном правильном применении вакцины, в неблагополучных зонах, появится необходимое количество иммунных животных, которые будут препятствовать дальнейшему распространению инфекции.

Таким образом, ключевая роль должна отводить​ся мониторингу бешенства, разработке программы оральной вакцинации, профилактике бешенства в республике, в том числе в го​родских условиях, обучению специалистов и информационно-разъяснительной работе с населением.

В связи с тем, что проводить мониторинг среди большого числа различных видов животных очень сложно, необходимо определить индикаторный вид и размер выборки (число проб).

Для определения размера выборки следует ис​пользовать норму, утвержденную МЭБ: 4-8 животных на 100 км² зоны обитания в год, исключая населен​ные пункты и водоемы. Дополнительно к этим живот​ным необходимо исследовать всех подозрительных, обнаруженных мертвыми, погибших на дорогах, а также напавших на человека. 

Для успешного проведения оральной вакцинации необходимо соблюдать следующее:

1. Широкомасштабность. 25-30 приманок/км². Сброс приманок необходимо производить каждые 80-100 метров.

2. Долговременность. Минимальная продолжи​тельность вакцинации на конкретной территории не менее 6 лет плюс 2 года после регистрации последнего случая бешенства. Вакцинация должна проводиться не реже 2 раз в год (весна и осень) и плюс по возможности дополнительно 1 раз поздней весной.

3. При планировании сроков проведения оральной вакцинации необходимо помнить, что применение оральной вакцины при минусовых температурах ок​ружающей среды не эффективно, а резкие перепа​ды температур быстро инактивируют вакцинный вирус. Оптимальной считается температура окружающей среды в пределах +4 - +10°С. Необходимо строго соблюдать эти принципы оральной вакцинации.

Разработка Программы оральной вакцинации вакцинами-приманками
Для Кыргызской Республики проблема бешенства особенно актуальна в южных регионах страны, граничащих с Узбекистаном и Таджикистаном. 

Способность к миграции зараженных бешенством животных через государственные границы усложняет контроль за этой инфекцией и свидетельствует о необходимости создания комплексных межправи-тельственных программ по борьбе с бешенством, учитывая вовлечение новых видов животных в число носителей инфекции, а также естественную изменчивость возбудителя. 

Проанализировав данные литературы о различных вакцинах и их способе применения против бешенства, пришли к заключению о необходимости проведения вакцинации диких и безнадзорных животных вакцинами-приманками. Опыт применения которых хорошо зарекомендовал себя в таких странах как: Россия, Украина, Белоруссия, США, Канада, страны Европейского Союза. Вакцина заключается в съедобную приманку, привлекательную для нужных животных, тогда как для других видов - безразличной или отталкивающей. Кроме того, приманка должна быть удобной в обращении и при размещении ее на местности. 

Разрабатываются различные вакцины-приманки, важное качество которых это использование капсулы, которая защитит вакцину при прохождении через желудок, а в кишечнике препарат высвободится из оболочки. Однако, при этом не удалось добиться образования соответствующих антител. Оральная вакцина  реальна только в том случае, если она будет всасываться раньше, чем достигнет желудка, а для этого она должна проникать через слизистую оболочку ротовой полости и глотки. Поскольку вирус бешенства внедряется через эти ткани с трудом, требуется высокое содержание вирусных частиц в вакцинном препарате, чтобы достаточное их количество попало в организм.

Приманка представляет собой брикет, обычный собачий (дикого животного) корм, но с сюрпризом. Внутри блистер, как обычные таблетки, но с вакциной. Как только собака (дикое животное) его прокусывает, то можно считать, что она не заболеет бешенством. Приманка совершенно безвредна, даже если собака (дикое животное) съест сразу 5 брикетов. А вот стойкий иммунитет к бешенству от приема такого лакомства у пса (дикого животного) выработается на целый год. 

Проблему бешенства одной вакцинацией диких животных в стране не решить, к ней нужно подходить комплексно. Для этого должна быть принята целевая государственная программа и решён вопрос по финансированию её из бюджета Кыргызской Республики.

По мнению ведущих отечественных и зарубежных учёных такая программа по оральной вакцинации диких плотоядных животных против бешенства, должна быть рассчитана на 5-7 лет. Только при регулярном правильном применении вакцины в неблагополучных зонах появляется необходимое количество иммунных животных, которое препятствует дальнейшему распространению инфекции вплоть до полного её искоренения.

Таким образом, искоренение бешенства на территории страны - задача вполне реальная и может быть реализована на государственном уровне.Вопрос, поднятый в рамках НИР лаборатории вирусологии и биотехнологии Кыргызского научно-исследовательского института (ЛВиБ КНИИВ) об использование вирусвакцины в приманках, в настоящее время весьма актуален в Кыргызстане. Вирусоносителями зачастую становятся дикие животные, которые могут распространять данную инфекцию на большие расстояния. При этом они заражают окружающую местность, и места где пасется домашний скот, владельцев животных.

После проведения мониторинга производителей вирусвакцин, способов изготовления вакцин, качества вакцин-приманок и стоимости, нами было предложено решение закупать упаковку (блистеры), а приманку (фарш) производить в нашей республике. Так как фарш для вакцин-приманок будет дешевле производить на месте, т.е. в Кыргызстане. 

Для этого мы провели ряд исследований о составе фарша для приманок (мясной, рыбный и т.д), а также что будет дополнительно входить в состав фарша (мука - пшеничная или кукурузная, а также крахмал и т.д.). 

Фарш. Мясной фарш – он очень привлекателен по запаху, цвету, но он может быстро испортиться, находясь в окружающей среде. Добавление муки поможет увеличить массу изготовляемого фарша. Добавление сахарной пудры или любого другого подсластителя даст положительный результат – вакцина-приманка будет поедаться с большей охотой дикими животными. Также можно использовать рыбий жир – для усиления запаха вакцин-приманок.

Упаковка. Упаковка предлагается из гофрокартона, на ней будут указаны данные прозводителя (институт, адрес, товарный знак, штрих-код, полное наименование препарата, обозначения СТО, регистрационный номер, способ применения, номер серии, номер контроля, количество доз препарата, активность в инфекционных единицах, дата изготовления (мес, год), срок годности, условия хранения и транспортирования и надпись «Для животных»). В упаковку будет вкладываться инструкция по применению вакцины-приманки. 
Также проводился мониторинг производителей оборудования для прессования вакцины, приманки (фарш) в готовый блистер с целью получения вакцины-приманки.
Проведение научных исследований с применением оральной вакцины-приманки для диких плотоядных животных предусматривает закупку этой вакцины. Цена 1 тысячи доз вирусвакцины для оральной иммунизации диких плотоядных животных против бешенства «Синраб» российского производства составляет 603,0 доллара США, без учета стоимости доставки. Вакцина (брикет-приманка) имеет форму параллелепипеда, массой 25-30 г, упаковывается в подпенальники из пластика (по 20 брикетов), затем в пеналы, а пеналы уже упаковываются в ящики из гофрокартона (по 20 штук). Таким образом в один ящик (весом 14-15 кг) вмещается 400 доз вакцины. 

Бешенство в городских условиях может протекать изолированно от "лесного" бешенства, вовлечены в него в основном собаки и кошки, которые часто кон​тактируют с человеком и чаще всего являются источ​ником его заражения.

Программа борьбы с бешенством в городских условиях должна включать:
· мониторинг в популяции бездомных животных, который необходим для контроля ситуации по бешенству и своевременному принятию мер по недо​пущению распространения этой болезни, при этом исследовать на бешенство следует всех отловленных бездомных животных, подлежащих уничтожению; 

· снижение числа бездомных животных, кото​рое достигается путем ликвидации, отлова и умерщвления или помещения в питомни​ки, стерилизации животных; 

· вакцинацию домашних животных; 

· ограничение доступа животных к контейнерам бытовых отходов; 

· своевременная дератизация; 

· информационно-разъяснительная работа с населением.

Сотни животных пополняют ряды бездомных животных, которых выбрасывают на улицу. Поэтому необхо​димо ужесточение в республике законодательной базы о содержании домашних собак и кошек, наказывать безответственных хозяев, прослеживать судьбу каждого домашнего животного от рождения до смерти. Это дорогостоящая, но эффективная мера в долго​срочной перспективе.

Программа оральной вакцинации против бешенства
1. Наблюдение и контроль

· определение пилотного района или области; 

· определение численности диких животных (лисы, волки, шакалы и др.) в 

    республике и пилотном районе; 

· расчет количества необходимой для вакцинации вакцин-приманок; 

· сбор проб и образцов у диких и бродячих животных до проведения 

    вакцинации (ветеринарные и медицинские специалисты; Департамент 

    охотничьего хозяйства);  

· диагностика; 

· анализ полученной информации.

2. Выбор вакцины-приманки

3. Распространение приманок 

· сбор проб и образцов у диких и бродячих животных после проведенной   

        вакцинации (ветеринарные и медицинские специалисты; Департамент 
        охотничьего хозяйства);

· диагностика; 

· анализ полученной информации.

4. Оценка проведенных мероприятий по оральной вакцинации

· снижение обращаемости людей;

· повышение иммунного статуса животных.
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Рис. 10. Возможное место проведения вакцинации вакцинами-приманками в Джалал-Абадской области (один из наиболее неблагополучных регионов)
Мировой опыт убедительно показывает, что с бешенством можно и 
нужно бороться, главной целью которой является полное искоренение бешенства.

В настоящее время в республике применяется один из способов борьбы с бешенством животных - это, прежде всего, искусственное ограничение численности переносчиков заболевания путем отстрела, отлова. Данная мера показывает себя эффективной лишь в краткосрочной перспективе и крайне негуманной.

На сегодняшний день в республике самый надежный и эффективный способ борьбы с бешенством - профилактика болезни с помощью вакцинации одной из антирабических вакцин.
                                           ВЫВОДЫ
1. Установлено, что южные регионы республики наиболее неблагополучны по бешенству, собаки являются основным источником заражения бешенством в республике. Из исследованных в 2007-2012 г. 196 проб патологического материала, 164 были положительными, на южные области приходится 94,2% случаев заболеваемости и лишь 5,8% в северные регионы.
2. На основании сравнительного анализа известных нуклеотидных последовательностей геномов бешенства подобраны оптимальные системы праймеров 2f-4f, 1f-5f к различным генам вируса для проведения ПЦР. 
3. Проведена оптимизация условий постановки ПЦР (температурный и экспозиционный режим, количество ДНК матрицы, количество праймеров, концентрация ионов магния и др.).
4. Выделен и адаптирован штамм вируса бешенства Сузак-2008. Исходный вирус для получения штамма «Сузак-2008» был выделен из патологического материала от больных собак в Сузакском районе, Джалал-Абадской области в 2008 году. Вакцинный штамм «Сузак-2008» был получен путем многократных последовательных пассажей на культуре клеток ВНК-21. 

5. Усовершенствован метод культивирования вируса бешенства в суспензионной культуре клеток ВНК-21/13, обеспечивающий высокие урожаи вируса, в пределах от 6,60 до 7,66 lg ТЦД50/мл, обладающего высокими иммунобиологическими свойствами и пригодным для получения инактивированных культуральных вакцин против бешенства.

6.  Оптимизирован метод инактивации вируса бешенства при помощи 0,5% ДЭИ при температуре 370С в течение 24 часов повышает иммуногенность вакцин в 1,5-3,0 раза.

7.  Оптимизированы условия концентрирования антигена вируса бешенства при производстве культуральных антирабических вакцин с помощью адсорбции и ультрафильтрации.

8. Культуральная вакцина против бешенства из вируса штамма "Сузак-2008", культивируемого в суспензии клеток ВНК-21/13 безвредна и высокоиммуногенна.

9. Вакцина против бешенства и антиген сохраняли свои иммунобиологические свойства в процессе хранения при температуре 4-8оС в течение года (срок наблюдения).
10. Разработана стратегия по борьбе с бешенством животных направленная на обеспечение сохранения стойкого эпизоотического благополучия по бешенству животных на территории Кыргызской Республики. Предложена программа оральной вакцинации диких животных, которая снизит количество вспышек и позволит купировать инфекцию.
ПРАКТИЧЕСКИЕ ПРЕДЛОЖЕНИЯ
1. Патент на штамм «Сузак-2008» вируса бешенства, инактивированная культуральная вакцина против бешенства, Кыргызпатент, № 1361 от 19.04.2011.
2. Технологический регламент на изготовление антирабической вакцины из местного штамма и Временное наставление по ее применению.

3. Инактивированная антирабическая вакцина из местного штамма «Сузак-2008» предложена к использованию в ветеринарной практике.
4. Методические рекомендации: «Бешенство животных», «Биологическая безопасность при работе с патологическим материалом, исследуемым на бешенство», «Рекомендации по профилактике бешенства животных в Кыргызской Республике и мерам борьбы с ним», «Бешенство животных (этиология, диагностика, биопрепараты для специфической профилактики)».
5. «Стратегия по борьбе  с бешенством» и «Программа оральной вакцинации диких и безнадзорных животных».
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Негизги сөздөр: кутурма, мониторинг, алдын алуу, патологиялык материал, штамм, изолят, биопроба, вирустун геному, праймер, инактивацияланган культуралдык вакцина, иммуногендүүлүк, вакцины- приманки.

Изилдөөнүн объектиси: ылаңдай турган жаныбарлар, патологиялык материал, жаныбарлардын канынын сары суусу, кутурма вирусунун штаммы, культуралдык вакцина.
Иштин максаты: Кыргыз республикасынын Жалал-Абад облусунун территориясында жаныбарлардын кутурма вирусунан бөлүнгөн «Сузак-2008» штаммынын иммунобиологиялык касиеттерин изилдөө, кутурма ыланына эпизоотологиялык жана молекулярдык мониторинг жүргүзүү жана бул штаммдын негизинде атайын алдын алуу каражатын иштеп чыгуу жана даярдоо.
Изилдөөнүн ыкмалары: эпизоотологиялык жана молекулярдык мониторинг, молекулярдык-биологиялык, серологиялык, биопроба, вирусологиялык, жарык жана флюоресценттик микроскопия.
Алынган натыйжалар жана алардын жаңычылыгы: Кыргыз Республикасында биринчи жолу кутурма ылаңынын ВНК-21/13 культуралык клеткасында репродукцияланган «Сузак-2008» жергиликтүү штаммы болүнүп алынды. Кутурма ыланынын вирусунун штаммынын биологиялык касиеттери изилденди. Алынган жыйынтыктар 2011 жылдын 19 апрелиндеги кутурма вирусунун «Сузак-2008» штаммына берилген № 1361 патенти менен тастыкталат.

Бөлүнүп алынган штаммдан кутурма ыланына каршы инактивацияланган жана культуралдык вакцина даярдалды. Бул вакцинаны лаборатордук жана ыландай турган жаныбарларга текшергенде, өзүнүн антигендик жана иммуногендик активдүүлүгүнун жогору экендиги көрсөттү.

Колдонуу чөйрөсү: эпизоотологиялык, вирусологиялык жана ветеринардык практика.

РЕЗЮМЕ
диссертации Акматовой Эльмиры Казакбаевны на тему «Молекулярная эпизоотология и специфическая профилактика бешенства животных
в Кыргызской Республике» на соискание ученой степени доктора биологических наук по специальности 06.02.02 - ветеринарная микробиология, вирусология, эпизоотология, микология с микотоксикологией и иммунология
Ключевые слова: бешенство, мониторинг, профилактика, патологический материал, штамм, изолят, биопроба, геном вируса, праймер,  инактивированная культуральная вакцина, иммуногенность, вакцины-приманки.
Объект исследования: восприимчивые животные, патологический материал, сыворотка крови животных, штамм вируса бешенства, культуральная вакцина. 

Цель работы: провести эпизоотологический и молекулярный мониторинг бешенства животных, изучить иммунобиологические свойства штамма вируса бешенства «Сузак-2008», выделенного на территории Джалал-Абадской области республики, разработать и изготовить специфическое средство профилактики на базе  данного штамма. 
Методы исследования: эпизоотологический и молекулярный мониторинг, молекулярно-биологический, серологический, биопроба, вирусологический, световая и флуоресцентная микроскопия.

Полученные результаты и их новизна: впервые в Кыргызской Республике получен местный штамм вируса бешенства «Сузак-2008», репродуцированного в культуре клеток ВНК-21/13. Изучены биологические свойства штамма вируса бешенства. Новизна полученных результатов подтверждена патентом на штамм «Сузак-2008» вируса бешенства № 1361 от 19.04.2011.

Из выделенного штамма изготовлена инактивированная культуральная антирабическая вакцина, которая при испытании на лабораторных и естественно восприимчивых животных показала высокую антигенную и иммуногенную активность. 

Область применения: эпизоотология, вирусология и ветеринарная практика.
RESUME
Akmatova Elmira Kazakbaevna

dissertation on a theme «Molecular epizootiology and specific prevention of animals’ rabies in the Kyrgyz Republic» on competition of a scientific degree of the doctor of biology sciences on a speciality 06.02.02 - veterinary microbiology, virology, epizootology, micology with micotoxicology and immunology
Keywords: rabies, monitoring, prevention, pathological material, strain, isolate, biotest, genome of the virus, primer, inactivated cultural vaccine, immunogenicity, vaccine-bait. 
Object of research: susceptible animals, pathological material, blood serum of animals, strain of the rabies virus, the cultural vaccine.
The work purpose: hold epizootological and molecular monitoring on rabies at animals, study immunobiological properties of the strain of the rabies virus "Suzak-2008", dedicated in Jalal-Abad region of the country, and to develop and produce specific means of prevention on the basis of this strain.

Research methods: epizootological and molecular monitoring, molecular- biological method, serology, biotest, virological, light and fluorescence microscopy. 
The received results and their novelty: for the first time in the Kyrgyz Republic the method of reception of a local strain “Suzak-2008” of rabies virus reproduced in cell culture BHK-21/13 is developed. Biological properties of the strain of the rabies virus allocated for Kyrgyzstan territories are studied. Novelty of received of the results is confirmed by the patent application for the strain of rabies virus “Suzak-2008” № 1361 from April, 19-th 2011. From allocated isolates of strain was made the antirabic inactivated cultural vaccine which at test for laboratory and naturally susceptible animals has showed high antigenic and immunogenic activity.  
Scope: epizootology, virology and veterinary practice. 

















































































































































































PAGE  
6

[image: image9.jpg]


[image: image10.jpg]


[image: image11.jpg]Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8

299ph —————>




